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1. Introducción 
 

El DNA, deoxyribonucleic acid, es un polinucleótido con una secuencia específica de 

unidades de desoxirribonucléotidos unidos covalentemente mediante enlaces 3’, 5’ – 

fosfodiéster (1). La conformación natural del DNA es la estructura de doble hélice, en 

la cual dos cadenas de DNA antiparalelas y complementarias interaccionan mediante 

dos enlaces de hidrógeno entre las bases púricas adenina y las bases pirimídicas 

timina y mediante tres enlaces de hidrógeno entre las bases púricas guanina y las 

bases pirimídicas citosina. 

Esta biomolécula es la portadora de la información genética, es decir, tiene codificadas 

las instrucciones para asegurar la continuidad de las estructuras y funciones celulares 

y, con ello, asegurar la vida y la continuidad en la existencia de cualquier especie 

biológica. Cada una de estas instrucciones es un gen, el cual es un segmento definido 

del DNA que codifica una sola cadena polipeptídica funcional o molécula de RNA, con 

función estructural o catalítica. 

El conjunto de genes de un ser vivo, es decir, toda la información genética de éste, se 

denomina genoma (2). En función del ambiente en el que se encuentra el organismo, 

se expresan unos genes u otros, determinando el fenotipo de éste. Por lo tanto, el 

fenotipo es el conjunto de caracteres detectables de un organismo como consecuencia 

de la expresión de unos genes determinados.  

El genoma, y por lo tanto el fenotipo, puede ser modificado utilizando métodos de 

modificación genética dirigida, que permiten la deleción, adición y modificación de uno 

o varios genes. Además, la tecnología de DNA recombinante permite la construcción 

de vectores que albergan genes de interés mediante el uso de enzimas de restricción 

y DNA ligasas. 

Dicho conjunto de métodos han sido utilizados durante el desarrollo de este trabajo 

para lograr su objetivo final: El análisis de los cambios fenotípicos y funcionales en 

células que no poseen el gen FASTK.  
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FASTK 

Fas-Activated Serine/Threonine Phosphoprotein Kinase, FASTK, también conocido 

como FAST, es el miembro fundador de la familia de proteínas FAST, formada por el 

mismo FAST y sus cinco homólogos (FASTKD1 – 5). Todas estas proteínas son 

intramitocondriales, ya que tienen una señal de localización mitocondrial en su 

extremo amino terminal que permite su traslocación a la mitocondria.  

 

Figura 1. Localización de FASTKD1 – 5 en mitocondria (3). 

Por otro lado, algunos de estos homólogos también se localizan en el núcleo además 

de la mitocondria (3). Dicha señal de localización no es lo único que tienen en común 

todos los miembros de la familia FAST, también poseen, en común, tres dominios 

carboxílicos terminales conservados llamados FAST_1, FAST_2 y RAP. El dominio 

RAP es un dominio putativo de unión al RNA (4) que está implicado en alguna de las 

funciones de las proteínas de la familia FAST. 

FAST es el miembro fundador. Fue descrito, por primera vez, en 1995 (5) y desde 

entonces ha sido definido de muchas maneras diferentes. En un principio, se creía que 

FAST se encontraba en la membrana externa mitocondrial, no en la matriz 

mitocondrial. También se creía que interactuaba con BCL-XL, de modo que regulaba la 

apoptosis actuando como quinasa (5, 6, 7). Sin embargo se demostró que todo esto no 

era cierto. Actualmente se sabe que FAST no es una proteína quinasa, a pesar de 

seguir llamándose FASTK, que no es antiapoptótica y que no se encuentra en la 

membrana externa mitocondrial. 
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Ahora se sabe que FAST es una proteína multifuncional que existe con dos isoformas 

diferentes en función de la metionina que se utilice como inicio de la traducción. 

Cuando se utiliza la primera metionina, FAST se encuentra en el núcleo y en el 

citoplasma, mientras que si se usa la segunda metionina (que se encuentra 35 

aminoácidos después del extremo 3’) se produce una proteína intramitocondrial. (8). 

De este modo, FAST se encuentra tanto en el núcleo como en las mitocondrias y en el 

citoplasma, en esta última localización formando parte de los llamados gránulos de 

estrés (9). En el citoplasma actúa como antagonista de TIA-1, el cual es un represor 

intracelular de células T que inhibe la producción de mediadores pro-inflamatorios, de 

modo que FAST está involucrado en diferentes enfermedades autoinmunes, como son 

la atopia, el asma, la diabetes tipo I, entre otras. Esto ha llevado al estudio de su papel 

en la inmunidad mediante la creación de ratones FAST KO, demostrándose que FAST 

regula el reclutamiento de neutrófilos tanto en la inflamación pulmonar que es 

consecuencia de un proceso alérgico como en aquella que es consecuencia de un 

daño agudo (10). 

Por otro lado, además de participar en el sistema inmunológico, FAST interacciona con 

diferentes factores de splicing, participando en el splicing alternativo, tanto con su 

isoforma que tiene la metionina en la posición 1 como con la isoforma de la metionina 

en la posición 35 (8).  

Además, la isoforma de FAST que se localiza en la mitocondria está involucrada en la 

regulación de la respiración oxidativa a través del complejo I, al unirse con el mRNA 

precursor de ND6, componente imprescindible de dicho complejo I (11). FAST permite 

el desarrollo de la forma madura del mRNA ND6 al protegerlo de la acción del 

degradosoma, presente en los gránulos mitocondriales de RNA (12). Este hecho es 

importante, ya que se ha descubierto que el complejo I mitocondrial y su actividad 

pueden regular la capacidad metastásica de células de cáncer de mama, de modo que 

el buen funcionamiento del complejo I podría inhibir las metástasis en este tipo de 

tumores. (13). 

FASTKD1 es el homólogo de FAST menos estudiado. Se sabe que está sobre-

expresado en el cáncer de endometrio (14), pero se desconoce su función y su 

localización mitocondrial exacta. 



 

 

Estudio del fenotipo de una línea celular HeLa-FASTK-KO   Página 4 

FASTKD2 ha sido localizada en la membrana interna mitocondrial (15) y en los 

gránulos mitocondriales de RNA (16). Se han observado mutaciones en FASTKD2 en 

un tipo de encefalopatía infantil (15), así como que su expresión está disminuida en 

pacientes de Alzheimer (17). También se ha analizado la posibilidad de que FASTKD2 

pudiera inducir la apoptosis de células de cáncer de mamá y de próstata (18). 

FASTKD3 es una proteína con una secuencia de localización mitocondrial en su 

extremo N-terminal. La ausencia de esta proteína provoca la disminución de las 

actividades de los complejos mitocondriales y una disminución del mtDNA. También se 

ha demostrado que FASTKD3 forma parte de un complejo de proteínas involucradas 

en el procesamiento del RNA y la traducción, y que interacciona con distintas enzimas 

involucradas en la biosíntesis de aminoácidos. Por otro lado se plantea que esta 

proteína pueda participar en el procesamiento y la traducción de elementos de la 

cadena respiratoria (3, 9). 

FASTKD4 es una proteína mitocondrial que también regula la respiración mitocondrial, 

sin embargo esto lo hace mediante la regulación de la expresión de COX2, 

componente del complejo IV (20). 

FASTKD5 se encuentra en gránulos de RNA junto con FASTKD2. Estudios basados 

en el silenciamiento de FASTKD5 dan como resultado el bloqueo de la proliferación 

celular y una acumulación de precursores de mRNAs que no se traducirán 

adecuadamente. Por otro lado, también se ha observado que FASTKD5 está 

relacionado con la expresión de las proteínas del complejo IV (16). 

 

DNA recombinante 

El DNA recombinante es aquel que se sintetiza al unir dos o más genes, o partes de 

genes, diferentes y de distintos orígenes (1). La finalidad de este DNA es ser 

introducido en una célula huésped para estudiar posibles cambios fenotípicos. 

Construir dicho DNA recombinante requiere del uso de enzimas de restricción que 

cortan a cada uno de los genes de interés por un lugar determinado, dando lugar a los 

extremos cohesivos, los cuales deben ser iguales para que la DNA ligasa pueda 

unirles covalentemente, formando el plásmido que se quiere introducir en la células 

huésped para su estudio. 
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Los genes de interés pueden clonarse en plásmidos, que generalmente se 

caracterizan por tener un gen de resistencia, es decir, un gen que expresa una 

proteína que hace que la células sea resistente a un antibiótico concreto. De este 

modo se pueden seleccionar las células que contengas el DNA recombinante de 

interés. 

En este trabajo se sintetiza DNA recombinante en dos etapas diferentes: 

Primero se sintetizan los vectores que contienen el gen FASTK correspondiente, ya 

sea con la metionina en la posición 1 (a partir de ahora FAST full length o FAST FL) o 

el gen FASTK con la metionina en la posición 35 (a partir de ahora FAST M35) con 

dos marcajes o “etiquetas” diferentes para cada uno: Un marcaje es visual, se trata de 

la proteína fluorescente YFP, mientras que el otro marcaje es detectado mediante 

inmunodetección, se trata del epitopo Flag-HA. 

De este modo se tienen cuatro DNA recombinantes distintos, que servirán para la 

construcción de vectores lentivirales que permitan la producción de partículas víricas 

que se integren de forma estable en las células de interés:  

o FAST FL-YFP 

o FAST FL-Flag HA 

o FAST M35-YFP 

o FAST M35-Flag HA. 

 

Lentivirus 

Los lentivirus son virus pertenecientes a la familia Retroviridae utilizados como 

vectores virales en la modificación genética dirigida.  

Los virus son microorganismos que viven como parásitos obligados y que están 

formados por una envoltura proteica (cápside) y por  un material genético, ya sea DNA 

o RNA. Esta forma de supervivencia, como parásitos obligados, es posible gracias a 

su capacidad para introducir e insertar su material genético en el genoma de una 

célula huésped, de modo que esta sea la responsable de la reproducción del virus 

(21).  
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Un vector viral es un virus modificado, de modo que carece de todas las propiedades 

que le hacen infeccioso y patógeno, y que se utiliza para introducir material genético 

exógeno en una célula huésped en el fenómeno denominado transducción (22). Con 

este fin son utilizados los lentivirus en este trabajo. 

Como ya se dijo antes, un lentivirus es un retrovirus. Esto quiere decir que su genoma 

está constituido por dos cadenas de RNA monocatenario, rodeado por una cápside 

fosfolipídica y una envuelta de glicoproteínas, y que son capaces de replicar su 

material a través de DNA bicatenario a partir de dicho RNA monocatenario, proceso en 

el cual participa la retrotranscriptasa. De este modo, el RNA del genoma de este virus 

se retrotranscribe a DNA que se inserta en el genoma de la célula huésped. Para ello, 

antes debe ocurrir la infección de la célula, la cual es posible gracias a la interacción 

de las glicoproteínas de la envuelta con los receptores presentes en la membrana de 

la célula hospedadora, fusionándose las membranas, e internalizándose el lentivirus 

en el citoplasma, donde ocurre la retrotranscripción y se produce el DNA (23) que es 

importado al núcleo a través de los poros nucleares (24) y se insertará en el genoma 

del hospedador. 

Para la producción de partículas lentivirales se utilizan las llamadas células 

empaquetadoras que se transfectan, simultáneamente, con un vector que lleva el gen 

de interés y con otros que codifican los genes gag, para las proteínas de la cápside, y 

los genes pol, que codifican las enzimas necesarias para el ciclo viral, es decir, a las 

retrotranscriptasas, las proteasas y las integrasas (25). 

Dichos vectores lentivirales son capaces de transducir tanto células que se dividen 

como células que no lo hacen, y el tamaño de los insertos que albergan es de hasta 

aproximadamente 8 – 10 kb. Un vector lentiviral muy efectivo es el que deriva del VIH 

de tipo 1, que es, además, inmunogénico (26).  

 

Técnica CRISPR/Cas9n para la creación de HeLa KO 

CRISPR es el acrónimo de Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats, que en español significa “Repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y 

regularmente interespaciadas”, mientras que Cas (CRISPR associated protein) es un 

conjunto de genes que expresan enzimas nucleasas asociadas a las CRISPR. 
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La agrupación CRISPR/Cas es esencial para el sistema inmunológico de eubacterias y 

de arqueobacterias contra bacteriofagos y plásmidos, ya que dicha asociación es 

capaz de reconocer, eliminar o silenciar con alta precisión el DNA que sea diferente al 

suyo propio. Esto es posible porque los elementos espaciadores de las CRISPR 

contienen secuencias homólogas a las de los bacteriófagos y plásmidos (27).  

De este modo, el sistema que forma CRISPR/Cas representa una nueva herramienta 

para la modificación génetica de alta precisión y eficacia (28). 

Actualmente se conocen diez tipos CRISPR/Cas, que se diferencian entre ellos en las 

secuencias de CRISPR y de Cas que contienen. Estos diez sistemas se clasifican en 

tres categorías. La asociación CRISPR/Cas9n que ha sido utilizada en este trabajo 

pertenece a la categoría de tipo II. El elemento característico de esta categoría es 

Cas9, que es una proteína multidominio con dos dominios con actividad nucleasa (el 

dominio de tipo RuvC, cerca del extremo amino terminal, que corta a las secuencias 

en el sentido 5’→ 3’ y el dominio de tipo HNH, en medio de la proteína, que corta a las 

secuencias en sentido 3’ → 5’). Dicha proteína forma un complejo ternario con la 

molécula crRNA (CRISPR RNA) y tracrRNA (transactivador de crRNA). En este 

complejo, crRNA sirve como guía de la nucleasa Cas9 hacia una secuencia específica 

de la que es complementario. Esta función la realiza junto con tracrRNA, que 

complementa parcialmente a crRNA, es necesario para su maduración y permite el 

corte realizado por la nucleasa Cas9 hacia el DNA diana (29).  

El lugar en el que se produce la rotura de la doble cadena del DNA diana (DSB, double 

strand DNA), llamado protoespaciador, además de estar compuesto por la secuencia 

complementaria al crRNA también está constituido por una secuencia corta conocida 

como motivo adyacente al protoespaciador (PAM, protospacer adjacent motif). Ambas 

secuencias son imprescindibles para que se produzca la DSB por Cas9.  

Así, para que el sistema CRISPR/Cas9 funcione sólo es necesario modificar el crRNA 

de modo que tenga una secuencia homóloga al DNA diana (28, 30).  

Sin embargo, dicho sistema sigue teniendo una debilidad, y es la posibilidad de que el 

sitio donde se ha producido la DSB sea reparado, pudiéndose producir posibles 

mutaciones. Para evitar esto, se ha desarrollado una Cas9 mutante en la que se ha 

mutado el dominio RuvC, de modo que éste deja de ser funcional y únicamente se 
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consigue el corte de la cadena en sentido 3’ → 5’, así Cas9 actúa como una nickasa 

(Cas9n), disminuyéndose, notablemente, el riesgo de mutagénesis (31). 

Esta técnica ha sido empleada para obtener a la línea celular HeLa – FASTK – KO que 

se utiliza en este trabajo. Estas son células a las que se les ha deleccionado el gen 

FASTK. 

  

Objetivos 

El objetivo final de este trabajo es estudiar el los cambios fenotípicos y funcionales en 

de la línea celular HeLa-FASTK-KO cuando en ésta se introducen los genes FASTK 

FL y FASTK M35 con dos marcajes de detección diferentes. 

Este objetivo es alcanzado a través de tres objetivos intermedios: 

o Creación de los plásmidos con el gen y su marcaje de detección. 

o Creación de los vectores lentivirales marcados anteriormente. 

o Transducción de la línea celular HeLa-FASTK-KO. 

Actualmente en el laboratorio donde se ha realizado mi trabajo se están haciendo 

estudios fenotípicos en estas células, sobre todo en relación con la función 

mitocondrial. La reintroducción del gen que fue eliminado debería oscasionar la 

recuperación de los posibles fenotipos observados. Esto sería una prueba de que 

dichos fenotipos son específicos 

 

2. Materiales y métodos 
 

Miniprep: Producción y purificación de plásmidos a pequeña escala  

La miniprep es un proceso por el cual se logra estraer un plásmido de un cultivo 

bacteriano, el cual se ha realizado con el fin de clonar dicho plásmido  

En primer lugar se toman las colonias bacterianas aisladas que previamente se han 

cultivado durante 24h a 37 ºC en una placa de LB agar en presencia del antibiótico de 
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selección correspondiente y se cultivan durante otras 24h a 37 ºC y con agitación en 5 

ml de medio LB líquido con el mismo antibiótico de selección. Una vez han pasado 

estas últimas venticuatro horas se centrifugan 4 ml del cultivo (se deja 1 ml para hacer 

una posible midiprep). El pellet bacteriano obtenido tras la centrifugación se 

resuspende en buffer de resuspensión (50 mM Tris y 10 mM EDTA, pH 8,0). A 

continuación, se añaden 100 μl de buffer de lisis (0,1 NaOH y 1% SDS), con el fin de 

hacer una lisis alcalina de las bacterias. La disolución se mezcla por inversión y se 

incuba durante 4 minutos a temperatura ambiente. Después, se añaden 100 μl de 

buffer neutralizador (1,5 M de acetato potásico, pH 5,5). Se mezcla con agitación y se 

centrifuga durante 5 minutos a 15 000 rpm. El sobrenadante que se obtiene se recoge 

en un tubo eppendorf nuevo en el que se añade 900 μl de etanol 100% para precipitar 

el DNA. Se mezcla la disolución por inversión y se incuba a -20 ºC durante 15 minutos. 

Tras este tiempo, se centrifuga el tubo eppendorf a 15 000 rpm durante 10 minutos, se 

retira el sobrenadante y se lava el pellet  con etanol 70%. Se vuelve a centrifugar a 15 

000 rpm pero durante 5 minutos esta vez. Se retira el sobrenadante y el pellet se deja 

secar al aire, a temperatura ambiente, durante unos 5 minutos. Finalmente, se 

resuspende el DNA en 50 μl de TE 1X y se cuantifica su concentración con el 

espectrofotómetro de microvolúmenes Nanodrop de Thermo Fisher. 

 

Midiprep: Producción y purificación de plásmidos a mediana escala 

La midiprep tiene la misma finalidad que la miniprep, extraer DNA de un cultivo 

bacteriano para clonar dicho plásmido y aumentar su concentración, con la diferencia 

de que el cultivo bacteriano en esta técnica es más grande que el usado en la 

miniprep, y por lo tanto la concentración de DNA obtenida es mucho mayor. 

Esta técnica se realiza utilizando el kit comercial PureLink HiPure Plasmid Filter 

Midiprep de Invitrogen. Este kit se basa en la lisis alcalina de las bacterias y en la 

purificación del DNA en columnas por absorción en una membrana de silica, de modo 

que se separa el DNA del resto de la muestra.  

En primer lugar se toman 200 μl del cultivo bacteriano preparado para hacer la 

miniprep y se cultivan en 100 ml de LB líquido durante 24 h, a 37 ºC y con agitación. 

Pasadas estas veinticuatro horas, se centrifuga el cultivo a 4000 g, durante 10 min y a 

4 ºC. Tras la centrifugación, se retira el sobrenadante y se resuspende el pellet en 10 
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ml de buffer R3 (buffer de resuspensión). Se utiliza agitación con vortex hasta que el 

pellet esté totalmente mezclado. Después se añaden 10 ml de buffer L7 (buffer de lisis 

alcalina) y se mezcla por inversión. Se deja reposar durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. A continuación, se añaden 10 ml de buffer N3 (buffer neutralizador) y se 

mezcla por inversión hasta que la mezcla quede homogénea. Entonces, se hace pasar 

el precipitado por la columna con la membrana de silica, que previamente ha sido 

equilibrada con 15 ml de buffer EQ1 (buffer equilibrador). La mezcla cae por gravedad. 

Cuando se observa que la columna no gotea más se lava ésta con 20 ml de buffer W8 

(buffer de lavado). Luego, se cambia la columna a un falcón de 50 ml y se añade a 

ésta el buffer E4 (buffer de elución), con el fin de eluir el DNA. Cuando se ve que la 

columna deja de gotear se descarta la columna y se añaden 3,5 ml de isopropanol. 

Esta disolución se incuba durante 10 minutos a -20 ºC. Pasado este tiempo, se 

centrifuga la mezcla a 4000 rpm, durante 30 minutos y a 4 ºC. Tras la centrifugación, 

se quita casi todo el sobrenadante, dejando 1 ml con el cual se resuspende el pellet. 

Una vez resuspendido se pasa a un tubo eppendorf. Éste se centrifuga a 15 000 rpm 

durante 10 minutos a 4 ºC. El sobrenadante se descarta y el pellet se lava con 1 ml de 

etanol 70%. Se centrifuga la mezcla a 15 000 rpm, durante 5 minutos a 4 ºC. Se quita 

el sobrenadante y se deja secar el pellet al aire, durante 10 minutos aproximadamente 

y a temperatura ambiente. Finalmente, se resuspende este pellet en 100 μl del TE que 

proporciona el kit y se cuantifica su concentración con el Nanodrop de Thermo Fisher. 

 

Diseño de los plásmidos pFAST FL – Flag-HA – Kanamycin y pFAST M35 – Flag-

HA – Kanamycin  

Los vectores que contienen los genes FAST FL y FAST M35 con el marcaje 

fluorescente YFP (pFAST FL- YFP y pFAST M35-YFP) ya están construidos. A partir 

de estos plásmidos se obtienen los genes FAST FL y FAST M35 con sus 

correspondientes extremos cohesivos de modo que se puedan ligar al vector de 

clonaje, el cual va a contener el gen de marcaje Flag-HA y que se obtiene a partir del 

vector pFASTKD3 – Kanamycin – Flag-HA. Para ello se usan enzimas de restricción 

que proporcionen los correspondientes extremos cohesivos. 

Primero se realiza la transformación de bacterias DH5α con los plásmidos pFAST FL – 

YFP, pFAST M35 – YFP y pFASTKD3 – Kanamycin – FlagHA con el fin de obtener 
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una mayor cantidad de reactivo. Al día siguiente, teniendo ya las clonas bacterianas, 

se realizan minipreps de éstas y se cultivan más bacterias transformadas para hacer 

midipreps al día siguiente. Las minipreps realizadas se purifican con el kit de 

purificación de Promega “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System Kit” con el fin de 

utilizar el DNA en la reacción de digestión. Al día siguiente, con las clonas bacterianas 

suficientemente cultivadas, se realizan las midipreps para obtener una cantidad 

considerable de reactivo. 

Una vez se obtiene el reactivo purificado, se procede a realizar las digestiones de los 

plásmidos para obtener los genes y vectores de clonación de interés con los 

correspondientes extremos cohesivos. Se realizan cuatro dobles digestiones: 

El plásmido pFAST FL – YFP se digiere con las enzimas de restricción HindIII y AgeI 

de modo que se obtienen dos insertos con el gen de interés HindIII – FAST FL – AgeI 

y AgeI – FAST FL – AgeI, cuyo tamaño es de unas 700 pb y 900 pb, respectivamente. 

El plásmido pFAST M35 – YFP se digiere con HindIII y con SacII, obteniéndose el 

inserto HindIII – FAST M35 – SacII, con un tamaño aproximado de 1600 pb. 

Finalmente, el plásmido pFASTKD3 – Kanamycin – FlagHA se digiere tanto con 

HindIII/AgeI como con HindIII/SacII, obteniéndose dos vectores de clonación de 4000 

pb, aproximadamente, cada uno. 

El resto de DNA de partida que no es utilizado en las dobles digestiones es 

almacenado a – 20 ºC. 

Los productos de interés obtenidos tras estas digestiones se purifican con el kit de 

Promega “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System Kit” y se cuantifican con el 

NanoDrop. 

Después, se hace una ligación entre el inserto HindIII - FAST M35 - SacII  y el vector 

de clonación HindIII – Flag-HA – Kanamycin – SacII, y una triple ligación con los 

insertos HindIII – FAST FL – AgeI, AgeI – FAST FL – AgeI y con el vector HingIII – 

Flag-HA – Kanamycin – AgeI. Las ligaciones se realizan usando la ligasa de DNA T4, 

con su correspondiente tampón, de la marca Invitrogen. De este modo se quieren 

obtener los plásmidos pFAST FL – Flag-HA – Kanamycin y pFAST M35 – Flag-HA – 

Kanamycin. Las dos reacciones de ligación son utilizadas para transformar bacterias 

DH5α, las cuales se cultivan a 37 ºC. 
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Al día siguiente, se realizan minipreps con una de las clonas bacterianas 

transformadas con el supuesto plásmido pFAST M35 – Flag-HA – Kanamycin y diez 

minipreps con las transformadas con el supuesto pFAST FL – Flag-HA – Kanamycin.  

Todas estas minipreps se utilizan  a continuación para hacer dobles digestiones con el 

fin de verificar que las ligaciones han ocurrido correctamente y que, por lo tanto, las 

bacterias han incluido el inserto de interés en el sentido adecuado.  

Para comprobar que el supuesto plásmido pFAST M35 – Flag-HA – Kanamycin es el 

correcto se utilizan las enzimas de restricción HindIII/SacII, de modo que se obtengan 

dos fragmentos de unas 1600 pb y 4000 pb cada uno.  

Por otro lado, para comprobar que los dos insertos de FAST – FL se han ligado con el 

vector que contiene los genes Flag-HA – Kanamycin se utilizan las enzimas de 

restricción HindIII/AgeI, de modo que se obtengan tres fragmentos de unas 700 pb, 

900 pb y de unas 4000 pb respectivamente. Habiéndose comprobado que el gen 

FAST FL se ha ligado con el vector es necesario confirmar que lo haya hecho en el 

sentido adecuado. Para ello se utilizan las enzimas HindIII/SacII, de modo que se 

deben obtener dos fragmentos de unas 1600 pb y de unas 4000 pb, respectivamente. 

Las minipreps de los plásmidos que se han verificado y de los cuales se sabe que son 

los deseados son utilizadas para hacer midipreps. 

Todos los resultados son almacenados a -20 ºC. 
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A 

  

B 

 

Figura 2. Esquema de los plásmidos pFAST FL – Flag-HA (A) y pFAST M35 – Flag-

HA(B) construidos. 

 

Diseño de los vectores lentivirales con el correspondiente marcaje 

Los plásmidos obtenidos en la primera etapa con los genes FAST FL y FAST M35, con 

sus correspondientes marcajes, son utilizados para obtener los insertos con los cuales 

se van a crear los vectores lentivirales. Por otro lado, el vector lentiviral de clonación 

se obtiene a partir  del plásmido pSin – EF2 – OCT4 – Puromycin, que además 

contiene una resistencia a Ampicilina. 

Los plásmidos pFAST FL – Flag-HA – Kanamycin, pFAST FL – Flag-HA – Kanamycin, 

pFAST M35 – YFP – Kanamycin y pFAST M35 – YFP – Kanamycin son digeridos con 

las enzimas de restricción NheI y MfeI, mientras que el plásmido pSin – EF2 – OCT4 – 

Puromycin es digerido con las enzimas SpeI y EcoRI, que crean extremos cohesivos 

complementarios a los creados por las enzimas NheI y MfeI (SpeI y NheI dejan 

extremos compatibles entre sí para la ligación; lo mismo sucede  con EcoRI y MfeI). 

De este modo, el inserto que se obtiene a partir del plásmido pFAST FL – Flag-HA – 

Kanamycin mide unas 1900 pb, el inserto del pFAST M35 – Flag-HA – Kanamycin 

tiene un tamaño de unas 1800 pb, el inserto del pFAST FL – YFP – Kanamycin es de 

unas 2500 pb y el inserto del plásmido pFAST M35 – YFP – Kanamycin mide 2400 pb 
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aproximadamente. Por otro lado, el vector de clonación conseguido a partir del 

plásmido pSin – EF2 – OCT4 – Puromycin tiene un tamaño aproximado de 7600 pb. 

Los fragmentos de interés que se han obtenido tras estas dobles digestiones se 

purifican con el kit de Promega “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System Kit” y se 

cuantifican con el NanoDrop. 

A continuación, se realizan cuatro ligaciones, para lo cual se usan los insertos NfeI – 

FAST FL – Flag-HA – MheI, NfeI – FAST FL – YFP – MheI, NfeI – FAST M35 – YFP – 

MheI y NfeI – FAST M35 – YFP – MheI y el vector de clonación SpeI – Sin – EF2 – 

OCT4 – Ampicillin – EcoRI, que es común para todas las ligaciones. Las ligaciones se 

realizan usando la ligasa de DNA T4, con su correspondiente tampón, de la marca 

Invitrogen. De este modo se quieren obtener los plásmidos pSin - FAST FL – Flag-HA 

– Ampicillin, pSin - FAST FL - YFP – Ampicillin, pSin - FAST M35 – Flag-HA – 

Ampicillin y pSin - FAST M35 – YFP –Ampicillin. Las cuatro reacciones de ligación son 

utilizadas para transformar bacterias DH5α. 

Al día siguiente, se realizan minipreps con dos de las clonas bacterianas 

transformadas con cada uno de los supuestos plásmidos construidos, las cuales son 

escogidas al azar.  Todas estas minipreps se utilizan  para hacer digestiones de 

comprobación, con el fin de verificar que las ligaciones han ocurrido correctamente y 

que, por lo tanto, se ha construido el vector lentiviral.  

Dichas comprobaciones se realizan mediante una digestión sencilla, utilizando la 

enzima de restricción AgeI.  

Así, la digestión de comprobación del plásmido pSin - FAST FL – Flag-HA – Ampicillin 

debe proporcionar tres fragmentos con un tamaño aproximado a las 900 pb, las 1900 

pb y a las 6600 pb, respectivamente. En la digestión de comprobación de pSin - FAST 

FL - YFP – Ampicillin debe obtenerse tres fragmento de unas 900 pb, unas 1900 pb y 

de unas 7300 pb, respectivamente. La comprobación de pSin - FAST M35 – Flag-HA – 

Ampicillin debe producir tres fragmentos de aproximadamente 900 pb, 1800 pb y 8450 

pb cada uno. Finalmente, en la comprobación del plásmido  pSin - FAST M35 – YFP –

Ampicillin se deben obtener tres fragmentos de unas 900 pb, 1800 pb y de unas 7300 

pb, respectivamente. 
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Las minipreps de los plásmidos que se han verificado y de los cuales se sabe que son 

los deseados son utilizadas para hacer midipreps. 

Todos los resultados son almacenados a -20 ºC.  

A 

 

B 

 

C 

 

D 
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Figura 3. Esquema de los plásmidos pSin - FAST FL – Flag-HA – Ampicillin (A), pSin - 

FAST FL - YFP – Ampicillin (B), pSin - FAST M35 – Flag-HA – Ampicillin (C) y pSin - 

FAST M35 – YFP –Ampicillin (D) construidos. 

 

Obtención de los lentivirus 

La obtención de los lentivirus se ha realizado utilizando células empaquetadoras 

293FT, las cuales permiten la producción de lentivirus que se liberan al sobrenadante. 

En primer lugar se descongelan las células y se cultivan con medio DMEM completo 

(de Gibco), con penicilina – estreptomicina 100 U/ml-100 μg/ml, con glutamina 2 mM y 

con suero bovino fetal (SFB), junto con aminoácidos no esenciales (NEAA). 

Tras veinticuatro horas, se cultivan 1x106 células 293FT a 37 ºC y en atmósfera del 5% 

de CO2, en una placa de seis pocillos, ocupando cuatro de ellos. El cultivo se realiza 

con medio DMEM completo, junto con NEAA y geneticina 500 μg/ml. Las células son 

cultivadas durante 48 h, de modo que alcanzan una confluencia que oscila entre el 

80% y el 90%. Tras estas cuarenta y ocho horas, se prepara el cultivo para la 

transducción. Para ello, treinta minutos antes de realizar el proceso se cambia el 

medio de cultivo por medio DMEM sin antibióticos y sin suero fetal bovino. 

La transducción se realiza usando la mezcla de liposomas catiónicos Lipofectamine 

2000, de Invitrogen. Esto se realiza utilizando un total de ocho tubos estériles.  

En primer lugar se preparan cuatro tubos, uno por cada plásmido lentiviral, que se 

corresponden con la “mezcla 1”. Cada una de estas “mezclas 1” está compuesta por 

100 μl de medio de cultivo libre de suero OPTI-MEM, de Invitrogen, con  500 ng del 

plásmido correspondiente, con 1000 ng del plásmido llamado ps-PAX2, que contiene 

los genes pol y gag, y con 500 ng del plásmido ps-MD2g, que contiene el gen que 

expresa al receptor que permite la transducción del lentivirus a células murinas y a 

células humanas. 

Los otros cuatro tubos contienen la “mezcla 2”. Cada uno de ellos contiene 100 μl de 

medio de cultivo libre de suero OPTI-MEM (Invitrogen) junto con 6 μl de Lipofectamine 

2000. 
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Las ocho mezclas se agitan suavemente y se cultivan durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. Pasado este tiempo, se añade un tubo de la “mezcla 2” a un tubo de la 

“mezcla 1”, mezclándose las disoluciones. Una vez mezcladas se realiza una 

incubación de 20 minutos exactos, a temperatura ambiente, de modo que se formen 

los complejos de DNA que contengan el plásmido de interés correspondiente. 

A continuación, se añade cada mezcla para la transducción a los cultivos celulares 

293FT correspondientes, debidamente etiquetados. Dicha adición se realiza gota a 

gota por toda la placa, y se homogeneiza suavemente.  

Las células transfectadas se incuban a 37 ºC con atmósfera del 5% de CO2 durante 

24h. Pasado este tiempo, el medio se reemplaza por medio DMEM completo con 

antibiótico, y se continua con el cultivo durante hasta el día siguiente, en las mismas 

condiciones ya descritas.  

Al día siguiente se recoge el medio sobrenadante (que son 2 ml) en un falcón de 15 ml 

etiquetado previamente con el nombre del lentivirus correspondiente en función del 

plásmido que contenga. Nada más recoger el medio se añade más medio DMEM 

completo con antibiótico a las células y se incuban durante otras 24h a 37 ºC y en 

atmósfera del 5% de CO2. El medio sobrenadante recogido se almacena a -20 ºC.  

Pasadas las veinticuatro horas se recoge 1ml del medio sobrenadante en el falcón de 

15 ml ya usado el día anterior. A continuación, se preparan cuatro nuevos falcón de 15 

ml y ocho tubos eppendorf con tapón de rosca (dos tubos de tapón de rosca por cada 

falcón de 15 ml). Se rotulan todos ellos adecuadamente. Después se prepara una 

jeringuilla con un filtro con membrana MF-Millipore, de 0,45 μm de diámetro del poro y 

se bloquea dicho filtro con medio DMEM completo. Esta membrana se utiliza para 

filtrar los 3 ml de cada uno de los medios sobrenadantes recogidos durante los dos 

últimos días. El sobrenadante filtrado se recoge en su correspondiente falcón de 15 ml, 

el cual ha sido etiquetado previamente. Después, los 3 ml filtrados se reparten, de 

forma equitativa, en los dos tubos eppendorf correspondientes que ya están 

preparados. Cada uno de estos tubos se almacenan a -80 ºC. 

Una vez se tiene el lentivirus, se procede a la transducción lentiviral. 
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Transducción lentiviral: Infección de células HeLa-FASTK-KO 

La transducción lentiviral se realiza con células HeLa-FASTK-KO, las cuales se habían 

generado previamente en el laboratorio mediante edición génica con CRISPR/Cas9n. 

Las células HeLa-FASTK-KO se plaquean cuarenta y ocho horas antes de realizar la 

transducción en cinco pocillos de una placa de veinticuatro, con el fin de que alcancen 

una confluencia de entre 70% y 80%. Cada uno de estos pocillos se etiqueta 

adecuadamente, usándose uno como control y los otros cuatro con un lentivirus con 

un plásmido distinto cada uno. Estas células se cultivan a 37 ºC y en atmósfera del 5% 

de CO2. 

Veinte minutos antes de llevar a cabo la transducción se retira el medio del cultivo 

celular y se añade 1 ml de medio OPTI-MEM (Invitrogen).  

La transducción se realiza utilizando el reactivo Polybrene, el cual facilita dicho 

proceso. De este modo, mientras transcurren esos 20 minutos se prepara una 

disolución con medio OPTI-MEM (Invitrogen) y con Polybrene en una concentración 8 

μg/ml. Una vez preparada dicha disolución y pasados los veinte minutos, se retira el 

medio del cultivo y se añaden 500 μl de la disolución OPTI-MEM – Polybrene. A 

continuación, se añaden 500 μl de la solución lentiviral correspondiente, según como 

esté etiquetado el pocillo, de modo que la concentración final de Polybrene  es de 4 

μg/ml. Finalmente, se prepara el cultivo control, para lo cual se quita el medio y se 

sustituye por medio DMEM completo (Gibco). Se incuban las células HeLa-FASTK-KO 

infectadas durante 24h, a 37 ºC y al 5% de CO2. 

Una vez han pasado las veinticuatro horas se añaden 2 ml de medio DMEM completo 

a los cuatro cultivos infectados.  

El siguiente paso es la selección de las clonas celulares que hayan sido infectadas. 

Para ello se utiliza Puromicina con una concentración de 0,4 μg/ml, ya que el vector 

lentiviral contiene una resistencia a Puromicina. El antibiótico se mantiene durante al 

menos cuatro días. Tras este cultivo, las células supervivientes son aquellas que 

contienen el plásmido pSin - FAST M35 – Flag-HA – Ampicillin y el plásmido pSin - 

FAST M35 – YFP –Ampicillin. Estas células son cultivadas y cuando el cultivo ha 

crecido lo suficiente, se realiza su lisado para llevar a cabo el Western – Blot, con el 

cual se comprueba que el gen de interés etiquetado con el marcaje HA se expresa en 
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la línea celular HeLa – FASTK – KO. El marcaje HA es una secuencia unida al 

extremo carboxiterminal del gen introducido que se detecta con el anticuerpo 

monoclonal y específico anti-HA (de InvivoGen) 

 

3. Resultados 
  

Obtención de los plásmidos pFAST FL – Flag-HA y pFAST M35 – Flag-HA. 

Los plásmidos pFAST FL – Flag-HA y pFAST M35 – Flag-HA construidos se obtienen 

mediante la ligación de los insertos que contienen el gen FAST FL y el gen FAST M35, 

respectivamente, con el vector de clonación que contiene el gen Flag-HA. Para poder 

realizar dicha ligación, tanto los insertos como el vector de clonación deben tener 

extremos cohesivos complementarios, los cuales se han logrado usando las enzimas 

de restricción adecuadas en las respectivas digestiones dobles. 

Estos plásmidos son utilizados para transformar bacterias DH5α que se siembran en 

dos placas de LB agar con Kanamicina y que son etiquetadas con el nombre del 

plásmido que corresponda. Tras 24h de cultivo de las bacterias a 37 ºC se toman 

clonas aisladas de estas bacterias transformadas y se extrae su DNA con el cual se 

comprueba que la ligación haya ocurrido adecuadamente. 

Para la comprobación del plásmido pFAST M35 – Flag-HA se utilizan las enzimas de 

restricción HindIII/SacII, que deben proporcionar dos fragmentos de unas 1600 pb y de 

unas 4000 pb, respectivamente. Estos fragmentos son observados en la clona elegida 

al azar para hacer la comprobación, como se puede observar en la figura 4. 

Por otro lado, el plásmido pFAST FL – Flag-HA, que es resultado de una triple ligación, 

requiere de dos comprobaciones: Una que verifique que el inserto FAST FL está 

presente en el plásmido y otra con la que se compruebe que el sentido de los insertos 

es el adecuado. Para comprobar que el inserto está presente en el plásmido se utiliza 

las enzimas de restricción HindIII/AgeI, que debe proporcionar tres fragmentos de 700 

pb, 900 pb y 4000 pb respectivamente. Estos fragmentos son observados en dos de 

las diez clonas elegidas al azar para hacer la comprobación, como se ve en la figura 4. 
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Las dos clonas que dan resultados positivos en esta comprobación (la clonas 5 y 6) 

son utilizadas para la siguiente comprobación, en la cual se verifica si el sentido de los 

insertos es el adecuado. Para ello se utiliza las enzimas de restricción HindIII/SacII, 

que deben proporcionar dos fragmentos de 1600 pb y de 4000 pb, respectivamente. 

De nuevo las dos clonas dan resultados positivos en esta comprobación, como se ve 

en la figura 5 

 

 

Figura 4. Comprobación de los plásmidos mediante enzimas de restricción con las 

enzimas HindIII/AgeI y HindIII/SacII, respectivamente. Las digestiones son parciales. 

El marcador de peso molecular es GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, de Thermo 

Fisher. 
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Figura 5. Comprobación del sentido del plásmido  pFAST FL – Flag-HA con las 

enzimas HindIII/SacII. Las digestiones son parciales. El marcador de peso molecular 

es GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, de Thermo Fisher.  

 

Obtención de los plásmidos lentivirales con el correspondiente marcaje 

Los cuatro plásmidos lentivirales pSin - FAST FL – Flag-HA, pSin - FAST FL - YFP, 

pSin - FAST M35 – Flag-HA y pSin - FAST M35 – YFP son construidos mediante la 

ligación de los insertos que contienen el gen FAST FL y el gen FAST M35, 

respectivamente, con los dos marcajes por separado, con el vector de clonación 

lentiviral. Estas ligaciones se realizan tras haber obtenido los extremos cohesivos 

complementarios de cada uno de los insertos y del vector de clonación. Estos 

extremos se logran usando las enzimas de restricción adecuadas en sus respectivas 

digestiones dobles. 

Los plásmidos obtenidos son utilizados para transformar bacterias DH5α que se 

siembran en cuatro placas de LB agar con Ampicilina y que son etiquetadas con el 

nombre del plásmido que corresponda. Tras 24h de cultivo a 37 ºC se eligen, al azar, 

dos clonas aisladas de las bacterias transformadas y se extrae su DNA. Con éste se 

comprueba que la ligación haya ocurrido adecuadamente. 

Para la comprobación se utiliza la enzima de restricción AgeI en una reacción de 

digestión sencilla. Esta enzima debe proporcionar tres fragmentos en cada plásmido. 

En la comprobación de pSin - FAST FL – Flag-HA el tamaño aproximado de estos 

fragmentos debe ser unas 900 pb, unas 1900 pb y unas 6600 pb, respectivamente. En 
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la comprobación de pSin - FAST FL - YFP los tamaños deben ser de unas 900 pb, de 

unas 1900 pb y de unas 7300 pb, respectivamente. La comprobación de pSin - FAST 

M35 – Flag-HA debe proporcionar tres fragmentos de 900 pb, 1800 pb y 8450 pb cada 

uno. Finalmente, en la comprobación pSin - FAST M35 – YFP se deben obtener tres 

fragmentos de unas 900 pb, 1800 pb y de unas 7300 pb, respectivamente. Todos 

estos fragmentos son obtenidos en todas las clonas bacterianas que se eligieron al 

azar, como se puede ver en la figura 6. De este modo se verifica que la ligación ha 

ocurrido adecuadamente. 

 

Figura 6. Comprobación de los plásmidos mediante enzimas de restriccióncon la 

enzima AgeI. Las digestiones son parciales. El marcador de peso molecular es 

GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, de Thermo Fisher. 

 

Estudio del cambio fenotípico de la línea celular HeLa – FASTK – KO infectada 

por lentivirus  

El cambio en el fenotipo de la línea celular HeLa – FASTK – KO infectada con el 

lentivirus creado que contiene el plásmido pSin – FAST M35 – Flag-HA, con el fin de 

recuperar el gen FASTK, se realiza usando la técnica Western – Blot. Debido a la falta 

de tiempo, este experimento se realizó cuando el TFM ya se había dado por finalizado, 

sin embargo, ya que es la conclusión de este proyecto, se ha decidido incluirlo aquí. 
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Se cultivan las células HeLa - FASTK – KO seleccionadas con la Puromicina, que son 

las que contienen el plásmido pSin - FAST M35 – Flag-HA y las que contienen el 

plásmido pSin - FAST M35 – YFP. Este cultivo se realiza durante el tiempo suficiente 

para poder hacer su lisado y, de este modo, extraer sus proteínas. Durante todo este 

tiempo de cultivo se observa mediante microscopio de fluorescencia que las células 

transducidas con pSin – FAST M35 – YFP presentan fluorescencia débil, pero 

claramente positiva.  

La proteína que se espera ver en el revelado de la membrana, tras realizar el Western 

– Blot, es la correspondiente al cultivo HeLa – FASTK – KO infectado con el plásmido 

pSin - FAST M35 – Flag-HA, ya que el marcaje detectado por inmunodetección es 

Flag-HA. Dicha detección se realiza mediante el uso del anticuerpo monoclonal y 

específico anti – HA de InvivoGen.  

La proteína FAST M35 – Flag-HA pesa, aproximadamente, 70 kDa. Esto se calcula 

utilizando el valor promedio correspondiente a la masa de los aminoácidos, 110 Da. Se 

sabe que el gen FAST está formado por 515 aminoácidos (8), y que el marcaje Flag-

HA está formado en total por 115 aminoácidos (32, 33), de modo que la suma de los 

tres pesos es, aproximadamente, 70 kDa. Por lo tanto, se debe observar una banda 

con este valor.   

En la imagen revelada (figura 7) se observa lo que se espera, que el cultivo celular 

HeLa infectado con el plásmido pSin - FAST M35 – Flag-HA es el único que 

proporciona banda. De hecho, se observan dos bandas, muy próximas entre sí y con 

un valor  próximo a los 72 kDa, el cual se corresponde con la proteína FAST M35 – 

Flag-HA. El fenómeno de que se observen dos bandas se justifica con el hecho de que 

la proteína FAST M35 es intramitocondrial, además de nuclear. 



 

 

Estudio del fenotipo de una línea celular HeLa-FASTK-KO   Página 24 

 

Figura 7. Western - Blot. El marcador de peso molecular es PageRuler Prestained 

Protein Ladder, de Fermentas. Se observan dos bandas. Esto se debe a que FAST 

M35 es una proteína intramitocondrial codificada en el núcleo, de modo que, al 

principio, posee una secuencia de localización mitocondrial que la dirige hacia este 

orgánulo y que pierde cuando FAST M35 es importada dentro de la mitocondria. En la 

figura, la banda más pesada se corresponde con la proteína que tiene la secuencia de 

localización, mientras que la banda menos pesada es la proteína intramitocondrial.  

 

4. Discusión 
  

El objetivo de este trabajo es recuperar el gen FASTK en la línea celular mutada HeLa 

– FASTK – KO. Para lograr este objetivo se generan vectores lentivirales con cuatro 

plásmidos distintos: Dos con el gen FAST FL y otros dos con el gen FAST M35, 

utilizando para cada gen dos tipos de marcaje diferente. De este modo se puede 

observar el cambio fenotípico en las células HeLa – FASTK – KO cuando se 

reintroduce el gen FASTK de localización nuclear (FAST FL) y cuando se reintroduce 

el gen FASTK de localización intramitocondrial y nuclear (FAST M35). 

Estos vectores han sido diseñados y construidos experimentalmente a través de 

reacciones de doble digestión con las consecuentes ligaciones de los insertos de 
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interés en los vectores de clonación obtenidos. Todos los productos de las ligaciones 

están verificados, de modo que todos los vectores utilizados en la consecución del 

objetivo final son los diseñados y contienen los genes de interés deseados. 

A pesar de haberse construido los cuatro vectores lentivirales, con los dos genes y sus 

correspondientes marcajes, sólo dos de estos vectores infectan las células HeLa – 

FASTK – KO. Los plásmidos que han infectado esta línea celular son los que 

contienen el gen FASTK M35 con sus dos marcajes: El visual, mediante la proteína 

fluorescente YFP, y el marcaje detectado por inmunodetección, mediante el epitopo 

HA. El hecho de que solo se consigan líneas estables con el gen FAST M35 y que no 

se logren con el gen FAST FL puede deberse a la diferente localización de estas 

proteínas. Mientras que FAST FL es una proteína nuclear, FAST M35 tiene una 

secuencia de localización intramitocondrial, además de ser nuclear. Esto sugiere que 

la localización intramitocondrial de FASTK es importante para la recuperación estable 

del gen en la línea celular mutada HeLa – FASTK – KO. 

 El marcaje visual con la proteína YFP es utilizado durante todo el trabajo para verificar 

que tanto la producción del lentivirus como la infección de las células mutantes HeLa 

han ocurrido. 

El marcaje con la proteína Flag-HA es utilizado para comprobar, mediante la técnica 

Western – Blot, que se recupera de forma estable el gen FASTK en la línea celular 

mutada. Otra posible utilidad de las células que expresan FASTK – Flag-HA es la de 

poder purificar las proteínas asociadas a esta molécula mediante inmunopurificación 

con anticuerpos específicos anti-HA. 

Aunque el objetivo de este trabajo es recuperar tanto el gen FASTK FL como el gen 

FASTK M35 en la línea celular mutada y, sin embargo, sólo se logra recuperar el gen 

FASTK M35 en las células HeLa – FASTK – KO, se demuestra que los lentivirus son 

capaces de realizar la transducción en células en división y que además son capaces 

de integrar el gen de interés en el genoma de la célula huésped de modo que éste se 

exprese de forma continua y estable. 

Una continuación de este trabajo consistiría en la construcción de partículas víricas 

lentivirales para introducir distintos mutantes de FASTK. 
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5. Conclusión 
  

Se han diseñado y obtenido vectores lentivirales capaces de realizar la transducción 

de dos de los cuatro plásmidos que se querían integrar en el genoma de las células 

mutadas HeLa – FASTK – KO. Estos dos plásmidos que los lentivirus logran 

incorporar al genoma de las células huésped contienen el mismo gen de interés 

(FASTK M35) pero con un marcaje diferente en cada uno.  

Dicha incorporación es consistente, de modo que se logra recuperar el gen FAST en la 

línea celular mutada de forma estable y, además, con dos marcajes distintos. Esto 

representa un resultado muy interesante que abre nuevos caminos para continuar con 

la investigación y para desarrollar estudios de migración y localización del gen FASTK. 
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