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RESUMEN

La manipulacién in vitro de DNA, requiere de varias herramientas
entre las que destacan las enzimas de restriccién y otras enzimas
cuyo sustrato es Acido desoxiribonucléico (DNA). Estas proteinas
reconocen secuencias especificas de nucledtidos, a los cuales
cortan en la doble cadena de DNA. El mecanismo de reconocimiento
es particularmente interesante porque caracteristicas generales
de estos procesos pueden aplicarse a las proteinas que

interactuan con DNA.

Muchas de estas enzimas se encuentran disponibles comercialmente
pero presentan el inconveniente de ser importadas y por lo tanto,
son caras. Asi cuando un planteamiento experimental requiere
grandes cantidades de enzima(s) el factor econdmico pudiers ser
el problema que restringiera el proyecto.

Estas enzimas son relativamente estables. El procedimiento para
su preparacién estd publicado y disponible en revistas

clentificas. Roberts, R. (1977)

En el Centro de Investigacién sobre Ingenienia Genética
Biotecnologia, se tiene la experiencia en la purificacién de
estas enzimas, ya que se han purificado de 8 a 10 de ellas y se
hén obtenido de 10,000 a 100,000 unidades de enzima pura '.
partir de 20 g de células. Sin embargo ain se compran variss
enzimas.

Bl poder integrar una coleccién de diversas enzimes de
restriccién permitira al Centro de Investigacién sobre Ingenieria

Genética y Biotecnologia, reducir una buena parte del presupuesto



que se tiene destinado a la compra de estas enzimas vy poderlo
utilizar en otros rubros: por otro lado esto deberia aumentar el
numero de experimentos a realizar por el personal académico de
la Institucién. Este ha sido uno de los objetivos de este
trabajo.
Ademés de las endonucleasas de restriccion, existen otras
enzimas que juegan un papel importante en el manejo "in vivo" e
"in vitro" de DNA,y que permiten recombinar "in vitro" material
genético de origenes muy diferentes.
La enzima ligasa de DNA,codificada por el bacteriéfago T4,( que
tiene la capacidad de formar la unién covalente entre un extremo
5'-fosfato y uno 3'-oxhidrilo, hidrolizando ATP para obtener la
energia que la reaccién requiere) es una de éstas . Esta enzima
es capaz de unir o "ligar" DNAs de diferentes origenes en
forma covalente, formando "moléculas hibridas". Una
caracteristica iaportante de esta enzima es que es capéz de unir
fragmentos con extremos cohesivos, asi como fragmentos con
extremos rasos, es decir sin que medie el apareamiento de bases
(Sgaramella et al, 1977)
Otras enzimas cuyo sustrato es DNA han sido usadas
principalmente para modificar los extremos de esta molécula y
para obtener DNA marcado con isétopos radiactivos . Podemos
citar 1las polimerasas de DNA, cinasas de DNA, exonucleasas,
nucleasa S1 etc. Seria deseable poder purificar y mantener una
provisién de estas enzimas para disminuir el costo y el tiemspo
de reslizacién de experimentos en Ingenieria Genética en el

Centro.



INTRODUCCION

La Ingenieria genética, también llamada manipulacién Genética y
Clonacién Molecular del DNA, se puede definir como el conjunto
de técnicas que permiten introducir un segmento de DNA
especifico de cualquier origen en una bacteria asegurando su
permanencia dentro de ella a través de integrarlo a un vehiculo
molecular ( molécula de DNA extracromosomal que se replica

independientemente del cromosoma ) fig.1

Una de las limitaciones que ha existido para el estudio el
genoma, ha sido su enorme tamafio y la estructura simple 'y
repetitiva de sus 4 nucledtidos que constituyen el DNA. El

estudio de =mecuencias especificas de DNA era una tarea que
entrafiaba serias dificultades técnicas y era solo realizable en

algunos casos especificos y generalmente sencillos (8rown,D 1973 g

!

1

Gilbert,W and Maxam, A. 1973 y Dickson et al 1975)

El descubrimiento en 1970 de una enzima que hidrolizaba el DNA !
en sitios especificos (reconociendo una cierta secuencia dentro
de la molécula) por Smith et al y la utilizacién de ésta
para el estudio del DNA del virus SvV40 (Donna.K. and Nathans, D.

1972) establecieron el primer paso en el camino para obtener

fragmentos especificos de DNA.
A partir -de esa fecha, la busqueda de enzimas similares ha

fructificado en el hallazgo de una gran cantidad de enzimas 'dq !

restriccion que reconocen diferentes secuencias de nucledtidos

qQue permiten gran versatilidad en el fraccionamiento del DNA

(Roberts, R. 1976)
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Estos hallazgos establecieron una frontera en el estudioc del
material genético porque permiten el fraccionamiento
especifico, en forma reproducible, de moléculas de DNA de
cualquier organismo. Su uso comprende, el mapeo fisico del
genoma, andlisis de secuencia nucleotidica, aislamiento de

genes e ingenieria genética.

La forma més comunmente usada para fragmentar el DNA es por
medio de las llamadas endonucleasas de restriccién, enzimas que

cortan las uniones internas (enlaces covalentes fosfodiéster)

fig.2

Estas enzimas de acuerdo a su forma de actuar al cortar, se han

clasificado en tres clases: I, II y III.

Las primeras son aquéllas que cortan inespecificamente, aunque
podrian reconocer una secuencia especifica. Las endonucle:lal
de la clase II, en camblo, reconocen secuencias especificas y
cortan dentro de esa misma secuencia. Las de la clase III,
reconocen secuenclas especificas y cortan un cierto numero de

nucleédtidos después de esta secuencia.

Evidentemnente las més utiles son las de la clase 11, las cuales

pueden reconocer reziones'especificas de 4, 5, 6, 7 u 8 pares

de bases (p.b.). Estas secuencias de nucledétidos pueden formar

generalmente un "palindrome”, es decir, una secuencia de doble

hebra con simetria rotacional donde la secuencias nuclcottdiqn-
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se lee igual en ambas hebras en la direccién S' a 3°',
Estas endonucleasas de la clase Il se pueden subclasificar de

acuerdo a su forma de corte.

Algunas cortan formando extremos cohesivos (heélice sencilla)
que pueden ser S'P saliente o 3' OH salientes, y otras cortan

formando extremos rasos ( doble hélice) fig. 2

El papel "in vivo" de las endonucleasas de restriccién esta
intimanente ligado al fendmeno de variacién.Parece probable que
la célula usa estas enzimas para protegerse de DNAs extrafios (
ej virus) que logren entrar en ésta, para lo cual, 1la célula
requiere proteger su DNA usando una segunda enzima, enzima

modificacion , 1la cual se encarga de "modificar" la secuencia

nucleotidica que es substrato de la endonucleasa de restriccion

; esta modificacién significa metilar la secuencia especifica de
la endonucleasa (modelo de restriccién modificacién ) (Arber,W

and Dussiox, D. 1962 )

Ya que las endonucleasas tienen la propiedad de reconocer
secuencias de 6,5y4 p.b. principalmente, 1lo cual corresponde
probabilisticamente a cortar el DNA cada 4069, 1024 y 256 pb.
respectivamente, el uso de estas enzimas se vuelve muy util
para caracterizar un fragmento de DNA dado. Cuando un DNA es
hidrolizado con una endonucleasa de restr}ccidn 4ste es roto
por varios fragmentos los cuales, al ser separados en geles de
agarosa o poliacrilsmida, segun su tamafio, forman una serie de
bandas (patrén de restriccion), el cual es caracteristico de

cada DNA tratado con esa endonucleasa. De esta manera se puede




obtener el mapa fisico de un DNA, cuando no es muy grande, es

decir, la posicién relativa de los diferentes sitios de
restriccién (regién de DNA cuya secuencia en pares de bases es

especificamente reconocida por las endonucleasas de restriccién

) en ese DNA.



ANTECEDENTES

El descubrimiento de las endodeoxirribonucleasas sitio-
especifico (endonucleasas de restriccion ) ha abierto nuevas
posibilidades en el andlisis de la estructura y funcién del DNA.
El término enzima de restriccién originado por observaciones

généticas fué definida como una enzima involucrada en un sistema

de restriccion-modificacion (Roberte 1976 ).

Con 1la ingenieria genética se abre un nuevo campo en el cual se
~est&n logrande avances muy importantes en muchas Aareas, 1los
cuales han esido facilitados por la disponibilidad de estas
enzimas. ' .

En el laboratorio se ha tratado de introducir esta metodologia
de purificacién de enzimas como una herramienta mAds en cuanto a
las técnicas utilizadas en Ingenieria Genética Molecular ,
obteniéndose ya algunas de ellas las cuales han sido utilizadas

experimentalmente en el laboratorio

Por otro lado,en el Centro de Investigacién sobre Ingenieria
Genética y Biotecnologia, estamos interesados an la

identificacién y caracterizaciéon de nuevas enzimas.
TECNOLOGIA DE PRODUCCION

La informacién tencnoloégica qe la produccién y dél
procedimiento de los datos de las condiciones oOptimas de
crecimiento de los nmicroorganismos para incrementar 1la

productividad de las enzimas de restriccién es escasa y no esté



totalmente disponible en la literatura.
FUENTES

Las bacterias son 1la principal fuente de produccién de
endonucleasas de restriccién . Han sido reportadas maAs de 600
enzimas de restriccion con mas de 100 especificaciones, enzimas
similares son raras en eucarjotes. Pareciera que las enzimas de
restricién pueden tener diversos origenes microbianos.
Recientemente ha sido reportada una endonucleasa de restriccién
de origen humano Hsal (Lao,W.D. and Chen,S.Y.).
La enzima Eco RI es producida por la bacteria Escherichia coli

RY 13 , as8i como por cepas que han sido modificadas con técnicas

de ingenieria genética para sobreproducir la enzima .

La enzima Pall es producida por 1la bacteria Providencia

alcalifaciens ATCC 9866
La enzima Pst]l es producida por una cepa de aislados clinicos
Providencia stuartii 164; asi como por una cepa transformada de
clonacién pBR322,

Como se ha mencionado 1las enzimas de restriccién son enzimas
intracelulares producidas por microorganismos.En el caso de las
bacterias, la cantidad de enzima que se produce varia
considerablemente por ejemplo de 10 g de células de Haesophilus
aegypticus se ha aislado suficiente enzimas Hpelll como para .
digerir completamente 10 g de DNA de bacteritfago lambda, mientras

que en otros casos resulta casi imposible aislar suficiente enzima

para poder caracterizarla.



Por lo tanto para la purificacién de las enzimas de restriccién es
muy importante seguir exactamente las condiclones de cultivo y el
medio propuesto por 108 autores de los diferentes nmétodos de
purificacién reportados, ya que alteraciones en él medio de
crecimiento puede disminuir la cantidad intracelular de la enzima
de restriccién deseada y aumentar las cantidades de otras endo ¢
exonucleasas asi como las cantidades de enzimas procecliticas,
esto puede dar como resultado una dramética reduccién en el

rendimiento final de la enzima purificada.

Asimismo es importante seleccionar y/o adaptar un proceso de

purificacion con el cual se obtenga el mejor rendimiento.

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS ENZIMAS DE RESTRICCION

Las enzimas de restriccion no han sido bien caracterizadas en
términos de sus propiedades fisico-quimicas debido a que 1la

mayor atencién ha sido enfocada mas a su uso

pH, TEMPERATURA Y ESTABILIDAD ‘

El pH optimo de actividad para la mayoria de 1las vcnzi-nl de
restriccion se encuentra del lado alcalino ( alrededor de 7.5 )
con un valor maximo de 7.5 para algunas enzimas y un valor
minimo de 7.0 para otras. Algunas enzimas de restriccion se ha

encontrado. que son estables a amplios rangos de pH.
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Las enzimas de restriccién de origen mesofilico poseen
teaperaturas oOptimas de 37 C mientras que las de origen
termofilico el rango de temperatura Optima que presentan es
entre 50 a 67 C. Las enzimas de restriccién que provienen de

microorganismos termofilicos en general tienen mayor estabilidad

‘térmica que aquellos que provienen de microorganismos

mesofilicos.

REQUERIMIENTO DE IONES.

Todas las enzimas del tipo II requieren Mg + para su actividad y
su requerimiento de concentracioén é6ptima es diferente para las
diferentes enzimas. Alguna veces Mn + sustituye parcialmente al
Mg + pero en altas concentraciones generalmente es inhibidor.
Asinisno la actividad de algunas enzimas es inducida a cierta
concentracién de NaCl, sin embargo también es inhibitoria a

diferentes concentraciones para ciertas enzimas.
VALORES DE Km, NUMERO DE RECAMBIO Y PUNTO ISOELECTRICO .

Es muy escasa la informacién disponible de estos valores para

las enzimas de restriccién.

PESO MOLECULAR.

Los pesos moleculares de alunas enzimas de restriccién ya han
sido determinados. Los rangos de las subunidades de PM varian
desde 20,000 a 70 000 (Dubey et al )

Dentro de 1los productos biotecnolégicos, las enzimas de

restriccion se encuentran dentro del segundo grupo ( 10 -6 cm -
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104cm ) (7))

ENZIMA PM REF .

EcoRI 30 000 (12)

Pstl 35 000 (13) ‘
Pall 31 000 (14) |

La enzima EcoRl actua a un pH optimo entre 7.0-7.5, es
inactivada arriba de 42 C, la temperatura éptima de reaccién es
37 €, con requerimientos de 1-25 mM Mg +. aumento de la
actividad por 50 aM de NaCl y se inhibe arriba de 100 mM.

La enzima Pall. El pH 6ptimo es entre 7.4-7.8. La concentracién
éptima de Mg + es entre 10-15 mM con S0 % de 1la actividad
observada en 2 y 28 sM. PCMB (p-clorimercuri benzoato) en
concentraciones de 0.00imM inhibe completamente la enzima. NaCl
Yy KCl en concentraciones de 20y S0 =M no tienen efecto
significativo en la actividad enzimdtica, pero éstas sales en
100 y 200 =M bajan la actividad de Pail a 20 vy 5 %
respectivamente. La actividad enzimatica baja rapidamente al

diluirla. (Krishna, B. and Rushizky )

La enzima Pgtl tiene un pH 6ptimo de 7.4 y requerimientos de 10
nM de Mg +. La enzima parece cortar eficientemente el DNA a muy
baja concentracion de sal, al aumentar la concentracién de sal
la habilidad para digerir el DNA disminuye y arriba de 0.3 M de
NaCl no se detecta digestién del DNA. En ausencia de Mg + Pgtl
fué incapAz de cortar DNA. La endonucleasa Pgtl es inestable al
calor,la actividad de la enzima se pierde completamente después de

caicntur durante 2 min a 37 C.Temperatura 6ptima 30 C (Smith et al)
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- CRITERIO DE PUREZA.

La purificacién de las enzimas de restriccién se puede llevar a
cabo a diferentes grados, dependiendo del uso . Por ejemplo para
propésitos de secuencia 1las enzimas deben de ser altamente
purificadas y estar completamente libres de contaminantes como:
fosfatasas. nucleasas especificas, endonucleasas no especificas,
exonucleasas etc. Pero para estudios de mapeo fisico de DNA no
es necesario un alto grado de pureza ya que es suficiente con
que se obtengan bandas bien definidas al ser digerido el DNA con
la enzima y observado en geles de electroforesis.Algunas enzimas
han sido purificadas a homogeneidad ya que se ha requerido
monitorear el nivel de proteina sintetizada durante la
fermentacion, . Este tipo de purificacién ha sido utilizado en
la purificacién de enzimas de restricciéon que provienen de
microorganismos modificados genéticamente con lo cual las
técnicas de ingenieria genética han abierto nuevas perspectivas
para la foramacion de productos por medio de fermentacion con
microorganismos( Botterman,J.H.et al).También es utilizado este
método de purificacion para determinar 1las propiedades fisicas

de la enzima (Krishna,B. and Rushizky)

" DEFINICION DE ACTIVIDAD.

Una unidad convencional ﬁar- definir la actividad de la enzima
de retriccion es la cantidad de la enzima que digiere 1 ug de
DNA en una hora en un volumen de reaccion de 20 ul a 37 C.(Du-

bey, et al ). Aunque la definicién depende de los investigadores.

Por ejemplo en el caso de las enzimas que se producen en este



Centro, Se ha definido 1la actividad de la enzima como
cantidad de enzima requerida para digerir fug de DNA pBR322
una hora a 37 C (o/ depende de la enzima )ya que para medir

actividad utilizamos los plasmidos pBRs.

Las enzimas de restricciéon producidas en el Centro tienen

alto grado de pureza.

la
en

la

un
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OBJETIVO

Las enzimas de restriccién han llegado a ser herramientas
esenciales para la manipulacion y caracterizacién de moléculas
de DNA. Su uso en el andlisis de DNAs, tanto de Eucariontes
como de Procariontes ha sido ya muy estudiado.

Algunas enzimas de restriccién son comercialmente disponibles,
pero son muy caras ( adem&s que son de importacién ) y a veces

no de muy buena calidad.

Cuando un proyecto requiere grandes cantidades de enzima(s) el
precio puede ser prohibitivo para 1llegar a desarrollarlo,
teniendo 1la necesidad de restringir el planteamiento
experimental.

El desarrollar la o las metodologias para la purificacion de
dichas enzimas, vale la pena ya que es posible obtener de 10 a
20 000 unidades cuando menos de enzima pura a partir de més o

menos 50 g de células.

El objetivo de este trabajo fué iniciar la 1nt§|rac16n de una
colecciétn de diversas enzimas de restriccién,que permita al
Centro, reducir parte del presupuesto que se tiene destinado a
la compra de estas enzimas y poder utilizarlo en otros rubros,
ademas de poder sumentar el numero de experimentos a realizar
por el personal académico de la institucion.

Por otro lado , 1la outOluticienéin en enzimas de restriccion
deberia peraitir tener un intercambioc o venta de estas enzimas
con otras Instituciones Nacionales,y se pueda pensar también

en la exportacioén de las enzimas.



Las enzimas seleccionadas para llevar a cabo tanto el inicio de

la coleccioén de las enzimas como el estudio de la produccién asi
como seleccionar el método de conservacién de las mismas son,
por la {importancia que tienen al ser de las enzimas aas
utilizadas por el personal académico, son:

La enzima EcoRl producida por la bacteria Eschericia coliRY13

La enzima Pall producida por la bacteria Providencia alcalifaciens
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MATERIALES

1.CEPAS .

La cepa de Escherichia coli que se utilizé es la siguient

HB101: F hsd s20, (r .,m Jrec AB, ara-i4, pro A , lac|Yl,
galk, rps L20, (sm ), xyl-5, mtl-1, sup Ed44, .

Las cepas productoras de las enzimas de restriccién en estudio
son:

Escherichie coli RY13, productora de la enzima EcoR1
E:§¥149n91! alcplifaciens ATCC 9866, productora de la enzima :
I ;

Providencis stuartiji 164, productora de la enzima Psti
2.PLASMIDOS

Los DNAs de plésmido utilizados fueron el pBR322 y el pBR32

3. MEDI1OS DE CULTIVO

MEDIO LURIA 1liquido:

Bacto triptona 10 g
i Extracto de levadura Sg
- NaCl i0g
NaOH 2.5 N 1al
H20 bidestilada 1 1 (aforar)

Se Qltorillza todo Jjunto

Para medio luria sé6lido se agregan 15g de bacto agar antes de
sforar a 1 1 y una vez estéril se vierten 20 ml de medio en cada
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caja de petri, el medio debe estar caliente para que no se

solidifique antes de tiempo.

MEDIO M-9

CaCl2 0.01M 10 ml ,
MgSO4 0.1M 10 ml
Glucosa 20 % 20 ml

Sales M-9 10X 100 ml

H20 bidestilada 1 1 (aforar)

Estos ingredientes se estrerilizan cada uno por separado

SALES M-9

Na2HPO4 70 g
KH2PO4 30 g
NaCl Sg
NH4CL 10 g

11

H20 (aforar)

Estos ingredientes se esterilizan juntos.
MEDIO DE CULTIVO PARA LA CEPA RY13 gal end (R1)

Bacto triptona 10
Extracto de levadura S
NaCl 10
Glucosa S
K-PO4 5
- Ampicilina )
H20 . 1

MEDIO DE CULTIVO PARA LA CEPA Providencia gtusrtii:

/ml
(aforar)

Hg &..ﬂ.

Bacto triptona 10 g

Extracto de levaduras Sg

NaCl 10 g
1

H20 . (aforar)

g:ggo DE CULTIVO PARA LA CEPA Providencis alcslifaciens ATCC

Bacto peptona (-]
Extracto de levadura S
H20 1

-0 n

(aforar )



4, ANTIBIOTICOS

AMPICILINA : 25 mg/ml en agua, esterilizar por filtracién y
guardar en slicuotas & -20 grados C.

Para cajas : 35-50 ug/ml guardar a 4 C ( unicamente 1 ¢ 2
semanas )

CLORANFENICOL : 35 mg/ml en etanol, alicuotar y guradar a - 20

(o] .

Para cajas : 10 ug/ml

TETRACICLINA : 12.5 mg/ml en etanol agua ( 50 % v/v ) esterilizar por
filtraciéon y guardar a -20 C en obscuridad.

Paras caJnd : 12.5 - 15 ug/ml guardar las cajas en obscuridad y a
4 C

AMPLIFICACION DE PLASMIDOS :
CLORANFENICOL : 170 ug/ml

ESPECTINOMICINA : 300 ug/ml

5. ENZ1I MAS

ENZIMAS PREPARACION

10 M pH 5.0, calentar a2 85 C durante

RNAsa (Sigma) 10 mg/ml en: NaOAc 0.1 M, EDTA 3.3 X
' 10 ain, utilizar a 37 C.

Lisozima (Sigma) S mg/ml en : Tris-HCl 25 aM pH 8.0, .
. incubar a 20 C.
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METODOLOGIA

PURIFICACION DE DNA DE PLASMIDO.

El DNA de plasmido se prepara mediante 1la amplificacién de
cultivos en fase de crecimiento exponencial a través de la
adicion de 170 mg/l de cloranfenicol cuando el plasmido no
codifica para dicha resistencia y de 300 mg/l de espectinomicina

en el caso contrario.

La extraccién y purificacién del DNA de plasmido se 1lleva a
cabo por el nmétodo de Maniatis et al. (1982) con algunas

midificaciones y que consta de los siguientes pasos.
1) Las células portadoras del plasmido por purificar se incuban
en 10 ml de medio Luria a 37 C y con agitacién (200 rpm) toda la

noche.

2) Se agregan 0.1 ml de este cultivo a 25 ml de Luria. Se
incuba a 37 C con agitacién hasta que el cultivo alcance 1la
fase logaritmica tardia (DO 595 = 0.6 ).

3) Se inoculan los 25 ml a 500 ml de medio M9 preincubado a
37 C y se incuba 2.5 hrs con agitacién. La DO S95 debe ser

aproximadanente de 0.4,

4) Se afiaden 170 ug /ml de cloranfenicol o 300 ug/ml de
espectinomicina para amplificar el plasamido.

S) Se incuba a 37 C por 12 a 14 hrs con agitacion.
6) Se centrifugan las células a 5520 g por 10 min

7) Se 1lavan las células con 100 ml de STE frio ( NaCl 0.1M,
TRIS-HCL 10 mM pH 7.8 v EDTA 1aM )

8) Se suspenden las células en 10 ml de la solucién 1l y se
afiaden S mg/mnl de Lisozima.

Solucién 1
glucosa S0 mM
TRIS-HCL 25 mM pH 8.0
EDTA 10 =M

9) Se transfiere a un tubo de ultraéentrifu;aclon y se incubs
S min a temperatura ambiente.

10) Se afiaden 20 ml de la solucién 11 recién preparada y a 0 C.
Se tapa el tubo y se mezcla su contenido por inversién repetida.

Se incuba 10 min en hielo.
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Solucién 11

NaOH 0.2 N
sDs 1.0%

11) Se afiaden 15 ml de una solucién SM de acetato de potasic
fria preparada de la siguiente manera : a 60 ml de acetato de
potasio 5 M, se afiaden 11.5 ml de &cido acético glacial y 28.5
ml de agua. La solucién resultante es 3M con respecto al potasio
Yy 5 M con respecto al acetato. Se tapa el tubo y se mezcla por
inversién violenta. Se incuba 10 min en hielo.

12) Se centrifuga a 48,400 g, 20 min a 4 C.

13) Se transfieren cantidades jiguales de sobrenadante a 2 tubos
corex de 30 ml.

14) se afiaden 0.6 volumenes de isopropanol a cada tubo. Se
mezcla bien y se incuba 15 min a temeratura ambiente.

15) Se centrifuga a 17,400 g por 30 min a temperatura ambiente.
16) Se descarts el sonrenadante. Se lava el botén (sedimento)

con etanol al 70% a teaperatura ambiente. Se elimina el etanol y
se seca &l botéHn con vacio.

. 17) Se disuelve el DNA en TE pH 8.0 ( TRIS-HCL 10 mM pH8.0, EDTA

1 mM pHB.0 ) a una concentracion de por lo menos 100ug/al

18) Se afiade RNAsa libre de DNAsa a una concentracién final 19
ug/ml. Se incudba 1 hr a temperatura ambiente.

19) De prepara un tubo de ultracentrifuga que contenga 4 ml de
cloruro de sodio 1.0 M disuelto en TE. Se pone la solucién de
DNA sobre la solucién de cloruro de Sodio. Se llena el tubo con
buf fer TE . Se centrifugs 6 hs a 40 K a 20 C en
ultracentrifuga ( rotor sW 50.1 ). El DNA se sedimenta en el
fondo del tubo mientras que el RNA permanece en el
sobrenadante.

20) Se descarta el sobrenadante. Se disuelve el botén de DNA en
el volumen deseado de TE.

21) Se mide el volumen de la solucién de DNA. Por cada al
afiadir 1 g de CsCl s6lido. Se mezcla en tubos especiales para

- ultracentrifuga hasta que la sal se disuelva.

22) Se afiaden 0.8 ml de solucién de ioduro de propidio ( 10
ag/ml ) por cada 10 ml de soluciéon de CsCl. Se mezcla por

inversién repetida.

23) Se ultracentrifuga a 38K 20 hrs a 20 C en un rotor Beckman
SW 50.1.



!

I E P &

Lt L § it

24) Deben verse 2 bandas de DNA en luz ordinaria. La superior
consiste en DNA cromosomal lineal y DNA de plasmido circular
abierto; 1la banda inferjor consiste en DNA de plasmido circular

cerrado y superenrrollado.

25) Se colecta la banda inferior haciéndo un orificio en el
fondo del tubo y controlando el goteo.

26) El liquido colectado se diluye 1:1 con buffer Dowex (NaCl
iM, TRIS-HCL 50 aM, EDTA 1nM) y se pasa por una columna de
resina Dowex AG-X8 para eliminar el ioduro de propidio.

27) Posterioraente el liquido se dializa haciéndo 3 cambios de
1000 volumenres de buffer TE y se precipita con 1/25 de volumen
de NaCl 5SM y 2.5 volumenes de etanol absoluto, congelando en

hielo seco.

28) Se centrifuga a 12 100 g una hora. Se elimina el etanol y
se seca al vacio.

29) Se resuspende en 0.5 a 1 ml de agua bidestilada estéril y
se mide la DO para determinar la concentracién de DNA.

TRANSFORMACION DE UNA CEPA DE E.coli

Este método se llevd a cabo segun el método descrito por Cohen
at al. (1972) con algunas modificaciones:

1) Se centrifugan 30 ml de cultivo de la cepa que se desea
transforsar & una DO 595 = 0.4 en crecimiento exponencial en '
medio Luria a 5110 g 10 min y se lava el botén con 15 ml de NaCl

10 mM frio

2) Se resuspende el sedimento en 15 al de CaCl2 30 aM frio y se
mantiene en hielo durante 20 min.

3) Se centrifugan las células 10 ain a 5110 g y se resuspenden
en 2 ml de la misma solucién de CacCl2

4) inmediatamente se agregan 0.2 ml de esta susencién a un tubo
que contenga 0.1 ug de DNA del plésaido que se desee transformar

en 0.1 ml de CaCl2 frio
S) Se mezcla suavemente y se mantiene el tubo 60 min a 0 C

6) Se d& a las células un choque térmico a 42 C durante 70
seg e inmediatamente se passn a 0 C durante S min.

7) Se agregan 3 al de Luria y se incuba a 37 C con agitacioéon
durante 2 hs



A

s
j S—

.

&F Lt

| N

8) Se 4inoculan de 0.1 a 0.2 ml del cultivo transformado en
cajas de petri con medio Luria sélido con el antibiético
necesarioc para la seleccién de las colonias transformantes

9) Se incuban las cajas a 37 C durante 16 hrs al menos
MICROENSAYO DE DNA DE PLASMIDO

Se utilizé el metodo de 1lisis alcalina descrito por Maniatis et
al. (1982)

1. Se inoculan 3 al de medio luria que contiene el antibiético
adecuado con una colonia bacteriana aislada. Se incuba a 37 ¢
toda la noche con agitacién (200 rpm)

2. Se centrifugan 1.5 ml del cultivo 2.5 min a8 12 K en una
microfuga

3. Se decanta el medio dejdndo el botén de bacterias lo mas
seco posible

4. Se resuspende el botén en 100 ul de la solucién I fria. En
este caso se le afiaden 4 ug de lisozima en polvo antes de usarla

5. Se incuba S min a temperatura ambiete. El tubo debe estar
abierto durante éste periodo

6. Se afiaden 200 ul de solucién II fria y recién preparada. Se
tapa el tubo y se mezcla el contenido por inversién rapida dos o
tres veces suavemente. Se incuba S5 min en hielo

7. Se afiaden 150 ul de la solucion I1I. Se tapa el tubo y se
agita ligeramente en posicién invertida durante 10 segundos. Se

incuba en hielo

8. Se centrifuga a 12 K durante S min a 4 C

9. Se pasa el sobrenadante a un tubo nuevo

10. Se le afiade un volumen igual de fenol y otro de cloroformo.

Se mezcla bien en vortex. Se centrifugs 2 nim a 12 K y se pass
el sobrenadante ‘a2 un tubo nuevo con cuidado de no arrastrar

fenol

11. Se afladen 2.5 volumenes de etanol a temperatura smbiente. Se
mezcla bien . Se incuba 2 min a temperaturs ambiente

12. Se centrifuga S min a 12K a temperaturs ambiente
13. Se decanta el sobrenadante y se afiade 1 ml de etanol al 70%
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a tempertura ambiente. Se mezcla bien y se incuba 2 min a 1a
misma temperatura

14 Se descarta el sobrenadante y se seca el botén en un deseca
or al vacio

15. Se resuspende el botén de DNA de plasmido seco en 20 ul de
agua bidestilada y filtrada

16. Se lleva a cabo la digestion con la enzima de restriccion
adecuada y se corre en un gel de agarosa o acrilamida segun sea
el caso

Electroforesis de DNA en Geles de Agarosa y Acrilamida

La elecroforesis se 1llevo a cabo conforme a las condiciones
descritas por Bolivar et al (1977):

1. Se disuelve por ebullicién agarosa en polvo al 1% durante 1
min en una solucién TRIS-Boratos-EDTA ( Tris base 50 mM, EDTA
2.5 mM y H3BO3 90 aM pH 8.2 )

2. Se sellan las uniones de placas y separadores con agarosa.
Se vacia la agarosa o acrilamida segun el tipo de gel y se deja
solidificar

3. Las muestras en un volumen final de 15 a 39 ul por carril
(0.3 a 1 ug de DNA por carril) se disuelven en 6 ul de mezcla de
parado "SM" (para 10 ml: 6g de urea, iml de azul de bromo fenol
al 0.5% en agua y 1 ml de xilencianol al 0.5% en agua) y se
colocan con cuidado en los carriles del gel ya montado en una
cémara de electroforesis con Buffer TRIS-Boratos-EDTA

4. Las electroforsis se realizan a 150 V para geles de agarosa
Yy @a 200 V para geles de acrilamida durante aproximadamente 60
min

S. Un a vez transcurrido ese tiempo, el gel se saca y se
sumerge en una soclucion de broamuro de etidio (4 mg/ml) durte 1 a
S5 min y se coloca sobre un transiluminador de luz ultravioleta.
E1 DNA se observa como bandas fluorescentes

Los geles de acrilamida para DNA se usan para fragaentos lenorel
de 1000 pb y se preparan de la siguiente manera:

1. Se =sezclan 3 al de buffer TRIS-Boratos-EDTA 10X 19.4 al de
agua, 7.5 ml de una solucién de acrilamida-bisacrilamida ( 29.2%
y 0.8 % respactivamente), 140 ul de persulfato de amonio al 10 %
y 14 ul de TEMED



2. Se mezcla bien la solucién y se vacia radpidamente en las
placas de vidrio

3. Se deja polimerizar de 15-20 min a temperatura ambiente, o
bien de 5 a 10 min a 65 C

Para tomar fotografias de los geles, se utiliza un filtro de
gelatina amarillo #9 Kodak - Wratten y pelicula Kodak Royal
Pancromatica ( 10.2 X 12,7 cms)

LISIS DE CELULAS BACTERIANAS POR SONICACION

La lisis de las células se llevé a cabo en un aparato soniprep
modelo 150 estandarizandola para 50 g de células de la siguiente
manera:

1. La pastilla celular congelada se descongela y resuspende en
200 ml de 10 mM K2HPO4-KH2PO4 pH 7.0, 7 mM Mercaptoetanol, 1 =M .
EDTA (buffer de extracciéon) conteniendo 25 ug/ml de PMSF
(fluoruro de fenil metil sulfonilo),1 mM de NaN3 y 0.4 M de NacCl

2. La sonicacién se llevd a cabo en pulsos de 30-90 segundos
conh la suspencién celular agitada y en hielo, cuidando de que la
temperatura no suba a més de 10 C.

Algunas de las cepas fueron resistentes a la sonicaciéon. Las
cuales fueron descongeladas y se les agregd 100 ug/ml de
1isozima de 15 -20 min antes de sonicar.

La suspencioén sonicada fué centrifugada durante i hora a 26 000
rpa en una ultracentrifuga Beckman en el rotor 'SW28.

ANALISIS DE LA ENZIMA

La enzima se analiza por electroforesis del DNA dizofido en
geles de poliacrilamida o agarosa y con buffer TRIS-Boratos.

MEZCLA DE REACCION

1 ul pBR322
2 ul buffer 10 X (segun la enzima)
1 ul Enzimas :
16 ul agua

20 ul incubar a 37 C 1 hr



RESULTADOS
PURIFICACION DE DNAs DE PLASMIDO

La extraccién y purificecién de 2 DNAs de plasmido (pBR322 y
pBR325, Bolivar , F. 1977 ) se llevd a cabo utilizando el método
de lisado claro, descrito por Betlach y fueron preparados mediante
la amplificacién de cultivos en crecimiento en fase exponencial a

través de la adicién de 170 mg/l de cloranfenicol para el caso de

‘pBR322 y de 300 mg/l de espectinomicina en el caso del pBR32S;

obteniéndose 1.5 mg de pBR322/1 de medio de cultivo y 2.0 mg de
pBR325/1 de medio de cultivo, cantidades suficientes para iniciar
el proceso de purificacién de las enzimas aunque colateralmente a
la purificacién de las enzimas se tiene que continuar con 1la
purificacién de DNAs , debido s la gran cantidad de DNA necesario
que se utiliza tanto para seguir el proceso de purificacién como
para la caracterizacién de la enzima.
Asi mismo se estandarizé también la purificacién del DNA de

plasmido por el método descrito por Maniatis.

La transformacién de los plasmidos se llevé a cabo utilizando el

“método descrito por Cohen et al (1972) y para identificar las

dipnc .que llevan el plésmido se utiliza un microensayo de DNA

descrito por Maniatis.
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“ Plismido pBR322

£coRi 436) cral 23

Ao/l €286 NingWi 29
R of| £cony 105 J9mHI 375
mn 8sp1 4170 ¢o Banl 47
Mincl 3907
Seel 3846 fonl1 485

Pryi 3738
Pyt 3609 Acc) 651
Ppe| 3438
SopW 11083

PIIMI1318
Som| 1383
PIINI1364

Af/W 2475

Ndeoi 2297

Np/E Il 229%
Accl 2246

Sag| 2246 TrAMII 2219

Replicon tipo: ColE1 relajado, que proviene del plismido pMBI.

Marcadores de Seleccion:  Gene de resistencia » Ampicilina (Ap) que se origind del transposon Tn3 el cuul s
teanscribe en contra de las manccillas del reloj; y el gene de resistencia a Tetracklina (Tc) que proviene del pSCIO) y s .

tranacribe en el sentido de las manccillas del retoj.
Sitios de Restriccion Unicos que Inectivan Marcedores:

en Ap”: Ppe), Pst}, Pvul, Scal
on Tc': Hindlll, EcoRY, Nhel, BamH1, Sphl, Sall, Eag, Nrul, BepM1.

Referencia. Bolivar et al (1977) Gene 2,95-113.
Sutcliffe, 1.G. (1978) Proc. Natl, Acad. Sci. USA 75,3737-3744.

Comentario:  Esie vehiculo ha dado origen o la mayoris de los feculares utilizados s

Note: La tocalizacion de dos sitios de restriceion en el plismido de aquellas enzimas que cortun a la molécula una

sola vez (letras obscuras) o dos veces, se muestran en 1a figura.



Plasmido pBR32S

Replicon tipo: ColEt relajado.

Marcadores de Seleccién: Ampicilina (Ap), Tetraciclina (Te) y Cloranfenicol (Cm).
Sitios de Restriccion Unicos que Inactivan Marcadores:

enAp”: Ppal, Pat), Pvul, Scal

en Om”: Prull, EcoRl, Bell

en Tc": Hindil), EcoRV, Nhel, BemH, Sphl, Sall, Eagl, Nrul, BepM1 -
Referencia: Bolivar, ¥. (1978), Gene 4, 121-136.

C fo: s un plismido derivado del pBR322, al cual sc le insertd el genc de resistencia a cloranfenicol,
abtenido del fago PICm".




SISTEMA DE PRODUCCION DE ENZIMAS DE RESTRICCION

CULTIVO DE CELULAS Y CONDICIONES GENERALES DE CULTIVO.

Para la producciéon de la enzima deseada, el waicroorganismo
seleccionado es cultivado en un medio propicio en condiciones
ambientales adecuadas de pH, temperatura, tensidn de oxigeno,
etc. en un periodo de tiempo adecuado. Las condiciones de
cultivo ejercen un efecto significante en la fisiologia y el
metabolismo de microbios y su capacidad de sintesis.

Para maximizar la produccién de una proteina en particular, la
manipulacién de las condiciones de cultivo es esencial .

La informacién de los procesos biotecnolégicos en aspectos de
produccioén de enzimas de restriccion es  escaso., El
anriquecimiento del cultivo y las condiciones varian y dependen
de la naturaleza del organismo el cual produce la enzima de
restriccion

El rendimiento final de la enzima depande en gran parte del
numero de pasos empleados para la purificacioéon de la enzima.

Es importante notar que el periodo de crecimiento del cultivo es
un factor importante para obtener una produccién y productividad
optinmas de la enzima.




SISTEMA DE SEPARACION DEL PRODUCTO

ESQUEMA DE LOS PASOS INVOLUCRADOS EN LA EXTRACCION DE LA ENZIMA
DE RESTRICCION INTRACELULAR.

CULTIVO
(células + medio)

CENTRIFUGACION
S000 rpm, 4 C

SOBRENADANTE PASTILLA CELULAR
descartar
|
LAVADO Y
SUSPENSION EN
B.E.(4 C)

™ shock osmético,
después de pre-
parar esferoplas-
tos con lisozima.

/
|
DESINTEGRACION ‘ Y

CELULAR
Sonicacién ( maes -
| o usado )
1
CENTRIFUGACION
(26 000 rpm, 4 C )

RESTOS CELULARES Y PREPARACION DIL
MATERIAL ,SUBCELULAR EXTRACTO CRUDO

CONTENIENDO ENZI
MA DE RESTRICCION.

duc-rta# .
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Tabla 1.
enzima.

Medio de cultivo,

condiciones de

cultivo y produccién de

ORGANISMO

Escherichia ¢oliRy13

Providencia
alcelifaciens

Ereovidencis
stusrtil

MEDIO DE
CULTIVO

L-Broth ¢/:
Bactotriptona 10 g.

Extracto de lev.5 g.

NaCl 10 g.

Glucosa S g.
Fosfato de potasio:
S aM

Bactopeptona 6%,
Extracto de lev S%

Triptona 15 §g.
Extracto de lev.10 g
NaCl S g.

Temp. 37 C

CONDICIONES DE ENZIMA

CULTIVO

PH: 7.0
Aereacion:
200 rpm inc.
Periodo de -
cosecha:fase-
estac. temp.

Teap. 37 C Pall

PH: 8.0 isisquisé-
Aereacion: mero de
200 rpm. Haelll
Periodo de-
cosecha: 20 hs

Temp. 37 C

pH. 8.0
Aereacion:
200 rpm.
Periodo de- )
Cosecha: despues
de 16 Hs.

Betl
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Tabla 2. Condiciones de crecimiento y produccién de enzimas.

- - " - - - - - - - - = m - 40 = - - - -

ENZIMA CEPA

EcoRI  Escherjchia coliRYi3

Pall Providepcia

Pstl PErovidencis
stus

rtii

EQUIPO/
CANT. MEDIO

Matraz fernbach,
18 1 de medio

Ferm. alta dens.
20 1 de medio

Matraz fernbach,
20 1 de medio.

TIEMPO/
RENDIMIENTO.

30 hs/40g cels.

20 hs/200 g cels.

24 hs/50 g cels.



SISTEMA DE PURIFICACION DEL PRODUCTO
de los inumerables métodos de purificacién que existen ( a nivel

laboratoric ) ya que précticamente cada endonucleasa reportada
ha sido purificada por un método particular ) se ha seleccionado
el método descrito en " A general method for the purification
of restriccion enzymes " Greene et al , el cual es un proceso
sintetizado que ha sido desarrollado para la purificabion de
enzimas de restriccion . este procedimiento usa cromatografia
en fosfocelulosa e hidroxylapatita y las enzimas asi purificadas
estén 1o suficientemente puras para permitir su uso en

secuenciacion , clonacién molecular y mapeo fisico del DNA.

Este método ha sido modificado ligeramente al purificer las
enzimas en estudio , aunque la idea es estandarizar un método
que permita ser utilizado para la purificacién de varias enzimas

de restriccion en forma rutinaria. En base a este método se

describen a continuacién los esquemas de purificacién llevados a

cabo para las 3 enzimas que se estan estudiando.
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RESULTADO DE LA PURIFICACION DE LA ENDONUCLEASA pPstl.

Pstl) donada por el Dr. Jean Lemans y la Dra. Alejandra
Covarrubias del centro de fijacién de nitrégeno, fué crecida en
el siguiente medio de cultivo:

10 g de bacto triptona

§ g de extracto de levadura

10 g de NacCl

1 litro de agua.

en matraces fernbach a 37 grados C con 200 rpm de agitacioén,
durante 16 Hs. aproximadamente, al cabo del tiempo se centrifugé
a 6500 rpm en un rotor GS3 en una centrifuga Sorvall durante 20
minutos, , el paquete celular se lavé en un buffer 0.01M Tris-
HCl pHB.0; 0.03M de NaCl, centrifugdndo posteriormente en la
misma centrifuga durante 10 minutos, el paquete celular se
guardé a -70 grados C durante 6 dias, al cabo del cual se
procesd para extraer la endonucleasa de la manera siguiente;

De 55 g de celulas congeladas de Providencia stuartii, se hizo
un extracto , disolviendo previamente en un buffer de extracciéon
de fosfatos y con 100 ug/ml de lisozima, sonicando 8 minutos (
en pulsos de 1 minuto ) y centrifugéndo a 26 000 rpm en rotor
SW28 durante 45 minutos y a 4 grados C en una ultracentrifuga

Becknman.

El extracto celular se pasé por dos columnas de
fosfocelulosa; la primera de 19.5 cm de cama/3.5 cm de diémetro,
encontrandose actividad de la fraccién 70 a 1la 95 (se hizo un
pool de estas fracciones dando aproximadamente 140 ml, el cual
al medir la conductividad se llevé a 700 ml con un buffer de
extraccion sin NaCl, para posteriormente pasarlo por una columna
de fosfocelulosa mas pequefia ( 10 cm de cama /2.5 cr de dismetro
) la cual se lavé con buffer de extraccién sin NaCl vy
gradualmente se subié la concentracién de NaCl hasta eluir la
endonucleasa con 0.6M de NaCl en buffer de extracciéon,
encontrandose la actividad en las fracciones de la 9 a la
22,déndonos actividades muy diferentes por lo que se tubieron
que hacer diferentes pooles una vez que habian sido dializados y
concentrados' en un buffer de almacenamiento ( el cual esté
constituido por: 10mM K2HPO4-KH2PO4 , & mM BMercapto ethanol,
0.5aM EDTA, 0.5amM NaN3, 0.1M NaCl y Glicerol S0% a pH 7.0.)

LAS FRACCIONES (F) OBTENIDAS FUERON :

1 aproximadamente 3.5 ml cgn una lctﬁvidld de 30 U/ul
” " L

F

- F 2 3.5 ml " 4 U/l
’ 3 " (1] 20 -1 " " (1] “ 5 U/ul
P 4 " " 20 ml " " " ] 1 U/Ul
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CALIDAD DE LA ENZIMA:

Se midié la pureza de la enzima, haciéndola reaccionar en exceso
con DNA de plésmido a 30 grados C y dejéndola durante 24 horas,
no encontrando actividad de exonucleasas puesto que el DNA asi
tratado fué visto en geles de agarosa al 1% intacto; a los 4

dies de estar en contacto la enzims con el DNA se observa una

ligera degradacioén.

SE REPITIO ESTA PURIFICACION EN CONDICIONES SIMILARES A LAS

DESCRITAS ANTERIORMENTE, OBTENIENDOSE APROXIMADAMENTE 30 ML CON

UNA ACTIVIDAD DE S Unidades/ul

Se cuenta con S0 g mAs de pasta celular de la cepa productora de

la enzima Pptl.



ESQUEMA DE PURIFICACION DE

ORGANISMO

Providencia

stuartil

Rocup.ricibn c/paso : 70%
Rendimiento: 33%

LA ENZIMA Pstl

SECUENCIA DE PASOS
DE LA PURIFICACION

Extracto crudo

Fosfocelulosa P11

elucioén
gradiente
0.2 a 0.6M
de NaCl

’ .

Fosfocelulosa P11l
elucioéon .
gradiente de
0.2 - 0.6 M
e NaCl.

! .
Concentrar4§}a1

)
Enzima pura.
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RESULTDO DE LA PURIFICACION DE LA ENDONUCLEASA Pall

que contiene por litro de agua lo siguiente:

10 g de bacto triptona
S g de extracto de levadura
10 g de NaCl

a 37 grados C durante 12 Hs.

Se sonicaron 4S5 g de células de Providencia alcalifaciens,
disueltas previamente en 200 ml de buffer de extraccién con 0.4M
de NaCl + 100ug/ml de losozima,durante 10 minutos en pulscs de
11/2 minutos.

Se centrifugaron durante 60 minutos a 26 000 rpm en el rotor
SW28 a 4 grados C en la ultracentrifuga Beckman.

Se decanté y se ajustéd la conductividad a 0.1M de NaCl en buffer
de extraccion asi como el pH.

El extracto se pasé por 3 columnas de fosfocelulosa; primero por
una de 20 cm de cama por 3.5 cm de didmetro de 1la cual la
actividad se observé desde al fraccién 80 a la 105, se juntaron
estas fracciones y se pasaron por otra columna de fosfocelulosa
( de 10 cm de cama por 2.0 cm de dismetro) , en este caso no se
pegé la enzima, probablemente por no haber tenido la misma
conductividad la muestra que la columna, ya que la mayor
actividad se encontré en el eluado.

El eluado con actividad se pasé por otra columna de
fosfocelulosa ( 9.0 cm de cama por 1.5 ca de dismetro)
obteniéndose aproximadamente 200 =l de enzima pura con una
actividad de 20 Unidades /ul una vez concentrada en buffer de
almacenamiento (10Mm K2HPO4-KH2PO4,4mM B Mercapto etanol, 0.5aM
EDTA,0.5aM NaN3, 0.imM NaCl y glicerol 50% )

La endonucleasa Pall se almacen6é en: Nitroégeno liquido, a -20
grados C, a 4 grados C y a temperatura ambiente.

CALIDAD DE LA ENZIMA.

Se wmidié pureza de la enzima dejando el DNA de plasmido pBR322
con un exceso de la endonucleasa por 24 Hs y nmis {
aproximadamente 5 dias ) y posteriormente ligando una alicuota .

SE CUENTA CON S0 g MAS DE PASTA CELULAR PRODUCTORA DE LA ENZIMA
Pall PARA INICIAR OTRO PROCESO DE PURIFICACION.

-
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ESQUEMA DE PURIFICACION

ENZIMA ORGANISMO

Ball Proviedencia
alcalifaciens

Recuperacion c/paso: 70%

Rendimiento : 33 %

DE LA ENZIMA Pall

SECUENCIA DE LOS PASOS
DE LA PURIFICACION

Extracto crudo

1

(2X) Fosfocelulosa P11

elucioén c/:

gradiente sal
.2 - 0.6 M

1

Concentrar

[Dislisis
Sacarosa

Liofili-
[, Z8do.

'

>
Enzima pura.|Caracteri-
T zar.
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RESULTADO DE LA PURIFICACION DE LA ENDONUCLEASA EcoRl

La cepa RY13 gal end (R1l) productora de la endonucleasa ECoR1
fué proporcionada por la Dra. Aurora Bruner del Instituto de
Fisiologia Celular de 1la UNAM, y se creci¢ en el siguiente medio

de cultivo:
para 1 1t. de medio de cultivo

10 g de bacto triptona
. 5 g de extracto de levadura
10 g de NaCl
5 g de glucosa
5 mM KPO4 pH 7.0.
50 ug/ml de ampicilina.

Crecida en matraces fernbach a 37 grados C de 24 a 37 Hs. con
200 rpm. de agitacion.

25 g de células se sonicaron en 50 ml de buffer de extraccién
con 0.4M de NaCl durante 4 min. en pulsos de 1 minuto., se
centrifugdé a 25000 rpm durante 90 wminutos, decanténdo el
sobrenadante al cual se le ajusté la conductividad vy el pH y se
pasd por una primera columna de fosfoceluloss de 19 cm. de cama
por 2.5 cm de dismetro, se hizo un pool de los tubos 73 a 82 que
fueron en los que se encontré la actividad, passndose este pool
por una segunda columns de fosfocelulosa ( de 10 ca de cama por
2.0 cn de dismetro), encontrandose actividad de los tubos 15 al
27. , se hizo un pool, se dializé contra buffer de extraccioén 'y
se concentré con buffer de almacenamiento con S50% de glicerol.

Como resultado de esta purificacién se obtuvo aproximadamente 20
ml de enzima EcoRl con una actividad de 12 u/ul

CALIDAD DE LA ENZIMA:

La pureza de 1la enzima se probd haciendo una digestién del
plésmido pBR322 con un exceso de 1l1la enzima , ligéndose
posteriormente y digiriéndo nuevamente con la misma enzima.
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TIEMPO NECESARIO PARA LA PRODUCCION DE ENZIMAS DE RESTRICCION

Trabajo no Continuo :
Trabajo por semana : 48 sem/ 5 dias/40 hs.

Estimacién del tiempo necesario para la produccién de enzimas de
restriccion:

Tiempo
preparacion de
CULTIVO medios/esterilizacioén 24 hs.
crecimiento celular 16-36 hs.
CENTRIFUGACION asta celular S.hs.
lavado 1 hr.
paquete celular 1 hr.
DESINTEGRACION ~__ISONICACION 3 - 4 HS,
CELULAR (pulsos/enfriar)
)
CENTRIFUGACION 1 A3 hs.
{ ultra )
) - :
EXTRACTO CRUDO Ajustar pH ¥y
gpnductividad. 0.5 hs.
- .
; 1a. Columna 24 hs.
’ 2a. Columna 12 hs.
PURIFICACION

3a. Columna ( a veces ) 12 hs

Concentrar 12 hs.

LsgractorizaciOn. 3-4 dias.
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ESQUEMA DE PURIFICACION DE LA ENZIMA EcoRl.

ENZIMA ORGANISMO SECUENCIA DE PASOS DE LA
PURIFICACION
| Feo RI  Escherichia coliRY13 Extracto Crudo.

(-

T E I 1 L)

Lo b

|

Fosfocelulosa P11

~elucion
gradiente sal
en Bde E. +

)

Hidroxilapatita

-elucion

gradiente PO«
.1 a0.5M

Recuperacion C/paso: 65-70%

Rendimiento: 30 % ’ _Sacarosa
. ]

Concentrar Dial. B.A
liofilizado.

J

Enzima Pura. Enractortnr

+Buffer de extraccion (10 mM k2-k PO4) .
sBuffer de Almacenamiento.
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se llevd a cabo otra purificacién de la enzima EcoRl, con una
pasta celular crecida durante 25 hs a 37 grados C con 200 rpm de
agitacién , se utilizaron las mismas condiciones tanto para el
crecimiento como para el ;roceso de purificacion que las
reportadas anteriormente y como RESULTADO OBTUVIMOS 20 ML DE LA

ENZIMA EcoRl CON UNA ACTIVIDAD DE 5 Unidades/ul.

El grado de pureza de la enzima se midio haciéndé una digestioén
del plasmido PpBR322 con un exceso de 1la enzima, ligéndolo

posteriormente y digiriéndolo nuevamente con la misma enzima.

Se cuenta con SO g miés de pasta celular productora de la enzima

EcoRl crecida durante 25 hs.
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RESULTADO DE LOS SISTEMAS DE CONSERVACION DE LAS ENZIMAS.

Con respecto a la conservacién de las enzimaz se tiene la
experiencia de que guardadas a -20 grados C con 50% de glicerol
se han conservado por mucho tiempo, sin embargo también estamos

utilizando el mantenerlas en nitrégeno liquido,a 720 Cya ¢ C

Se liofilizé parte de la enzima Pall ya que se obtuvo un exceso
y de esta manera se concentré adicionandole S0% de glicerol. La
enzima asi liofilizada nos permitira probar otro sistema de
conservacion para las mismas.

De las diferentes formas en que almacenamos la enzima Pall,
solamente detectamos disminucién de la actividad al guardarla
almacenada a 4 grados C condicién en la que después de 1 semana
ya no encontramos actividado,e la enzima. Las otras formas de
conservacioén son muy estables ya que al cisbo de mds 0 menos 1

afio cuando mucho han perdido un 10 % de su actividad inicial.

Por lo tanto podemos concluir que la conservacién de las enzimas
guardadas a - 20 C, a -70 Cy en nitrogeno liquido se
mantienen muy estables y casi sin disminucién de la actividad de

las enzimas.
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CONCLUSIONES

Es importante resaltar que el periodo de crecimiento de 1los
cultivos para producir las enzimas es un factor importante para
obtener un rendimiento y productividad optimos de la enzima de
restriccion deseada.

Asimismo el estudio y potimizacién adecuado del tiempo de
cultivo y de las condiciones de cosecha de las células en gran
escala ,son esenciales para la obtencién de una alta produccién
y una recuperacién méxima para las enzimas de restriccioén.

Los rendimientos obtenidos ( g de ceélulas ) de los
microorganismos productors de las enzimas de este estudio se
presentan en la tabla 2.

El rendimiento final de la enzima depende en gran medida del
numero de pasos empleados para la purificacién de 1a enzima.

El método general utilizado en la purificacién de estas enzimas
es el descrito en " A GENERAL METHOD FOR THE PURIFICATION OF
RESTRICTION ENZYMES " de Greene et al el cual es un proceso que
ha sido desarrollado pars la purificacién de varias enzimas de
restriccién y a su vez al estandarizar el método se redujo el
numero de pasos involucrados en la purificacién ,eliminando
algunos como.es la precipitacién de a&cido nucléicos. Brevemente,
an este método el uso de altas concentraciones de NaCl, permite
la disociacién de las enzimas unidas 1la DNA; de esta forma, al
pasar el extracto por 1la fosfocelulosa, solo se adhieren
enzimas con afinifad a la resina, mientras que los 4cidos
nucleéicos se eluyen durante el paso de la muestra y en el
lavado. Las proteinas que se quedan adheridas a la fosfocelulosa
son elujdas por fuerza iénica con un gradiente lineal de NaCl.

El siguiente paso es utilizar otra columna de fosfocelulosa de
menor tamafio con la que se concentra la enzima y que permite una
mayor pureza.

Tanto experimentalmente como en reportes en la literatura los
rendimientos alcanzados por varias enzimas van de 0.1 % al SO
%, aunque al utilizar microorganismos modificados genéticamente
por técnicas de Ingenieria Genética se ha logrado producir 30%
més de la proteina celular ( Eco Rl) a diferencia de una cepa
nativa productora de la enzima EcoRl, 1la cual produce 0.0i% de
la proteina celular total.

Las recuperaciones y rendimientos aproximados de 1la
purificacién de c/u de las enzimas en estudio se presentan en
los esquemas de purificacién para ¢/ enzima, 1los calculos son
aproximados y en comparacién con lo reportado en la literntura ,

son inferiores.

Los bajos rendimientos obtenidos se deben probablemente a un
conjunto de diferentes problemas, entre los cuales los aés
isportantes son:
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- Parte de la enzima se encuentra atrapada en la pastills
celular obtenida al romper las células y centrifugar ( en este
paso, la pérdida por atrapamiento puede ser del SO% 6 mas )

- Através de la actividad de la enzima no se puede monitorear el
nivel de proteina sintetizada durante la fermentacioéon ( aunque
es el meéetodo wmés utilizado por la rapidéz de conocer 1los
resultados y aden&s 1o mas importante de este tipo de
purificacién es conocer y obtener 1la enzima activa), la
cuantificacion de la cantidad de proteina debe llevarse a cabo
en geles de poliacrilamida-SDS o en mediciones por Lowry lo cual
parece ser el método mas confiable para seguir la sintesis del
producto durante la fermentacién.

- En la colunma de fosfocelulosa aproximadamente el 1% de 1la
actividad de la enzima no se pega a la columna y se pierde; en
la columna de hidroxylapatita la pérdida es minima y la enzima
pura se encuyentra en las fracciones del pico de actividad.

Con este procedimiento es posible recuperar el 50% de 1la
actividad de la enzima (EcoRl) en casi una veinteava parte del

volumen original. T

Aunque (en nuestro caso) se pierde un poco miés de enzima en el
gradiente de eluciétn sobre todo en. la primera columna de
fosfocelulosa en la cual se tienen muchos contaminantes
alrededor de la elucion de la enzima 1o cual hace que se reduzca
el "pico de  fracciones con enzima " descartando algunas que
presentan contaminacion .

De esta forma se han purificado las 3 enzimas que integran por
el momento la coleccioétn de enzimas en el Centro. ademds las
enzinas asi purificadas tienen un alto grado de pureza, en 1lo
que se refiere a enzimas contaminantes que tienen como sustrato

DNA.

En cuanto & la conservacién de las enzimas se establecid
almacenarlas a —~ 20 C y en nitrogeno liquido.
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