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Resumen 

El cáncer es una de las enfermedades de mayor prevalencia y mortalidad a nivel mundial; por ello, es necesario 

mejorar tanto las terapias actuales como aquellas en desarrollo. Entre las mismas, las inmunoterapias han 

cobrado gran relevancia, siendo la administración local y/o sistémica de citoquinas inmunoestimuladoras una de 

las terapias más ensayadas. En este sentido, la interleuquina 15 (IL-15) es la citoquina que reporta resultados más 

prometedores en fase pre-clínica y clínica. Entre sus variadas funciones, colabora en el mantenimiento, activación 

y proliferación de linfocitos que inducen apoptosis en células tumorales. Además, estimula la sobrevida de 

linfocitos de memoria que participan en la respuesta inmune de larga duración, la cual puede disminuir recidivas 

tumorales. La obtención a gran escala de IL-15 recombinante enfrenta limitaciones, por lo que en este trabajo se 

apostó a diseñar un método alternativo para su producción que disminuya sus costos y permita así que esta 

citoquina sea utilizada en tratamientos contra el cáncer.  

El objetivo de este trabajo fue construir una cepa de Escherichia coli K12 capaz de secretar IL-15, empleando el 

sistema de secreción de tipo I o exportador ABC bacteriano. Este tipo de sistemas es simple y exhibe gran 

versatilidad, reconociendo en el péptido a secretar un dominio N-terminal, denominado “de doble glicina”, que 

es procesado durante la exportación del sustrato al medio extracelular. En particular, se utilizaron los 

exportadores ABC de dos antibióticos peptídicos, colicina V (ColV) y microcina H47 (MccH47). En este trabajo, la 

estrategia consistió en adicionarle a IL-15 un dominio de doble glicina que, al ser procesado durante la 

exportación, produciría la citoquina en el medio extracelular.  

Se construyó una fusión génica integrada por la secuencia codificante del dominio de secreción de ColV (dsv) unida 

al gen que codifica para la porción madura de la IL-15 murina (4ail15), de modo de producir una proteína 

quimérica que contenga ambas secuencias. Se expresó la fusión en una cepa de E. coli K12 en presencia del 

exportador ABC de ColV o de MccH47, y se evaluó la secreción de 4AIL15 mediante Western Blot. Luego de 

ensayar distintos métodos de concentración proteica del sobrenadante del cultivo, no se logró detectar 4AIL15 

en ningún caso, concluyendo que los dos sistemas de secreción ensayados no son capaces de secretarla. Sin 

embargo, el análisis de las fracciones celulares evidenció diferencias de funcionamiento entre los dos sistemas de 

secreción: el de ColV fue capaz de procesar el dominio de secreción de la quimera mientras que el de MccH47 

no. Estos resultados fueron novedosos ya que, contrariamente a lo que se había observado, los sistemas de 

secreción de ColV y de MccH47 no fueron intercambiables. Otro hallazgo original fue que se observó el 

desacoplamiento entre el procesamiento y la secreción del sustrato por el exportador ABC de ColV. En base a 

esto, se plantea un modelo de secreción de tipo I donde el reconocimiento, procesamiento y secreción del 

sustrato serían etapas sucesivas y no concomitantes como se había propuesto. Además, la incapacidad de secretar 

4AIL15 indicó que la secuencia del sustrato que sucede al dominio de secreción afecta la exportación. En su 

conjunto, este modelo serviría para avanzar en la caracterización de los sustratos de modo que puedan ser 

exportados.  
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INTRODUCCIÓN 

En la búsqueda de nuevas estrategias para tratar diversas enfermedades surgen las terapias biológicas. Éstas 

emplean mayoritariamente proteínas recombinantes cuya producción requiere de un sistema biológico (ya sea 

una línea celular en cultivo o un organismo hospedero) que albergue un vector portador del gen heterólogo que 

se desea expresar. En este sentido, las bacterias son uno de los microorganismos más utilizados en la industria 

biotecnológica para producir proteínas recombinantes por las grandes ventajas que presentan: son de fácil 

manipulación genética, alcanzan una alta biomasa en corto tiempo, generan un alto rendimiento en la producción 

de proteínas y su cultivo es de relativo bajo costo [1–3]. Además, existe un vasto conocimiento de la fisiología y 

genética bacterianas en general [4]. 

Al día de hoy, entidades reguladoras como la FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos han 

aprobado para su uso distintas proteínas recombinantes con diversos fines terapéuticos producidas en dichos 

microorganismos. Tal es el caso de "Humulin", una insulina humana recombinante producida en Escherichia coli, 

desarrollada en los años 70, que fue el primer biofármaco aprobado por la FDA en 1982 [5]. En esa misma década, 

otras proteínas producidas en E. coli como hormonas, citoquinas y anticuerpos fueron también aprobadas para 

uso humano por la misma organización [5]. Dentro de las áreas terapéuticas que se benefician de los biofármacos 

recombinantes se encuentran los desórdenes metabólicos, como la diabetes tipo 1; los desórdenes 

hematológicos, como la hemofilia A; y las enfermedades oncológicas, como el melanoma y el cáncer de mama 

[5–7]. 

En particular, el cáncer, en todas sus manifestaciones clínicas, es una de las enfermedades de mayor prevalencia 

a nivel mundial, estimándose que será la causa de muerte de más de 10 millones de personas en el año 2020 [8]. 

Por ello, es necesario mejorar tanto las terapias actuales, como aquellas en desarrollo, para conseguir atender la 

demanda que requiere actualmente la sociedad. Entre las diversas estrategias terapéuticas que se están 

ensayando en la clínica, las inmunoterapias han cobrado gran relevancia. En este sentido, se apuesta a generar 

terapias que aumenten la eficiencia que el mismo sistema inmune posee contra antígenos y células tumorales. 

Sin embargo, los costos asociados a estos tratamientos son muy elevados, limitando su previsión de uso global 

[9,10]. Entre las opciones inmunoterapéuticas más accesibles, la administración local y/o sistémica de citoquinas 

inmunoestimuladoras ha mostrado resultados muy prometedores en fase pre-clínica y clínica, siendo la 

interleuquina 15 (IL-15) una de las que reporta mayores beneficios [11].  

Interleuquina 15 y su rol en el tratamiento del cáncer 

La interleuquina 15 es una citoquina pleiotrópica de 114 aminoácidos y 14 kDa que forma parte de la familia de 

citoquinas de cuatro alfa hélices [12]. Esta citoquina fue simultáneamente descubierta por dos laboratorios en 

1994 y caracterizada como un factor de crecimiento de células T [13,14]. IL-15 tiene dos isoformas: una con un 
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péptido señal corto (SSP) de 21 aminoácidos y otra con un péptido señal largo (LSP) de 48 aminoácidos. Mientras 

que la isoforma con el SSP es intracelular, estando limitada al citoplasma y al núcleo celular, la isoforma con el 

LSP es secretada y actúa como inmunomodulador. Una vez secretada, IL-15 tiene una vida media corta de 

aproximadamente 60 minutos en suero, necesitando ser co-expresada con su receptor alfa (IL-15Rα) para 

aumentar su estabilidad in vivo [15–18].  

 

Figura 1. Interleuquina 15 murina. (A) Secuencia aminoacídica de interleuquina 15 murina (mIL15) madura alineada con la humana (hIL15) 

con el programa Lalign [19]. En recuadros, alfa hélices; en naranja, residuos que interactúan con el receptor IL15Rα. (B) Estructura 

cristalográfica del complejo mIL15-IL15Rα [12]. En verde, IL15Rα; en naranja, mIL15. 

IL-15 posee variadas funciones; fundamentalmente participa de la estimulación inicial de la proliferación de las 

células T y B activadas, ayuda en el mantenimiento y activación de las células natural killer (NK), e induce la 

generación de linfocitos T citotóxicos (CTL) y de factores de inflamación (TNFα e IL-1b). Además, estimula la 

sobrevida de las células T CD8+ de memoria y, en una función antagónica a IL-2, inhibe la muerte inducida por 
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activación de las células T autorreactivas promoviendo su supervivencia [17]. Cabe destacar que algunas de estas 

funciones son de vital importancia en la generación de una respuesta inmune contra el cáncer, ya que las células 

CTL y NK activadas inducen apoptosis en las células tumorales, y que la respuesta inmune de larga duración puede 

disminuir recidivas tumorales [17,20–23]. 

Estos hallazgos sobre el rol de IL-15 han auspiciado el análisis de su potencial terapéutico contra el cáncer. Es 

importante destacar que en varios ensayos realizados en modelos murinos de cáncer se utiliza IL-15 murina (mIL-

15) en vez de la humana (hIL-15) para mantener una respuesta fisiológica y evitar la posible inmunogenicidad de 

hIL-15 a largo plazo. IL-15 murina, al igual que la humana, se sintetiza como un precursor proteico de 162 

aminoácidos, donde los primeros 48 corresponden al péptido señal que luego de clivarse da lugar a IL-15 madura 

de 114 aminoácidos (Figura 1) [13]. Además, dichas citoquinas comparten un 73% de homología de secuencia y 

cumplen roles comparables [24,25]. Varios estudios en modelos animales demuestran que IL-15 puede activar la 

respuesta inmune contra las células cancerosas inhibiendo el crecimiento tumoral. Esto se ensayó en modelos 

murinos de adenocarcinoma pulmonar, de cáncer de próstata y de mama, entre otros [20,26–28]. Por ejemplo, 

en el trabajo de Klebanoff et. al. se demuestra que IL-15 humana es capaz de potenciar in vivo la actividad de las 

células T CD8+ reactivas contra tumores en ratones [20]. En cuanto a estudios en pacientes, se han realizado 

varios ensayos clínicos, habiendo algunos aún en marcha, utilizando como droga a la hIL-15 [29–31]. En particular, 

el grupo de Conlon ha llevado a cabo pruebas para determinar su seguridad y los posibles efectos adversos, 

determinándose la máxima dosis tolerable en 0.3 µg/kg por día. En este trabajo se utilizó IL-15 recombinante 

humana producida en E. coli, administrada de forma intravenosa por 12 días consecutivos en pacientes con 

melanoma maligno metastático o cáncer renal metastático. Los resultados preliminares muestran la regresión del 

10-30% de las lesiones ocasionadas por las metástasis en los pulmones de cinco pacientes e incluso la 

recuperación completa de dicha lesión en otros dos. Sin embargo, si bien los resultados son alentadores, aún 

resta mejorar el tratamiento con el fin de reducir los efectos secundarios y mejorar la eficacia terapéutica [30].  

Al ser un compuesto administrado de forma sistémica, la inoculación de IL-15 se enfrenta a ciertas limitaciones 

como su vida media corta en sangre y la dificultad para llegar al interior de tumores sólidos poco vascularizados 

[32,33]. Por lo tanto, se continúa requiriendo trabajo en la optimización de los sistemas de vehiculización y 

producción de esta citoquina para pensar en poder incorporarla en la clínica con alta eficacia. Es así que surgió la 

propuesta de utilizar bacterias como vectores de IL-15. Concretamente, el objetivo que consideramos al inicio del 

proyecto fue construir una cepa de E. coli K12 capaz de producir IL-15 con el fin de emplearla como agente 

antitumoral. En este sentido, existen numerosos estudios que dan cuenta de la acción antitumoral propia de las 

bacterias vivas inyectadas en modelos animales de cáncer, cuyos efectos terapéuticos mejoran cuando éstas 

expresan factores heterólogos como toxinas, inhibidores de angiogénesis y citoquinas [32,34,43–48,35–42]. Sin 

embargo, al día de hoy, las experiencias pre-clínicas y clínicas en pacientes con cáncer son aún limitadas y 

controversiales en relación a la eficacia y toxicidad de las bacterias [49–52]. Por ejemplo, en ensayos clínicos 

llevados a cabo en pacientes con melanoma tratados con una cepa de Salmonella typhimurium atenuada por 
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deleciones, no se logró la reversión del tumor en ninguno de los casos [50]. Otro caso es el del "Bacilo Calmette-

Guerin" (BCG), una cepa atenuada de Mycobacterium bovis que es utilizada desde 1970 para el tratamiento del 

cáncer de vejiga superficial invasivo no muscular. Para este tratamiento no se ha definido aún la dosis eficaz, ni 

los factores predictivos de respuesta, ya que no se conocen los mecanismos antitumorales que operan, además 

presenta una toxicidad considerable [49,51,53]. Asimismo, queda aún por consensuar si el empleo de bacterias 

vivas en la clínica es realmente seguro en pacientes oncológicos, considerando que en general se trata de 

personas con inmunodepresiones severas que podrían sufrir una infección diseminada [52].  

De todas maneras, conseguir una cepa de E. coli K12 capaz de secretar IL-15 permitiría desarrollar un método 

alternativo de producción de esta citoquina en bacterias, que facilite su obtención y permita así disminuir el costo 

de su uso en tratamientos contra el cáncer. Si bien la producción de IL-15 se ha abordado desde distintos ángulos, 

en general ha sido costosa en relación al rendimiento [54]. En particular, su obtención en células eucariotas, tanto 

de mamíferos como de levaduras, resulta costosa a gran escala [27,55]. Es así que la estrategia de producción de 

IL-15 comercial es a través de su expresión en células de E. coli y su posterior purificación desde el medio 

intracelular. Dicho procedimiento presenta el gran inconveniente de la formación de cuerpos de inclusión que 

requieren de extensos tratamientos para solubilizarlos y desnaturalizar las proteinas que lo integran, purificarlas, 

y lograr su correcto plegamiento. Además, los cuerpos de inclusión generalmente se encuentran contaminados 

con polisacáridos bacterianos y proteínas de membrana externa [54,56,57]. Cabe mencionar que sólo hay un caso 

donde se logra obtener IL-15 soluble expresada en E. coli, en esta estrategia se utiliza un tag que posee dos 

grandes ventajas, por un lado aumenta la solubilidad de IL-15, por otro lado, mediante un cambio de PH se puede 

inducir el autoprocesamiento de dicho tag. Sin embargo, esta etrategia tendría un alto costo a gran escala [58].  

Por otro lado, conseguir una cepa de E. coli K12 que secrete IL-15 también permitiría explorar el abordaje de 

nuevas terapias. Se podría pensar en la elaboración de un fármaco biológico a partir del medio de cultivo 

enriquecido con esta citoquina, sin necesidad de su purificación. Además, se podría idear un biofármaco que 

consista en cápsulas removibles conteniendo las bacterias productoras de IL-15, las cuales podrían implantarse 

en los tumores por el período de tiempo necesario para obtener concentraciones de IL-15 terapéuticas. Esta 

alternativa, empleando bacterias como agente secretor de IL-15, además del económico, tendría beneficios tales 

como localizar la producción de IL-15 en la zona tumoral, reduciendo así los posibles efectos adversos ectópicos 

asociados a la administración sistémica del producto y permitiría remover las cápsulas en caso de toxicidad o al 

finalizar el tratamiento. Cabe mencionar que esta alternativa terapéutica está en desarrollo para el caso de 

microcápsulas conteniendo células humanas productoras de citoquinas [59]. 

La elección de E. coli K12 se basa en que éste es un microorganismo no patógeno, ampliamente estudiado. De 

hecho, se dispone del genoma totalmente secuenciado de varias de sus cepas, lo que brindaría un contexto 

genético conocido pasible de ser manipulado para eventuales aplicaciones clínicas.  
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Sistemas de secreción bacterianos de tipo I  

Dentro de las diversas proteínas sintetizadas por las bacterias, algunas son exportadas fuera del citoplasma para 

cumplir su función. Para ello, el mecanismo general que permite a la proteína atravesar la membrana 

citoplasmática es la denominada "vía Sec", que depende del reconocimiento de una secuencia específica en la 

proteína a exportar [60]. A diferencia de las bacterias Gram positivas, en las Gram negativas esta vía no es 

suficiente para que la proteína alcance el medio extracelular, ya que restaría atravesar la membrana externa. Es 

así que las bacterias Gram negativas poseen distintos sistemas de secreción, tanto dependientes como 

independientes de la vía Sec [61]. Dentro de los últimos, se encuentra el sistema de secreción de tipo I o 

“exportador ABC” (ATP-Binding Cassette), que se destaca por poseer características particulares. Concretamente, 

resalta por su composición simple y su capacidad de exportar una gran variedad de proteínas desde el citoplasma 

al medio extracelular en una única etapa. Están compuestos por tres proteínas: el transportador ABC, el segundo 

componente y el elemento de membrana externa (Figura 2) [62–64]. El transportador ABC integra una familia de 

proteínas presentes tanto en eucariotas como en procariotas involucradas en la importación y exportación de 

una gran variedad de sustratos. Se encuentra anclado a la membrana interna a través de un dominio 

transmembrana y expone al citoplasma un dominio de unión a nucleótidos (NBD) correspondiente a su porción 

C-terminal, encargado de unir e hidrolizar ATP. El segundo componente, también llamado proteína de fusión de 

membranas (MFP), se encuentra anclado a la membrana interna y se extiende en el periplasma formando un 

canal entre el transportador ABC y el elemento de membrana externa. Los genes del transportador ABC y de la 

MFP estan generalmente ligados al de su sustrato. El tercer componente es una proteína de membrana externa 

(OMP) que forma el canal a través del cual el sustrato llega al medio extracelular. TolC es la OMP mejor 

caracterizada y, a diferencia de los otros dos elementos, se encuentra codificada fuera del sistema genético de 

los exportadores, integrando varios sistemas de secreción de tipo I y participando en la exportación de distintos 

sustratos [62–68].  

Para que un sustrato de naturaleza proteica sea diana de un transportador ABC debe poseer una secuencia 

específica llamada dominio de secreción (DS), la cual varía según el sustrato a exportar. En el caso de las proteínas, 

el DS se localiza en el extremo carboxilo (C) terminal, posee una extensión de 50-60 aminoácidos y no es removido 

durante la exportación. Si bien no presentan alta homología en su secuencia primaria, estos dominios 

compartirían una estructura secundaria de similares características. [62–64]. En el caso de los péptidos, el DS se 

sitúa en el extremo amino (N) terminal y tiene una extensión de aproximadamente 15 aminoácidos. Estos DS 

conservan una alta homología en regiones hidrofóbicas e hidrofílicas y en ciertas posiciones aminoacídicas, en 

particular la glicina en la posición -2 y en menor grado otra glicina en la -1, por lo que se denominan "tipo doble 

glicina". Los transportadores ABC que secretan este tipo de péptidos poseen una región N-terminal adicional 

donde reside un dominio catalítico que reconoce y procesa el DS durante la exportación. Hasta el momento, todos 

los péptidos secretados de esta manera conforman un grupo de antibióticos de síntesis ribosómica, denominadas 

genéricamente bacteriocinas, ya sean producidos por bacterias Gram positivas o negativas [62,69–72].  
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Figura 2. Esquema de un sistema de secreción de tipo I en una bacteria Gram negativa. ABC, proteína ABC; MFP, segundo componente; 

OMP, proteína de membrana externa. 

En cuanto a la especificidad del exportador ABC, se ha comprobado que es posible la secreción heteróloga exitosa 

de proteínas relacionadas. El caso más estudiado es el del sistema de secreción de tipo I de la α-hemolisina, una 

toxina de 181 aminoácidos producida por cepas patógenas de E. coli [64,66,73–75]. Por otro lado, en cuanto a los 

péptidos antibióticos con DS de doble glicina, se ha descrito la secreción heteróloga tanto en bacterias Gram 

positivas como negativas. Para las primeras, existen varias descripciones de secreción heteróloga de 

bacteriocinas, donde esencialmente con el transportador ABC y una proteína accesoria se logra la exportación 

[70,76]. En efecto, se ha reportado que un exportador ABC puede secretar con diferente eficiencia más de una 

bacteriocina, reconociendo en ellas sus dominios de secreción [76–79]. En el caso de las bacterias Gram negativas, 

la secreción heteróloga de bacteriocinas se evidenció para cinco péptidos antibióticos que integran la familia de 

microcinas de mayor masa molecular. Ésta está conformada por péptidos de entre 60 y 90 aminoácidos que son 

sintetizados como precursores con un DS N-terminal de tipo doble glicina. Concretamente, se evidenció que un 

mismo exportador ABC es capaz de secretar no solo tres microcinas, M, H47, I47, de forma natural, sino que 

también las microcinas E492 (MccE492) y colicina V (ColV) de forma heteróloga. De igual manera, se demostró 

que el sistema de secreción de ColV puede secretar microcina H47 (MccH47). En todos los casos estas microcinas 

difieren en su porción madura, aunque son similares en tamaño y comparten alta homología a nivel del DS 

[72,80,81]. Asimismo, se ha visto que, tanto en bacterias Gram positivas como negativas, un exportador ABC es 

capaz de secretar péptidos híbridos compuestos por el DS específico de su bacteriocina o por el de otras fusionado 

a la porción madura de otro péptido antibiótico, ya sea que éste utilice o no el mismo tipo de exportación 
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[78,79,82,83]. Por ejemplo, el sistema de secreción de ColV es capaz de exportar al medio extracelular un péptido 

cuya porción madura corresponde a una bacteriocina que naturalmente se secreta por la via Sec [82].  

Tabla 1. Dominios de secreción de las microcinas de mayor masa molecular. La flecha roja indica el sitio de procesamiento y en rojo se 

subraya las glicinas altamente conservadas en la posición -1 y -2. 

 

Todo lo anteriormente mencionado sugiere que las secuencias que suceden a los DS no estarían directamente 

involucradas en la exportación, así sustratos diferentes pueden ser secretados por el mismo exportador. En este 

sentido, la gran variedad de proteínas que pueden ser eficientemente secretadas si portan un DS resalta la 

versatilidad que los sistemas de secreción de tipo I poseen. Esto ha puesto a dichos sistemas en el foco de atención 

para utilizarlos en la secreción de distintas proteínas recombinantes, siendo el exportador ABC de la α-hemolisina 

(HlyA) el más utilizado [73,84]. Hasta el momento se reporta sólo un caso en el que a través de este sistema se 

logró exportar desde S. enterica una citoquina [85]. Cabe notar que, para utilizar este sistema de secreción de 

proteínas es necesario adicionarle el dominio de secreción C-terminal de HlyA a la proteína de interés, el cual al 

no procesarse puede inhibir la función de la proteína [73,86].  

Considerando lo anteriormente mencionado, se eligió utilizar el sistema de secreción de tipo I de las microcinas 

de mayor masa molecular para secretar IL-15 expresada en E. coli K12. El motivo de dicha elección yace en la 

versitalidad que estos sistemas poseen y en que IL-15 (114 aa) es más similar en tamaño a estas microcinas (60-

88 aa) que a proteínas mayores como la HlyA (181 aa). La estrategia consistió en adicionarle a dicha citoquina un 

DS de tipo doble glicina que al ser procesado durante la exportación permitiera producir IL-15 sin secuencias 

adicionales. Por su parte, se apostó a la producción de la IL-15 murina (mIL15) ya que, en caso de conseguir el 

objetivo, se continuaría el trabajo evaluando las bacterias productoras de mIL15 en un modelo murino de cáncer 

de mama metastásico [87]. En este sentido, la evaluación de inmunoterapias biológicas requiere de sistemas lo 

más homólogos posible. Concretamente, cuando se trabaja en modelos de cáncer in vivo es preciso emplear 

proteínas del huésped, en este caso mIL-15, para evitar desecadenar una respuesta inmune supresora frente a la 

proteína terapéutica.   
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Obtener células de E. coli K12 capaces de secretar IL-15 empleando un sistema de secreción de tipo I de las 

microcinas de mayor masa molecular. 

Objetivos específicos 

 Construir un plásmido que codifique para IL-15 murina (mIL15) fusionada al dominio de secreción de tipo 

doble glicina de ColV. 

 Construir un plásmido que porte los genes codificantes para el sistema de secreción de tipo I de ColV. 

 Evaluar la secreción de mIL15 mediada por el sistema de secreción de tipo I de ColV desde células de E. 

coli K12. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cepas bacterianas y plásmidos 

Cepas bacterianas 

Los genotipos y procedencia de las cepas de E. coli K12 utilizadas se describen en la Tabla 2. 

Tabla 2. Cepas bacterianas de E. coli K12 

Cepas  Genotipo Referencia 

DH5α supE44 ΔlacU169 (Φ80'lacZΔM15) gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17 [88] 

BW25113 Δ(araD-araB)567 ΔlacZ4787(::rrnB-3) rph-1 Δ(rhaD-rhaB)568 hsdR514 [89] 

MC4100 araD139 ΔlacU169 rpsL thiA relA1 [90] 

JM83 ara Δ(lac-proAB), rspL, ϕ80, lacZΔM15 [91] 

FGB103 MC4100 Δ(ompT-fepC)267 [92] 

Plásmidos 

Los plásmidos utilizados en este trabajo se describen a continuación: 

pUCYC5. Vector plasmídico oligocopia (10-12 copias/cromosoma). Porta el gen codificante para la resistencia al 

antibiótico cloranfenicol, posee el sistema de detección por complementación en alfa para la β-galactosidasa y el 

origen de replicación p15A de pACYC184 [93].   

pUC13. Vector plasmídico multicopia de la familia M13 (500-700 copias/cromosoma). Codifica para la resistencia 

al antibiótico ampicilina, posee el sistema de detección por complementación en alfa y el origen de replicación 

ColE1 (#50003 Addgene). 

pORF9-mIL-15. Plásmido comercial de InvivoGen® (#porf-mil15). Codifica para la resistencia a ampicilina y 

contiene la secuencia codificante para IL-15 murina (mIL15) sin intrones, desde el codón inicial (ATG) hasta el 

codón de terminación (TGA).  

pUY270. Contiene el sistema genético ColV clonado en pUC13 [80]. 

pUY271. Porta los genes cvi y cvaC que codifican para la inmunidad y actividad de ColV, respectivamente. Se 

obtuvo a partir de pUY270 mediante la deleción del segmento que contiene los genes cvaA y cvaB para la 

exportación de ColV [81]. 

pMVD41. Porta los genes mchE y mchF para el sistema de exportación de MccH47, clonados en pACYC184. 

Codifica para la resistencia al antibiótico cloranfenicol [72]. 
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pUY41. Porta los genes mchE y mchF clonados en pUC13. Codifica para la resistencia al antibiótico ampicilina [94].  

Todos los plásmidos antes mencionados, a excepción del plásmido pORF9-mIL-15 que fue aportado por el Dr. 

Cristian Smerdou (Universidad de Navarra, España), se encontraban disponibles en el laboratorio de la Sección 

Fisiología y Genética Bacterianas de Facultad de Ciencias.  

Cultivo bacteriano 

Los medios de cultivo utilizados fueron: medio rico LB y medio mínimo M63 con glucosa y vitamina B1 agregada 

(MM) (Anexo). Se añadieron al medio los antibióticos ampicilina (Ap) y/o cloranfenicol (Cm) a 60 g/mL y 100 

g/mL de concentración final, respectivamente.  

Se utilizó X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido) a 20 µg/mL de concentración final, como 

indicador cromogénico de la actividad β-galactosidasa. Este indicador se empleó en los experimentos de clonado 

para detectar los clones recombinantes, en base al fenómeno de complementación en α para la β-galactosidasa. 

En estos experimentos se debió utilizar vectores con el alelo lacZ´, que codifica para el fragmento α de la β-

galactosidasa (pUCYC5 y pUC13) y estirpes de E. coli K12 portadoras del alelo lacZΔM15, que codifica para el 

fragmento 1-α de la β-galactosidasa (DH5α y JM83). En este tipo de sistemas, los clones recombinantes aparecen 

como colonias blancas (Lac-) y los que portan solo el vector como colonias azules (Lac+). 

Las cepas sin plásmidos recombinantes se crecieron a 37°C, mientras que las que contenían estas construcciones 

se cultivaron a 30°C. Esto último se debió a la inestabilidad genética detectada en las estrías de los clones 

portadores de algunas construcciones recombinantes: se observó la aparición de colonias mutantes de tamaño y 

aspecto heterogéneos que predominaron por encima de una estría de crecimiento tenue y colonias pequeñas.  

Se optó entonces por cultivar estas cepas a una temperatura menor a la óptima para E. coli, ya que esta condición 

reduce el número de generaciones en los tiempos usuales de cultivo, limitando así la predominancia de los 

mutantes sobrecrecidos. De esta forma, la población original se mantuvo mayoritaria en los cultivos. 

Transformación de células de E. coli K12 

Obtención de bacterias quimiocompetentes 

Las bacterias competentes se obtuvieron a partir de un cultivo de 50 mL en medio LB de la estirpe a transformar. 

El cultivo se creció hasta que alcanzó una DO600 de entre 0,2 y 0,3. Posteriormente, el cultivo se centrifugó a 5.000 

rpm por 5 min. y las células se resuspendieron en 20 mL de CaCl2 100 mM estéril. Se dejó reposar dicha suspensión 

en hielo durante no más de 20 min., luego se volvió a centrifugar en las mismas condiciones antes mencionadas. 

Finalmente, las bacterias se resuspendieron en 500 µL de CaCl2 100 mM estéril y se almacenaron en hielo en la 

heladera por al menos 15 hs. previas a su uso.  
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Transformación de bacterias competentes 

Se mezclaron 100 µL de bacterias competentes con ADN plasmídico de interés, disuelto en un volumen no 

superior a 25 µL, y se incubó en hielo durante 10 min. Inmediatamente después, se colocó la mezcla en un baño 

a 37°C por 5 min. para lograr el choque térmico que permitió el ingreso del ADN al interior celular. Luego se 

agregaron 2 mL de medio LB y se incubó por aproximadamente 2 hs. en baño con agitación (120 rpm) a 30°C para 

lograr la expresión del gen para la resistencia antibiótica portada por el plásmido. Para la selección de los clones 

transformantes se hizo una siembra en superficie de alícuotas de la mezcla (200 µL) en medio selectivo y se incubó 

a 30°C por 18 hs. Como control, paralelamente se realizó el mismo procedimiento utilizando 100 µL de las 

bacterias competentes solas. 

Ensayo de producción de ColV 

La producción de ColV por una cepa bacteriana se determinó mediante la aparición de halos de inhibición del 

crecimiento sobre una cepa sensible a este antibiótico. Se utilizó MC4100 como cepa indicadora, sensible a ColV, 

la cual se sembró en forma de tapiz sobre una placa de medio mínimo y se picó de forma perpendicular al agar 

con las cepas a ensayar. Luego de incubar la placa a 37°C por 18 hs., se logró observar un halo de inhibición del 

crecimiento alrededor de la picada de una cepa productora de ColV. Las cepas control fueron: MC4100(pUY270), 

productora de ColV, y MC4100(pUY271), no productora (Figura 3). 

 

Figura 3. Ensayo de producción. A la izquierda, picada de una cepa no productora donde se puede ver a su alrededor el crecimiento confluente del tapiz 

indicador. A la derecha, picada de una cepa productora, a su alrededor se observa un halo de inhibición del crecimiento del tapiz indicador. 

Manipulación y secuenciación del ADN 

La purificación de los plásmidos obtenidos se hizo a partir de cultivos en fase estacionaria en 5mL de LB 

suplementado con el antibiótico correspondiente, empleando el kit QIAprep Miniprep (QIAGEN®). 

Para los ensayos de restricción se utilizaron las enzimas KpnI, PstI, HincII, HindIII y SacI, y para las ligaciones la 

enzima T4 ligasa, todas de New England Biolabs. En ambos casos se realizó el procedimiento estándar descripto 

en Sambrook et. al. 1989 [88].  
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Cuando fue necesaria la purificación de fragmentos de ADN a partir de una reacción de PCR o del gel de agarosa, 

se utilizó el kit MinElute PCR purification (#28006 QIAGEN®), siguiendo las instrucciones del fabricante.  

Para los experimentos de clonado de fragmentos de PCR se utilizaron las enzimas Vent® DNA Polimerasa 

(#M0254S) y Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (#M0530), ambas de New England Biolabs. Estas enzimas 

poseen actividad de prueba de error “proof-reading”. Además, producen amplicones con extremos romos, lo que 

permite clonarlos directamente en vectores linearizados con una enzima de restricción que también genere 

extremos romos. Para la detección por PCR de los clones de interés se utilizó la enzima Taq polimerasa de Bioron 

(#111105), usando como molde lisados bacterianos (suspensión de células en agua incubada a 80°C por 30 min.). 

En todos los casos se siguieron las indicaciones del fabricante. Los oligonucleótidos empleados para las reacciones 

se presentan en la Tabla 3.  

 La secuenciación del ADN se realizó en la Unidad de Biología Molecular del Instituto Pasteur de Montevideo. Para 

ello, se utilizaron siempre los cebadores M13-fwd y M13-rv (Tabla 3) de modo de secuenciar ambas cadenas.  

Para el análisis de las secuencias aminoacídicas se utilizaron los programas computacionales “BioEdit Sequence 

Alignment Editor” [95], “Protein Calculator v3.4” [96] y “LALIGN” version 36.3.5 [19]. 

 Tabla 3. Lista de cebadores usados 

 

 Electroforesis en geles de agarosa 

 Se prepararon geles de agarosa al 2, 1 y 0.8% utilizando buffer Tris-Acetato-EDTA 1X (TAE) y las muestras a 

resolver se mezclaron con tampón de carga. Se utilizaron los siguientes marcadores de peso molecular (MP): 

HyperLadder™ 50bp (Biolane, #BIO-33039), 100pb DNA Ladder (#N3231S) y 1kb DNA Ladder (#N3232S) (New 

England BioLabs). Se realizó la corrida electroforética en tampón TAE 1X, entre 1-2 hs. a 65 V aproximadamente. 

Para lograr la visualización de los ácidos nucleicos con luz ultravioleta se tiñó el gel con bromuro de etidio. 

Cebador Secuencia 5’-3’ Largo Contenido GC Tm 

CvaCFw AAGGAGATCATATGAGAACTCTGA 24 37.5 % 60.1 ºC 

CvaCRv GGTACCTGAAGCACCACCAGAA 22 54.55 % 64.0 ºC 

IL15Fw CGGTACCAACTGGATAGATGTAAG 24 45.83 % 63.5 ºC 

IL15Rv TTAGGACGTGTTGATGAACATTTG 24 37.5 % 60.1 ºC 

ABFw TCCTGATAACTCTCCTATGTTGT 23 39.1 % 52.7 ºC 

ABRw AACTATGCTGCGGGAAGATT 20 45 % 54.3 ºC 

M13-fwd GTTGTAAAACGACGGCCAGT 20 50 58.4 

M13-rv CACAGGAAACAGCTATGACC 20 50% 58.4 
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Análisis de proteínas  

Crecimiento y procesamiento del cultivo bacteriano  

Se realizaron cultivos en LB o en MM, con sus respectivas presiones antibióticas para mantener los plásmidos, 

incubando 18 hs. a 30°C, inoculando a partir de una estría de no más de 3 días de realizada. Así los cultivos se 

encontraban en fase estacionaria de crecimiento (del orden de 1-2 x 109 ufc/mL), de acuerdo al recuento de 

viables. Para obtener cultivos en fase logarítmica avanzada, con un recuento de viables del orden de 1 x 108 

ufc/mL, se hicieron diluciones 1/100 a partir de cultivos en fase estacionaria, incubando unas 2 hs. a 30°C. 

Alternativamente, al MM se le adiciona seroalbúmina bovina (BSA) (#B90015 New England Biolabs) a una 

concentración final de 0.1%. En todos los casos, se centrifuga el cultivo 10 min. a 5.000 rpm con el fin de separar 

las bacterias del sobrenadante. Dicho sobrenadante (SN) se pasa por filtros con poros de 0,45 µm de diámetro 

previo a su procesamiento. 

Obtención de la fracción celular 

Las bacterias, una vez separadas del sobrenadante, se lisaron mediante su resuspensión en buffer Laemmli 1X y 

posterior hervido de 1 min. Luego, se centrifugó 20 min. a 13.000 rpm, donde se recuperó el sobrenadante, es 

decir, la fracción celular (FC). Alternativamente, se siguió el mismo protocolo de lisis utilizando buffer STET 

(Anexo)  y lisozima  [97]. 

Concentración proteica del sobrenadante 

Concentración por precipitación con TCA 

Se procesó el sobrenadante bacteriano correspondiente a 4 mL de cultivo en LB. Se incubó con ácido 

tricloroacético (TCA) a 4% de concentración final, se dejó reposar en hielo por 1 hr. y luego se centrifugó a 13.000 

rpm 15 min. [98]. El precipitado resultante se secó con acetona y se resolubilizó de tres maneras diferentes según 

los experimentos, siempre en un volumen de 40 μL: tampón Laemmli 1X, agua bidestilada o dimetilsulfóxido 

(DMSO). 

Concentración por precipitación con DOC y TCA 

Este protocolo se ensayó para optimizar la precipitación de proteínas. Se procesó el sobrenadante bacteriano 

correspondiente a 4 mL de cultivo en LB. Cada 1 mL de muestra se agregaron 150 μL de desoxicolato (DOC) 1% y 

se lo dejó reposar por 5 min. a temperatura ambiente. Se agregó 200 μL de TCA 50% y se colocó en baño de hielo 

por 15 min. Luego se centrifugó a 4.500 rpm por 5 min., se apartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 

50 μL de agua bidestilada. A dicho sobrenadante se le adicionaron 200 μL de una solución de DOC al 0,25% en 

NaOH 0,1M, se calentó a 80°C por 5 min. y se lo resuspendió nuevamente en 50 μL de buffer Laemmli 1X.  
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Concentración por exclusión de tamaño  

El sobrenadante se concentró con centricones Amicon® (#Z740186 Sigma) capaces de retener proteínas de más 

de 3 kDa. Se concentraron 12 mL de sobrenadante mediante sucesivas centrifugaciones de 40 min. a 7.500 g en 

un rotor de ángulo fijo, según se indica en el manual del usuario. El volumen retenido fue de unos 150-200 µL. 

Para lavar el concentrado proteico, fundamentalmente para eliminar sales, se añadieron 3 mL de tampón fosfato 

salino (PBS) y se volvió a centrifugar. El volumen final, con las proteínas concentradas, fue de unos 150-200 µL.  

 

Electroforesis en geles de poliacrilamida 

Las proteínas obtenidas del procesamiento de cultivos celulares se separaron según su peso molecular aparente 

por electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se prepararon geles de 1 mm de 

espesor con un gel concentrador al 5% y un gel separador al 18%, siguiendo las instrucciones de Sambrook et. al 

1989 [88]. Las muestras preparadas en el tampón de carga Laemmli 1X se hiervieron por 1 min. y luego, o bien se 

cargaron en el gel o se almacenaron a -20°C. En este último caso, las muestras se calentaron previo al sembrado 

en el gel. Se utilizó como proteína control entre 5-15 ng de mIL-15 pura producida en E. coli (Peprotech #210-15) 

y como marcador de peso molecular (MP), AccuRuler RGB Plus Prestained Protein Ladder (Maestrogen). Para su 

siembra en gel, mIL-15 se sometió a las mismas condiciones que las muestras, no así el MP, que no lo requería. 

La corrida electroforética se realizó a una corriente constante de 20 mA por gel con el tampón de corrida Tris-

glicina-SDS en la cuba ATTO Corporation (modelo AE-6450) con la fuente de poder E-C Apparatus Corporation 

(modelo EC 500).  

Dependiendo del experimento, el gel se transfirió a una membrana de nitrocelulosa o se tiñó con azul de 

Coomassie R-250 o con azul de Coomassie coloidal G‐250. Para ambos tipos de tinción se lavaron los geles dos 

veces en agua bidestilada durante 10 min. con agitación, de esta forma se eliminaron restos de SDS que pudieran 

interferir con la unión del colorante a las proteínas. Se fijaron las proteínas al gel incubando en una solución de 

ácido acético al 10% durante 1 hr. para luego incubar en la solución de Coomassie toda la noche con agitación. 

Posteriormente, se quitó el exceso de colorante con agua bidestilada y se lavó con la solución decolorante 

adecuada para cada tinción (Anexo) durante 1-3 hs. con agitación.  

Western Blot 

Las muestras resueltas por SDS‐PAGE se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Biorad) con el sistema 

de transferencia semi seca de ATTO (moledo AE-6675), utilizando una solución de transferencia. Las proteínas se 

transfirieron durante 1 hr. 10 min. a corriente constante de 1,2 mA por centímetro cuadrado de membrana. Una 

vez finalizada la transferencia, la membrana se incubó en la solución de bloqueó durante 1 hr. a temperatura 
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ambiente con agitación. Luego, la membrana se incubó con el anticuerpo primario Anti-mIL-15 obtenido en 

conejo (Peprotech #500-P173) diluido 1/5000 en la misma solución de bloqueo durante toda la noche a 4°C con 

agitación. Se lavó la membrana para retirar el exceso de anticuerpo (3 lavados de 15 min. con agitación en PBS 

1X, Tween-20 0,05 %), y se procedió a incubar la membrana con el anticuerpo Anti-conejo conjugado a peroxidasa 

(HRP) (A6154 Sigma) diluido 1/5000 en PBS 1X, Tween-20 0,05% durante 1 hr. a temperatura ambiente con 

agitación. Posteriormente, se repitieron los 3 lavados en PBS 1X, Tween-20 0,05%. La membrana se reveló con el 

kit para quimio-luminiscencia aumentada de Bio-rad (Clarity Max™ Western ECL Substrate, 100 ml #1705062) 

siguiendo las instrucciones del proveedor. Se expuso la membrana en el equipo de quimioluminiscencia GBOX 

Chemi System (SynGene), haciendo 5 exposiciones seriadas de 1 min. 
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RESULTADOS 

La propuesta del trabajo consistió en diseñar un sistema para la expresión y secreción de IL-15 en E. coli K12. Para 

ello, la estrategia fue utilizar el sistema de secreción de tipo I de las microcinas de mayor masa molecular que, a 

través del reconocimiento y procesamiento de un dominio de tipo doble glicina adicionado al extremo N-terminal 

de IL-15, hiciera posible la exportación de dicha citoquina al medio extracelular. El diseño experimental 

comprendió los siguientes pasos: construcción de una fusión génica integrada por la secuencia codificante de un 

dominio de doble glicina unida en fase al gen que codifica para la porción madura de la IL-15, de modo que se 

produzca una proteína quimérica que contenga ambas partes; expresión de la fusión génica en una cepa de E. 

coli K12 en presencia de un sistema de secreción de tipo I, y evaluación de la secreción de IL-15 por parte de 

dichas células.  

La estrategia planteada comprendía necesariamente el acoplamiento de dos procesos sucesivos, la producción 

de la proteína quimérica y su exportación al medio extracelular. Esto implicaba que la funcionalidad celular debía 

mantenerse para asegurar el cumplimiento de las dos etapas. Es por ello que se eligió trabajar con sistemas de 

expresión génica moderada, descartando el uso de vectores de expresión con promotores inducibles que 

comprometerían la viabilidad celular. 

El diseño experimental consistió en clonar por separado la secuencia codificante de cada parte de la quimera para 

posteriormente juntarlas de modo tal de obtener una fusión génica (Figura 4, 5 y 6). Concretamente, a cada 

fragmento de la fusión se le adicionó un sitio de corte único para la enzima KpnI en el extremo a fusionarse y se 

seleccionó el plásmido con el inserto clonado bajo el influjo transcripcional del promotor lac (POlac) del vector. 

Posteriormente, para obtener la fusión génica se realizó la digestión de los plásmidos portadores de cada 

fragmento con dos enzimas de restricción de corte único, PstI en el vector y KpnI en el inserto, de modo que tras 

la ligación se forma la molécula buscada.  

Clonado del gen codificante para la porción madura de  IL-15   

Para clonar el gen codificante de la porción madura de la IL-15 murina (mIL15), se procedió a su amplificación PCR 

con la enzima Vent® DNA Polimerasa. Se utilizó como molde el plásmido pORF9-mIL-15 y se diseñaron 

oligonucleótidos de síntesis formados por secuencias complementarias a mil15 más secuencias adicionales 

necesarias para obtener la fusión génica. El cebador IL15Fw hibrida con secuencias de mil15 y contiene en su 

extremo 5’ el sitio de corte para la enzima KpnI. El cebador IL15Rv hibrida con los últimos 24 nucleótidos de mil15, 

portando un cambio de secuencia que permitió modificar el codón de terminación original, TGA, por el codón 

TAA, más frecuente en E. coli K12 (Figura 4) [1]. 
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Figura 4. Diseño de amplificación de mil15 a partir del plásmido pORF9-mIL-15. Secuencias nucleotídica y aminoacídica de segmentos de 

mIL15 codificantes para el péptido señal propio (gris) y para su porción madura (amarillo). Subrayado, secuencia de mIL15 que hibrida con 

los cebadores IL15Fw e IL15Rv. El sitio KpnI incluido en IL15Fw posee la secuencia GGTACC. El bucle en IL15Rv indica el cambio de un 

nucleótico para generar el codón de terminación TAA. 

El amplicón obtenido, de 352 pb, se purificó por extracción de banda desde un gel de agarosa y se clonó en el 

sitio HincII (genera extremos romos) del vector plasmídico pUCYC5. Con la mezcla de ligación se transformó la 

estirpe DH5α, que permite el clonado de fragmentos de PCR por ser deficiente para la restricción (HsdR-). Además, 

este contexto mantiene la capacidad de modificar el ADN por metilación (HsdM+), por lo que luego, el plásmido 

extraido de esta cepa ya puede ser introducido en cualquier otra cepa de E. coli K12 sin que sufra un fenómeno 

de restricción. Los clones transformantes se seleccionaron en LBCm, adicionado del indicador cromogénico X-gal, 

que permitió detectar los clones recombinantes por su fenotipo Lac. Se obtuvieron clones azules, blancos y 

celestes. Posteriormente, se procedió a identificar aquellos que portaban plásmidos recombinantes mediante 

amplificación con IL15Fw x IL15Rv. Dentro de los positivos, se buscaron los clones con el inserto clonado en la 

orientación deseada. Para ello, se diseñó una reacción de PCR con la pareja de cebadores IL15Fw x M13-fwd, que 

da lugar a un amplicón (405 pb) sólo si las regiones complementarias a dichos oligos están en sentidos opuestos, 

indicando entonces que el fragmento está clonado bajo el influjo transcripcional del POlac (Figura 6A). Primero, 

se realizó el relevamiento de varios clones blancos, no encontrando ninguno positivo. Se estudiaron entonces 

algunos clones celestes, los que resultaron portar los plásmidos buscados (Figura 6A y D). Este color se pudo 

explicar al analizar la secuencia de esta construcción, que evidenció la formación de una fusión génica que 

codificaría para la porción final del fragmento α, permitiendo la formación de una enzima β-galactosidasa 

semifuncional. Se extrajo el ADN plasmídico de alguno de los clones celestes para realizar su análisis físico 

mediante digestión con las enzimas PstI, KpnI y HindIII. Se confirmó que los plásmidos tenían el siguiente patrón 

de bandas: un fragmento único de 3.262 pb al ser digerido con PstI o KpnI y dos bandas, de 3.252 pb y 10 pb 

(estimado por la leve diferencia de migración de la banda de mayor tamaño con respecto al plásmido linearizado), 

producto de la digestión con ambas enzimas. Por su parte, HindIII tenía tres sitios de corte en el plásmido buscado, 

generando fragmentos de 1.758 pb, 1.177 pb y 327 pb (Figura 6E). Así se confirmó el clonado del segmento de 

ADN que codificaba para la porción madura de mIL15, que se denominó 4ail15. Al plásmido recombinante 

correspondiente se le llamó pAG-4AIL15. 

 



18 
 

Clonado de la secuencia codificante del dominio de secreción de ColV 

ColV es un péptido antibiótico bactericida, producido por bacterias de la familia Enterobacteriaceae, como E. coli, 

que integra la familia de microcinas de mayor masa molecular. Su producción está determinada por un sistema 

genético, de localización plasmídica, conformado por cuatro genes: cvaC, cvaA y cvaB, involucrados en la síntesis 

y secreción de ColV, y cvi, cuyo producto confiere inmunidad a la célula productora contra ColV. Más 

precisamente, cvaC se traduce como un péptido precursor de 103 aa con un dominio de secreción (DS) de doble 

glicina de 15 aa. Luego del procesamiento por su exportador ABC, ColV resulta en un péptido de 88 aa en el medio 

extracelular. En efecto, ColV ha sido purificada e identificada por Western Blot desde el sobrenadante filtrado del 

cultivo de una cepa de MC4100 productora. Se ha secuenciado su porción N-terminal, comprobando que ésta 

carece del DS, lo que confirma que dicho dominio se procesa durante la secreción [99–101]. 

Las microcinas de mayor masa molecular son más pequeñas y menos cargadas que la IL-15, siendo ColV la más 

similar en extensión y carga. Por ello, se eligió utilizar el dominio de secreción de doble glicina de ColV (DSV) para 

conformar la quimera. Para clonarlo, se siguió la misma estrategia experimental que para clonar el fragmento que 

codifica para la porción madura de mil15. Se amplificó por PCR con la enzima Vent® DNA Polimerasa, usando 

como molde el plásmido pUY271 y la pareja de cebadores CvaCFw y CvaCRv. El amplicón obtenido de 68 pb 

comprende, además de la secuencia codificante para el DSV, 11 nucleótidos antes del inicio de cvaC que incluyen 

la secuencia Shine Dalgarno (de unión a ribosomas bacterianos) y dos codones que siguen al dsv más un sitio de 

corte para la enzima KpnI (Figura 5).  

 

Figura 5. Diseño de amplificación del segmento codificante para DSv a partir del plásmido pUY271. Secuencia nucleotídica de la región 5’ de 

cvaC. En gris, Shine Dalgarno; en rojo, secuencia codificante para el dominio de doble glicina de ColV (DSV); abajo, secuencia aminoacídica. 

Subrayado, secuencias que hibridan con los cebadores CvaCFw y CvaCRv. El sitio KpnI incluido en CvaCRv posee la secuencia GGTACC. 

El amplicón se purificó por extracción de banda desde un gel de agarosa y se clonó en el sitio HincII del vector 

plasmídico pUC13. Con la mezcla de ligación se transformó la estirpe DH5α y los clones recombinantes se 

seleccionaron y detectaron en LBApXgal. Se confirmó la estructura recombinante en clones blancos mediante 

amplificación con la pareja de oligonucleótidos CvaCFw x CvaCRv, que generó un producto de 68 pb. De los clones 

positivos, se utilizó la pareja CvaCFw x M13-fwd para seleccionar aquellos portadores del plásmido con el inserto 

en la orientación deseada, los que dieron lugar a un amplicón de 121 pb (Figura 6B y F). Luego, se extrajeron 

algunos de estos plásmidos para su análisis físico con las enzimas KpnI y PstI. Efectivamente, el patrón de bandas 

fue el esperado: un fragmento único de 2.748 pb al cortar con cualquiera de las dos enzimas, y dos fragmentos, 

de 2.677 pb y 71 pb (estimado por la leve diferencia de migración de la banda de mayor tamaño con respecto a 
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la obtenida en la digestión simple), al digerir con ambas (Figura 6G). De esta manera, se obtuvo el plásmido 

recombinante derivado de pUC13 que codifica para el DS de ColV, denominado pUY-DSV (Figura 6B).  

Posteriormente, ambas construcciones, pAG-4AIL15 y pUY-DSV, se extrajeron del contexto DH5α y se introdujeron 

en células de MC4100 dando lugar a clones de buen crecimiento. 

Construcción de la fusión génica   

Para obtener la fusión génica, el primer paso fue digerir con KpnI y PstI los plásmidos pAG-4AIL15 y pUY- DSV. De 

esta manera, ambos resultaron en dos fragmentos. En el caso de pAG-4AIL15, el de interés fue aquél que abarcaba 

prácticamente la totalidad del plásmido, conteniendo la secuencia codificante para la porción madura de mIL15, 

4ail15, y en el caso de pUY-DSV, fue aquél que portaba la secuencia codificante del DS de ColV, DSV. Se juntaron 

ambas digestiones para ligar los fragmentos de interés y así conformar el plásmido recombinante portador de la 

fusión génica (dsv-4ail15) buscada (Figura 6C). Con la mezcla de ligación se transformó MC4100, cepa mutante 

para la respuesta estricta (relA1), que no disminuye la expresión génica en fase estacionaria. Se seleccionaron los 

clones resistentes a cloranfenicol y de éstos se descartaron los sensibles a ampicilina. Algunos se analizaron por 

PCR. Primero, se detectaron con la pareja CvaCFw e IL15Rv los clones que portaban la fusión génica, generando 

un amplicón de 413 pb. Luego, con la pareja M13-fwd y M13-rv, se identificaron los que no contenían ningún 

fragmento adicional y por tanto formaban sólo la fusión génica dsv-4ail15, dando lugar a un amplicón de 518 pb 

(Figura 6H). Posteriormente, se extrajo el ADN plasmídico de algunos clones para llevar a cabo el análisis físico 

digiriendo con las enzimas KpnI, PstI y HindIII. El corte con PstI linearizó el plásmido, dando lugar a un fragmento 

de 3.323 pb, mientras que la digestión doble con PstI y KpnI resultó en dos fragmentos de 3.252 pb y 71 pb 

(estimado por la leve diferencia de migración de la banda de mayor tamaño con respecto a la obtenida en la 

digestión simple). Por su parte, HindIII tenía tres sitios de corte en el plásmido buscado, generando fragmentos 

de 1.758 pb, 1.177 pb y 388 pb. El patrón de bandas resultó ser el esperado (Figura 6I). Por último, se confirmó 

la fusión génica por secuenciación nucleotídica, verificando que el fragmento dsv estaba unido por el sitio KpnI a 

4ail15 y por el sitio PstI al vector oligocopia pUCYC5, quedando la fusión dsv-4ail15 bajo el influjo transcripcional 

de POlac (Figuras 6C y 7). La construcción recombinante se denominó pAG-DSV-4AIL15. Cabe notar que la fusión 

génica codificaba para los 15 aa del DSV, los 114 aa de mIL-15 y para 4 aa adicionales interpuestos entre ambas 

partes, de modo que la proteína fusión fue de 133 aa. En caso de ser procesada por el sistema de secreción de 

tipo I, perdería el DSV y quedaría en 118 aa. Los dos primeros aminoácidos de 4AIL15 (A y S), que corresponden 

al inicio del péptido maduro de ColV, se conservaron para aumentar las probabilidades de reconocimiento y 

procesamiento por parte del trasnportador ABC. Los otros dos aminoácidos adicionales son codificados por el 

sitio de corte KpnI utilizado en esta estrategia. Cabe notar que los cuatro aminoácidos son pequeños y no tienen 

carga neta (Figura 7). Considerando que el dominio de unión de IL-15 con su receptor alfa no involucra el extremo 

N-terminal de la citoquina, se prevé que la adición de esos cuatro aminoácidos no interfiera en su funcionalidad 

[12]. 
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Figura 6. Construcción de la fusión génica DSv-4AIL15. (A-C) Esquema de los plásmidos construidos. (D-I) Comprobación de las 

construcciones plasmídicas por electroforesis en geles de agarosa al 2% (D, F y H) y 1% (E, G e I). (D) Análisis de pAG-4AIL15 mediante 

amplificaciones con IL15Fw x IL15Rv (carriles 1-3) y con IL15Fw x M13-fwd (carriles 5-6): 1 y 6, controles sin molde; 2, pORF9-mIL-15; 3 y 

5, pAG-4AIL15; 4, MP 100pb. (E) Análisis físico de pAG-4AIL15: 1, pAG-4AIL15; 2, MP 1kb; 3, pAG-4AIL15/PstI; 4, pAG-4AIL15/PstI-KpnI; 5, 

pAG-4AIL15/HindIII; 6, MP 100pb. (F) Análisis de pUY-DSV mediante amplificaciones con CvaCFw x CvaCRv (carriles 1-3) y con CvaCFw x 

M13-fwd (carriles 5-6): 1 y 6, controles sin molde; 2, pUY271; 3 y 5, pUY-DSV; 4, MP 50pb. (G) Análisis físico de pUY-DSV: 1, pUY-DSV; 2, MP 

1kb; 3, pUY-DSV/PstI; 4, pUY-DSV/PstI-KpnI. (H) Análisis de pAG-DSV-4AIL15 mediante amplificaciones con CvaCFw x IL15Rv (carriles 1-2) y 

con M13-rv x M13-fwd (carriles 4-5): 1 y 5, controles sin molde; 2 y 4, pAG-DSV-4AIL15; 3, MP 100pb. (I) Análisis físico de pAG-DSV-4AIL15: 

1, pAG-DSV-4AIL15; 2, MP 1kb; 3, pAG-DSV-4AIL15 /PstI; 4, pAG-DSV-4AIL15 /PstI-KpnI; 5, pAG-DSV-4AIL15/HindIII; 6, MP 100pb. 
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Figura 7. Fusión génica contenida en el plásmido pAG-DSV-4AIL15 codificante para la quimera DSV-4AIL15. Secuencia nuleotídica de la fusión 

génica con secuencias flanqueantes del vector pUCYC5. Debajo, secuencia aminoacídica deducida de la quimera; en rojo, DSV más tres 

aminoácidos de ColV; en verde, aminoácido adicionado por el sitio KpnI; en amarillo, mIL15. La flecha señala el sitio de corte del dominio 

de doble glicina. 

Para poder disponer de la fusión en mayor dosis génica, ésta se cambió al vector multicopia pUC13, siempre bajo 

el influjo transcripcional de POlac. Concretamente, se digirió el plásmido pAG-DSV-4AIL15 y pUC13 con las enzimas 

PstI y SacI de forma que el fragmento que contenía la fusión se ligara a pUC13. En este caso se utilizó la cepa JM83 

para el clonado, la cual se adecua al sistema de complementación en α. Se transformaron dichas células con la 

mezcla de ligación, seleccionando los clones recombinantes en LBApX-gal y detectando, para ser descartados, 

aquellos sensibles a cloranfenicol. Se identificaron los clones que albergaban la fusión génica utilizando el mismo 

diseño de PCR que para pAG-DSV-4AIL15. Se obtuvo así el plásmido denominado pUY- DSV-4AIL15, el que luego 

se introdujo en MC4100. Cabe destacar que las cepas MC4100(pAG-DSV-4AIL15) y MC4100(pUY-DSV-4AIL15) 

evidenciaron un buen crecimiento.  

Generación de las cepas portadoras de dsv-4ail15 y del sistema exportador de MccH47 

Una vez obtenida la fusión génica, se procedió a expresarla en presencia de un sistema de secreción de tipo I. En 

este sentido, se disponía en el laboratorio de plásmidos con el sistema exportador ABC de la MccH47. Este péptido 

antibiótico, al igual que ColV, pertenece al grupo de microcinas de mayor masa molecular. Su sistema genético 

contiene todos los genes necesarios para la síntesis (mchB), maduración (mchA, mchS1, mchC y mchD) y secreción 
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antibiótica (mchE y mchF), así como para conferir inmunidad (mchI) a la célula productora. En particular, el 

sistema de secreción de MccH47 está formado por MchF, que es el transportador ABC, MchE, que es el segundo 

componente, y la proteína de membrana externa TolC. Se ha visto que el sistema de secreción de MccH47 es 

capaz de secretar eficientemente ColV, lo que implica que el DS de ColV es reconocido y procesado por MchF y 

que las diferencias entre estas dos microcinas no afectan notoriamente el proceso. Cabe destacar que, no solo el 

trasportador ABC y el MFP del sistema de secreción de MccH47 y de ColV comparten una alta homología de 

secuencia, sino que también ambos utilizan TolC como tercer componente [72,80,81]. En base a esto, se apostó 

que mediante el reconocimiento y procesamiento del DS de ColV de la quimera, el sistema de secreción de 

MccH47 también exportaría 4AIL15 al medio extracelular. 

Es así que se construyeron cepas portadoras de dos plásmidos compatibles, uno codificante para DSV-4AIL15 y 

otro codificante para el conjunto exportador MchE y MchF (EF). Para ello, se utilizaron los plásmidos pMVD41 y 

pUY41, que codificaban para el exportador EF en distintas dosis génicas. Se construyeron por transformación las 

siguientes dos cepas: MC4100(pUY-DSV-4AIL15,pMVD41) y MC4100(pAG-DSV-4AIL15,pUY41). Así, la diferencia 

entre estas cepas residió en la estequiometría de las dosis génicas de quimera y exportador; en el primer caso, 

dsV-4ail15 está en exceso con respecto a mchE y mchF, mientras que en el segundo caso esa relación se invierte. 

Esto se realizó para buscar las condiciones de funcionalidad más adecuadas, tanto para el proceso de exportación 

como para la viabilidad celular. Paralelamente, se construyeron las cepas MC4100(pMVD41) y MC4100(pUY41). 

Para todas se evaluó el crecimiento a 30°C y 37°C, observándose mayor estabilidad genética al incubar a la 

temperatura menor. Aún así en todos los casos se evidenció un crecimiento pobre con inestabilidad genética, 

siendo más acentuado cuando las cepas portaban solamente el exportador. MC4100(pUY-DSV-4AIL15,pMDV41) 

fue la que presentó un crecimiento menos inestable, siendo justamente la que contenía los genes para el 

exportador EF en el plásmido de menor número de copias. Dado que se postula que este tipo de sistema 

exportador forma canales que comunican el citoplasma bacteriano con el medio extracelular, se puede pensar 

que una elevada concentración de los mismos podría generar la desestabilización de la envoltura celular, 

volviendo a la bacteria más inestable. En virtud de dichos hallazgos, se corroboró la funcionalidad del exportador 

EF codificado en pMVD41 mediante el ensayo de producción de ColV, como se describe en Materiales y Métodos. 

La cepa MC4100 con el plásmido pUY271, incapaz de producir ColV por carecer de su sistema exportador, cuando 

fue transformada con pMVD41 generó un halo de antibiosis sobre un tapiz de células sensibles, indicando que el 

exportador EF reconocía el DS de ColV y secretaba esta microcina.  

Evaluación de la secreción de 4AIL15 por parte del exportador EF 

Una vez obtenidos los clones portadores de dsv-4ail15 y los genes para el exportador de MccH47, el siguiente 

paso fue evaluar la expresión de la fusión y la posterior secreción de 4AIL15. En primer lugar, se buscó encontrar 

la quimera en lisados celulares con el fin de determinar su expresión y estabilidad en el medio intracelular. En 

segundo lugar, se analizó la presencia de 4AIL15 en el medio extracelular a partir del procesamiento del 
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sobrenadante de los cultivos. Es así que se ensayaron dos protocolos de lisis celular y, con el fin de concentrar las 

proteínas del sobrenadante, distintos métodos de precipitación. Este análisis se realizó para tres contextos: las 

cepas portadoras de los plásmidos codificantes para sólo la quimera DSV-4AIL15, sólo el exportador EF y ambos, 

DSV-4AIL15 y EF, empleando todas las cepas presentadas en el apartado anterior.  

Se evaluó la fracción celular (FC) de los lisados celulares obtenidos a partir de dos protocolos, uno utilizando el 

buffer Laemmli y otro el buffer STET junto con lisozima. Esta enzima degrada la pared celular bacteriana, 

mejorando la lisis. Posteriormente, los lisados obtenidos se visualizaron en geles de poliacrilamida, donde el perfil 

de bandas fue esencialmente el mismo para los tres contextos, no pudiéndose identificar una banda que 

correspondiera al peso esperado de 4AIL15 (ca. 13,6 kDa). De todas formas, no se puede descartar que 4AIL15 se 

encuentre en las células en cantidades tan bajas que no permitan detectarla como una banda. Es así que se siguió 

adelante analizando en el sobrenadante de los cultivos la presencia de 4AIL15. Para ello, se probaron dos métodos 

de concentración proteica: con DOC + TCA, para precipitar proteínas de amplio rango de peso molecular y con 

TCA al 4%, que favorece la precipitación de proteínas de bajo peso molecular. A su vez, se ensayaron distintos 

solventes para la resolubilización de proteínas como acetona, DMSO, agua bidestilada y tampón Laemmli. 

Tampoco fue posible visualizar por SDS-PAGE una banda que se correspondiera con 4AIL15, ya sea porque se esté 

secretando en una cantidad por debajo del límite de detección de esta técnica o porque el exportador EF sea 

incapaz de secretarla (Figura 8).   

 

Figura 8. SDS-PAGE para evaluar la expresión de la fusión y la posterior secreción de 4AIL15. FC, fracción celular (carriles 2-4); SN, 

sobrenadante (carrile 5), de cultivos crecidos en LB hasta fase estacionaria de las siguientes cepas: 1, MP: marcador de peso molecular, se 

indica sobre la banda el peso en kDa; 2, MC4100 (pUY-DSV-4AIL15); 3, MC4100(pMVD41); 4 y 5, MC4100 (pUY-DSV-4AIL15,pMVD41). Los 

pellets se lisaron con tampón Laemmli y los sobrenadantes se concentraron mediante precipitación por TCA al 4 %. 

 

En base a estos resultados, se continuó analizando las fracciones celulares y los sobrenadantes adicionando una 

técnica más sensible como es el Western Blot. Paralelamente, se realizó el clonado de los genes codificantes del 

exportador ABC de ColV. 
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Clonado de los genes codificantes del exportador  ABC de ColV 

Se apostó a clonar el sistema exportador de ColV, el cual naturalmente reconoce el DSV adicionado a 4AIL15. 

Dentro del sistema genético de la colicina V, los genes de secreción forman un operón donde cvaB codifica para 

el transportador ABC (CvaB) y cvaA para el segundo componente (CvaA). Cabe recordar que este exportador 

también utiliza TolC al igual que el de MccH47 [100,102].  

Los genes codificantes para el exportador ABC de ColV (cvaA y cvaB) se amplificaron por PCR con los cebadores 

ABFw y ABRv, empleando como molde el plásmido pUY270. En este caso, se utilizó la enzima Phusion® que 

amplifica fragmentos de hasta 20 kb. El amplicón obtenido, de 3.723 pb, contenía el operón cvaAB, con su 

secuencia promotora y de terminación. Éste se purificó y se clonó en el sitio de restricción HincII del vector 

pUCYC5. Luego, con la mezcla de ligación se transformó BW25113(pUY271), estirpe HsdR- con un plásmido 

portador de los genes cvi y cvaC e incapaz de producir ColV por carecer del exportador. Los transformantes se 

seleccionaron en LBApCm y se evaluaron por un ensayo de producción de ColV. Los clones que generaron halos 

de antibiosis eran los que contenían el plásmido recombinante que codificaba para el exportador de ColV (AB). 

Se extrajo el ADN plasmídico de algunos clones productores y se digirió con XhoI, enzima que sólo corta a pUY271. 

De esta forma, pUY271 quedaría lineal y el plásmido portador de los genes cvaAB quedaría circular. Cuando la 

mezcla de digestión se usó para transformar células de MC4100, sólo este último plásmido podría transformar. 

Se seleccionaron los clones en LBCm y se corroboró que éstos no contenían pUY271 por ser sensibles a Ap. La 

nueva construcción plasmídica se analizó con las enzimas HpaI y PstI. El patrón de bandas resultó ser el esperado: 

una banda de 6.633 pb con HpaI y cuatro bandas de 4.765 pb, 877 pb, 778 pb y 213 pb con PstI. El plásmido 

recombinante, que codifica para el exportador de ColV, se denominó pAG-AB. 

Para evaluar entonces la secreción de 4AIL15 por parte del exportador AB, se construyó la cepa MC4100(pUY-

DSV-4AIL15,pAG-AB). Para ello, se tuvieron en cuenta los resultados de estabilidad genética de las cepas 

portadoras del exportador EF. Es así que, la estirpe porta los plásmidos codificantes para DSV-4AIL15 y los 

exportadores AB en igual relación de dosis génica a la de MC4100(pUY- DSV-4AIL15,pMDV41). Con respecto al 

crecimiento, se observó el mismo fenómeno que para el exportador EF, es decir la incubación a 30°C fue más 

adecuada. La cepa MC4100(pUY-DSV-4AIL15,pAG-AB) presentó bajo crecimiento e inestabilidad genética, aunque 

no tan acentuado como MC4100(pAG-AB).  

Evaluación de la producción de la quimera y secreción de 4AIL15 por Western Blot 

Para determinar la producción de la proteína quimérica DSV-4AIL15 y su eventual procesamiento y exportación 

por un sistema de secreción de tipo I, se recurrió a ensayos de Western Blot. Se realizaron en la Unidad de Biología 

Parasitaria del Instituto de Higiene con el asesoramiento de la Dra. Patricia Berasain. Se utilizó un anticuerpo 

policlonal anti-mIL-15 y la proteína mIL-15 pura que había sido empleada para generar el anticuerpo. Esta última 
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se utilizó como control en todos los ensayos; tiene adicionada una metionina en su extremo N-terminal y una 

masa molecular de unos 13,4 kDa. Asimismo, la masa molecular de la proteína quimérica DSV-4AIL15 sería de 15,1 

kDa y la del producto procesado 4AIL15 de 13,6 kDa. Se puso a punto la técnica de Western Blot para determinar 

las concentraciones de los anticuerpos y de la proteína control a utilizar. Fue allí donde se vio que esta última 

generaba en geles más de una banda específica, correspondiente a multímeros según el proveedor.  

En primer lugar, se procesaron las fracciones celulares (FC) de las siguientes cepas: MC4100(pUY-DSV-4AIL15), 

sólo portadora de la fusión; MC4100(pUY-DSV-4AIL15,pMVD41), con la fusión y el exportador EF; MC4100(pUY-

DSV-4AIL15,pAG-AB), con la fusión y el exportador AB, y MC4100(pAG-AB), sólo con el exportador AB. En dicho 

ensayo se identificaron bandas sólo a partir de las cepas portadoras de pUY-DSV-4AIL15, lo que evidenció que el 

anticuerpo era capaz de reconocer específicamente los productos que contenían la secuencia de mIL15 (Figuras 

9). En la cepa que sólo expresaba dsv-4ail15 apareció una banda que migró en forma más retrasada que la proteína 

control mIL-15. Este resultado era el esperado dado que DSV-4AIL15 tiene 1,7 kDa más que mIL-15. Considerando 

que se ha postulado que el procesamiento es concomitante con la secreción [69], en el caso de las FC procedentes 

de las cepas con la quimera y con exportadores, se esperaba dos resultados posibles: no ver nada si toda la 

quimera había sido procesada y exportada, o bien ver el exceso de precursor DSV-4AIL15 que no había podido ser 

sustrato del exportador. Esto último fue lo que ocurrió con la cepa que expresaba la quimera en presencia del 

exportador de la MccH47 (EF). Sin embargo, en la cepa que expresaba la quimera en presencia del exportador de 

ColV (AB), apareció una banda con una migración similar a la de la proteína control. Esta migración sería la 

esperada para la quimera procesada 4AIL15 que, aunque tenía 0,2 kDa más que mIL-15, no parecería probable 

que esta diferencia de tamaño se evidenciara en el gel (Figuras 9). Por lo tanto, el exportador AB habría sido capaz 

de reconocer y procesar el DSV de la quimera aunque, contrariamente a lo esperado, 4AIL15 se encontró retenido 

en la fracción celular. Esto indicaría que el procesamiento del sustrato y su secreción no estarían necesariamente 

acoplados.   

Una vez analizadas las fracciones celulares, se prosiguió con la evaluación de la presencia de 4AIL15 en el 

sobrenadante de los cultivos bacterianos mediante su precipitación con TCA al 4 %. Para las cepas MC4100(pAG-

AB), MC4100(pMVD41) y MC4100(pUY-DSV-4AIL15) no se obtuvo banda, lo cual era el resultado esperado ya que 

las primeras dos solo codifican para el sistema exportador, y la tercera, si bien expresa DSV-4AIL15, al no codificar 

para el exportador no sería capaz de secretar la citoquina. En cambio, en el caso de los sobrenadantes de 

MC4100(pUY-DSV-4AIL15,pMVD41) y MC4100(pUY-DSV-4AIL15,pAG-AB) se esperaba encontrar una banda 

correspondiente a 4AIL15 dada la presencia de los sistemas de secreción de tipo I. Sin embargo, en ninguno de 

los dos se evidenció banda (Figura 9). Este resultado, sumado a las diferencias en la interacción de los dos tipos 

de exportadores con la quimera en las fracciones celulares, resultó llamativo. Concretamente, ya sea con o sin 

procesamiento del sustrato, en ambos casos no se detectó 4AIL15 en el sobrenadante, aún cuando se sabe que 

dichos exportadores comparten alta homología de secuencia y han sido descriptos como intercambiables [80,81]. 

Por ello, cabe mencionar que estos experimentos se hicieron varias veces, corroborando lo observado. Teniendo 
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en cuenta el conjunto de los resultados obtenidos, se consideró que el exportador EF no procesaría ni exportaría 

el sustrato, mientras que el exportador AB, el específico para el DS empleado, sí reconoció y procesó DSV-4AIL15, 

aunque no se detectó 4AIL15 en el sobrenadante. Por lo tanto, se resolvió reevaluar la forma en la que se obtenían 

y procesaban los sobrenadantes, acotando los análisis a la cepa experimental MC4100(pUY-DSV-4AIL15,pAG-AB), 

acompañada de sus controles MC4100(pUY-DSV-4AIL15) y MC4100(pAG-AB). Se ensayaron entonces una serie de 

variantes metodológicas que se presentan a continuación. 

 

Figura 9. Western Blot para la identificación de proteínas que contienen la secuencia mIL15. FC, fracción celular (carriles 2, 8-10 y 12); SN, 

sobrenadante (carriles 1, 3-5 y 11), de cultivos crecidos en LB hasta fase estacionaria de las siguientes cepas: 1-2, MC4100(pAG-AB); 3 y 8, 

MC4100(pUY-DSV-4AIL15,pAG-AB); 4 y 9, MC4100 (pUY-DSV-4AIL15,pMVD41); 5 y 10, MC4100 (pUY-DSV-4AIL15); 6, MP: marcador de peso 

molecular, se indica sobre la banda el peso en kDa; 7, mIL-15 (10 ng). Los sobrenadantes se concentraron mediante precipitación por TCA 

al 4 %. 

En primer lugar, se apostó a realizar un nuevo método de concentración proteica de los sobrenadantes con 

centricones Amicon®, basado en la exclusión de tamaño molecular. Este método permitió concentrar el 

sobrenadante unas 80 veces; aún así, no se evidenció banda alguna en el sobrenadante de la cepa experimental 

(Figura 10A). Todos los ensayos subsiguientes de concentración se realizaron utilizando centricones.  

Se consideró la posibilidad de que el medio de cultivo LB interfiriera en la detección de 4AIL15. En efecto, se 

comprobó que al agregar proteína pura al sobrenadante concentrado de MC4100(pUY-DSV-4AIL15,pAG-AB), la 

intensidad de la banda correspondiente a mIL-15 disminuyó notoriamente (Figura 10B). Por este motivo, se 

reemplazó el medio LB por medio mínimo (MM). Para ello, primero se evaluó el crecimiento de estas cepas en 

medio mínimo agar con sus respectivas presiones antibióticas a 30°C y 37°C. Se eligió la menor temperatura de 

incubación donde, si bien el crecimiento fue más lento, se observó mayor estabilidad genética. En un ensayo 

similar al descripto, agregando proteína pura al sobrenadante concentrado de MC4100(pUY-DSV-4AIL15,pAG-AB) 

crecido en MM, se comprobó que este medio no interfería mayormente con la visualización de mIL-15 (Figura 

10C). Sin embargo, nuevamente no fue posible identificar una banda en el sobrenadante de la cepa experimental. 

A partir de aquí, todos los ensayos que siguen se realizaron creciendo las cepas en MM. 
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Figura 10. Análisis por Western Blot del efecto de las condiciones de crecimiento y procesamiento del cultivo sobre la identificación de 4AIL15 

en el SN. (A) Identificación de 4AIL15 en la FC (carriles 2 y 4) y en el SN concentrado con Amicon (carriles 3 y 5) de cultivos crecidos en LB 

hasta fase estacionaria: 1, mIL-15 (15ng); 2 y 3, MC4100(pUY-DSV-4AIL15,pAG-AB); 4 y 5, MC4100(pUY-DSV-4AIL15). (B) Evaluación de la 

interferencia del medio LB en la detección de mIL-15: 1, mIL-15 (10 ng); 2, mIL-15 (10 ng) en SN concentrado por Amicon de MC4100(pUY-

DSV-4AIL15,pAG-AB) crecida en LB hasta fase estacionaria. (C) Identificación de 4AIL15 en la FC no filtrada (carriles 2 y 4) y filtrada (carriles 

3 y 5), y en el SN concentrado con Amicon (carriles 6 y 7) de cultivos crecidos en MM hasta fase estacionaria:  1, mIL-15 (10ng); 2, 3 y 6, 

MC4100(pUY-DSV-4AIL15); 4, 5 y 7, MC4100(pUY-DSV-4AIL15,pAG-AB); 8, mIL-15 (10ng) en SN concentrado por Amicon de MC4100(pUY-

DSV-4AIL15,pAG-AB) crecida en MM. 

También se corroboró que 4AIL15 no era retenida en el proceso de filtración de los sobrenadantes. 

Concretamente, al someter las fracciones celulares (FC) de MC4100(pUY-DSV-4AIL15) y MC4100(pUY-DSV-

4AIL15,pAG-AB) al mismo proceso de filtrado que sus sobrenadantes, no hubo cambios en cuanto a la 

identificación de las bandas correspondientes a DSV-4AIL15 y 4AIL15, respectivamente (10C). Por lo tanto, se 

descartó que la filtración interfiriera con la detección de 4AIL15 en los sobrenadantes. 

Surgió entonces la hipótesis de que 4AIL15 efectivamente se estuviera secretando, pero que se degradara una 

vez en el medio extracelular ya sea por una acción proteolítica o por la labilidad propia de la proteína [15]. Por 

este motivo se realizaron tres aproximaciones experimentales distintas con el objetivo de disminuir la posible 

degradación de 4AIL15, evaluando siempre las fracciones celulares y los sobrenadantes de MC4100(pUY-DSV-

4AIL15,pAG-AB), MC4100(pUY-DSV-4AIL15) y MC4100(pAG-AB). 

Por un lado, se consideró la posibilidad de que en la fase estacionaria de crecimiento (en la que se había analizado 

hasta el momento la producción de 4AIL15), hubiera proteasas en el sobrenadante del cultivo producto de un 

cierto grado de lisis celular propia de dicha fase. Es así que se procesaron cultivos en fase logarítmica avanzada 

(con un recuento de viables un orden de magnitud menor que el de fase estacionaria). En este caso tampoco se 

logró visualizar 4AIL15 en el sobrenadante concentrado de MC4100(pUY-DSV-4AIL15,pAG-AB), aunque sí 

claramente en su fracción celular (Figura 11A). Este resultado sugirió que no habría degradación de la proteína 

asociada al estado metabólico del cultivo. 
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Alternativamente, se consideró la posibilidad de que 4AIL15 fuera diana de la proteína OmpT al alcanzar el medio 

extracelular. Ésta es la proteasa de membrana externa más importante de E. coli K12, donde su dominio 

proteolítico se extiende al medio extracelular [103,104]. Por lo tanto, se utilizó la cepa FGB103, isogénica de 

MC4100 pero deficiente para la proteasa OmpT, para evaluar la secreción de 4AIL15. Se construyó la cepa 

experimental FGB103(pUY-DSV-4AIL15,pAG-AB) y sus controles FGB103(pAG-AB) y FGB103(pUY-DSV-4AIL15); las 

tres exhibieron un crecimiento en medio mínimo sólido y líquido muy similar al del contexto MC4100. Se 

analizaron entonces las fracciones celulares y los sobrenadantes de cultivos en fase estacionaria de crecimiento 

de las tres estirpes. El análisis por Western Blot exhibió el mismo resultado que antes: una banda correspondiente 

a DSV-4AIL15 en la FC de FGB103(pUY-DSV-4AIL15), una banda correspondiente a la quimera procesada 4AIL15 en 

la FC de FGB103(pUY-DSV-4AIL15,pAG-AB) y ninguna banda en la FC de FGB103(pAG-AB); no se observó ninguna 

banda en el sobrenadante concentrado de FGB103(pUY-DSV-4AIL15,pAG-AB) y su control FGB103(pUY-DSV-

4AIL15) (Figura 11B). Se dedujo entonces que la proteasa OmpT no sería responsable de la ausencia de 4AIL15 en 

el sobrenadante.  

Considerando un antecedente en la literatura [105], se procuró aumentar la estabilidad de 4AIL15 adicionando 

seroalbumina bovina (BSA) al medio de cultivo en una concentración igual a la requerida para reconstituir la 

citoquina pura. Nuevamente, se obtuvo el mismo resultado negativo que en los casos anteriores.  

 

Figura 11. Evaluación mediante Western Blot de la posible degradación de 4AIL15 en el SN de los cultivos crecidos en MM. (A) Análisis de la 

FC (carriles 3, 4 y 7) y del SN (carriles 2, 5 y 6) de cultivos crecidos hasta fase logarítmica: 1, mIL-15 (10ng); 2-3, MC4100(pUY-DSV-4AIL15); 

4-5, MC4100(pUY-DSV-4AIL15,pAG-AB); 6-7, MC4100(pAG-AB). (B) Análisis de la FC (carriles 1-3) y del SN (carriles 5 y 7) de cultivos crecidos 

hasta fase estacionaria en contexto deficiente para OmpT: 1, FGB103(pAG-AB); 2 y 7, FGB103(pUY-DSV-4AIL15); 3 y 5, FGB103(pUY-DSV-

4AIL15,pAG-AB); 4 y 6, mIL-15 (10ng). 

Es importante destacar que cada muestra analizada por Western Blot se ensayó en paralelo por SDS-PAGE, donde 

no fue posible identificar una banda que se correspondiera con DSV-4AIL15 o 4AIL15 en la fracción celular ni en 

el sobrenadante de MC4100(pUY-DSV-4AIL15) y MC4100(pUY-DSV-4AIL15,pAG-AB), respectivamente. 
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Finalmente cabe señalar que, luego de varios repiques, las cepas MC4100(pAG-AB) y MC4100(pUY-DSV-

4AIL15,pAG-AB) no siempre crecieron o no alcanzaron la turbidez usual al cabo de 18 hs de cultivo líquido. Es así 

que se interpretó este fenómeno como consecuencia de inestabilidad genética, por lo que se controló en varias 

oportunidades la estructura física de los plásmidos de estas cepas. Se comprobó así que en general los plásmidos 

tenían el tamaño esperado, lo que coincidió con la identificación de DSV-4AIL15 procesada en la FC de 

MC4100(pUY-DSV-4AIL15,pAG-AB), indicando la funcionalidad del exportador. Sin embargo, se detectaron 

algunos casos donde los plásmidos tenían deleciones, lo que coincidió con resultados negativos en los Western 

Blots de las FC. En este sentido, se realizó un control adicional de tipo fisiológico del exportador, consistente en 

un ensayo de complementación para la producción de ColV, transformando MC4100(pUY271) con el plásmido 

pAG-AB de la cepa a controlar. Se dilucidó que el plásmido codificaba para un exportador funcional cuando los 

transformantes produjeron halos de antibiosis de ColV.  

En suma, en ningún caso hubo una secreción detectable del producto 4AIL15. Considerando que la técnica de 

Western Blot revelada con “quimioluminiscencia aumentada” es muy sensible, cabe suponer que efectivamente 

4AIL15 no fue exportado al medio extracelular. De todas formas, es importante resaltar dos resultados 

inesperados: que el procesamiento del sustrato se puede desacoplar de su secreción y que los exportadores AB 

y EF se comportan distinto frente al mismo sustrato, no siendo intercambiables como se había propuesto [80,81]. 
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DISCUSIÓN 

En este trabajo se apuntó a generar una alternativa para la producción de IL-15 recombinante más simple y 

económica que la actual, basada en la secreción de la citoquina desde la bacteria, con el propósito de utilizarla 

para el tratamiento del cáncer. Sin embargo, el sistema desarrollado no permitió cumplir el objetivo, puesto que, 

si bien la citoquina se pudo producir en un contexto bacteriano, no pudo ser secretada al medio extracelular. Aun 

así, este trabajo cobra interés en microbiología básica, aportando información novedosa sobre las características 

que subyacen a la secreción de péptidos con un dominio de secreción de tipo doble glicina por parte de un sistema 

exportador ABC. Concretamente, el análisis del derrotero de la proteína fusión DSV-4AIL15 en E. coli K12 surge 

como modelo para estudiar los requerimientos que debe cumplir un sustrato peptídico para ser exportado por 

un sistema de secreción de tipo I. Por lo tanto, corresponde realizar un análisis comparativo de la porción madura 

de todos los péptidos que se intentaron secretar de forma heteróloga descriptos en la bibliografía.  

En relación al tamaño del péptido a secretar, cabe notar que 4AIL15 posee 30 aa más que ColV (Tabla 4). Las 

descripciones que existen de secreción heteróloga por parte del exportador AB dan cuenta de la secreción de dos 

péptidos más pequeños que ColV, MccH47 y DivA (Tabla 4) [80,82]. Sin embargo, se puede deducir de otros 

trabajos que los exportadores ABC tienen una cierta flexibilidad, siendo capaces de secretar péptidos más 

extensos que su sustrato específico. Tal el caso del exportador EF, el cual puede secretar todas las microcinas de 

mayor masa molecular, donde la porción madura más corta es la de H47 (60 aa) y la más extensa es la de ColV 

(88 aa) (Tabla 4) [72,81]. Asimismo, el exportador de la leucocina A (LeuA) es capaz de mediar la secreción de 

otras dos bacteriocinas que superan en 18 y 21 aminoácidos a la propia [77,78]. Al analizar la secreción de 

péptidos híbridos que diferían en la porción madura y compartían el DS naturalmente reconocido por el 

exportador ABC, también se evidencia una cierta flexibilidad. Concretamente, el exportador de lactococcina A 

tiene la capacidad de secretar sustratos hasta 34 aa mayores al específico. Sin embargo, dicha tolerancia parece 

tener un límite dado que, por ejemplo, el exportador de LeuA no puede mediar la secreción de un péptido que 

excede en 52 aa a su sustrato específico [82]. Por lo tanto, si bien no se puede descartar que el tamaño de 4AIL15 

sea un impedimento a la hora de la secreción, podrían también incidir otras características del sustrato.  

Otro parámetro a considerar es la carga del péptido, dado que 4AIL15 contiene el doble de aminoácidos cargados 

que ColV. 4AIL15 porta en su secuencia 11 aa con carga positiva y 17 aa con carga negativa, resultando en una 

carga neta teórica (CNT) de -8,5 a pH 7 (Tabla 4). En contraparte, la porción madura de ColV posee 6 aa con carga 

positiva y 5 aa con carga negativa, dando cuenta de una CNT de 0,1 a pH 7. Esta diferencia podría ser relevante 

considerando los antecedentes de secreción heteróloga por parte del exportador AB, ya que la porción madura 

de los péptidos que secreta poseen una CNT de -0,1 (MccH47) y +2,8 (DivA) [80,82]. Asimismo, se observa un 

fenómeno similar en el caso de la secreción heteróloga por parte del exportador EF, donde la CNT de la porción 

madura de los péptidos que secreta (todas las microcinas de mayor masa molecular) va desde -3,8 hasta +0,1 a 
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pH 7 (Tabla 4). Por lo tanto, dicho parámetro podría ser relevante considerando que la CNT de 4AIL15 se 

encuentra muy por fuera del rango de cargas de los péptidos para los cuales ha sido exitosa la secreción.   

Tabla 4. Comparación de las características de la secuencia aminoacídica de 4AIL15 con las de la porción madura de las 

bacteriocinas 

 

También se analizó el perfil de hidrofobicidad de los precursores peptídicos secretados por los exportadores AB 

y EF. Luego de comparar el perfil del precursor de ColV con el de DSV-4AIL15 se observaron diferencias en las 

regiones posteriores al DS, no así en la región de proteólisis (Figura 12). En este sentido, al analizar los perfiles de 

hidrofobicidad de los dos péptidos secretados de forma heteróloga por el exportador AB, el precursor de MccH47 

presenta un perfil de hidropatía muy parecido al del precursor de ColV, mientras que el péptido híbrido formado 

por el DS de ColV seguido de la bacteriocina divergicina (DSV-DivA) se asemeja más en su primera porción a DSV-

4AIL15 (Figura 12). Cabe notar que este último tiene aproximadamente la mitad de extensión que ColV (Tabla 4). 

En cuanto a la secreción de péptidos mediada por el exportador EF se puede apreciar que no hay un 

requerimiento de hidropatía particular en la región del DS ni en la zona posterior de las microcinas H47, I47, M, 

E492 y ColV (Figura 13). Más aún, los perfiles presentados por las tres microcinas naturalmente secretadas por 

este exportador (MccH47, MccI47, MccM) son disimiles. Por lo tanto, si bien no se puede descartar que la 

hidropatía de los péptidos a secretar esté influyendo en la capacidad de los exportadores AB y EF de secretar la 

quimera, éste no parece ser tampoco un parámetro excluyente. 
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Figura 12. Perfiles de hidrofobicidad de DSV-4AIL15 y de los precursores peptídicos secretados por el exportador AB. Se 

indica con una línea vertical el sitio de procesamiento del dominio de secreción. Se analizaron las secuencias con una 

ventana de 13 residuos según la escala de Kyte & Doolittle del programa “Bioedit Sequence Alignment Editor” [95]. 

 

Figura 33. Perfiles de hidrofobicidad de los precursores peptídicos secretados por el exportador EF. Se indica con una línea 

vertical el sitio de procesamiento del dominio de secreción. Se analizaron las secuencias con una ventana de 13 residuos 

según la escala de Kyte & Doolittle del programa “Bioedit Sequence Alignment Editor” [95].  

Por último, no se descarta que exista una restricción relativa a la estructura secundaria que adopta la porción 

4AIL15 en la proteína híbrida. En este sentido, se conoce que IL15 presenta cuatro hélices α [12] mientras que las 

microcinas de mayor masa molecular carecerían de una estructura tridimensional específica por su gran riqueza 

en aminoácidos pequeños como glicina y alanina. Además, si bien se dispone de numerosas estructuras 

tridimensionales de distintos transportadores ABC, solo hay tres donde se co-cristalizó el transportador unido a 

su sustrato. Cabe mencionar que ninguno de estos sustratos es un péptido con dominio de tipo doble glicina 

[106]. 

En suma, a la luz de los resultados obtenidos, este análisis aporta nueva información sobre la influencia de los 

atributos de la porción madura de los péptidos sustrato en la secreción mediada por los sistemas de tipo I.  
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Cabe mencionar que los trabajos que reportan el fracaso en la secreción heteróloga evalúan al exportador como 

un todo, es decir, no discriminan cuál de los tres componentes impide la secreción. En este trabajo si bien 4AIL15 

no fue secretada por AB, sí se pudo evidenciar la interacción del transportador ABC con DSV-4AIL15 a través del 

procesamiento de DSV. En este sentido, existe un sólo antecedente con este mismo exportador donde también 

se detectó el procesamiento de proteínas híbridas que no se secretaron. Estas quimeras estaban formadas por la 

fusión de distintas extensiones del precursor de ColV a la fosfatasa alcalina, enzima que solo adquiere actividad 

cuando se expone al periplasma. Dado que las células portadoras de estas fusiones tuvieron actividad fosfatasa 

alcalina, se dedujo que estas quimeras fueron traslocadas al periplasma [100]. Considerando que la fosfatasa 

alcalina (450 aa) es unas cinco veces más grande que ColV (88 aa), se puede pensar que 4AIL15 podría ser también 

traslocada hacia el periplasma. Esto apuntaría a que existan restricciones en el pasaje por el canal formado por el 

sistema exportador o en la estructuración del mismo. En este sentido, se han planteado varios modelos, 

incluyendo el que requiere la interacción con el sustrato para que los tres componentes se ensamblen en un canal 

[63]. Considerando que TolC es una proteína de membrana externa común a varios sistemas de secreción de tipo 

I, tanto de péptidos como de algunas proteínas, no parece probable que la restricción de la secreción de 4AIL15 

esté en este componente [67,72]. Por lo tanto, parece probable que exista un defecto en la interacción entre el 

transportador ABC unido a 4AIL15 y el segundo componente. No existen antecedentes de sistemas de secreción 

híbridos de péptidos con DS de doble glicina, es decir compuestos por un transportador ABC y un segundo 

componente provenientes de distintos sistemas.  

En el caso del exportador EF no se descarta que exista un impedimento por parte del segundo componente MchE, 

dado que comparte una homología de secuencia del 98% con el correspondiente del sistema de secreción de 

ColV, CvaA [80]. Sin embargo, el problema parece suscitarse desde la interacción del transportador ABC MchF 

con DSV-4AIL15, ya que no se observó el procesamiento de la quimera en la FC de MC4100(pUY-DSV-

4AIL15,pMVD41). El hecho de que el exportador EF secrete eficientemente ColV, indica que MchF efectivamente 

reconoce el DS de ColV [81]. Por lo tanto, en el caso de la quimera, se presume que también se estaría dando este 

reconocimiento. Sin embargo, al estar el DS de ColV sucedido de 4AIL15, MchF no fue capaz de procesarlo. 

Hasta el momento, la hipótesis ampliamente aceptada, aunque no probada experimentalmente, plantea que el 

reconocimiento y procesamiento del dominio de secreción es concomitante con la exportación del sustrato al 

medio extracelular [69]. Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo permiten plantear un nuevo 

modelo de secreción de sustratos con dominio de tipo doble glicina por exportadores ABC, donde el 

reconocimiento, procesamiento y secreción del sustrato serían etapas sucesivas y no concomitantes. Por un lado, 

los datos obtenidos con el exportador EF sugieren que el reconocimiento del DS del sustrato no implica 

necesariamente su procesamiento. Por otro lado, los resultados obtenidos con el exportador AB evidencian el 

desacoplamiento entre el procesamiento del DS y la secreción del sustrato maduro. En suma, en las condiciones 

artificiales generadas en este trabajo por ingeniería genética, se logró identificar y separar las tres etapas del 
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proceso de secreción ABC -reconocimiento, procesamiento y secreción-, las cuales en condiciones fisiológicas se 

sucederían necesariamente.  

Por último, este trabajo aporta información sobre aspectos poco explorados de los sistemas de secreción de tipo 

I, sirviendo de base para el desarrollo de nuevas líneas de investigación en el tema. Comprender mejor el 

funcionamiento de este sistema de secreción permitirá utilizarlo como herramienta en la producción de proteínas 

recombinantes de importancia biotecnológica. En este sentido, no se descarta lograr eventualmente la secreción 

de IL-15 ensayando otros exportadores ABC.  
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CONCLUSIONES  

En este trabajo se logró producir en E. coli K12 el péptido híbrido DSv-4AIL15, conformado por el dominio de 

secreción de ColV y la secuencia madura de la IL-15 murina.  

La quimera se enfrentó in vivo a los sistemas de secreción de tipo I de las microcinas ColV y H47, aunque en 

ninguno de los casos se logró secretar 4AIL15. La ausencia de secreción de 4AIL15 evidenció que las características 

del sustrato maduro influyen en la capacidad de un sistema de secreción de tipo I de mediar la exportación.  

Las diferencias observadas en la interacción entre DSv-4AIL15 y los dos sistemas de secreción utilizados 

demuestran que estos exportadores no son totalmente intercambiables. 

Las condiciones artificiales creadas en este trabajo mediante ingeniería genética permitieron separar las tres 

etapas de reconocimiento, procesamiento y secreción del sustrato en el proceso de secreción de tipo I. Esto 

permitió reconocer dichas etapas como sucesivas y no concomitantes, como se había planteado hasta ahora.  

Surge así un modelo de estudio donde el cumplimiento de cada una de las tres etapas de la secreción depende 

de las características del sustrato. Esto permitiría el diseño de distintos sustratos modificados con el fin de 

determinar los requisitos de cada una de dichas etapas.  
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ANEXO 

Medios de cultivo  

Medio completo Luria-Bertani (LB)  

Bactotriptona………………….10 g 
Extracto de levadura……….5.0 g 
NaCl…………………………………10 g 
Agua destilada…………………c.s.p. 1 L. 
 
El medio LB sólido se prepara añadiendo 15g de agar por litro de medio de cultivo. Se esteriliza por autoclave (30 
min. a 121°C). 

Medio mínimo M63 (MM) 

K2HPO4……………………..……9,8 g 
KH2PO4.…………………….…..4,5 g 
(NH4)2SO4………………….…..2 g  
Agua destilada………..…….c.s.p. 1 L 
 
El MM sólido se prepara añadiendo 15g de agar por litro de medio de cultivo. Se esteriliza por autoclave (30min. 
a 121°C) y posteriormente se agrega 1 mL de MgSO4x7H2O (1M), 10 mL de Glucosa al 20% y 1 mL de Vitamina B1 
(1 mg/ml). 

Soluciones 

Soluciones tampón 

TAE 1X 

Tris-base pH 7.6……………...40 mM 
Ácido acético glacial………..20 mM 
EDTA (0.5M) (pH 8)…….…..1 mM 
Se utiliza como solvente agua destilada. 

Tampón de carga Laemmli 6X 

Glicerol………………………….…40%,  

Azul de bromofenol…….…..0.25%,  

Xylene cyanol FF …………..…0.25% 

Β-mercaptoetanol……………10% 

Agua destilada…………………47.5% 

SDS…………………………………. 2% 

Tampón STET 

Tris-HCl 1 M pH 8…………..…5 mL 
EDTA 250 mM pH 8………...20 mL 
Tritón 100X……………………...5 mL 
Sacarosa…………………………..8 g 
Agua destilada………………….c.s.p. 100 mL 

PBS 10X 

KCL…………………………...……..2g 
NaCl………………………...….…..80g 
NaH2PO4 anhidro…….……… 2g 
Na2HPO4.12H2O…………..….28.9g 
Agua destilada……………..…c.s.p. 1 L 
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Tis-glicina-SDS  

Tris ……………………………25 mM 

Glicina ………………………192 Mm 

SDS ……………………………1% 

Se utiliza como solvente agua destilada. 

Soluciones para tinción  

Azul de Coomassie R-250  

Azul brillante de coomassie R-250………..0.25% 

Ácido acético…………………………………………10% 

Metanol………………………………………………..50% 

Agua……………………………………………………..39.75% 

Solución decolorante 

Ácido acético………..7.5%  

Metanol………………..5% 

Agua……………………..87.5% 

Azul de Coomassie coloidal G‐250  

Azul Brillante de Coomassie G-250………………..0.2% 

Sulfato de aluminio-(14-18 hidrato)……………….5% 

Etanol…………………………………………………………….10% 

Ácido ortofosfórico…………………………………………2% 

Agua destilada………………………………………………..82,8% 

Solución decolorante 

Etanol ………………………..10% 

Ácido ortofosfórico……..2%  

Agua destilada…………….88%  

Soluciones para Western blot 

Solución de bloqueo 

Tween 20 ………..……………0.05%  

Leche descremada…….... 6% 

PBS…………………………….…93.95% 

Solución de transferencia: Tampón Tris-glicina pH 8,3. 

Tris-base …………………..…25 mM 
Glicina ……..………..……….192 mM  
Metanol……………….……..20% 
 


	19134
	Doc1



