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Introduccién. La enzima Uracilo N-Glicosidasa (UNG)
juega un papel importante en los mecanismos de reparacion
del ADN y en la actualidad se ha expandido su uso en el
diagndstico para evitar la obtencion de falsos positivos en
técnicas de PCR. La posibilidad de producir grandes
cantidades de la misma de fuentes recombinantes es de un
atractivo indiscutible. Si alo anterior se le une la posibilidad
de un control estricto del momento de su expresion asi como
de la localizacion celular del producto € sitema es
bi otecnol 6gi camente interesante.

Con este trabajo se persiguié la obtencion de una fuente
recombinante de UNG de E. coli para su sobrexpresion
controladatanto en tiempo como en localizacion celular.

Metodologia. La cepa utilizada para aislar €l gen de la UNG
fue la cepa salvaje E. coli Cla. Los experimentos de clongje
se redlizaron en la cepa XL1-Blue y los de expresiéon en
MC1061. Los oligonucleoticos utilizados para el PCR fueron
AGCGCCATGGCTAACGAATTAACCT para € extremo
5 ded gen, y paa d etremo 3 d
AGCGAATTCCAAATTTACTCACTCTCTGC 3. Todas
las técnicas de biologia molecular utilizadas se realizaron
segin Sambrook (1).El vector de expresion final utilizado
fue el pTrcHisA de Invitrogen.

Resultados y Discusion. El  resultado del chequeo de
posibles recombinantes finales se observa en la figura 1,
izquierda. Como se observa e 2, e 3 y & 5 son
recombinantes positivos.
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Figura 1. lzquierda: Andlisis de posibles recombinantes,
(2): marcador | /Hindlll; (2-5): digestién Sphl de posibles
recombinantes; (6): digestion Sphl de un control negativo.
Derecha: Andlisis de expresion en SDS-PAGE dd clon
pTrcUng5. (1): cultivo control negativo sin IPTG; (2-4):
control negativo 3, 5y 7 h posteriores a la induccion con
IPTG; (5): clon pTrcUng5 antes de la induccién; (6-8): 3,5
y 7 h posteriores a la induccion del clon pTrcUng5 con
IPTG. (9) patron de peso molecular.
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Se continud con el clon 5, a que se le realizaron estudios de
control sobre la expresién y porciento de expresion después
de lainduccién, figura 2, derecha.

Ademés se estudio la localizacion en cultivo tanto en medio
minimo como en medio rico, a 28 y a 37 °C, observandose
una fraccion apreciable citoplasmatica para la condicion de
medio minimo a 28 °C, figura 2. En €l resto de los casos la
proteina se expresd en un 100 % como cuerpo de inclusion.
Todo este comportamiento de solubilidad es coherente con la
teoria de laformacion de cuerpos de inclusion “in vivo” (2).
Figura 2. SDS-PAGE de cultivos ddl clon pTrcUng5 a 28°C.
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Izquierda: cultivo en LBA; (1): antes de la induccion; (2y3):

sobrenadante y precipitado de ruptura. Derecha: cultivo en
medio minimo; (1y2): sobrenadantey precipitado de ruptura.

La proteina purificada del clon mostré un N-terminal hasta el
aminoécido 35 igual a reportado en la base Swissprot(3) y
una actividad uracilo N-glicosidasa similar a un control
positivo de enzima comercial.

Conclusiones. Con el presente trabajo se evidencié la
posibilidad de la sobrexpresion de la UNG fuertemente
controlada bajo un promotor hibrido lac-triptofano y la
factibilidad de aumentar la solubilidad “in vivo” del
producto del gen manipulando |as condiciones de cultivo.
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