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RESUMEN

Los cADNs de los genes que codifican las protei-
nas PB1 y PB2 de la ARN polimerasa del virus de la
influenza, se clonaron en fase en un sitio distal del
ATG que codifica la proteina 10 del bacteriofago 17,
en el vector de expresion pAR3040, bajo el control
de un promotor de la ARN polimerasa de T7. Los
plasmidos recombinantes se introdujeron en la cepa
bacteriana E. coli BL21 (DE3)pLysS, que contiene
en su genoma el gen de la ARN polimerasa del fago
T7, bajo el control de un promotor (fac uv5) inducible
por IPTG. La induccién de la ARN polimerasa del
fago T7 en las células hospederas, resulté en la ex-
presion de las proteinas PB1 y PB2 en forma de
proteinas de fusion. Las proteinas expresadas se
acumularon en grandes cantidades en el interior de
las células bacterianas y fueron recuperadas de los
lisados en torma de precipitados insolubles.

Palabras claves: expresion de proteinas/vector de
expresion/T7 ARN polimerasa/ADN recombinante.

ABSTRACT

cDNAs genes coding for influenza virus' RNA
polymerase PB1 proteins, were fused in frame after

the 11th codon of the T7 bacteriophage major capsid .

protein, on the overexpression vector pAHSﬂdD.'

under the control of T7 RNA polymerase promoter.

Recombinant plasmids were transferred to E. coli

strain BL21(DE3)pLysS wich has in its genome phage -

T7 BRNA polymerase gene, under /ac uv5 promoter,
inducible by IPTG. Induction of the T7 RNA
polymerase in host cells resulted in extensive
overproduction of PB1 and PB2 polypeptides as
fusion proteins. The overproduced material was
recovered from cell lysates as insoluble precipitates.

(protein overproduction/expression vector/T7 BNA
polymerasefrecombinant DNA).

*Autor al que se dirigiran correspondencia y solicitud de
separatas.

INTRODUCCION

El genoma de los virus de la influenza de los 1i-
pos A y B esta formado por ocho segmentos
genéticos de ARN, de banda simple y de polaridad
negativa, que codifican al menos diez proteinas
virales('). Los procesos de replicacion y transcrip-
cion de estos virus comprenden una serie de reac-
ciones enzimaticas complejas, que son catalizadas
por la ARN polimerasa asociada al virion(**45). Esta
polimerasa esta constituida por tres subunidades
polipeptidicas denominadas PB1 (86Kd), PB2 (82Kd)
y PA (84Kd), o complejo de proteinas P, las cuales
son codificadas por los segmentos genéticos de
mayor tamano del virus y presentan como caracte-
ristica particular, la de asociarse entre si formando
complejos(®”#*). En la particula viral las tres protei-
nas P vy la nucleoproteina (NP) se asocian al ARN
viral formando complejos de ribonucleoproteinas
(RNPs), los cuales constituyen los moldes funciona-
les para la replicaciéon y transcripcion del genoma
viral(®).

Aunque durante la década pasada se ha acumu-
lado una informacién extensiva mediante analisis
bioguimicos y genéticos respecto a las funciones de
algunas de las subunidades que constituyen el com-

plejo de proteinas P(*'%"?), poco se sabe acerca

de las relaciones estructura-funcion de cada una de
estas proteinas dentro del complejo de transcripcién
y replicacion. En este sentido, los antisueros y
anticuerpos monoclonales han demostrado ser
reactivos de gran utilidad, en general, para el estu-
dio de las proteinas, ya que con ellos se han podido
derivar por ejemplo, caracteristicas antigénicas y fun-
cionales particulares. Sin embargo, una de las prin-
cipales limitaciones encontradas al intentar prepa-
rar antisueros y anticuerpos monoclonales contra
cada una de las subunidades de la polimerasa viral,
ha sido el hecho de que dichas proteinas se encuen-
tran en muy pequefna cantidad tanto en viriones como
en células infectadas('*").

A objeto de obtener suficiente cantidad de estas
proteinas, para su posterior utilizacion como inmu-



négenos, hemos construido plasmidos recombi-
nantes que permitan la expresion en forma de pro-
teinas de fusion, de las subunidades PB1 y PB2 de
la polimerasa del virus de la influenza. El sistema
elegido para la expresion, basado en la ARN poli-
merasa del bacteriofago T7('%), nos habia permitido
previamente la expresion adecuada y su uso poste-
rior como inmunégenos, de la proteina PA completa
y de un fragmento de 402 aminoacidos del extremo
amino-terminal de la proteina PB2("%"7).

METODOS

Plasmidos y cepas bacterianas. La fuente de
los genes de PB1y PB2 fueron los plasmidos pARB1-
12(18) y pUK-PB2 (cedido por J. Sanz) respectiva-
mente. Estos plasmidos se obtuvieron en la cepa
bacteriana E. coli DH5 y contienen una copia de
cADN del gen completo que codifica por las protei-
nas PB1 (segmento 2) y PB2 (segmento 1), de la
cepa A/Victoria/3/75. -

El recombinante pARB1-B1, se obtuvo por modi-
ficacion por PCR del plasmido PARB1-12 y poste-
rior subclonaje del producto de la amplificacion en el
sitio de restriccion Bam HI del vector de expresion
PAR-3040(""). La estructura del plasmido pAR3040
se muestra en la figura 1 y, como puede observar-
se, presenta los siguientes elementos de control: a)
El promotor 10 que precede al gen 10 del bacte-
riofago T7 (l). b) La secuencia Shine-Delgarno que
precede en B nucledtidos al codon de iniciacion del
gen 10 del bacteridfago T7 (SD). Los 15 primeros
codones del gen 10, que codifican por la proteina
mayoritaria de la capsida del bacteriéfago y que in-
cluye una diana de restriccion para la enzima Bam
HI {ll). d) El terminador de la transcripcién T (%),
que actua como un eficiente terminador de la trans-
cripcion para la T7 ARN polimerasa y e) El gen que
confiere resistencia a la ampicilina (ApR). El recom-

binante pARB2-A1 se obtuvo por subclonaje del gen

de PB2 en el sitio de restriccion Bam HI del mismo
vector.

La expresion de los genes de PB1 y PB2 se rea-
lizd en un sistema basado en la ARN polimerasa del
bacteriéfago T7, utilizando los recombinantes deri-
vados del plasmido pAR3040, en la cepa bacteriana
BL21(DES)pLysS(*). Esta cepa bacteriana esta es-
pecificamente optimizada para la expresion de pro-
teinas toxicas.

Manipulacion de acidos nucleicos. El método
utilizado para la preparacion del ADN plasmidico fue
el de la lisis alcalina(*'). Las digestiones con endonu-
cleasas de restriccion, tratamientos con ADN polime-
rasa | fragmento Klenow, ADN ligasa del bacteriofago
T4 y fosfatasa alcalina, asi como la desproteinizacion
y concentracion de acidos nucleicos, se hicieron si-
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guiendo los protocolos estandares descritos ante-
riormente(*). Para la elucion de los fragmentos de
ADN de geles de agarosa de bajo punto de fusién
se utilizé el estuche comercial GENE CLEAN i (Bio
101).

i) Secuenciacion de ADN. Para la secuenciacién
del ADN plasmidico se siguié el método de los
terminadores especificos de cadena(®). Para ello,
se empled el estuche comercial SEQUENASE VER-
SION 2.0 (USB), que utiliza [¢*S)ATP v la enzima
ADN polimerasa del bactericfago T7 (Sequenasa),
siguiendo las instrucciones del suministrador. Los
productos de reaccion se separaron en geles
desnaturalizantes de acrilamida-bisacrilamida del
6%, conteniendo urea 7M y se expusieron para
autorradigrafia.

i) Amplificacion in vitro del gen de PB1 a partir
del plasmido pARB1-12. Para la amplificacién in
vitro de las secuencias codificantes del gen de PB1
se utilizaron los oligonucledtidos 5' PB1ATGL (5
GGAATTCGGATCCAATGGATGTCAATCCGACTT
TA 3" y 3 PB1UAAL (5'GCTACGGGATCCATATGG
ACAAGCTTAAATTCATTAZ), los cuales incluyen una
diana de restriccion para la enzima Bam HI (subra-
yado). Se tomaron 10 - 20 ngr del ADN plasmidico
pARB1-12 linearizado y se amplificaron en un volu-
men de 100 pl conteniendo Tris-HCI (pH 8) 10 mM,
50 uM de cada uno de los deoxinucledtidos trifosfato,
0,25 mM de cada uno de los oligonucléotidos co-
rrespondientes, KCI 5 mM, MgCl, 1,5 mM y 1.5 Uni-
dades de Tag ADN polimerasa. Las reacciones se
sometieron a 20 ciclos de desnaturalizacion del ADN
a 93°C durante 45 segundos, hibridacién con el ini-
ciador a 37°C durante 1 minuto y polimerizacion a
72°C durante 20 minutos. Se empled un ciclo extra
de polimerizacion durante 20 minutos. Para la am-
plificacion se utilizé un termociclador automatizado
(DNA THERMAL CYCLER de Perkin Elmer Cetus).
El producto amplificado se concentrd utilizando fil-
tros Centricon 30, se extrajo con fenol, se recogio

“por precipitacion con etanol y se analizo por electro-
_ foresis en un gel de agarosa del 0,7%.

Transformacion de bacterias e identificacion
y caracterizacion de los plasmidos obtenidos.
Para la preparacion de bacterias DH5 competentes
y su posterior transformacion con plasmidos, se uti-
lizé6 el método del Cloruro de Rubidio(*#). La prepa-
racion de las bacterias BL21 (DE3)pLysS compe-
tentes se hizo siguiendo protocolo descrito previa-
mente(*).
i) Transformacion de ADN de colonias bacte-
rianas. El método seguido se basd en el procedi-
miento descrito por Grunstein y Hogness en 1975(%).
Brevemente, se colocd un filtro de nitrocelulosa en-
cima de la placa de cultivo y éste se levantd des-
pués de aproximadamente 5 minutos. Las bacterias
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adheridas al filtro se lisaron por tratamiento con
NaOH 0,5 M durante 10 minutos, se neutralizaron
con Tris-HCI (pH 7,5) durante 10 minutos y se incu-
baron con una solucién Tris-HCI pH (7,5) - NaCl 2M.
El ADN se fijo al filtro por calentamiento a 80°C du-
rante 2 horas en una estufa de vacio.

i) Identificacion de bacterias que portan el plas-
mido recombinante de interés. La identificacion
se llevo a cabo por hibridacion con sondas especifi-
cas por cada gen, marcadas radiactivamente. Los
oligonucledtidos sintéticos se marcaron con [y*P]
ATP y polinucledtido kinasa del bacteriéfago T4. La
mezcla de reaccion conteniendo Tris-HCI pH (7,5) -
MgCl, 10mM - DTT 5 mM, 40 mCi de [y**P)ATP, 30
ngr del oligonucledtido y 1 unidad de polinucledtido
kinasa, se incubd a 37°C durante 45 minutos. La
reaccion se detuvo por calentamiento a 60°C duran-
te 5 minutos.

Los filtros que contenian el ADN de las bacterias,
se incubaron en una solucion de hibridacion (5x
Denhardt, 6x SSC - SDS 0,2% y 1 mgr de esperma
de salmén) a 42°C durante 2 horas. Los filtros se
hibridaron en la misma solucién con la sonda mar-
cada a 42°C durante 16 horas. El material no unido
se elimind por 3 lavados sucesivos con la solucion
de hibridacién y los filtros se secaron y expusieron
para autorradiografia.

Expresion y analisis de las proteinas recom-
binantes. Los experimentos se realizaron segun
protocolo descrito anteriormente(*). Las bacterias
se cultivaron en medio M8 con 50 pgr/ml de
ampicilina y 25 pugr/ml de cloranfenicol a 37°C en
agitacion, hasta obtener una DO, = 0,6. En este
punto, se indujo la expresion de la proteina recom-
binante por la adicidn de IPTG (isupropil-pf-D-tioga-
lactopiranosido) 4 mM al medio de cultivo. Tras in-
cubar 30 minutos a 37°C, se anadieron 100 mgr de
rifampicina al cultivo, a objeto de inactivar la ARN
polimerasa bacteriana, continuandose la incubacjén
durante 90 minutos mas. Finalizado el periodo de la
induccion, las células se centrifugaron a 7.000 rpm
en centrifuga Sorvall/rotor GSA durante 10 minutos
a 4°C, resuspendiéndose el sedimento en el tam-

pon A [Tris-HCI (pH 7,5) 50 Mm - NaCl 100 mM - .
EDTA 1 mM y 0,5% de glicerol] (1% del volumen'

original del cultivo inducido). El lisado celular se con-
gelé y descongelé por tres veces consecutivas y se
centrifugd a 12.000 rpm en centrifuga Sorvall/rotor
SS5-34, durante 10 minutos a 4°C. El sedimento in-
soluble se resuspendié en un volumen de tampén B
(tampon A con 0,1% de deoxicolato sédico) y se tra-
to con DNAsa | (10 pgr/ul) en presencia de MgCl,
10mM, durante 30 minutos a 4°C. Se repitieron dos
pasos de centrifugacion adicionales, en iguales con-
diciones a las anteriores, pero resuspendiéndose
esta vez el sedimento insoluble en un volumen de

10

tampon D (tampdn B con NaCl 0,5M). Las proteinas
presentes en los lavados y en el sedimento insolu-
bles se analizaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida 7,5% - SDS 0,1%(*¢) y se visualizaron
por tincion con azul de Coomassie.

Las proteinas inducidas también se analizaron por
marcaje con [*5]-metionina. En este caso, después
de los 90 minutos de incubacién con IPTG, se toma-
ron 25 ul del cultivo inducido que se incubaron du-
rante 5 minutos a 372C con 5 uCi de [*S]-metionina.
A continuacion, las .acterias se sedimentaron y se
fraccionaron sus componentes tal y como se descri-
be en el parrafo anterior.

RESULTADOS

Clonaje de los genes que codifican por las pro-
teinas PB1 y PB2 en el plasmido pAR3040. Se
pretendia subcionar los genes que codifican por las
proteinas PB1 y PB2 del virus de la influenza A/Vic-
toria/3/75 en el sitio de restriccion Bam HI del vector
pPAR3040. Este sitio coincide con la secuencia que
codifica por los aminoacidos 13 y 14 del gen 10 del
bacteriéfago T7(").

La estrategia seguida para la construccién del
recombinante de PB1 (figura 2) consistié en amplifi-
car mediante la reaccion de cadena de la polimerasa
(PCR) la secuencia codificante del gen de PB1, a
partir del plasmido pARB1-12('%). En la reaccion de
amplificacion se utilizaron oligonuclétidos sintéticos
que contenian, ademas de las secuencias especifi-
cas para el gen, dianas para la enzina de restriccion
Bam HI, que no digiere internamente en la secuen-
cia de nucledtidos del gen de PB1. Tras la reaccién
de PCH, el ADN amplificado se traté con ADN
polimerasa fragmento Klenow, se dirigié con la
enzima de restriccion Bam HI y posteriormente, se
aislo de una agarosa de bajo punto de fusion del
0,7%. El producto aislado se ligé con T4 ADN ligasa
al vector pAR3040, previamente digerido con la
enzima Bam HI y desfosforilado por tratamiento con
fosfatasa alcalina.

Para la obtencion del recombinante de PB2 (figu-
ra 3), se utilizd el plasmido PUKPB2, en el cual la
secuencia codificante de PB2 se encontraba
flanqueada por dianas de restriccion para la enzima
Bam HI, que eran Unicas en el plasmido. El ADN
plasmidico se dirigié con Bam Hi, se aislé la banda
correspondiente al gen, a partir de una agarosa de
bajo punto de fusién y se clond en el sitio Bam HI del
vector pAR3040. Con ambos plasmidos se transfor-
maron bacterias E. coli DH5 competentes vy la iden-
tificacion de las bacterias recombinantes se llevé a
cabo por hibridacion in situ, con sondas radiactivas
especificas para cada gen(*). Los plasmidos
recombinantes que contenian el gen viral se anali-




zaron por restriccion, a fin de determinar la orienta-
cion del inserto en el vector (resultados no mostra-
dos). Los recombinantes obtenidos; pARB1-B1 y
pARB2-A1, los cuales contenian los genes corres-
pondientes a las proteinas PB1 y PB2 respectiva-
mente, orientados correctamente en el vector (figu-
ra 4A), se analizaron por secuencia de la region proxi-
ma al promotor de la T7 ARN polimerasa(®) (figura
4B). Los ATG iniciadores que codifican por las pro-
teinas PB1y PB2, quedaron clonados en fase a con-
tinuacidn del onceavo codon que codifica por la pro-
teina del gen 10 del bacteriéfago T7.

Con esta estrategia se esperaba que los polipep-
tidos traducidos a partir de los ARNms, contuvieran
una corta secuencia extra de aminoacidos en el ex-
tremo amino-terminal, correspondiente a la protei-
na 10 del bacteriéfago T7.

Analisis de la expresion de las proteinas PB1
y PB2 en E. coli. A objeto de obtener suficiente can-
tidad de los polipeptidos PB1 y PB2 para su emplec
posterior, se expresaron los genes clonados, en un
sistema de expresion procaridtico basado en la ARN
polimerasa del bacteriéfago T7 ('°). En este sistema
la fuente de la ARN polimerasa es una copia (nica
del gen 1 de dicho bacteriéfago, clonada bajo el con-
trol del promotor lac uvs (inducible por IPTG y gue
esta integrada en el cromosoma de la cepa bacte-
riana BL21 (DE3)pLysS). Esta cepa contiene ade-
mas, un plasmido gue confiere resistencia a cloran-
fenicol y que expresa en forma constitutiva la lisozima
del fago T7. Esta enzima actia como un inhibidor
de la T7 ARN polimerasa bacteriana(*}, lo cual per-
mite gue, en condiciones de no induccion, la cepa
bacteriana exhiba niveles basales bajos de la enzima,
favoreciendo la tolerancia a genes clonados cuyos
productos resultasen toxicos. Los plasmidos pARB1-
B1 y pARB2-Al, se introdujeron en bacteria E. coli
BL21(DE3)pLysS competentes. Los cultivos
bacterianos transformados se crecieron e incuba-
ron con IPTG, que induce la sintesis de la T7 ARN

polimerasa, ésta a su vez reconoce su promotor y -

genera los transcritos de los genes a expresar.

El analisis por electroforesis en gel de poliacrila-

mida, tefido con azul de Coomassie, del exiracio
bacteriano transformado con el recombinante
pARB2-A1, inducido con IPTG, reveld la presencia
de dos bandas, que no estaban presentes en el cul-
tivo control transformado con el plasmido pAR3040
(indicadas con una flecha; comparar canales 1y 2
de la figura 5A). La banda de mayor tamano posee
la movilidad esperada para la proteina PB2 comple-
ta, mientras que la de menor tamano puede corres-
ponder a un producto de iniciacién interno o a un
producto de degradacion de la proteina. El analisis
de los lisados de estas bacterias, por centrifugacion
y lavado de los correspondientes sedimentos con
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diferentes tampones, reveld que tales bandas siem-
pre aparecian en el sedimento correspondiente (ca-
nales 3 y 4) y que no se solubilizaban por el trata-
miento con una solucién que contiene. 0,1% de
deoxicolato sédico y NaCl 0,5 M (canal 5). En el caso
de |las bacterias transformadas con el recombinante
pARB1-B1 (figura 6A), no se observd en exiractos
totales del cultivo inducido, la aparicion de una nue-
va banda (comparar canales 1y 2). Sin embargo, si
se observd que en estas bacterias y no en las bac-
terias transformadas con el plasmido pAR3040, se
acumulaba un polipéptido insoluble que tenia la movi-
lidad electroforética esperada para la proteina PB1
completa.

Analisis de las proteinas inducidas por mar-
caje con [*¥*S]-metionina. Para confirmar que los
polipéptidos sintetizados correspondian a un produc-
to de la transcripcion de los genes de PB1 y PB2 por
la ARN polimerasa del fago T7, se analizaron los
productos sintetizados por las bacterias durante un
pulso con [*S]-metionina. Los cultivos bacterianos
se indujeron con IPTG, 30 minutos después de la
induccion se afadid rifampicina y se continué la
incubacion. A los 90 minutos se dio un pulso con
[**S]-metionina durante 5 minutos. La rifampicina es
una droga que inhibe la ARN polimerasa bacteriana,
pero no la ARN polimerasa del fago T7, con lo cual,
se esperaba que a los 90 minutos después de la
adiciéon de esta droga no quedaran ARNms bacte-
rianos vy, por tanto, la marca que se observara ven-
dria de los transcritos generados por la ARN poli-
merasa de T7. Como se observa en las figuras 5B y
6B, no se marcé ninguna proteina en bacterias trans-
formadas con el plasmido pAR3040, mientras que
si se observaron bandas en los cultivos transforma-
dos con los plasmidos recombinantes. Dichas ban-
das, ademas, se correspondian por tamano con las
que se habian observado en los sedimentos insolu-
bles de los geles tefidos con azul de Coomassie.
Por tanto, se concluye que las bandas observadas
se derivaban de los transcritos de los genes clo-
nados. En el caso del recombinante pARB2-A1, tam-
bién se observé la aparicion de una banda de me-
nor tamafo (sefalada con una flecha), que quizas
pueda ccrresponder a un producto de iniciacion in-
terno o a un producto de degradacion de la protei-
na. Esta proteina también asumid el mismo com-
portamiento que la proteina de mayor tamano du-
rante el proceso de lisados vy centrifugaciones en los
diferentes tampones utilizados.

DISCUSION

Una de las principales limitaciones encontradas
en el estudio de las caracteristicas y funciones de

las subunidades de la polimerasa viral, ha sido la de
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no disponer de suficiente cantidad de cada una de
estas proteinas. Es por este motivo, que en este
estudio se aborda la expresion de las subunidades
PB1 y PB2. El sistema seleccionado fue el sistema
de expresion procariético descrito por Studier y
Moffat en 1986('%), el cual se basa en-el uso de la
ARN polimerasa del bacteriéfago T7. Con este sis-
tema se ha descrito la expresidn de diversas protei-
nas, tanto de origen procaridtico como eucariético
(16,28, 29, 30, 31)

Estudios previos, utilizando plasmidos recombi-
nantes derivados del pAR3040, que contenian clo-
nados los genes completos que codifican por las
proteinas PB1 y PB2, de la cepa A/Victoria/3/75,
habian demostrado no ser efectivos en la produc-
cidn de proteinas recombinantes en este mismo sis-
tema('®). Este hallazgo sugiere que, cuando se in-
tenta expresar proteinas, a pesar de que el gen se
haya clonado bajo un promotor fuerte, este hecho
no necesariamente garantiza su expresion. La au-
sencia de expresion cuando se utilizaron estos
plasmidos podia deberse a varios factores, entre los
cuales podemos mencionar: a) Una baja eficiencia
durante el paso de inicio de la traducciéon(®2), b) Una
elevada degradacion de la proteina en E. coli,, o ¢)
Un efecto téxico de la proteina, lo que podria resul-
tar en una pérdida del plasmido por el cultivo
bacteriano, originando una reduccién de la cantidad
de proteina recombinante producida.

Como una alternativa para resolver el problema
de la ausencia de expresion con estos plasmidos,
se decidid preparar recombinantes que expresaran
las proteinas virales PB1 y PB2 como proteinas de
fusion. De esta forma, se construyeron dos plasmidos
recombinantes en los cuales, la secuencia de nu-
cledtidos que codifica por la correspondiente protei-
na viral (PB1 o PB2), se fusiond en fase a un sitio
distal del coddn iniciador del gen 10 del bacteriéfago
T7, presente en el vector de clonaje (y que corres-
ponde al primer codon transcrito por la T7 ARN

polimerasa). Asi las sefales de inicio de la traduc- -
cion que se utilizarian, serian las correspondientes

al gen 10, las cuales estan adaptadas para una efi-

ciente traduccién y ademas, poseen el espaciamiento
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adecuado entre la secuencia Shine-Dalgarno y el
ATG iniciador de la proteina.

La expresidn de proteinas heterdlogas, como pro-
teinas de fusion, ha demostrado poseer un niimero
de ventajas en relacion a la expresién de proteinas
completas que carecen de secuencias extras de
aminoacidos(*'), entre las cuales podemos mencio-
nar: a) Un aumento en la acumulacion de la secuen-
cia proteica deseada, lo que a su vez se traduce en
un aumento de la disponibilidad de proteina a purifi-
car y b) Un facilitamiento en la deteccion y purifica-
cion de la proteina en cuestién. Otra ventaja adicio-
nal de esta estrategia, podria ser que las proteinas
de fusion producidas fueran mas estables por con-
tener una secuencia de aminoacidos de una protei-
na gue se expresa en forma natural en E. coli. y
lambién, podrian resultar menos toxicas por conte-
ner secuencias de aminoacidos foraneos.

Los plasmidos disefiados (pARB1-B1 y pARB2-
A1) resultaron adecuados para la expresion de las
proteinas respectivas. Tal como se muestra en el
apartado de analisis y expresién de las proteinas
PB1y PB2 en E. coli, las bacterias inducidas trans-
formadas con dichos plasmidos, expresaron protei-
nas con el peso molecular esperado y estas protei-
nas se acumularon en grandes cantidades en las
bacterias (3 pgr/ul de cultivo).

Un hallazgo significative que también ha sido de-
mostrado previamente para una variedad de pro-
ductos proteicos de diverso origen (%-%.36.37) resul-
t6 ser, el que en ambos casos, las proteinas que se
acumulaban en E. cofi, lo hacian en forma de un
precipitado insoluble dentro de la célula bacteriana,
como puede observarse en las figuras 5 y 6 partes
Ay B. Este comportamiento repercute probablemen-
te en el elevado rendimiento obtenide, ya que se ha
descrito que las proteasas intracelulares no degra-
dan las proteinas que se encuentran formando agre-
gados(®®).

En conclusién, las proteinas recombinantes pre-

‘paradas ofrecen una fuente adecuada de reactivos

que pueden ser de utilidad como inmundgenos, en
la preparacion de antisueros y anticuerpos mono-
clonales.
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Figura 1. Estructura del plasmido pAR3040(") (ver detalles en texto).

Bam HI

Promotor ¢ 10

Promotor 17..... TTAAGAAGGAGATATACA
SD

pAR3040

Nl

Terminador ¢ 10

Bam HI

@] gct age atg act ggt gga cag caa atg ggt cgc [gga tcc].....Terminador T7

Figura 2. Esquema de construccion del plasmido pARB1-B1. Los sim-
bolos son los mismos indicados en la figura 1. Los delalles se describen
en MATERIALES ¥ METOGOS.

Gen PB1

PCR
+ Bam HI

Bam I:|I EtfamHI: Fromalord 10 Tarminadord 10

| BT ||

DNA Pal |
BamHI
Agarosa LMP

BamHI

! Eam Hi Bam Hi

[T Fosfatasa alcalina

DA Ligasa de T4

Bam HI

Figura 3. Esquema seguido para la construccion del plasmido pARB2-A1.
Los simbolos utilizados son los mismos de la figura 1. Los detalles se
describen en MATERIALES ¥ METODOS.

BamHl Smal
EEATCGGDGGGE mggaa
Bam HI
Bﬂ PB2 Promotor & m Tmnm::r 10
p{.li'-'.
Bam Hi
pﬁFIﬂﬂIﬂ
EFE.rn Hi
WLMP
Bam HI : Bam H|
e | Foslatasa alcalina
DMNA Ligasade T4

13
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Figura 4. A) Esquema de la estructura de los plasmidos pARB2-A1 y pARB1-B1. Se indica la longitud en
aminoacidos predichos para las dos proteinas de fusién (AA). B) Secuencia de nucledtidos en el sitio de
iniciacion de la proteina en los plasmidos pAR3040, pARB2-A1 v pARB1-B1. Los codones de iniciacién de Iz
proteina mayoritaria de la capsida del bacteriéfago T7 (gen 10) y las proteinas PB2 y PB1 estan encerradas
en un circulo. Se indican en letras las secuencias que codifican por la proteina 10 del bacteriéfago T7. Lz
secuencia Shine-Dalgarno se encuentra subrayada (SD).

Plasmido DNA AA
$10 SD s10 T¢

A pAR3040 —IB-ATG -@—

pARB2-A1 — Il -ATG_JATG —@— PB2 775
pARB1-B81 — Il {AG [ATG_ @ — PB1 772

B pAR3040 TTAAGAAGGAGATATACAT gct agc atg act gt gga cag caa atg ggt cgc [gga fcc]...
SD

pARB2-A1 TTAAGAAGGAGATATACAT §ig)gct age atg act ggt gga cag caa atg ggt cgc cec ggt(@tg)gaa...
CvPB2

PARB1-B1 TTAAGAAGGAGATATACAT ¢fg)gct age atg act ggt gga cag caa atg ggt cgc [gga icc] cat (atg) gat...
» PB1

14
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Figura 5. Analisis de las proteinas inducidas errbacterias E. coliBL21 (DE3)pLysS que transportan el plasmido
pARB2-A1 por electroforesis en gel de poliacrilamida - SDS. A) Gel tefiido con azul de Coomassie. B)
Autorradiografia del mismo gel (ver detalles de marcaje con [*S]-metionina y procesamiento en METODOS).
Extractos celulares totales preparados a partir de cultivos bacterianos inducidos con IPTG durante 2 horas,
portando el plasmido pAR3040 (canal 1) o el plasmido recombinante pARB2-A1 (canal 2). Las proteinas de
cultivos que portan el plasmido pARB2-A1 que permanecieron insolubles después de los lavados en tampon
NaCl 0,1 M (canal 3), NaCl 0,1 M méas 0,1% de deoxicolato sédico (canal 4) y NaCl 0,5 M mas 0,5% de
deoxicolato sddico (canal 5). Sedimento del cultivo portando el plasmido pAR3040 tras el lavado en tampén
NaCl 0,5 M y 0,5% de deoxicolato sédico (canal 6). Marcadores de peso molecular (canal M). Se indican la
posicion de los marcadores de peso molecular y se indican también con flechas las proteinas inducidas.

15
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Figura 6. Analisis de las proteinas inducidas en bacterias E. coli BL21(DE3)pLysS que transportan el plasmido
pARB1-B1 por electroforesis en gel de poliacrilamida - SDS. A) Gel tefiido con azul de Coomasie. B)
Autorradiografia del mismo gel (ver detalles de marcaje con [*S]-metionina y procesamiento en METODOS).
Extractos celulares totales preparados a partir de ios cultivos bacterianos inducidos con IPTG durante 2 horas,
portando el plasmido pAR3040 (canal 1) o el plasmido recombinante pARB1-B1 (canal 2). Proteinas del
cultivo que portan el plasmido pARB1-B1 que permanecieron insolubles después de los lavados en tampdn
MNaCl 0,1 M (canal 3), NaCl 0,1 M méas 0,1% de deoxicolato sédico (canal 4) y NaCl 0,5 M mas 0,1% de
deoxicolato sddico. Sedimento del cultivo portando el plasmido PAR3040 tras el lavado en tampén NaCl 0,5 M
mas 0,1% de deoxicolato sodico (canal 6). Marcadores de peso molecular (canal M). Se indican la posicién de
los marcadores de peso molecular y se indica también con una flecha la proteina inducida. \
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