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TRTROQUCCION

LA Ingenterta Gendtica se puade delinir ¢omo 4l conjunto de
técnicas qua permilen alslar y unir el AN de organismes de la nmisma
especle o de especlas distintas in vitro, formande moldculas de ADH
receabinaate o hibridas, las cuales pusdzn sar introducidas a wuna

bacteria donde sardn replicadas y mantenildas indalintdamenle,

Bl podar de esta tacnoloata radica an la factlidad con la que
permite a un iavestigador 2l alslamiento d¢ una regisn esp2cifica dal
genema da un organisme, esta reqldn puede abarcar desde varios gaenes
hasta unos pocos pares de bisis. Con lo cuil es posible un astudio
bastante fino de 1a organtzacion dal genom: y de los zlemeatos que lo
constituyen. Estas metodolostas tarbidén  han  permitide 1la
tatroduccion de genes de varios origanes en bacteriss, y cuando sa
emplean vehiculos de a«presion  adecuados, estos genes pueden sar
sobreexpresades en la bacleria huesp2d, habiendosz logrado as(, la
produccidn de algunas proleinas eucarlontas a ascala industrial

W3,

Como podemos ver, con las tacnicas da Ingenieria Genética es
posible obtaner un conocimlanto mucho mis profundn  (en  algunos
Aaspecloss gue con cualguier otra téenica, Si esle conocimianto se

apoya an datos de (islolegta y gendlica, s posibla poder describir a



detzlle ¢l funcionamienlo e {nlerrelaciones de los genes.

For olra parte, en nuestro laboratorio se ha est;do trabalando
con el gene que codifica Fara la enzima penicilino amidasa (PR) de E.
coli AICCINIOS. Esla enzima cataliza la hidrolisis de la penfcilina
G, dando como froductos acido fenilacetico y acido o-amino
penizilanico o-wbh), ver fig 1. El o-aFh forma el ndcleo a partir
del cual se pueden sinletizar las penicilinas semisinteticas, las
cuales tienen ventaias terapeuticas sobre su precursor, la penicilina
G va0s. hunque el o-APh puede ser producido mediante meélodos
quimicos, la hidrolisis de la rencilina G resulta mds econdmica si se
emplea la Fh de E. coli. (34), Debido a que la Fh provenienle de E,
coli ATCC $1105, es 1a enzima nds ulilizada para la eroduccion de
o-AFi 2 nivel industrial, y es ademds interesanle desde el punlo de
vista de investigzcion bdsica ver seccién de antecedentes), se
decidio rezlizar un estudio scbre el gene que codifica para dicha
enzima, que zporiara informacion sobre los posibles elementos que
intervienen en la regulacion de su expresion a nivel de

{ranscripcion.

For lo mencicnade antericrmenle, se decidio wutilfzar las
{é¢cnicas de lngenierta OGendtica para la realizacién del presente
trabajo, el cual liene como objelivo principal la delerminzcion de la
secuencia nucleotidica de la region reguladora del gene esiructural
de la enzima penicilino a2midasa (F4) de Escherichia coli ATCC 11105,

Los obdelivos secundarios son los siguientes:

as.- finalisis de la secuencia de la region reguladora del gene

que cedifica para la Ph ipac), comparéndola con "regiones de

.

regulacién de olros genes.



CeHy —CH,~COOH

ACIDO FENILACETICO

Sitio de hidrdlisis

o

Mgt
CeHy—CH—c Ly 2“’
Hs
OJr——-—-N COGH

PENICILINA G

NH,

0/17-—

CHy
CH,

COOH

ACIDO 6—~AMINO PENICILANICO

Figura 1.- Hidrélists de la penicllina G por la peniciline
amidasa, La flecha indica el sitio de corta. Los productos de 1a
reacclidn  son el “deldo fenilacético v &l scido 4-amino penicitdnlico,
esle dltimo forma 2l nuclao a partir del cual <¢a producan las
penicilinas semisintéticas.



bs.- Determinacion del jnicfo de la {ranscripcidn del gene pac,

y localizacion de! promolor funcional.

@l cuﬁp]ir con estos obielivos, sera posible proponer un modelo
de regulacion que tore en cuenta fanto la informacion oblenida de
esludios ficioldgicos de la ewrresion del gene para la Fi, as! como
los resullados de este este trabajo. Llogrando de esta forma una
descripcion mas rrecisa de la regulaclion de un gene procarionte a

nivel de 13 {ranscripcien.



ANTECEDENTES

Bebide a la importancia {nadustrial da la enzima penicilineg
amidasa (PA) de E. coll, s2 han realizido estudios con el fin de
conoucer  c¢omo  es re3dulada 1a produccién de asta anzima por distianlos
factores del medio externo. Se ha determinado que ciertas substancias
presantas en el medio de cullivo atectan 21 grado da produccidn d2 la
enzima, en  algunos casas hacisndola casi nula, y en  otros
aumentindola considerablemente. Do esto sa deduce que pac no 25 un
qene qua se axpresa constitulivamenta, sino que responde 3 cambios an
4l madio en el aus se encuenira E. coli. A continuacidn s mancionan
1os faclores que afeclan la produccidn da la Pa, y en que formy lo

hacun:

El acido fenilacdlico ha sido identificado como el inducter del
gen2  pac, su adicion al medio de cultive ocastona un incraminto da 8
a L0 vecss en ca sintesis de la enzima. Este efecto se logra cuando
Va2 concenlracion del 4cido fenilacdlico es del 0.1 %. A una
concentracidn mayor, aste i¢ido es un inhibidor dal crecimienls dn
las bacterias, En E. coli la produccidn de Pa s2 ve raprimida por 13
presencia de glucesa en ¢l madio de cullivo k34, 3%), Gang y Shalkh
112) demostro que esta represida estd mediada por AHP clclico, y que

ocurrta nivel de la Lranscripcion. La  tamperatura del medio da



cultivo liene un efecto {mporlante en la sinlesis de la enzima, a 30
grados € se presenta la mayor produccion (&), En camblo a 37 grades
€, Aungue las baclerias crecen mas ripidamenie, no producen encima en
1a misma centidad. Terbién se ha observado que cuando la fermenlacion
er lleva 2 czbo en condiciones de baja zereacién, 1a la produccion de
#nzima es mayor, Se desconoce el mecanismo por el cual el nivel de

oxigeno regula los niveles de l2 enzima (32).

Se han hecho intentos por modificar a 13 cepa produclora de P4,
con el fin de zumentar su capacidad como organismo productor de Pa.
La estralegia que ha dado mejores resullados a sido la clonacion
molecular del gene pac y su inlroduccidn a la misma cepa posedora del
gene, eslo trae como consecuencia 1a sobreproduccion de la enzima (5,
11, %5, «o). hdemds la clonacion de pac ha permilido caraclerizar con
delalle esle gene, pues se ha delerminado parcialmente su secuencia
nucleolidica y e} mecanismo por el cual se procesa el precursor de 13

FA.

La enzima FA es producids como un solo precursor de $2 kD, al
nual se le procesa un péplido lider al ser erporlado al espacio
periplismico de la bacteria. Después recibe olro corle interno que
produce las dos tubunidades que forman la enzima madura, une de 20.5
o 21.4 Kd y otra de 6% Rd. E! péplido de 20.5 ¢ 21.4 Kd es5 13
subunidad alfa, contiene en su exlreno carboxilo la regién en donde
se une la penicilina G, Esta subunidad puede enconlrarse con dos
extremos carborilos terminales, debido a que las corles durante el
procesamiento pueden ser en dos silios. En un case, el exlremo
carboxilo terminal es una fenilalanina, dando lugar a la subunidad de

20.5 hd. La subunidad de 21.4 Kd Aljene como exiremo carboxilo



terminal a una alanina, que se encusalra 3 siete aminodcidas d2 13
featlalaning mencionada con anterioridad. Les  dos  tipos de
subunidades  alfa  se  encuenlran en canlidadas sproximadamenta
yquimolares, por lo tanto es posible suponer gque lta frecuencia da
corte en los dos sitios es similar. Bl péptido de 69 Xd ¢5 la
subunidad beta, ¢sta contians el sitjo catalilico de la enzima. Sola
posee  un extremo amino terminal, una serina. Esto indica que debe due
ocurrir olro corte gue elimine los 5S4 o6 62 aminoicidos exfstentes
entra @l extremo carboxilo terminal de la subunidad alfa y al aalno
terminal da subunidad bata. Ver fig. 2. Este lipo d2 procesamiento,
an el gque una proteina plerds un péplide conactor ialerny, a5 comin
para algunas proteinis de origen eucarionte, paro es la primira wvez
que 92 reporta para una protzins bacteriana (5). ta {nformicidn
obtenids 2 partir de 13 sacuencia nucleottdica de unz parle de esle
9ung, <confivrma an parle el modelo propuasto para el procesimiznto de
ta Pa. Hasta el momento no 42 ha estudiado 13 regidn reguladora de
pa 4 naivel de secuencia nuclaoli{dica, al conocerla sard posibin
compararla <on la de otros g2nes, lo cual permitirs 1a localizacton
dw  ragiones de regulacion hoadlojas. Postarforments 1a funcidn de

wskas reglones podry ser demosirads en forma experimantal,

Hasla el momento, sa ham secusznciado las reglonss reguladoras de
varios nganes. Esto ha generado una serie de datos, tos cuales han
permitida reconocer que extsien sitios en comin entre ellas, los
cuales cumplea funciones espacificas dantro de la requlacion de 11
axpresion genética. Por lo general los ganes que talervienan «n una
determingda via melabdlicy, se encuaniran asrupades en Qperonzs o
unidadds de  transcripcion., Cada op2rén tiene por Io menos un

pramator, el cual permife la transcrimeisn coordinada de  tades los
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Fioura 2.~ Procesamiento de la enzima PA, E) proprecursor de la
enzima pierde el péplilo lider al recibir un corte en el sitio A, vy
es exportado 2l espacio perirlésmico. En este, plerde un péplido
coneclor, por medioc de un corie en el silio I y otro que ocurre con
fgual frecuencia en el sitfo B o C. Eslos corles dan originen a los
dos tipos de subunidades alfa y la subunidad bela, la enzima activa
se forma de 1a unién de una subunidad alfa con una beta.




genes que lo conforman. En algunos casos se han eancontrado
promotores dantro de las unidades de transeriselsdn, los cualas
permiten la expresion diferencial de algunos de los genzs que la
constituyea. Un promotor es wuna reglén en el ADN qus abarea
aproximadamente 40U pares de bases, es el sitio donde interacciona la
ARN polimarasa para iniciar 1a transcripcién. Los promotores son
regiones en el ADN, formadis por una una secuencia asimdtrica, 13
cual siempre se presenta en el ADN en la cadena con sealida. A partir
de 11 secuzncia de 168 promotors2s, se determiad una secuencia
cons2ns, lomando en cuenta las bases que se conservaban con mayor
frecuencia, Se sabe gque esta s2cusncii consenso es 1a qu2 tiene 13
maror afinidad por la ARN polimerasa. La sz2cuencla consanso es:
TTGHCA y TATanT, asroximadimente 35 y 10 pares de bases antes del
fnicio de la transcripcion raspectivamente, La distancla antra esos
dos sttios tiende a variar poco, siendo en promedio 17 parss de
bases. Existen también algunis otris bases que tienden a coservarse,
Aaunque  no  con  tanta frecuencia, estas se encuentran cercanis a los
sitios =10 y =38 mancionados anteriorments, En la fig. 3 se musstiran
las fracyencias observadis parz las basas mis coservadas dz un

promotor de B, coli 14, 274

En los 9en2s que responden a requlacidon por el afvel de ANP
ciclico, se ha encontrado la prassancia de uno o mis sitios de unidén
para la molécula CRP, Esta proleina funciona come activador de ta

transcripcidn en varios genes de £. soli, facllitando la unidn de la

ARN polimerasa al ADN. Los sitios de unidn para CRP se caracterizan

por la conservacidn dae cierlas bases, siendo la sacuencia consenso:
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Figura 3.~ Frecuencias de aparicién de las cuatro basev en 2

secuencia consenso de promotores de E. coli., Esta
axpresa en porcentales, tomando 112 como 1004,

10

frecyencia se




S-AANTGTGANNTHRERNCANAT T3,

Las trecuencias observadas para cads una de las bases del
cansenso s¢ pueden ver en la fig, 4. & difsrencia de los promotoras,
los 4itios dr unidén para CRP e5 posible encontrarlos an tas dos
cadends del AON. La distancia de estos sitios a el inicio de ia
transcripe{dn punda ser desd2 107 hasta 36 paras de basss. En
algunos genss se han encontrade dos sitios de unldn para CRP, uno do
los dos sitios tiane menor afinidad gua el otro debido a4 que no se
acerea tanle a4l consanse, se cres que el s{1{0 s2cundario no e
funcional, dnicamente atrae a la proteina CRP con e} fin lograr um

mdyor concantracidn de la misma en la proximidad dal sitio funcional
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Figura 4.- Frecuencias de aparicién de las cualro bases en la
secuencia consenso de sitios de unién para CRP en E. _coli. Esta
{recuencia se expresa en porcentales, lomando 17 como 100%.
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de unidn de CRP. En alounqs casos CRE puede (uncionir coma represor,
cuando a4l  interaccionar caor el ADN, bloguga 1a unidn de la ARY

palimerass, coma 85 el c3s0 del gen2 da galaclosq.

Otro dato imparlante que s2 hs oblenldo deol estudio de genss
regulados por CRP es el sigulente; 1a reglon -35 de los promoteres d2
25los genes, $2 aleia bastante de 2 secuzncia conseasa, Y an algunes
€3505 no ey aparente, La regidn -10 igualmente 85 poco parecida at
consenso. Esto 52 explica tomindo an cueats que ta funcidn de CRP es
estimular 13 {ranscripcidn, por lo tanto no tendria sealido que un
promotor fuerte tuviera un silio de unidn d2 CRP, y2 qua 1a funcidn
dz  aste allimo como activador de la transcriscién no serfs

significativa (9, 19,.

Otra caracleristica presente en algunos gen2s €% gque cercans  al
promalor, exisie una regidn llamada operador. Estas regionss pueden
sar palindromes parfeclos o imperfectos, su tamano es variasble, parg
tienden 3 ser aproximadameate de 20 pares de bases, Estos sitios son
reconocidos por protatnas reguladoras espacifiicas par3 un gene o un
grupo  d2 genas. La prolelna que interacciona con el aeperader, recibe
el nombra da represer, sy funcion es disminulr el afvel de
transcripcidn del  gane que regula. El represor sole se unirg al
opzrador cuando las condiciones metabdlicas de 1s baclaria no
requieran que el gena o 2! operon se axprese en gs2 momenta. $i lasg
condiciones del madio hacen necesaria su  exprssidn, anlonces et
reprascor  na se unird al operador y la iranscripcidn conlinuard a su

nival normal (18,

13



For dltimo, olra regidn impoertante en la organizacion del genoma
bacteriano es la del silio del infcio de la traduccidn de los ARK
rmensajeros. Esta regién inleracciona con el eatremo 37 del ARN
ribosomal 1eS., Su secuencia nucleotfdica, &sf como su dislencia del
codon iniciador, {fende a conservarse en las 124 genes procariotes
estudiados. La secuencia de las primeras once bases del extremo 37
del 4RN ribosomal es la siguiente: 3 -HO~AUUCCUCCACU-S". Con esla
secuencia, los ARK mensajeros son complemeniarios en su exlremo 57 en

forms parciz] eeneralmente (33).

La mayor parte de los estudios mencionados anteriormenie, fueron
vrealizados usanco técnic2s de ADH recombinante, Ya que el presente
trabajo tembién usara algunas de esas leécnicas, a continuacién se

presentara una breve explicacién de ellas.

El origen de las técnicas en ADK recembinante o Ingenferfa
Genélica se remonta & 1: década de los selentas, en a2 cual se
realizan los primeros experimenlos pars la creacidn de moléculas

hibridas de ADN en el lsboralerie (2),

Fué con el descubrimiento de que el ADK es la molécula porladora
de los caracleres hereditarios, por Avery y sus colaboradores (1),
que se fnicié la renipulacidn del AIN in vilro. éAvery logrd la
trasnferencia de malerial gendtico de wunz cepa virulenta de
Fneumococcus a olra que no lo era, aislando in vitro el 4DN de la
primera y poniendolo en conlacto con la segunda. Esle lipo de manelo
del 4DN, al igual que olros con los que se conlzaban haili entes de la

ingenierta genélica, permitfa la {ransmisidn de malerial gené¢lico

14



entre baclerias de la misma especie, pero lenta varias limilaciones,
una fue que no era posible seleccionar la region del ADN del
organismo donante a introducir en la bacleria receplora, por lo que
era necesario buscar enlre toda la poblacidn de bacterias, aquellas
que contentfan los marcadores genéticos que se deseaban, lo cudl no
siempre se podia hacer ficilmente. Ademss estoc primeros intentos
estaban limitados a 1a transferencia de ALK enlre orgznismos de la

misma especie.

Fu¢ hasla despuds de wuna serie de descubrimientos dentro del
4rea de la Biolegta Molecular, que se conld con las herramientas
necesarias para la menipulacidn del 4DH in vitro en una forma fina vy

reproducible,

Uno de estos descubrimientos, fud el de las enzimas de
restriccion, estas fueron descubiertas gracias a los estudios de
interacciones de bacleridfage-bacteria por Lurfa y Human (21),
Fosteriormente estas enzimas fugron caracterizadas y purificadas, lo
cual permitio su uso como herremienla para la modificacion del ABN in
vilro, L2s enzimas de restriceion se dividen en tres clases en base 2
su estructura y modo de accién. Llas enzimas de la clase 11 son las
mas ulilizadas en éxperimentos de ingenieria gené¢lica, su utilidad
radica principalmente, en que estas reconocen y cortan el ADN en
sitios especificos. El silio de reconocimiento es una secuencia que
puede ser de 4 o mis pares de bases, este silio tlene la
caraclerfstica de ser en la mayoria de los casos un palindrome, Una
region de HDN es un palindrome, cuando su secuencia es fdéntica al
leerse en 1as dos cadenas de ADN en direccidn 5 a 37, Una vez que la

enzima reconoce el sitfo de restriccion, procede a realizar un cortle

15



en cada una de tas dos cadenas. Algunas enzimas cortan el AN al
mismo nivel en 1las dos cadenas, olras lo hacen a distintos atveles
genarindosa es; forma exlremos que contien2n vregion2s de cadena
sencilla, las cuales son corplemantarias esatre si. Algunos sitlos de

reconecimiznto y tipes de cortes gensrados se musstran en la fig. S,

Las enzimas de restriccidn permiten la diseccidn de  frasaentos
grand2s de ADN en olres mis pequenos, los cuiles puedan  ser
caracterizados con mayor facilidad. Esto ha hecho posible o1 estudio
detallado del genomy de organismos eucariotes y ha peramitido el
atstamlento d2 gen2s individuales para su estudio postirior (29,
dus, Los fragmantos generadns por la accidn de uni enzima de
restriccinn, pueden  ser wstudiados directamint: o  puedan  ser
introducides a uni bacteris donda serdn mantenidas indafinidimente.
Sin embarqo guneralmente un fragmaanto de ADN ns se puade manlener
dentro  de uny bacteria si carece de vrejlon2s de replicacidn
gspectficas, Este problama s2 ha rasuzlte con 131 coastruccidn de
vehiculos moleculares de clonatidn. Estos son moldculys de ADN
clreular, los cuiales tienan la propledad de ser replicadis y
transcritas por la maguinaris anzimitica de la bactaria hussped, Se
han derivado dg¢ plasmidos y bacteridfaqos, los cuales se modificaran
con el fin de funcionir como vehiculos dae clonicidn molecular. El
vehiculo molazulr qua se d2see usar, es digerido con la misma enzima
de restriccion que s2 utilizo para al aislamiento dal  fragmento de
a0f que s2 quiere estudiar, o con una enzima que dele exltremos
compatiblas para 1a unidn. Solo es posible la unidn covalanta, si se
utfliza 13 enzima ADN ligasa, 13 cual forma dos enlaces fosfodiéster

an cada uno de los dos extremos 4).
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Figura 5.~ Sitles de reconccimieato corte para 1as enzimas de
rastriccidn Eeo RI, Hae [11 y Pst 1. Las flachas indican 105 sitios
de corte de cada una da las enzimas en el fragmento de ADN de doble
cadena. En la parte inferior se mugstran 1os  (ragmentos r2sultantes
de la accidn da cada una de la enzimas, asl como 105 extramos

generidos.
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Una vez que se tiene la molécula de ADN vrecombinante, es
necessario inlroducirla a una bacleria donde pueda ser mantenida por
replicacion. Esto se logra por medio del proceso de {ransformacion.
Este consiste en la adquisicién de AIN del medio exlerno por una
bacleria, el cual es integrado al cremcsoma bacteriano o es manlenido
como un plésmido. En E. coli la transformacidén no ocurre en forma
natural, sin embargo existen métodos para legrar la transformacién de
E. coli eartificialmente. Eslos consisten en la modificacién de las
menbranas celularesbcon substancias quimicas, }as cuales l1a hacen més
permeable al #DN. Una vez que el vehfculo molecular entra a la
bacteria, es replicado, y Junlo con el, el ADN que le fué ligado (8,
22). Te esta forma es posible oblener cantidades imporlantes del
fragmento de ADN que se introdulo en el vehicule, lo cual permite su

caracterizacion fisica.

Una de las tecnicas mds utiles para el estudio del ADK es
squella que permile la delerminzciédn de la secuencia de bases que lo

conforman, Exislen dos métodos para secuenciar ADN:

1s.~ El método de Marxam y Gilbert se basa en 13 ruplure
especifica del ADR al nivel de cada una de las cuatro bases gque lo
componen: cilosina, adenina, guanina y timina, La ruplura se hace en
forma parcial, wusando substancias qufmicas las cuales cortan el ADM
forma especifica. E} ADN usado es marcado radicaclivamente en uho de
sus exiremos, Los fragmentos de 4DN generados, son seperados en un
gel de poliacrilamida-urea. Leyéndose la secuencia a parlir de la

autorradiografia del gel {24). Ver fig, &.
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32 \\J\\ ™ \\J\\ \\}\\ NS
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Figura 6.~ Hitodo da Haxam y Gilbart para sacuencisr ADN. 1.- Harcade
dal ADY en un extramo con 32P. 2.- Modiflcacidn de las bases al azar,
por eienplo metilacisn del N7 de 1as guininas por dimeltilsulfato.
3.~ Desprendimiento de las bases medificadas. 4.- Corte de la cadana
por bata daaminacion de los fosfates de los azuciraes au? pardleron
sus bases., 5.~ Electroférasis de 105 productos de corte du cada uni
de las custro distintas reaccionas de modifizacion de bases,
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4).~ El método de Sanger consisle en cenerar fragmenlos de
distinios lamenos & partir de la inhibicidn de la palimerizacién por
dideorinucieot idos, E} ADN que se desea secuer-jar es ligado a uno de
fos devivadas del fage HI13. Esle es un fago filamentoso, el cual
duraniz una lzse de su ciclo de vida posee ADK de cadena sencllla, ha
sido medificado con el propétilo de ser utado para la delerminacidn
de la secuencia nucleolfdica ror el meleodo de Sanger. EY fragmenio
que se desea ﬁecucﬁciar, es insertado en la vegion del poliadaptader

del fago.

Se purifica ese mismo fago en la fase en 13 que contiene ADN de
cadend sencille cono nalerial genélico, a2 esle se le llama lemplado.
El templado es colocado en una solucidn junlo con un oligonucledtide
sintdtfco llanado primero, que ¢s un fragmenlo de ADN, el cual
qeneralmenie tiene una longitud aue va desde 15 hasla I0 bases. La
szcuencia del primero es conplementaria a una realdn del fago Hi3 que
se localiza adyecentr & 13 regidn del poliadaptador, de tal forms que
el exlremo 3 del primero se dir{ja hacia el polisdaplador. Por lo
tanlo al someler al templado y al primervo a condiciones que facilitan
l1a hibridizacion, este uliimo se wunird al templado, formando una
doble cadena de wDH. El {emplado y el primero son dividides en cuilro
muestras: 6, A, T, ¥y €. & cada una de ellas se le adicionardn
deorinucledlides y una pequena proporcidn del dideoxinucledlido
corvespondiends a cada una de las cuatro muestras, de tal forma que
en la muesira G estén presentes los cualro deoxinucledlidos y ademds
exista una pequena parle de dideoxiguanosina, lo mismo ocurre con las
olras cualro muesiras. Se anade ADN polimerasa, la cual comenzard 3
coptar el templado a parlir del primera. Cuando la polimerasa inserte

en la cadena de ATN un dideoxfnucleslido, 13 cadena deda de crecer,
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ya que no es posible 1a formicidn de un enlace fosfedidster, al
faltar radicales bhfdroxilo en ta posicién 37 del didzoxinucledtido.
Es ast como se 9qeneran fragmentos de distintos Llamanoes, tedos
terminando en un dideoxinucladlido especifica. Eslos fragmantos s»
corren ¢ un gel de poliacrilanida-ures, 2l cual los separa segdn su
peso molecular; como uno de los deo<inuclestidos usados durante 13
polimertzacidn, estd mircado radioacltivamante, la secuzncla pusde ser

letda directamente de ta aulorradiograf{a del gl (31). Fig. 7.

fpartir de la secuencts nucleot{dica de un fragmanto de ADN es

posible oblenar una grain cantidad de informacidn, como:

a).= Sacuencii de aminoac{dos resultante d2 la traduccidn del

fragmento de ADN s2cuenciado.
bi,~ ldenttficacidn de posibles regiones de ragulacidn.

cr.~ Determinacidn de sitios de corte para enzimas de

restriccidn.

Un método usado para la identificacidn del sitio d2l inicio de la
transcripcidn, y en forma indirecta d2l promotor funcional, es el de
axtenston de primero. Estz mdtodo se basa en la sinlesis de ADN
complementario a ARN mensijaro, wusando la enzima Llranseriplasy
reversa, El sitio del (nicio de la stntesis 25 definido usando ua
primero sintético, el cual es mar<ado con un radiosdtope. §u
determina al tamafo del fragmento de ADN sintztizado, corrié¢ndolo en

un 9el de poliacrilamida-~urea.

Conectendo de antemano la regidn donde el primero hibridiza con
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Sitio dal primero inserio
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eTTP
acTP
AL
Yo pagatp
'
!
]
gestp ¢2a1p esIle €IsTP
6 A c

A aztentatgqa

¢ b <acrarci- gag

A

c M 4154750 (e

T b 112476 502

C] R

T

r— Laeaggt
G pwiRcy sigqs
2 prwar cqqs
. g

Flgura 7.- Kétodo de Sanger pava cecuenciar ABN (ver anlecedenles).

22



el ARN, es posible sabar el nucledtido con el que comianza la
transeripetdn, Cemparando 13 secugncia de la regldn que preceds al
inicio de la transcripeidn, con la secuzncia consense para
promotores, es posibla tdealificar al premotor funcional para el gena

estudiado (17).
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HATERIALES y HETODOS

‘Cepas baetlerianas,

E. colf Kle HEIOL (F-, hedS20ir=-, m~), recAl3, ara-14, proA2,

lacT), qal K2, rpsl20, (Sm ), xyl-5, mtl-1, surE44, lambda-).

E._coli JHIOY sup E, thi, dellallac-pro #B), { F*, tra 135, pro

AB, lac l9 7 celta HIS .

E. coli 4TCC 1110S

—

Transformacidn de una cepa de Escherichia coli (16},

Furificacién de 4DN de plésmido.

El método utilizado es e] que se denomina "lisis alcalina® (23).

Hicreensayo de ADK de plésmido.

.

El mdlodo es similar al enferfor rero en e¢ste caso se crecen solo 3 ml.

24



de c¢élulas., Los pasos son  fdénticos 31 anterior hasta oblener el
sobrenadante claro que en este caso se extrae con fenol-cleroformo ¥
s pracipita con elanol. Se resuspande en 10 ul d2 agua y estd Llisto

para ser digerido con la enzima do restriccidn dasaada (23).

Electrofordsis de ADN en geles de agirosa o poltacritamida.

La electroforestis se llevd a cabo en placa, Los gales de agarosa se
corrieren 3 150 V¥ durant2 una hora en sollucidn amoriliguadora
Tris-boratos-EDTa (TBE:. Los gales de acrilamidy se corrizron a 209

V durante una hora en solucién TBE {3).

Electronlucion de fragmentos de ADN a partir de un gel,

Se siguid el mitodo reportado por Hantatis (23).
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Extraccién de &DN con fenol:icloroformo 123).

Sinlesis auimica de ADK.

Se utilizo el nélodo de fosfolriéster

sobre fase solida 10,

Secuencia de ADH.

Los fragmentos de ADN ¢lonsdos en derivados del fago K3 fueron secuenciados

ror el nmétodo de Sanger (31).

Furificacion de #RN total.

AkN tolal de E. coli fue purificado sigujendo el mélodo comunicado por Riba

182,

Exlension de primero.

E! método ulilizaedo es una modificacién del reporlado por Leon (17),

Se marca el primero en su extremo 5, uszndo gama~ATP {P32). Se usa
un exceso 1UOX molar, de primero en vrelacidn al ARN nensajero
especifico. Se wusan S50 uli para 2 pmol de primero. Hezclar el ALK
lotal con el primero marcado y precipitar con NaOAc 3H 1710 del
volumen, y elanol 2.5 volurenes. FResucpender en: 1 ul Tris 50 mH,
2ul EDTA 1 mM y 2.7 ul de agua. La mezcla se deda S min.'a 100 grados

C, y se congela inmediatimente en hiela seco. Descongelar 2
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temperatura ambiente durante 45 min. Poner en bafo mar{a a 43 grados

durante 13 hrs.

Agregar:

1 ul Tris 14 pH 8.3
2ul HaCl2 G\ N
§oul dITP 20 mi

1 ul daTpP 20 off
1l dCTP 20 ol

L ul d6TP 20 mH

God ul DTT U2
GB Ul ROL LK

15-25 unidades de transcriptasa reversa.

Se deja en bafio maris 4 43 grados € durante 30-45 min, S hierve
3 min, Agragar iul de RNAsa A (10 ma/ml) en un voluman total de 100
ul, dejar | hr, a 37 grados C. Extrazr con | volumen de (enol.
Aaredar 5wl de WRNa (1 ugriul), Precipitar con 1/10 da voluman da
NaGie 34 y 2.5 volumenas d= etanol. Lavar con 250 ul de elanol al
70, dos veces. Se rasusp2nda en 3ul d2 agua y sa agr29an S ul de
mezcta de parado d2 secusncia. Se hiervan 1as mu2stras da 2.5 min. y

s¢ corren en un gel de sacuancia.
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KESULTADOS

1.—Aislem$en(p de {ragmenios de AN que contienen e vegion que

precede z] gene estructural de 12 enzime Fh.

Se cuenle con varies plésmidos portadores del gene pec, uno de
ellos, el pPAZ, liene un inserte de ADN cromosoral de 7.5 kb dentro
del ¢val s¢ encugnira ¢l gene de 1z P4, Se ha ctservade gque al
transformar cnn el pFh2 una cepa aque cerece de este eene, la
erprecion del gene se ve regulada por el acido fenilasetico. Fer otra
parle s¢ sebe aue pliemidos derivados del et he, que <ole lleven el
sitio Hindlll provino 2l oene estructural, no ccntienen fa region
reguladorz (5), En bzase 2 estos dites ers de ssperverse aue el pPR2

levare l2c resiones de regulacién norrmeles del gene para la Fh.

Jerzndo como tase €] mepa de restriccion de los plisricrs pbAZ
eFAd, vy le secuercia nutlecotidica de las prireres 1400 rares de bases
del gene eslructural, e decigic zarsler fracrentos obtenidos de 12
digesticn de) pliemide £162 con la enzira Keall, Esto se hize con 12
fdez de chlener frezzmenlos aque llevaran tanto perle del  gene
ectruclural, del cu2l se conacte parle de 1l secyencic, y parle de 1a
region aye le enlecede. Se hicieron digeslicnes dobles Reall-Hindlly,

con ¢l fin de lecalicar las bandas eue eran nertadss ror la ultira
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enzima, wsto iadicar{a aue fragmentos contealan un siti{v 42 Hindllf.
Ta quez s0lo existan trus sitios da Hiadlll en ol pPaZ, y =21 gena
wstructural sa 2ncuanlra 2 49 pares de basas 49 uno g2 ellos, 13

probbilidad de qu2 uns de 2335 bindas da Heall 523 13 quz canbeng:

parte de 13 r29ion raguladora 2s de t/3,

Unz var Iesaltzadas las bandis, s2 procadio s digerir plismida
PPAZ con L2 anzima Heall, &sla ditgestisn sa corrid 9n un gal a2
acrilamida al 7.3 L. Las bandas de intards 59 corlaron d2l 921 5 se
2lactrerluyeran.  Adamis se dacidlé afslar 2l fragemanto de Hindild
que blasede Al gans gibructural de 1z PA 2n 2l plismbde 2PA2. B3t
fragmanta se Qdanlifeod hytiands digestionss sanzilles 921 elisatdo
pPRE con 13z #nziny HindUIL, y digestisngs doulzs Siafl{{~EceRl. La

, 25 12 gus antazede 3l qane

unics Bindy qus no fud ¢artady por Ecof
astructursl g2 13 PA. En {3 fr3. 3 s mugilesn 193 mapas d2
rastricoion da lag plismides eFAd y pPAZ. Bl fragmantas da2 HindlI!
dal pFaz sislado tiena Z300 paras g2 bBrsas, Jebids a 1as limiticiones
tdentces 42l mitado g s2tuencits uwtilizads, s0la ar3 posible
secu2naiar 13 rasicn r2guladory 2o wna 42 13y dos artaatcicazs, Como

32 sarace di ditas g 3y d2l maee de rasbriciedn 49 233 eeglin, aw

235 posible sabar cual avtrarsy 49l fragmanta ha 180 secuestido.

Existan dos  formds d2 3ibzr g0 302 orizatizion 32 anzuaatea 3t

H 245

;A2 rastriitiin 20

oy
o
o
-
S
o
<«

fragments zlonida, unz de 2llag 2
13 secusncit vy postariormants Lacalizindalas 27 2] alisnide 2PR2) 1a
atra 23 comparando la sacusasiz d2l fragmamts dr Hind{{l feagments
I, cen Yas fragmantas de Heall fragmeatos Ty (L. y3 aur 2n 25ty

ultinys no 4xiste dudy sobre su cri2ntacisn,
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Z.~Clonzcién de lot frzamenloe en e} faoo K13,

Los fragmentos de Hpall del »FA2, fueron ligades &l rfago K123 mpd
digeride ton 1z enzima heel, esto fud necesario hacerle ya que no
eriste citio de Reell en e) poliaderleder del mrE, les extremos Accl
y Hpall con cohesivos entre sf, sin enberoo al scev  lisados
decaperecen loe dos silios de restriccion. El frismenie de Rindlll
del eFha2, se ligsd al faso MIZ melf dicerido con 1z mism: enzims, En

la figure ¢ se ernlice lz construccicén de las clenzs 1y 11, en la

fig, 10 Y2 censtruccidn de de ¢lonz 1L,

E.-ldentificacién de los frzamentos por Y2 lécnice de microenszyo.

Lespues de heber ligado log tres fragrenios, se transformiven en
1z cepe JHIUL, 5S¢ obluvieron plazee blancas vy &rules en lae tres
¢zias. Betide a aque ccasicrelrente lez presencia de rliacas blancas
ruede  ser el resultads de uns celecien  en  la  reeisn  del
eoliedzrtador, se determine 12 erecencia de  incerte en el fago,
usende la licnice de micrcenszye. Se esludizron 20 clonzs de los tres
tisos ¢ 1, 11 y 111 ), y en toczs s& entontra  intertn (detes no

rostradoty, Yare sedusncierlee, se tomaron aleunse de esas clonas,

4,~Laterminzcicn d: la cecuenciz nucleolidica de 12z treg clonas,

En la fig. 11 se musslve 12 crientacion vy el lemanc de las tres
¢lonzs otienidas, fe puede obcervar aus la clona {11 abarce parle del
cene estructural y parle de le recidn resuledora. Se ulilizo la
tecnicz de Senasv par: sécuzncier los tres frizrontes inserlados en
el faac K12, En tolzl ce losreren leer 381 bases en diveccién S a

partir del cadsn infcizl del azre estructural. Inicialrenle no se
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Figura 8.~ Mipas linzalas do los plismidos pPA2 v pPAY. L3 linea
grugsa indica ADN cromosomil de E. colt ATSC 11105 y 1a linea dalgads
@l wehiculo de clonacidn., Las flechis repraszatan alqunos de los
gunus exprasidss 2n los das plismidos, lanto d2l vehiculo como del
{nsarto. Solo se fndlcan los sitios de restriccidn mis importantes
para este trabajo.
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Se trorsformz an
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Figura 9.~ Conslruccién de las clonas 1y il. Se digirie al fago
Hi3me16 con la enzima Acel y al pldsmido pP#2 con la =nzima Heall. Se
purificaron los fragnenios del pPA2 que conlenfan la region
reguladora, y se unjeren en forra covalente al fago Ki3mp18 usando la
enzima kDK ligasa. En esla construccién se pierden los dos sitios
usados para la clonacién, heel y Heall.
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Figura 10.- Construcclén de la ctona Ill. Se digirid tanto al fago

Ki3mp8 como al plasmido pPA2 con la enzima

14 ¢nzima ADH ligasa.
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Figura 1l.- Temaho y orientacion de 1as tres clonas usadas para
delerminar la secuencia de ls reaién resguladora del gene para la Ph,
Se muesira wun mapa del plésmido FHG2, y una ampliacidn de 12 reglén
cecuenciada, indicando el tamano y 1a orienlacién de las clonas I, 11
y M1,
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eslaba totalmante s2qure de que lal':’lo‘na‘[fl fueri.la qua contanly 13
raglsn qu2 pracedia lnmedt‘aiameﬁli al g2 estreatural, fud hasta que
52 secueyr’\:{d la‘cl;:m,al, i, qn‘l‘a‘ éa loars confirmar . gsa hipdtasis, La
clens {1 abarce gartve"tlan’ls: d2) g9ne astructura) cemo de 13 regién
que la preczde. Al comparar la clona {1 con 'a2 111, se confirmé qua
efactivamente esta Gltima contan{a la reaidn gue antecads al gens
gstructural, La glona II0 llevs =l {nserlo en la misez orizntacion

quz 12 clona .

Sa corrieran en total 27 secuenclas, vifale 42 allas fuzren on
92)2s sin gradiznte. Bstas st corrizron 2 distintos tigmeas, dasdq
unz hory hista & horas, esto 32 hizo can el fin d2 lograr lesr of
miyer dundrd d2 bises de cady wuny de las tras clonis. Com> 34
fuvizran alsuras pradlasas en cidrtis ragiones d2 13 s2ousnciy,
dsbtds a1l ampazaniants de bandis  que  corraspandiim 3 citidings
cansasulivis, 32 decidid hagar secuwnlizs 2a 33193 con gradieatz, EBn
total 52 hicigrsn siele, sia e2xharys 23tas a0 logravon de2lasraiaze 2i
ausars 32 bandis. Bst2 erchblery 52 rasslvid forriands ge2la2s sin
gradizniz, durzatz § herds. 1o cuil c<istomd gu2  l3as bindas s2
separiran 1o sufic{eatz piry paenitir su lacturs. &1 reunir 12
informyzion obtan{dy 3 parlir Jda fodss 2125 d2 sacuzazis 42 13s tras

clianzs, s2 lograrsn l2er 2a total 330 basss 2n direcctdn 57 1 partir

dul codin fnictal d2 by Pa. Esta s2cuennia 39 muesira en 1y fig 12,

5.~ Badlists d2 la sacuencia,

Al otitzner 1y sacuancls naclentidica d2 12 re3idn qu2 pracadse al
92n2  2structural de l3 PA, 32 procedid 3 comarrirls con i sacusazia

de razionzs rajuladoras 42 otros 32625, Tomands <omo §1se 133 regliys
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5 ~0GCTTIACOLACOOACCATEIGEACTOAACTATOSCLGECOTGITCOCARATELTGLCTST

fsull
CTOCCATICEARRATTIECTAZEARATCCANCCATARARETCETITACAACATATITIICIC

frall
ATTERCHTALACATAATOACCTGAGLTGTCTCTCTIGOEEGTCATCATCTATGCETCLGHG

GOATCTETCATAR LRRGURATACARACARRATCRILAGCECTCART ARG CATTLETTT

TRCnTCaChTTRATORARTT TS TRTCAAARRTTACTIATCOCOCTCACAGT TCATART

Hingl 1}
ChhhCARTTCTUTGCARATACATARACCCARCGTTICOTTGCTACTATCARTICOCTARTT

+| e
u'ﬁChCCIGCCAGnEGATI{ﬁATGAk&&k‘ﬂﬂhleCﬁ‘ﬁ(ﬁA'(GlcAACTGIG!TA{‘G!T
KetlysAanarghnnhrgKetllaValaanCyaValThrals

Vhesesbitenasanana
TCCCTERTCTRT AT T6CRECTTNCCISCACTS, . .3
SerleuketTyrTar Tresertlasbronlateu,, COOH

.- cencia nucleotfdica de la regidn reguladora del gene
::z?ra ég misztran 381 bases que preceden el coddn inicial del gene
estruclural. Las primeras 75 batec gque codifican para la enzima 143}
fnictan a partir de +1, debelo de la secuencia se ruesira el péplido
resultanle de su traduccién. El sitio de hibridizacion del prlmgro se
indica con el simbolo », Se indica la posicidn de los sitios unlcos

de Hindill, Heall y tisull.
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prosusstag po? Stormo et . al (33), sa locali2d un posible sitio de
unien 1 rlbo%oma, el cuil coincide con 2l proeu2sin por Bruns 2t al
para 2] gene de 2nidasza (123, Las veglas usadas rara la localizactdn
da esle sitio son 13s sigufantas: s2cuencia comolementaria 3l eciramo
3 dal ARN ribasomal 183, ( no 6 an =3), ( manos de 2 6 entre -7 y

=), {una Ao T an #5) y { una A o T an +1dI.

S2 busciron silios de unidén para 1z protaina CRP 2n toda 13
secuancia. Je eacontraraon dos posiblas sitios, uno &8 pares de bisas
antas dal  tnfcia de 11 transcripcidn y atro 119, 8 continuicldn sa

comparaa con li s2suancia coansansa:

CON3ENTZO: AANTOTEANHNTHHENNCARATT
SITLO -£8: AANTGETOEANNGNEHNAANRNTAA
SITIO -119: TAaNTGOGTEANHNTNNNNCGHRHATC

La compiracion con 2! cons2nso earnile ehsarvar qu2 2l 9rade de
homolsyts 235 tgarazants mayor para 21 sitin -119, quz para 2l sitie

=63,

$2 gnacontraron tras szcusncis palindrontcas centradas en tas
sigquizatzs  postcieonas: =83, -18/-19 y #3450 Al raalizr 1
traduzifon d2 la satuancia cblanida, no 52 2ncontro ninguny fase

ablarta g2 l2ctura d2 tamado sianificativa.
.= Detarminicison dal  in{cia de la transcripeidn por el métods da2
2ztenston de eprinars.

Con 21 fin g2 {dantificar el sltie dal inicio = 12

trasncrincion  del gen2  2structural de tr PA, se realizd un
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¢rperimenio de extension de frimero. Se'sinlelizé un  oligenuclectide
de 2] bases, tiguiendo el métode de io;folvlés!ér sobre fase sélida.
Le secuenciz de este se escogio tomeands en cdenla que deberfe df
hibridizar en wna regidn del &RN mensziero ave se& encontrerz eatre
100y 200 bases & partir del rrobeble fnicte de la lranscripcién, Una
ver sue hibridice, serd wviide come  primere  por la  enzima
trenscrictasa vsversa, pare sinfelizer ALN comolementavic &l ARN
rentgiere. B} ¢itio de hibridiracion del eliginuclettido en la

secuenciz de) eene getructural se ruesira en e fia. 12,

Se purifice ARN total de las cfouientes cepas: ATLO 11105 y 4TCC
PLIOS 4 (pPh2). Ettas cepzs fueron crecidas en un redic aus rontiens
el inductor toide fenilacélice, en una concenivesion del 1%, ¢! cual
tepbien acius como fuente de carbono. Este medio es e} euye cause la
mésimg produccicn de le enzirz FA.

Le purere del REN extrzida de la¢ dot ceras fu¢ comprcbada, corriendo
mucttras en un ¢el de gzzrose-hidrovireti! mercuric, ne se  encontrd
AER conteminante  ri desradecion cel  ALN ribosomal idaltos Ao
nostrades), lo cuzl indicabz cue e) KRR crirzido redfa sorr uliljzade
Fere i exlensidn de primgre. fe mared 1.5 prol del oliacnuclectide
cop 50 uli de gema~kTP, S¢ utilizaron SO ugr de AN total de ceda una
de lat dee cepas, fara hitridizario con el evimere rarcado. E1 AN de
1a cera RTCL 11103 tué hibridizedo con 0.1 pesl de primere rmarcedo.
Fava el AEN de la cepa ATCE 11103+ (rFREY, se usd | prol, Lla
difercacia en lz czniidad de erirero wuszdo e§ debide & oue e
esperebz una rayor canlidad de ARN mensziere esmecifico en l2 Cepa
portadore del plécrids pFAZ. S& wsaron los tiguientes confroles: a)

peimere mercado + lranscrictase reversz ¢ nuclectidos, b) erimero
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mircado + ARN total de la eepz ATCC L1105 + deoxinucladtidos.

En 13 fig. 13 s¢ mu2stra la autorradiograf(a d2 uas d2 los gelas
de sacuancia <corridas con 133 mu2stras d2 la extensidn d2 primero.
Estz exparirento se repilid dos vaces, 2a ankas cises s encontrd una
sol3 banda d: ATH compliazantario, da 8% 6 90 nucladtidos e¢n los
carriles qua correspondan a 133 muastras d2 las cepas ATCC LULOD y

ATCC 11105+ (pPAZ). En los carriles d2 los coatralas no 52

enceatraron Bandas, La resalucidn d2 los gelas de
par2 correr las muastris, 0o permitieron daterainar con exactitud el

tamato d2 la bandz d2 ADN cemplenmaentario.
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Flgura 13.- Aulorradiograffa de la exlensidn de primero para el gene
pac. Se indica parle de la secuencla nucleol{d{ca de} fago MI3 mp8 .
usado como marcador. Se corrieron los productos de la extensidn de |
primero del ARN de Jas cepas ATCCIIT10S y 4TCC1§05 + pPA2 en los !
carriles A y B respectivamente. En los cirriles a y b se corrferon
los dos controles mencionados en la seccién de resullados.
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GISCUSION Y CONCLUSIONES

A partir del tam:no g2 l3 dinda obtenida 2n 2l exparlmento de
exlansidn d2 primiro, s2 datzraind 21 {nicieo d2 13 transcripcidn para
el APN mensajarn-del g2ne astructural d2 13 PA. Este se localiza 30 &
31 par2s da basss antas dat coddn infcial d2l gens 2structural, an
tas dg3 ¢10s el dnicio d2 13 trasncripcidn colnoidz  con una
timidina. El hecho d2 au2 2xista 3mbiquaisd an cuinta a 1a dafinfcidn
dal sitio exaclo dal inicin d2 1a trasscriscida, no signtfica aue
estz pued: ocurrir en cuilsafera de las dos tim{din2s, sino que la
metedaloafy e~plarda no pernits afirmar 2n cual da  los dos sitins
faiziy a3 teoscrtesidn. Bl fmicic de 13 trasnscripcidn en una
timidina 23 paie comin en B, coli, ocurre selo en cuatro casas de 143

2studiadas (14),

& tras & cuatro par2s de basas de2l sitio dal {nicio donda
comiznza trasscripcidn, 52 2nduzalra wel secu2ncil que prasants
bastante homole3ta con 1a reqidn -10 92 un promotor: TAGTAT. Esta
sacuinsia prasanlay cualro de 1oy 523 rasiduos d2l consanse,
incluy2ndo 1oy {r2s mis conszrviados, a3uzlles 2o las posicionas §, 2

Y o

Existe otra s2cuanciz 17 paras de basas an diraccien 57, la cuat

2s mur paracidy 3 uyal rajzidn ~35 pary un prompotor: TAGATA. Esta
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region coincide en cuztro bises ‘con el consense y corticne dos de los
tres residuos mas conservados. 4 coatinvacidén su comparan esloe dos

sitios 'con la secuencia consenso:

" CONSERSO: TYGACA 1708 TRATAHAT
FROMCGTOR PAt T AG AT A 17pb THOGTAHT

Tanto el e¢rzdo d; homolosfz de estos dos sitios con el consenso,
2sf como la dislencia enire los mismes, y la distancia 21 infcio de
la Irenscripcion, sugieren aue constituyen gl premotor  funcional de
1a Ph, en las cendiciones wszdes pera el crecimienic de la cepa

productore pare lz purificecion de KRR,

El posible sitic de uni¢n rava CRF en la rosicidn -110, presenta
unz mayor homalezfa ¢on ¢l consenco, que el sitio en la pFosicion -e§,
Eslo podriz indicar gque ¢l prini;u es el sitic funciconal para ¢! gene
de l: PA. Sin erbarao, se tebe aue s distancice promadio al ¢itio del
inicio de la trarceripcién para sitics de CRE aue ‘:vorecan esta
ullima, e de &% paves de beses, 1o cual es dos rares de tases mayor
aue la distancis del titio -s&, por lo. tanlo esle <itio roir{a
iguzlnente ser (uncional.. Lz infecrmacidén con l2 que se cuenta en
esle momento no perrmile deterrminar cual de los dos sitios serfa el

que estimola 1z tranecripeidn, o si ambes realizan ese funcidn,

Les reciones pelindréricas enitonlradas en las posicicones -€5,
-18/7-1% y +4 45, cosiblenente &stén involucridas en iz vesulacién de
.

12 crpresién del cene pac. For su posicién velativa a) promotor vy a2
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los posiblas sitios de unisda para CRP, podrlan ser sttios de
reconccimianto para us: prot2fna raguladora, posiblamants uni qua
datects los nivales de 4cido fanllacdlice an la bacteria, En la2 fig.
13 se muzstran los sitiss que posiblamants esten tavolucridas an 13

requlacion 421 9202 para la PA.

§1 partimos de la {dea de qu2 los sitios qua 52 haa gnconlrado
en esta regisn son funzionilas enlondas 25 posibla prascadr un mod2lo
de regulac¢ion 20 basz a los dales qu2 s2 han obtanido hasta el
momanto en nuestro liboralorls, sobra 2l afects d2 ciartas

substincias en 13 inducclon o raprasidn del jan2 para la PA.

Se enzontriron dos sitios do untdn para CRF, y s2 saba que la
exprasion dal 9202 pae a5ty ragulady 2 nival de transcriecidn por AXP
ctelico. Par lo taats sz puade suponir gu2 21 afz2ete. do 14
concntracion dal AWP clclico sobrz 13 axprasion d21 923 pac as
dabido 2 quz l3 srotzlna CRP funcicna come activader cuands s2 liega

3 ¢lerta concentricidn d2 AHP clelico. Ad2nis 53 ha observade aus

Para lograr uay alty produiclon de 2nzimz, aearts d2 a0 usair 9luein
o 3lgun2 Gtra fuante dr zarbono que disainura los naismlas d2 ANP
clclico, es n2cesario adiclonar al madio d2 cultive ab inductor dcoido
feailacdtize,  La induccidn da la 2xer23idn d2l 9202 por 2l acido
fanilacdtico, posiblaments 523 madiada por una protafny reguladery,
la cual serfa un r2pr23sr guz funcioaart: como tal  cuands 13
concentrasidn d2 dcido fanilacdtico fuera baia. Eslo sz propons,
tomands an cu2nta la Prasensia d2 tres regionzs palindrdmicas las
cuslag schralazan parcialmantz al posible sitlo de union para CRP -48
y 2l premater. Por 1o tanto, st uni protzina raguladory s2 wune 3

cuatsutara de las tras s2cuancias palindrémicas, no 52 paraitiry 21
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GATTCOTTTTAGATCATATTAATGRARTTTTTGTATCARARATTAGTTATCGLGCTCACAGTTCATAATEARA
CTARGCAARRTCTAGTGTAATTACTTTAARARCATAGTTTTTARTCAATAGUGCGAGTGTCAAGTATTACTTT

Sitio de unidn a CRP . Sitio de unidn 2 CRP

-35 -10
. 2
e e tra e s S.D.
CAATTCTCTOCARATAGATAAACCEARGCTTCHTTENTAGTATCAATTCOCTAATTATACACCTECCAGAGRGA
GTTAAGAGACGTTTATCTATTTGOCTTCGAAGCAACGATCATAGTTAACCGATTAATATGTGGACGGTCTCCT

TACARTG
HTGTTAC
Hel

Figura 14.~ Fosibles regicnes que intervienen en la regulacion del
gene eslructural para la Ph. Lla linea disconiinua senala jos dos
posibles silios de unién para CRP. La linea punteada indica 1a regidn
palindrémica. Bl =35 y el -10 sefalan los dos hexanucledtidos que
forman el promotor funcional de la PA. Los dos posibles sitios de
inicio de la lranscripcion son indicados por el sfmbolo ». La linea
conlinua senala el codén inicial del gene estructural, debalo del

mismo se indica la metionina inicial.
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conticto de CRF o de la 'ARN. polimerasa con su rescctive sitio de

unfon. Esto acasionard Gus al nivel de !z transcripslen sea balo.

En preiencl: dal industor, 2l repr2sor no 52 unirg 2l occeridar, i la
fuante de carbono qus utiliza 12 bictaria 2an 232 momenlo 25 glucosl,
al gen: s2 expresard débilmantsa, ya aquz CRP no aetivary la
transeripcion. Fero si 2n carbio, 3 bastaria utilizy una fuante dJ2
carbone qu2 ao disainure los nivalas e AYF efelico, la arolaiay CKP
s2 wunird al ADN, y se2 fasrem2-bara 21 nival d2 bransoripcldn 42 pas.
Este madaln do ragulizidn g9 mugstry 2n 11 fiz. IS, tomaindo an cuenta

1o dabari sar

sola 2 ura g2 los posiblas  ge2raderss, Esta m
corarcbids con eyrerimantos Fosteriords, v2 3u3 no $2 ha d2mastrido
tcon 2xcepcion d2l oromators Gu2 los sittos de rzgulacion propuestos,

sain funcinaalas.
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SHio s unlon Sitla de unlth

porg CRP pata CLRP
f M ! '-35 10
- o P.A
| S—
Operador
Nivel de Nivet de
£tido AME¢TEhice
Fetbacdieo
} ‘ "{P 38 -1 - A
[ 31
‘ t AP -3 -0 B
1 ; ~3% -tg
e e B c
1 1 car 1L =i - o

Figura 15.~ Hcdelo de regulacién para el gene pac. Se indican las
posibles inleracciones enlre las proteinas reguladoras y 13 regida 5°
de! gene pac, baio distintos niveles de &cido fenilacético y AKP
e clico. Ef nivel de produccion de amidasa es minimo en A y en 8,
sumenia en C, 1legando 3 su réxiro en D. Esle nodelo se basa en dalos
ohlenides en nuesiro laborslorio.
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PERSPECTIVAS

La datzrminiclon de 13 secusnziz nuclaotfdics da la rajinn
regulidara dal gen: pic, ¥y 13 lozslizacidn d2l inicio de la
transcripscion, son 13 basz: o2 fuluras iavistigicionss que eermttiridn
comprandzr major come §2 r2guli 25t g3n2, A continuacidn se proponan
algunos de 1os trabiins qus s2 padrian rexlizir, tonands como puntn
de partid2 13 informazicne ocbtenida an 25t {2513, v qu2 contribufrian

al conocimianto 42 1a reyulicion d2 un gena prcoarionts

Una form: de conocer cuiles sen los 2lem2alos qua interviznzn e2n
13 ragulician d2 pac, consista 9a contralir la exprasion ds un g2n2,
u3ando 13 13 rejgion resuladory de pac. Por 1o gangral pary este  tipn
de ensayos se ubiliza un gene mulante da D3 bata gilictogidasy, al
cuzl s2 12 hy dziztydo su ragion de ragulicion, la vant3iz 42 usar
este gane @3 Qqu2  existan 2n33yds qu2 parmitaa {dentificyr can
facilidad su producto. Una w22 qua 32 fusien2 13 ragldn reguladara de
pas 2l genz 42 la bats galiztostdisy erasents en un plismido, se
somatard 3 la bactaris portadsra d21 mismo 2 condisiones que 39 sabe
afeclan 13 ecarasion 2 pac, S22 9sa2ra qua la exprasidn de bata
galactosidasy correspanda 3 12 ecprasisdn obsarvady pird s b2io las
mismis  condictonas metabdlicas. Alguna diferaacta serfa dabida

pogsibleanante 2 qua 13 regulacidn en 25e c330 no 25 3 nival 42 la
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{renscripcion, sino que octurre duranie & traduccion del  ARR

mencalero o en &lgun pato del procesamientio del precursor,

wunque en esle momenlo se conoce el promator funcicnal para rac
en condiciones que favorecen 13 rfroduccion de la enzima PA. Serd
necesario investigar si el mjemo promotor es funcional bajo dislintas
condiciones metibelices. Eslo se podria  hacer, vrealirande
experirentos de ertensicn de grimeve, wusznde ARKN ewtraide de
besteriae crecidas en dictintes condicicnes, las cuzlec afecten l2
erpresion de pac. Lat condiciones se determinarian tesande en cuenta
cueles son  las condiclones medic embientales que afecten 12
produccién de la Fh, eclas e rercionan en la  seccien  de

antecedentes.

Lz deterringsien de 12 funcicnalidad de los sitics J& wnitn para
la proteina CRF, puede rezlizerse siguienco dog esirateqias, Gue
zunnue no son las unicss, posiblemente cean lae aue arorien Y& major
inferrecién,  Unz de elles sevta rvealivar erperimentes de protecction
in vitro o157, usendy le proteinz CRE, AYF ciclico vy €l frezronlo de
wIR 2 estudier. Canbiande las concentrzziones tanle de CRF como de
ABE ciclico, et posible conacer €1 la unién del activedor se presenta
en cendiciones cercanzs & las fisiclégzicas., Adirds serfa rosible
conpser en aue silic ¢z} AIN es donde se unirid CRF, esto se losra
usands egentes aue rodifican o ADK. Les citics wrvelegides eor la
eroleine no serdn rcdificedos, siendn pusible su lecalizacidn 2 nivel
de nucletlido, wsando méledoe timilares & los reportados sor Raram y

Gilberd pave secuenciar nlffi.

Cira esirateaia consiste en determinar los pesibles sitios de

intereccion CRT-ADK {n vivo, usando la lécnice de secuencia gendmica
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(7). Esto s¢ hace ¢raciznda las bactarias an distintas condicionzs,
y tratindolas con dimetilsulfato, es3ta substansty mcdifica o1 AN
libre, pero no aguellas regionss en 13s qua s2 eacuanira unida un:
erotelina. EV ADM cromasemal es extraide y s2iuinciade sigulzade el
mitodo de Ha«ain Giloert., Los fragmantos de ADN g2neradns son
estudiados usiady rastraador2s espacificos para 21 9242 Qque 32 42321
estudiar, esto parmite conoser los sitios de contacto eatra protafngs
y ADM.  La vastaiz g2 23te métado sebre ol aatertor radtca en qu2 0o
33 nacaiarls usar protainis reguladoras purtficadas, adests da qus el

astudio 32 r23tiza in viva.

Este malido puziz sar uwsrdo tgualmeants para daterainae 50 las
tras sazuencits malindrdsicys 2ncontrydis 2n 1y radizn ragulsters,
funcianin  cemd 3itiss o2 racsatIing2als pary uny pratain
regulidary. S2rl2 n2t23acts msdificar 2l ADN de bactarlias quz han
crecids b2 csndizions 2a las su2 L3 rap-asian 23 3382 piz Ao a3
dabida 2 1z fuante dr ocardony st a1z auseecis da {ctde
feailacatics. E5 =n estas condizicnzs, 2n 113 qus 52 25=ary qu2 1
eratein: represora s2 2ncu2ntr2 wnidy a3l ADN.  Si 2s3to 25 cla2rto
2ntonces el ATH  exlraids  d2 bacterlas cracidas brio talas
condiclonas, dabkars da estar protagide de la modificactdn dal

dre2bilsulfaty 2an 13 r23idn 3u2 2orrgsadad2 al os2rador.

TESts WO OEBE
S:\?\{iﬁ DE LA BIBLIOTECA
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RESUREN

La enzima rentcilino amidasa { PR Y de B, coli ceteliza la
hidrédicis de la penicilinag 6 para dar como producios el Acido &
aninoe penicilanica { ¢-AFA 3 y el Acido fenilasélico. £) &-éPh es el
nuclen a partir del cusl se sintetizan lag penicilinas semisintetices
las cualee fiene une utylidadt terarcutica rover aur 32 resiciling 6.
$e  tabe aue la eaprecidn del ¢gne que codifics rara la Fh (pac) ests
veoulzda a nivel de tranccripcien ror el tifo de fuente de carbene,
gota regulzzidn eeta = t pUb-siotice. Adsrts 12 eopresida del
gene e incremerdl: i al redio de cultive se adicicna dzido
fenflagetice, Ctros fertores sug rodifican o) nivel de orrresitn de
pac thr la terpereture y el mtwvel de extaeno.

Cenr el prandrile Jo wmeer ton rivor detalle los meceniseds que
intervignen en la resul on de este gene, € decidio socuengiar a2
regicn reguladers del riems, 351 cone delerrmingr ¢l sitio del inicio
de ta tramecrifcicn y el promotlor funcicnsl, Fara este ftn, se
w1696 plaemida FUCE, ¢ cual tiene un {nserlo de¢ AR cromotomal aue
incluye 31 cene pac y s¢ ha cemasirade sus resvonde & las sefngles de
vegulazion en 14 ferm: cererada. Fn base a) mare d¢ vectricedén el
plesmido FRGZ, <¢  2itlyren vavies fr antos de ARW que fleveran
rartes de la voaidn sue gretode gl i estruclursl pac, para
potlericrrante  ligarlos en los  fozos HKIZ ==y ¥13 opl@, le esla
forps se ohtuvisren trer clones gue llevaban i regien que dntetade 3
pac. S procedio 2 detérsinar su  secusncia nwcleolidica por e}
mélodo de Yanger, ¢e loararonm  feer 381 horors 3 partir Ae} coddn
faietal, hacta €l ertremd 57,

I3

Con g) propesito de eclablecer ¢l vitio del inicio de la
transcripcion, 4€ realivaren caperisgntos d¢ extencion de primera. De
ssta forma st localizd el inicie de 12 tranworipcidn pare pag, ast
come &1 grosolor functenal de ette gene. Bl analisls de la secusncia
ravels doe posibles sities de unidn de CFP, uno de ¢llos presenta
hastanle howoloara con el ¢onsensp. Ademis exislen tres secuencias
pxlindromicag, Jat cuxles par su posicidn podrien ser un sitio de
raconocinrienio pare una preteing veguladora.
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