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Resumen

El objetivo de esta investigaciéon fue realizar estudios de incorporacién de la sonda FIAsH como posible
herramienta para el estudio in vitro e in vivo de la proteina Hha y de su interaccién con H-NS. Se construyd una
proteina con la secuencia especffica “CCPGCC” capaz de unir la sonda fluorescente FIAsH; posteriormente
se desarrollaron procesos de transformacion, expresién y purificacion, con los cuales se evidencid que a pesar
de introducir una secuencia adicional no nativa a la proteina, se pudo obtener proteina en buena cantidad,
estabilidad, rendimiento y con un alto nivel de pureza. La optimizacién del protocolo de incorporacién del
FIAsH se hizo teniendo en cuenta el rendimiento y el tiempo de reaccién. El complejo FIASH/HhaCCPGCC se
caracterizd mediante fluorescencia y se comprobd mediante MALDI TOF. La incorporacion HhaCCPGCCI/
FIAsH no se obtuvo en un alto porcentaje como se esperaba, por esta razdén no se pudieron hacer los estudios
de interaccion entre el complejo de proteinas Hha y H-NS.

Palabras clave: anisotropia de fluorescencia, FIAsH, Hha, H-NS, proteinas asociadas al nucleoide, sonda
molecular.

Abstract
Chemical Incorporation of Fluorescent Probe FIAsH on the Hha Protein:

Application to the Study of Complex Hha/H-NS
The objective of this investigation was the development of studies of incorporation of the probe FIAsH as a
possible tool for the study in vitro and in vivo of the protein Hha and the interaction with H-NS. A protein was
constructed with the specific sequence “CCPGCC” able to join the fluorescent molecular probe FLAsH; later,
processes of transformation, expression, and purification were developed, with which it was demonstrated that
even with the introduction of an additional no native sequence in the protein, it could be obtain protein in a
good amount, stability, yield and whit a high level of purity. The optimization of the protocol of incorporation
of FLAsH was made considering the yield and the time of reaction. FLAsH was characterized with fluorescence
and was verified with MALDI TOF. The incorporation HhaCCPGCCI/ FLAsH could not be obtained in a high
percent as it was expected; therefore, the studies of interaction between the protein complex Hha and H-NS
could not be done.
Keywords: fluorescente anisotropy, FLAsH, Hha, H-NS, molecular probe, nucleoid-associated proteins.
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Introduccion

Recientemente ha quedado claro que las proteinas
pertenecientes a la familia Hha son elementos esenciales para
la regulacién de la expresién génica de H-NS. El complejo
Hha/H-NS juega un papel importante en la modulacién
de la expresién de algunos genes en respuesta a los cambios
ambientales como la temperatura 6 la fuerza idnica (1). Se
ha reportado que Hha se une a H-NS, aunque los detalles
de esta interaccién atin no son conocidos.

La proteina H-NS (Histone-like Nucleoid Structuing
protein) fue caracterizada por primera vez como proteina
asociada al nucleoide bacteriano por Varshavsky y
colaboradores en 1977 (2), aunque no fue descrita como
tal hasta siete anos después (3,4). La proteina H-NS ha
sido estudiada principalmente en E. coli y S. enterica,
donde interviene en la organizacién del nucleoide y en
la regulacién de la expresion de genes involucrados en la
adaptacién a cambios ambientales (5). Es una proteina
termoestable y de pequefio tamafo (aproximadamente
15,6 kDa y 137 aminodcidos) (6), pero muy abundante
(20.000 copias por célula) (7). Los niveles de expresién de
la proteina H-NS se mantienen relativamente constantes
a lo largo de las distintas fases de crecimiento (4).

La proteina H-NS presenta tres componentes estructurales,
Figura 1. Un dominio N-Terminal, que se extiende desde el
residuo aminoacidico 1 hasta el 65, un dominio C-Terminal
que se extiende desde el residuo 90 hasta el 137 y una regién
de unién flexible entre ambos (residuos del 66 al 89) que
permite la actuacién de forma independiente de ambos
dominios (8-11), y es capaz de interaccionar con otras
proteinas. En el dominio N-Terminal recae la capacidad de
dimerizacién/oligomerizacién e interacciones heteroméricas,
mientras que en el dominio C-Terminal recae la capacidad
de unién a 4cidos nucleicos.

La estructura tridimensional de ambos dominios
por separado ha sido resuelta, pero no la estructura
tridimensional de la proteina completa, cuya resolucién
es probablemente impedida por la flexibilidad de la regién
conectora entre ambos dominios, Figura 1.

Oligomerizacion de orden superior
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Dimerizacién Linker

1 47 65 90 137

Figura 1. Representacién esquemdtica de los dominios funcionales
de la proteina H-NS.

El dominio de oligomerizacién de la proteina H-NS
le permite interactuar no s6lo con otra copia de si misma
sino también con otras proteinas que muestren este
mismo dominio (8). H-NS64 es una forma truncada
de H-NS que comprende los 64 primeros residuos. La
proteina Hha (High hemolytic activity) fue identificada
como modulador de la expresién de la alfa-hemolisina
en E. coli (13). Es una proteina de tamano pequefio
(aproximadamente 8,6 kDa y 72 aminodcidos) (6) y con
propiedades hidrofilicas. Su estructura ha sido resuelta por
RMN (14), mostrando que estd formada por 4 hélices alfa
que conforman motivos hélice-giro-hélice, Figura 2a.

En cuanto a los niveles de expresién, Hha es una
proteina poco abundante en la célula bacteriana y su
nivel de expresién es mds elevado en fase exponencial
que en fase estacionaria. A pesar de que Hha no tiene
un dominio de unién a ADN, si interacttia con H-NS y

modula los efectos (1). Estudios sobre la proteina Hha han

(a )

iV

(b)

Figura 2. (a). Los residuos de Hha mds afectados por la unién
H-NS,, son puestos en amarillo. (b) Accesibilidad al disolvente
de Hha. Los residuos son coloreados de acuerdo al porcentaje
de disolvente expuesto en la superficie: rojo (<5%), amarillo (5
a 20%) y azul (>20%).
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determinado que su secuencia aminoacidica corresponde
a un unico dominio funcional de unién a proteinas,
mostrando secuencias conservadas con el dominio de
oligomerizacién de H-NS (15). Ademds, la sustitucién
de este dominio N-Terminal de la proteina H-NS por la
secuencia completa de la proteina Hha genera una proteina
quimérica funcional, capaz de complementar algunos de
los fenotipos de un mutante sns (16).

La proteina HhaC18I es un mutante de Hha, que
tiene algunas caracteristicas que la diferencian y la hacen
incluso mejor que otros mutantes y Hha wild type. La
mutacién C18I no cambia la proteina a nivel estructural,
no cambia las propiedades de unién a H-NS, impide que la
proteina se reprima y no disminuye el crecimiento celular
(17). Anteriormente en nuestro grupo de investigacién
se comprob6 que Hha interacciona Gnicamente con el
dominio N-Terminal de H-NS. Como se puede observar en
la Figura 2b se demostré que Hha muestra una plasticidad
conformacional ya que los residuos hidrofébicos son
afectados por la interaccién con H-NS.

A diferencia de la mayor parte de proteinas asociadas al
nucleoide, la proteina H-NS presenta un punto isoeléctrico
neutro, pero contiene agrupaciones de aminodcidos con
carga que permiten su unién al ADN (19). Las mediciones
basadas en la fluorescencia intrinseca del triptéfano de Hha,
que se obtienen con la anisotropia de fluorescencia, permiten
evaluar la afinidad de Hha hacia H-NS. En la literatura ha
sido reportado que en E. coli Hha interacciona con H-NS'y
este complejo interacciona con ADN (20).

En el pasado el grupo aproveché la fluorescencia
intrinseca del triptéfano de Hha, que entre los aminodcidos
fluorescentes es el mejor para caracterizar la interaccién
del complejo Hha/H-NS, con el propésito de establecer
la relacién estructura-funcién y clarificar el mecanismo
de unién y el funcionamiento del complejo. Pero debido
a su bajo rendimiento fluorescente, se decidié entonces
continuar con el estudio de interaccién del complejo
Hha/H-NS, mediante la incorporacién quimica de
la sonda fluorescente FIAsH en la proteina Hha, con
el objetivo de conseguir una mejor sensibilidad. Si
esto se logra, en el futuro se podrian hacer estudios de
fenémenos de interaccién iz vitro y también aprovechar
la permeabilidad FIAsH respecto a las células bacterianas

para estudios in vivo.
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La sonda fluorescente FIAsH (fuorescein arsenical
helix binder) es un derivado del arsénico, utilizado en
proteinas de forma selectiva para observar algunas estruc-
turas, Figura 3. Proporciona una alta sensibilidad y gran
versatilidad, con una minima perturbacién en la proteina
(21). Tiene interaccién en dos puntos con la proteina y
por lo tanto poca movilidad, permite la permeabilidad de
las membranas, y trabaja con una concentracién menor a
la que se trabaja con el triptéfano y por lo tanto evita la

formacién de oligomeros.

Figura 3. Fluorescein arsenical helix binder (FIAsH).

Segtin la literatura se sabe que FIAsH sélo fluorese si
se tiene en la proteina (en nuestro caso Hha) un vinculo
de alta afinidad, un pequefio receptor compuesto por seis
aminodcidos (CCPGCC) (22). En el momento en que el
FlAsH se une con la proteina su fluorescencia aumenta,
por lo tanto es adecuado para el marcado, identificacién
y estudio estructural de proteinas. FIAsH se incorporard
a HhaCCPGCC teniendo en cuenta caracteristicas de la
proteina como absorbancia, peso, concentracién, entre
otras, y con las precauciones necesarias para evitar la
formacién de puentes disulfuro y la tendencia a formar

especies de alto peso molecular (21).
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Materiales y métodos

Medios de cultivo

Para el crecimiento se usaron medios de cultivo
liquidos Luria Bertoni (LB), Super Optimal Broth with
Catabolite repression (SOC) y sélidos Luria Bertoni/Agar
(LB-Agar).

Antibidticos
Los medios de cultivo fueron suplementados con

Ampicilina.

Esterilizacion

Los medios de cultivo, el material de vidrio y
algunas soluciones fueron esterilizadas en autoclave.
Las soluciones que por su composicién no permitian
su esterilizacién por este método, fueron esterilizadas
mediante filtracidn a través de filtros estériles de 0,22pm

de didmetro de poro (Millipore).

Incorporacién de la secuencia CCPGCC

La proteina Hha fue modificada mediante tecnologia
recombinante con la incorporacién de la secuencia
“CCPGCC”, los aminodcidos Prolina (P) y Glicina (G),
son los preferidos en la actualidad ya que con estos
dos aminodcidos se ha demostrado, mediante estudios
cinéticos, que esta secuencia tiene mejor estabilidad y estdn
optimizados para una mayor afinidad con el FIAsH (23).

Se hicieron dos construcciones para Hha: HhaCCPGCC1
y HhaCCPGCC2 iguales al comienzo y al final pero con
la diferencia que HhaCCPGCC2 tiene una delecién de
tres aminodcidos a partir de la metionina inicial (MSE),
esta delecion se hizo para obtener una mayor proximidad
entre Hha y la sonda fluorescente FIAsH con el objetivo de
restringir la dindmica del complejo. Cualquier incremento en
el tiempo de correlacién, debido a un proceso de asociacion,
se observaria en el tiempo de correlacién de FIAsH.

Las construcciones se hicieron por medio de
procedimientos de PCR con posterior purificacién
utilizando el kit QIAquick PCR purification® (QIAGEN)
siguiendo el protocolo recomendado. Luego se realizaron
los protocolos de digestién y de ligacién usando el rapid
DNA ligation kit (ROCHE) siguiendo el protocolo

recomendado.

Mutagénesis

En la obtencién del mutante HhaC18I se utilizé el kit
QuickChange® XL Site-Directed (Stratagene) siguiendo
el protocolo recomendado. La metodologia de mutagé-
nesis consistié en amplificar mediante PCR el vector de
expresion que contiene el gen de Hha wild type, utilizando
como cebadores dos oligonucledtidos con la mutacién de-
seada, cada uno complementario a cada una de las hebras
de DNA que codifica la proteina a mutar. El producto
de amplificacién se traté con la endonucleasa Dpn I para
eliminar el DNA molde utilizado en la PCR. El pldsmido
mutado y con extremos cohesivos resultante es posterior-
mente transformado en células competentes XL10-Gold

que reparan los extremos del pldsmido circularizdndolo.

Transformacion

El protocolo de transformacién utilizado consta de tres
pasos: choque térmico, recuperacién y sembrado. En el
choque térmico, se incubaron células BL21-DE3 con el
pldsmido que se queria introducir durante 30 minutos a
0°C, 40 segundos a 42°Cy 2 minutos mds a 0° C. Luego
se anadié medio SOC y se incubaron a 37°C durante
una hora. Posteriormente, se sembraron las células en
una placa LB-Agar con ampicilina y se dejaron a 37°C

durante toda la noche.

Amplificacién de fragmentos de ADN mediante
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
Esta técnica fue utilizada para replicar hebras de ADN,
para lo cual se emplearon ciclos de altas y bajas temperaturas
alternadas para separar las hebras recién formadas entre si
tras cada fase de replicacién y luego dejar que se volvieran
aunir a polimerasas para duplicarlas. Para realizar la técnica
se utilizaron: desoxinucleétidos trifosfato (dNTPs), dos
primers, cada uno complementario a una de las dos hebras
del ADN, un i6n divalente, que en nuestro caso es el cloruro
de magnesio (MgCl2), un buffer que mantuvo el pH
adecuado, ADN polimerasa y un ADN molde que contiene
la regién de ADN que se va a amplificar. Las variables de
la reaccién de amplificacion (temperatura de hibridacion,
tiempos y niimero de ciclos) se determinaron en funcién
de las caracteristicas del fragmento de ADN a amplificar y
de los primers utilizados. Los productos resultantes fueron

analizados mediante electroforesis en geles de agarosa.
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Identificacién de proteinas por MALDI-TOF

Con esta técnica se obtiene informacién sobre la masa

Geles agarosa

Los dcidos nucleicos presentes en las muestras se
analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa que
permiten la separacién en funcién de su peso molecular

y forma.

Expresién y purificacion de las proteinas

Es necesario obtener las proteinas en gran cantidad
y con alto nivel de pureza. El proceso se realizé por
“expresién de la proteina recombinante” y posterior
purificacién mediante columna de afinidad. La expresion
de proteinas recombinantes se basa en que las bacterias,
a parte de su propio cromosoma, pueden albergar en su
citoplasma moléculas circulares de ADN que se replican
de forma independiente de la del cromosoma bacteriano,
llamados pldsmidos, que son de tamafio pequefio, ficiles
de aislar y permiten introducir insertos de ADN sin afectar
la viabilidad de la célula (24).

Las bacterias transformadas con el pldsmido correspon-
diente, el dia anterior se hicieron crecer en medio LB a 37°
C hasta una densidad 6ptica a 600nm de 0.6-0.7. En este
punto se indujo la expresién con IPTG y se disminuy6 la

temperatura a 15°C y se dejaron durante una noche.

Purificacion

La purificacién consta de los siguientes pasos: se
centrifugé el medio de cultivo a 3250g, 30 minutos
a 4° C, separando las bacterias del medio de cultivo.
Luego se resuspendieron las células en tampén 20 mM
Tris, 800mM NaCl, 5 mM Imidazol, 2mM TCEP.
pH=8, para posteriormente congelarlas a -20°C. Una
vez descongeladas las células, se lisaron mediante
ultrasonicacién en un bafo de hielo, alternando seis ciclos
de 10 segundos con periodos de 10 segundos de reposo.
Para eliminar la fraccién soluble del lisado, se centrifugé
a 40000 g por 20 minutos a 4° C. El sobrenadante se
incubé con resina Ni-NTA agarosa (QUIAGEN) a
temperatura ambiente, la resina se lavé con el tampén
de lisis aproximadamente 20 mL, se eluyé a proteina con
imidazol en mayor concentracién. En el paso final de la
purificacién la proteina se inyecté en una columna de
exclusién molecular Superdex 75 (Amersham) y se eluyé

con el tampén correspondiente, Figura 4.
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de las especies que constituyen la solucién proteica. Si en el
espectro se observa un solo pico se dice que es una solucién
monodispersa, lo que significa que es consistente con la
muestra; si se observan varios picos hay identidades con
diferentes pesos moleculares en la solucién. Este espectro
total es el obtenido por un método que utiliza una fuente de

ionizacién v la desercidén de muestras asistida por un laser.
y p

Geles de poliacrilamida

Las proteinas presentes en una muestra se analizaron
mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida, que permiten la separacién en funcién

de su peso molecular.

Protocolo incorporacion FIAsH

Para la incorporacién del FIAsH se limpié un tubo
concentrador centrifugindolo a 3000g por 10 minutos
con agua Mili Q y posteriormente con buffer 20 mM NaP,
200mM NaCl, ImM TCEP, 0.01% NaN3, 0.2mM EDTA,
pH 7, luego se afiadi6 la proteina al tubo concentrador y
se centrifugd 3000g hasta llegar a una cantidad de muestra
de aproximadamente 1 mL, y se dejé a -20°C. Se encontrd
la concentracién de la proteina para saber que cantidad
de FIAsH afadir. Luego de anadir FIAsH, la muestra se
protegié de la luz, y se dejé toda la noche en la noria a
temperatura ambiente, al terminar se guardé a -20°C. Se
limpi6 una columna de desalinizacién alternando: agua,
NaOH, agua, etanol, agua y buffer 20 mM Nal, 150mM
NaCl, 1mM TCEP, 0.01% NaN3, 0.2mM EDTA, pH 7.
Luego se pasé a la columna 0.5 mL de buffer + 1.5 mL de
muestra y luego se eluyé con el mismo buffer.

Se prepararon cuatro muestras:

1. 0.1 pM FAsH-EDT2+1pM proteina (HhaCCPGCCIl o
HhaCCPGCC2)+ 1uM BAL + 1mM B-mercaptoetanol.

2. 0.05 pM HAsH-EDT2+1pM proteina (HhaCCPGCC1 o
HhaCCPGCC2)+ 1pM BAL + 1mM B-mercaptoetanol.

3. 0.24 pM HAsH-EDT2+0.1pM proteina (HhaCCPGCCl o
HhaCCPGCC2)+ 1pM BAL + 1mM B-mercaptoetanol.

4. 0.020 pM FIAsH-EDT2+1pM proteina (HhaCCPGCCl o
HhaCCPGCC2)+ 1pM BAL + ImM B-mercaptoetanol.
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Figura 4. Representacion esquematica de la propuesta de purificacién.

Estudios de fluorescencia

Los experimentos de fluorescencia fueron realizados
con un espectrofluorimetro, equipado con un
autopolarizador con geometria “T”. La excitacién
para HhaCCPCGG1/FIAsH se realizé a 508 nm y la
emisién a 528 nm. Las medidas fueron obtenidas a
una temperatura constante de 25°C. Las medidas de
fluorescencia fueron llevadas a cabo en presencia del
buffer 20 mM NaP, 200mM NaCl, 1mM TCEP, 0.01%
NaN,, 0.2mM EDTA. Las muestras de Hha usadas para
las medidas fueron tomadas directamente del monémero
obtenido en la purificacién por extraccién molecular.
Los experimentos de anisotropia de fluorescencia se
llevaron a cabo con una emisién y excitacién de Snm
para todas las medidas. La anisotropia A fue calculada

de acuerdo a la ecuacién:

— (IW —Ivth)
1, +2(1,2G)

Donde

G= 1, , Factor de correccién.

I

i

Ivv es la medida de la fluorescencia emitida in el plano
paralelo al plano de excitacion.

Ivh es la medida de la fluorescencia emitida en el plano
perpendicular al plano de excitacién.

Sobre la muestra 3 se realizaron sucesivas titraciones
de H-NS,, purificado con tres concentraciones diferentes

a 25°C.
Resultados

Los resultados de la purificacién, Figura 5, de
las proteinas se caracterizaron mediante geles de
poliacrilamida y maldi-tof. Por geles de poliacrilamida
se observé una banda muy intensa en la posicién
correspondiente a una proteina con el peso especifico de
HhaCCPGCC, y una segunda banda correspondiente

al dimero, dos veces mds grande por las cisteinas, y no
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Figura 5. (a) Andlisis de la purificacién de HhaCCPGCC2 (F2)
mediante gel de poliacrilamida. (b) Purificacién de la proteina

HhaCCPGCC2 por columna de afinidad.

se observaron evidencias de oligomerizacién. Esto se
comprobé mediante Maldi tof, y se puede concluir que
se obtuvo HhaCCPGCC con alto nivel de pureza. Para
comprobar el estado de oligomerizacién de Hha se hizo
una columna de afinidad. En el perfil de cromatografia se
observé un pico mayoritario que corresponde a la forma
monomérica de Hha.

Cuando se une el FIAsH a HhaCCPGCCI1 empieza
la emisién, y se puede observar el incremento de la
fluorescencia, asi se puede monitorizar la incorporacién.
Ya que la incorporacién de FIAsH a la secuencia CCPGCC
es seguida por un incremento de la fluorescencia, este
incremento se siguié en funcién del tiempo, con una
cinética de incorporacién a determinadas condiciones
experimentales, asegurando que la incorporacién llegara a
un equilibrio. Cuando las curvas 1, 2 y 4 llegan al plateau
se dice que hay una incorporacién total del 100%, ya que
se tienen las mejores condiciones, Figura 6a.

Sila conversién fueraa 100% en la curva 4, el plateau de
esta curva tendria que coincidir con el plateau dela curva 1,
ya que el reactivo limitante es igual. Para hallar el porcentaje
de incorporacién de FIAsH en HhaCCPGCCI en la curva
3 se hizo una representacién, Figura 6b, de las curvas 1,
2y 4 en funcién de los valores mdximos alcanzados en el
plateau. Con la ecuacién de la recta se encontré que hay
una incorporacién del 45% de FIAsH/HhaCCPGCCCl, lo
que significa que hay un 55% de HhaCCPGCCl1 libre que
puede interaccionar con H-NS_, y si se dd esta interaccién no

se puede observar ningtin comportamiento de esta fraccion
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Figura 6: (a) Representacién de las incorporaciones de FIAsH
respecto a HhaCCPGCC1. La curva 3 muestra el cambio en la
fluorescencia causado por la adicién de H-NS. (b) Representacién
de las curvas 1,2 y 4 en funcién de sus valores mdaximos
alcanzados en el plateau.

yaque no habr4 fluorescencia. La contribucién del complejo
HhaCCPGCCI1/FIAsH (45%) va a ser aproximadamente
la misma contribucién de HhaCCPGCCl, lo cual no es

un buen resultado.
Discusion

Se tienen varias hipétesis para explicar el por qué la
incorporacién del FIAsH no se di6 al 100%. No se trabajé
con un rango de concentraciones con exceso de FIAsH;
si se tiene mayor cantidad de FIAsH (por ejemplo 1pM)
que de proteina (por ejemplo 0.1uM) se garantiza una
interaccion del 100%, pero esto no se hizo por razones
econémicas. Ademds, no tendria sentido hacerlo porque
al aumentar la concentracién de FIAsH, este quedaria
con concentraciones similares a las que se tenian cuando

se trabajaba con el triptéfano, y la idea es disminuir estas
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concentraciones y gastar menos cantidad de proteina.

El mercaptoetanol compite con los arsénicos del FIAsH
por las cisteinas de la secuencia CCPGCC, y al tener mayor
cantidad de mercaptoetanol que de proteina se puede llegar
aafectar la incorporacién proteina/FIAsH. BAL y la proteina
compiten por el arsénico del FIAsH y a pesar de que la
proteina une mejor que el BAL como se trabajé con un
exceso (0.1 pM HhaCCPGCC1 y 1uM BAL) esto podria
afectar la incorporacion proteina/Flash. Estos detalles se
deben optimizar con mds experimentos. Tal vez la proteina
y la secuencia CCPGCC no forman un complejo 100%
funcional y esto impide una buena incorporacién.

La Figura 7 muestra el cambio en la anisotropia de
fluorescencia de Hha causado por la adicién de H-NS .
Se intenté ver un cambio entre el estado libre de la
proteina y el estado acomplejado, pero no se observé
un cambio notable hasta aproximadamente el rango de
10 pM, donde la anisotropia de fluorescencia de Hha
empieza a incrementar con las adiciones de H-NS,,. El
hecho de no observar cambios desde el comienzo se pudo
dar por diferentes motivos. Las concentraciones bajas
posiblemente no favorecen la reaccién. Las condiciones
de sal con las cuales se trabajé (150mM) son altas, por
lo tanto no hay buena afinidad. Posiblemente el linker es
muy grande o estaba rigido, afectando notablemente la
interaccion.

Los datos obtenidos permiten decir que se logré construir
la proteina HhaCCPGCC capaz de unir la sonda fluorescente
FlAsH y ademds de eso se evidencié la estabilidad, buen
rendimiento y pureza a pesar de tener una secuencia artificial.
Esta construccién se logré sin problemas. Aunque los
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Figura 7. Representacién de las titraciones de H-NS64 sobre
HhaCCPGCC1/FIAsH.

estudios de interaccidn y caracterizacién estructural entre
las proteinas HhaCCPGCCy H-NS , mediante anisotropia
de fluorescencia no se pudieron llevar a cabo, este informe
muestra algunas hipdtesis acerca del por qué algunos detalles
no se resolvieron y partiendo de ellos y de los resultados

obtenidos se pueden desarrollar trabajos futuros.
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