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RESUH&N. 

Uno de 101 problemas que se ha podido re1olver, en gran medida, 

por medio da lat técnicas de 'lngenler' genética• es la producción 

riplda y económica de proletnas que normalmente solo se produc1an en 

pequenas cantldade1 por distintos or91ni1mos. Algunos eJe111Plos son: 

la insulina hu•1na, el interrerón, hor110na de crecimiento y 

1omito1htina • 

El •tcroorganh•o · 11.b utu izado con e1tos prapósi to1 en la 

actualidad H S1ch1~ichta . 'corl'. Para loenr' una' 1Óbreproducción de 

' . c'tertls. protdnas, ·. 't\a ,· tldo necelario for11ar genet hÍbrldos qua . 

. codHiqÜtn pira la for11aclón de p~ote1na1 h1brtdls. 

Bite frabaJo conshttó en la constr"uccldn d• un pl.b111ido o 

veMculo'. MOlecular que per111lt lera·. la 'COHtrucctdn de prote1nH 

htbridH .. 'con h reglón N-terMil\&l dei reprHor el dtl. collra90 laMbda 

".· Y COA; la Porción C-t1r1tinal dtl p.tpl ido d11tado. En ttlt CHO SI hizo 

una con1trucctón con la cadena a d• lntullna· hu•ana •n el C-ltY•inal 

pa~a · cO.,l"obar ·que el 1ht .. a cu11Ple con ··. 101· re~u1Yi•lento1 

lndÚpenlablet Parl' 1obrepr0duclr una 'prot9{,_.I de. tntnO. 

) ·· 

~· ;,', ' 
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lNfRODUCC ION. 

L..\'i técn ic.t"i a><per lment a les denominadas • ingeniería genética• 

o •rar.ombin.tclón iR vttro del ADN 1 son actualmente una de las 

herr;unlenh'i 111.h importantes de la lnvest tgactón en btologta, pues 

permite la 111anipulact6n de fragmentos especfficos de este material 

91rnét leo an el laboratorio. Con lo cual se han podido ahlar numerosos 

ganac; t.lnto de procariontes ·como de eucarlontes, resolver su 

ec;tructur<l, org"ntzación y regulación. Tallbt4n al 'lograr sobreeMpresar 

<llguno'i da estos genes se ha Podido purificar y caracterizar una gran 

v.tried<ld de enzimas y productos protéicos • 

L<l t4cnica se basa en la unión por recOMbinación de dos o 

m~c; fr"gmentos de ~cido desoxlrribonucl4ico CADN> •tn vitro•, mediante · 

una antPlia variedad de enziMas Cl,2,3>. Uno de estos fragMentos, 

ll<lM.tdo vector o vehículo MOiecular, es capaz de dup llcarse en una 

célul<l hu4sped, y el otro<s> pueden ser dUPlicados pasiva11ente pcr el 

vehículo que \os contiene. El MicroorganisllO que con Mayor frecuencia 

h<l sido usado para estos fines es la bacteria Escherichla S9.!! y COMO 

veh(culo 1110lecular se usan pl•••ldos tales COllO el p8R322 (32> y una 

gr.ln Yllrled.td de derivados de chte, así COllO algunos otros de or(gen o 

modo de duplicación dl1tlnto tales COMO: pACYt77, RSF2124, etc. Att, 

hoy •H posible •hlar fragHnlos de·· ADN de cualquier organhlllO e 

introducirlos, o clonarlos, por la ldcntca de recOtllbinaclón •tn vltro• 

en l.\ b.tcterl.t ¡. Wj. ftb adn, la ln9enieda 91n•ttca ha per•ltldo 

lit 1 QMpresión• en ¡. coli de 9enes 1int•tlco1, es daclr, hechos por el 

h1>111br11 por 111edio de ln t•cnlcH ·denOMtnadH 1 tínleth quí•ica de 

.tcldo• nuclllicos•. D• nte MOdo H puede tener una .cepa bacterhn.a 

,,,:,··.:..-·., ... • ' I·~ •;.· • ,. 
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progrrlmada genéticamente par4 que produzca una proteína determinada. 

Trll a~ el caso de hormonas como la s0ttatostatlna, hormona de 

craclmlanlo y de 14 insulina humana (4,5,6). 

Cuando se detea hacer con éxito este tipo de manipulaciones en S• 

•:oll, existen varios factores que se deben tener en cuenta, algunos de 

los cu~les se enumeran a continuación: 

l) Sl el fra9111ento de ~DN que se desea clonar no tiene las 

senales reguladoras proPias de la bacteria, deberá anteponerse a este, 

un fr.t9Mtlnlo que las contenga con el fin de permitir su expresión 

.tdecu.tdrl • 

2> St el seglll8nto clonado da lugar a un producto protdlco pequeno 

•> fAcllinenle degradable por la bacteria, es de1eable que se produzca 

como una proteína htbrida con alguna otra proletna de la célula ·· 
' 

hué"ipad de tal lllOdo que no sea degradada f ~cllMnte al ur reconocida 

c:c>mo propia ( 112 13). 

3> En lftUChos casos es necesario que el gene que codifica para la 

protetna que se desea expresar •• encuentre reguladoJ esto es, que se 

permltrl su represión total o ca1l total y su expresión en las 

a:c>ndlclone'S óPllMH para tener un MJor r11ndi•lento. 

4) St 1e deua clonar un ·fragMento de l\DM 'ilnt•ttco, debe toaane 

~n euenla al u•o preferente de codones de la cepa bacteriana talftbt•n 

con el fin de uegur.ar una MJor expresión (7,8>. 

5) Cuando H intente ton1ar una proteína Mbr lda 'e debe teney en 

cuanl~ q\UJ ~mbos fragmento' deben quadar en fase para ••r traducidos 

1:1>mo un<1 soh protdn4 • 

':--.... :..., • . • • . - ,. i ' , .¡- . ~ - • ~ . 
·.: -. . .... ('' -~-~~ ..... 
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Algunos eJemplos de los puntos anteriores son: la producción de 

lr\ hormt>nrl 'loma tos tal lna, de cuyo pépt ido so conocía la Hcuencia de 

aminoAcldos y por lo tanto la nucleotfdica, la cual se sintetizó 

qu(mlcamanta y se clonó de tal modo que formó una proleLna de fusión 

c1>n h p-g.thclosidasa¡ la producción de insulina humana por el mismo 

sistema; y la hormona de crecimiento (4,5,6). As1 como estas, hay 

muchr\s otras protetnas y péptidos de tnter4s m4dico, social o 

económico t-tles como el lnterferón, los neurop~ptldos, etc. que se 

necesitan producir en gran escala tanto para su estudio como para su 

aplicación o venta. 

aste último punto es interesante, ya que al involucrarse 

tnlerese'l comerciales en la producción de macromoléculas por 

ingenled.t gen•Hlca, han surgido problemas de patentes, de Hcreto, 

informaciones erroneas o incompletas etc. Por lo que casi cada 

t.tbor.tlorio, inst l tución o companla, ha tenido que genenr sus propios 

sistemas de producción. Para realizar esto es evidente que hay que 

tomar en consideración diversos factores, algunos de los cuales son: 

t> La estabilidad de la protetna. Esto es i111Portante, sobre todo 

cuando l~ protefna 8'i extrana o anon1al para la bacteria que la 

produce, de ser ese el caso, 4sta la degrada. l:ifito puede ocasionar un 

b.tJo rendim.iento en la producción de la proteína dueada. 

2i Los niveles de ewpresión con respecto a la protetna total. 

F.sto por el hecho de que 1i se eKpresa en niveles baJos y es muy poco 

el porcenldJe con respecto a la protetna total, al momento de 

purlftear la prote1na deseada, el rendimineto será muy baJo y se 

tendrA que dUmentar el vol~Men de c4lula9 y complicar la puriflcaclón 

y/o elevar 101 costos. 
.-... -.·~·", .,. ·,..: .. ; .: ... , ......... . 
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3) Facilidad da purificación de la proteína. Este es un punto 

cl~ve y~ que si la purificación es sencilla, se podrá obtener en poco 

tiampo y con costos baJos, que a nivel industrial es muy deseable. 

Rl pensar en estos puntos y principalmente en éste último, fue 

que se planteó este trabaJo, el cual tuvo como obJetivo el hacer un 

slslem~ que permita la purificación fácil y económica de proteinas 

codificadas por genes clonados en plásmidos bacterianos. 

Para asto ~o tomaron en cuenta diversos datos ya reportados en la 

1 i teratura, de genes conocidos cuyos productos se purifican 

fAcilmente, y que son: el represor del operón de lactosa <lacl>; y el 

represor el del colifago lambda C9,10l. 

Estas dos proteinas tienen varias características en común: 

tienen afinidad inespectfica por el ADN. Las proteínas lacl y el 

tienen dos dominios en su cadena polipeptidica <22>, el dominio 

N-lermlnal es el que determina la afinidad inespecíf ica por el ADN y· 

el dominio e-terminal permite la formación de dímeros de represor, lo 

cual le da mh especificidad... Tamb.ién tienen estructuras 

.lridimendonales similares y una cierta homolog(a de aminoácidos 

<ll,12,13,15,19,20,21>. Presentan en la reglón N-ter•inal una 

~ecuencia de aminoácidos que adquiere una e1tructura 1ecundaria de 

plegamiento ~ laminar seguida de tres alfa héttcet y otra región beta 

" continuación. Esta organización se .muutra en la fiaura l. 

p1 . - 1 
1 1 

o(. 2 

t 
ªª 50 

Ftg. 1 Estructura secundarla de \a•reglón N-termtnal de algunos 
represores en ~.col l. 
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Se piensa que una de estas reglones, la alta 31 reconoce el zureo 

mayor de la doble cadena de ~DN y le permlte reconocer la secuencla 

del oper.tdor. Esta reglón N-lerminal se ha conservado en gran medida, 

'il no en su secuencia st en su estructura trldlinenslonal, en varias 

pr1>laín.ts reguladora.¡ < 11, 14, 18> COlllO se llUHlra en la figura 2. 

ACro 

Ad 

Lacl 

GalR 

1-52 53-200 

53-236 

53-360 

53-1021 

~ 

CONSERVADA 

Fig. 2 Comparación de las regiones N y e-terminal de varios 
represores. La porción N-termlnal <1-52> es muy conservada en todos y 
la región que les sigue varta en cada una tanto en secuencia como en 
hmano. 

Se dice que la l11Portancia · de Hla reglón radica en que es 

pr~clsaMente la que reconoce al ADN ~ que puede haber evolucionado a 

partir de un ancestro cOlllÚn Cl3), COMO se puede ver, la región 

C-ter•lnal es la que ha varlado MUcho y es la que las hace. diferentes 

c;c>bn todo en su upecif icidad. Eth caraclerhlica ·de unlne al l\DN 

\.te; h.tce parllcular11enle interesantes ya que sólo del l al 6X de las 

proltthi.i'i 'ioluble'i de .§... ~, es decir lu que llenen afinidad por 

c:argas negal tvu, H pegan a h ruina fostoctlulou de lntercalllblo 

lónlco. Entre las prol•tnas que se pegan al ADH astan la ARN 

poltfllftr~~~, la ADN poli1118rasa, las enzlaas de restricción, etc. Debido 

" Hlt\ particularidad Htu proteinH pueden purHlcane Ucllmente 

(9). 
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El represor el es una proteína clave en la ruta que puede segulr 

ttl b.tc:t11rlof .\90 lambda cuando infecta a una bacteria. hto u, que 

produzca lisis o lisogenla en la bacteria hu4spad, puesto que es una 

protetna represora que, como tal, llOdula todos aquellos genes que al 

expres.\r~e peralten la proliferación de virus que ter•inan por 

destruir a la c4lula; o bien, lmplde la lisls de la c'lula hudsped e 

induce al estado de llsogenla (16>. 

Por otro lado 1e sabe que atta proletna as llUY estabte·pues no te 

degrada tacllMente dentro de la bacteria <17>. 

· lish'i c.tracterhtlcat la hacen de partlculir lnter's para la 

c:onstrucclón da protefnH Mbridas, pun H puede fusionar a la .reglón 

C-leralnal la protetna o p4plldo de lnter•s sln calllblar teórica .. nle 

lll e'itabll ldad nl lu prOPledadu da la reglón 1..:ter•lnal, las cu" les 

"ª pueden aprov•char pira la purUlcaclón d1 la· protdna dettada. A•l, 

decldlMO'i CQllf>robar e'ltO, conl\ruyeftdo Un vehfculo que COnluvlera la 

r•glón de ADN 'que codlflca para el 1-ter•lnal de et; delante de la 

c:uotl 'ie pueda clonar el gene de la' prot•tn.a o P•Pt tdC> · qtie te ; duee 

purificar. · 

Con dléha condruccrtón •• np'enba que· la 'protelu 'hfbrld• tuera: '' 

ul.tble dentro de li bacterb ' '1 que .,_, tuvt•r• · allnld•d por 

, ... fo<1focelulou. C090 •ht••1 IW.>deto H de~t.dló''fu1t'ón1r ·d .·tn1Mnto de' "· 

~·1· ADll 'qutt codltlca Para lot prlMrot1 ·1s9 a•lno•cldo• 'dlfl reprnor el, el 

tr.tgMnlo de AH dRt•tlco que codifica para la for•aclón de la:cadena 

8 de '" ln<1ul ln• huaana, pu.1 te 1ab• que ute P•Pl ido al ter· ·· 

producldo por ·i·u b.aclerl.as, •• r•ldaMnte devradado •. 

.. ·¡ 
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OISSÑO EXPERIHF.NTAL 

El obJelivo del presente trabaJo tue el de construir un vehículo 

de aKpreo;lón que tuviera las cualidades necesarlas para permitir la 

clonación y expresión elevada de genes que codifican para proteínas 

que por su estabilidad es necesario producir COlllO protetnas híbridas. 

Para esto se dlsenó una estYalegla que per•ltlera la tor•aclón de una 

proletna hibrlda, con el el en el H-termlnal y la protetna de inter4s 

en el C-ter•inal. Al pensar que la prote(na htbrida despu's se va a 

o;eparar en sus dos COC1Ponentes originales, por el -'todo de ruptura 

con br011Uro de cianógeno, este vehiculo sólo se podrá utl llzar en 

1:a'io'i donde la proteína o pdptldo que se desee purificar no tenga 

melloninas en su parte estructural. La protetna híbrida, a.-;( tor•ada, 

.¡e supuso que deberta conservar las caractertsticas tisicoqut•lcas 

pertenecientes al N-terMlnal de el COlllO afinidad por cargas negativas 

y estabilidad, y por tanto serta capaz de ser purificada por 1114todos 

-;lmllares <10>. 

Ptlr.\ construir este vehículo, H requiYló clonar el gene de el en 

un pU-s111ido o vector, que en este caso fue el p8R712 (33>, el cual es 

cao;l igual al p8R322 sin el pr01110tor del gene de rnhtencta a 

tatr~clcllna y que ade11141 lleva el pr01110tor sintético de triptofano en 

-;u lugar, con un sitio ~nlco para la enzi111a de restricción EcoRI, 

donde 'id puede clonar el gene que se desea expresar. 

El gene de el se altló a partir del pl•smido pK8252 (23>, al 

digerir con las entiMas EcoRI y Hlndtll y se clonó en los al1mo1 

•H ló'i del p8R712. ltl plb11ldo rHul tan te H le denOMlnó pNF21. 

,. > 
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Para probar el sistema se decidió utilizar el gene que codifica 

para la cadena B de insulina humana. Para obtenerlo, se utilizó el 

plásmido PBR271 (34> que es un p8R322 con el gene de la cadena e 

dontldo an los sl ltos de EcoRI a BamHI, el cual se digirió con estas 

andmas Y se purif 1có el fragmento de 104 pares de bases (pb > por la 

tér.nir.a de electroelusión del gel. 

A fin de que tanto el gene de el cOlllO el de la cadena B de 

lnc;ulina quedaran en fase, se sintetizó un fra911ento de t\DN con la 

siguiente secuencia: 

SECUENCtt\ t\Dt\PUDORt\ DE INSULINA • 

5 't\GCTCTGGTCGTCGTC 
Gt\CCt\GCAGCAGTTAA 5' 

El extremo izquierdo complementa para el sitio de restricción de 

Hindlll y el extremo derecho complementa para el sitio de EcoRl pero 

en ninguno de los casos regeneran el sitio, es decir, que se puede 

unir a los extreMOs del ADN para los que COllPle .. nta, pero ya . no se 

puede volver a digerir con estas enzi•as en estos sitios. Esto se hizo 

porque el fragMento del gene de la cadena B de ins.ullna se obtiene por 

· la digestión con EcoRI y Ba111Kl y ade111b llene un sil lo interno para la. 

en.d111a Hindll I. 

L<l coMlrucclón del· pUsmido con el htbr'ido. se realizó de la 

siguiente Manera. El pNF21 se digirió con la~ enziM1s Hindlll y BamHI 

y se obtuvo el fra911ento correspondiente al vehículo. A este se le 

ligó el ,agmento adaptador y a esto se le ligó el fragMento de la 

c~den~ B. 61 pl•s•ldo asi obtenido se transformó en la cepa HBl01 y ~e 

~"ldeclon6 dn a111Plclllna <Ap) y se verificó que las colonias obtenidas 

futtr.itn rnhtent•s a Ap y total111tnle senstblH a tetracicltn1 <Te>, es 

' ;. ' 

·, 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
.:I 

-, '.' 

~~I 
; .. ·.·.1 ~:; 

·'.:, 

:1 
T':( 

·~1 

1~ 

.1 
1 
;I 

1 
1 
1 
.1 

daclr que no crecieran en presencia de este antlblótlco, A 

c1>nllnu~ción se verificaron los patrones de rec.;trlcción y por tllthto 

-;a cc>mprobó qua sa produJeran las proteílla'i por el mdlodo denominado 

da •minlcélulds 1 • 

F.l diseno experimental de este trabaJo se muec.;tra en la siguiente 

figurA. <flg. 3;, 

r.;, 

·'.' ·r 

:•. 
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pBR712 
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ADAPTADOR 

DE INSULINA 
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t 
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pNF21 

4194pb 

LIGASA 
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Ptlp 

PNF217 
3970pb 
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HindlU 
674pb 

EcoRI-,BomHI 
CADENA B 
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HATERIALES. 

Las ~asas proveedoras y los reactivos utilizados fueron los 

slgulenles: 

Bayer de Hdwtco: a111Plclllna <Blnotal>. 

Bethesda Retearch Laboratory, USA: endonucleas11 de restrlcclón. 

Blo-r-ad Laboratortes, UStt: agarou, aull de Coo111ute, p-111ercapfoehnol, 

persutfato de a.onlo, pollacrllaMlda-bls, resina Dowew sox-xa, dodectl 

sultato de <Jodlo <SOS>,· y T8"6D <tetraut ilet llendla.lda>. 

•· 

Dttco, 'USA: a9ar bactertológlco, peptona de cudna (caua.lno4ctdos>, 

peptona de cuefna purl ticada <trtptona) 1 medio de ensayo para auwotrof(a 

de 'metlonina CllAHL 

Ca lb loche• L1boratorle,-,. USA: loduro de· ProPldlo. · 

'Herck de Hd>elco: aalno4cldo1· purlflc1dos, exfr.icto de ·levadura/ Trl~ 

<hldroxlMl li 1111ln0Mt1no>, urea. 

' Hew Sngland Nuclear, USA1 C32>P ATP, <35>S .. ttonlna. 

Slg•a de ll1hlco1 acette 111tnnal, brOtllUro de elldlo, cloruro de cetlo, ARM.ua · 

A, 1 ttozh1a • 

'"' ~-- ..... ' - 1 .o : .,_,, ••••• '-····· ..... ~;~· .. _._:· - .. . . . ., .. . . ':. ~: . . . ' .... . . . . " . ..,. . " '~ "' •. " -. .. :, .. 
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ft. coll Kl2 HBtOt CP-, h,dS20Cr-, a-), recAt3, ..-a-14, proA2, 

l~eYl, t.tl K2, rp1L20, CS•~), xyl-5, atl-l; tupE44, lallbda-). 

.!l· s.2!! Kl2 P678-34 Ctreo-, l•u-, 11->. Cepa productor1 de 

•htlcf lul.tt. 

3) ftedlo, de cultlvo. 

Lurta. 

Tr lptOfta 

&xtr.-cto de levackar1 

to , 

59 

'º • 
l •• 

t ll tro 

Cu.ando •• utiliza lllldlo Lurl• t6lldo para c•l•t petrl, ..,. .. ar 20 

9 d• .w.ar. l•t•rl Ui.tr todo Ju1tto a 20 lb dt Pr•tl6ft' dur.a•t• 20 tll1. 

14!tdto 119. (por litro> 

""•"'º" ,. 
KHtPt4 3t 

-..c1 º·'-' 
111,.r.1 

';;' 
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1 
1 
1 
1 
·1 

1 
1 
1 
f.I 
.. ;i· 

1 
1 
·1 
1 
. 1 
1 
1 
1 
yl-
F;.>,:~. \1 

OlUCQ'H 20 X 

C,¡Clt o. t 1t 

lhtdlo 19 C•. 

2 ., 

to ., 

ldttttllco al 19 ocepto que lleva 2 9/l a c.atnlno6cldot. -

lfM•l lco Al 119 CA pero COA treoitlH lf leuclna e. -•11100 ' •• ' de 

.. dlo de una ~oluelón .al l X>. 

tt.dlo IAll para .. re.ar •l•lc•l~l.a•. 

... 2.625' 

Gtuco .. 20 X 

Sale• 19 IOX 

2.5 •• 

to.o al 

Aforar a 100 al COR"""" de•tllad1._'·lllltrar PM"A ett.rUlz.ar. 

Anllbl6tlc:o1.·· · 

Telr...:lclh•,. 

lltdlo Uquldo 

100 ,,., •• 
'· 

ts ,..,., 

Bndonycl••••• et! re!lrlccldl. 

''·' .,··-

•dlo t6l lcto 

200 ,.., •• 

30 ,..., •• 

'','' 

~ ~ · ... ' 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
:1 

1 
;::.~ 

'I 
:1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
I, .. _ .. ,., ; ;;:: . 

/1 

utandartudo P•rtl;· uu.- 1610 tru buffer1 dlferentH ª" luvar de uno 

dl•tlnto para c.ada e1til1ta y M>n 'º' 1lvulente'1 

l1Cl Trh pH 7.4 

lOO .. 50 .. 

8ilffer Mdlo. to .... 

o 10 .. 

Lat rHcciORH H lleva11 a clbo a 37°C. 

Rcotl 

Hllldltl 

...... 
H.telll 

+ 

+ 

b.Mdlo b. tt•Jo 

+ 

BTT 
~ .. :- t 

to .. o 

t •ff 

10 .. ·'. 'l ... 
"· 

'" altun«K CHO•~ ......... haictr dl .. tllOMlºdablH •• el .... 

buffer .. ...._ ff pl.rde utt poco la ac:tlvldld ·de la •1tzlH .- 9'0 e1.t.6 

e• tu buffer corre..,.,..l••l•, de tal 90do .- IMlll w P,Uede utar~ 

hHl• en buff•r alto 'I pierde l• •lt .. ele tu ..:Uvldaad qu. •• .. tocl1v(a 

•uflcleale, Hllldlll •• puede u1.ar ea.buffer alto t..att•n pero lcoll 1 
' ' ,, . .,, ·, ' . '·. 

, ... , no u PUede" uur ••buffer de •nor COftCe11tn1c:l6A de 1al11. 
I· 

.. , ......... T4. 

ht• eut ... w aturlllc6 tR Mae,tro l.,..at8rlo ., 1u1 CCMldlclOM4' 

dt r•...:cldtl '°" l•• tltul••t•tt 

; . • ·- .';I •. ~ • •. :. ',._' 
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Trt• 20 11111 pH 7.6 

OTT to •" 

. 19Cl:r. 10 •H 

ATP 5 .. •R Trl• O.l M pH 7.6 

I J' 

IACub.ar ~ 4°C cuando l(H extre.01 a ll91r toa raturldot 'I a l2°C 

cu~ndo "°" cohe•lvo•, ...bo1 duraate l2 hrt. 

f91f•t••• •lc•llna. 

La• cc>ttdlclOM• tcMu lncub.r en too µl de il9UA etl'rll que 

coRtlen• t 111 .s. Trl• t 1 pH a.o, l ~· de enzl91 , el All. Se lRCUba a . 

60°C durHl• l hr. · 

T4 pollnucteótldo kln•••· 

All dtlfo.forllado e1.$' 

buf ter klA••• tOX 

· < (32)P ATP ) 

buf ter kl•••• lOX 

Tri• 0.5 1 pi 7.6 

119Clt o. t 11 

ITT SO ... 

••.,.r•ldln• t ... 

SITA t .. 

l a SO PllOht· 

l • 5 pl 

...... 
to • 20 uitldade• 

to • so pt 

Incubar • 37°C/30 •ln. A9r191r t pl de ATP trto 5 .. • incubar. 15 
' ., ....... 

::_.~· ,;:_ <.':-·..;,~ . . :i .... : .. -· l> ·., ... ,., ... · __ ,, 

...;-.-, 

' . 
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~llau •· 

to •l•l •n .¡celato de todio· o. t 1 ., &ITA 0.033 all, pi 5.0 

lncubar • cu•lquler l•11P•r•lura C4,l2 o 37 h&•la '5~C>. 

3 111/•l •" Trl~ 2$ .. pH a.o • lnc~ar • 20°c. 

.,· 1 

'··-·"" -''··''. 

¡· 
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ll&TOIOS. 

U Trandortueldtt «M un• cep• de Btcb!rlcblt coll. 

IAOC:ular 3 al de .. dto Lurt• COA lt cept deM<idt é lftcubtr toda 

'"' MCM " 37°C, "' .. no, que l• cep• requler" otr• te.,.rttura,' con 

coa 30 al de Mdlo Lurl• e lncubtr COA t9Uaclón ht1h que llegue a. 

una den~ldold de 0.4 a 595 na. Ce•trltqtr • 10,000 rpa ( lO U ~tRtc 

5 •ln en un tubo e•t•rll, el wabreft<idtnte •• dec•1t1 en e1terll&d1d. 

fil preclpltado ,. re1u1peltde co• l5 al de .. Cl to .. fr&o. 

Ce•trltu11r leu•l que el ••l•rlor ., re1u1pender ·•l preclplt1do 

•u•v••nle en CtCl130 ... hJ.ar •• hielo dut't1te 20 aln 'I ceatrUuttr ·· 

de nuevo duri11tt• 10 al• a 5 K. 1At1uweftder •• 3 al de C1Clt30 ... ·. 

. . 

T••r 0.2 al ., P•Hr .i utt tubo eti.ru, •tre••r O~l J&t de HI · •n 

O.l •l de C•Ct130 al. lncubtr •• hlelo 1 hr. 

··· l:.ir uri'c 'puho-'t · 42°C durante 70 tel '/ p•iar a hlelo 5 •ln. 

br•t•r 3 al de Mdlo· Lurt• • lncubtr coa ttlttcl6-. a 37•c ,, 

duro111te t hou. 

Pl•l•tr 0.2 al •• etJtt petrl COft .. dlo 16lldo ca.. el ••tlblóttco 

,,. 

., •.. - ,~·. 
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2) Purlf tcaclón de ADI d• pl''•ldo. 

Rl 114todo uttlli&do •• el que •• dene>11lna •tttl• &lcaltna• (26> 'I 

Se h.tee crecer en un lltro de cultivo l& cep& que COftllene el 

plA•Mldo quat •e detea purlflcar, h•tta una den•ld&d de 0.4 & una l.Ó. 

de 595 n• 'I entonce• &1r11ar cloraafentcol 170 ,at/al • lACub&r, ·con 

a9ltaclóa durant• 16 hr. Colectar lat c•tula1 por ceatrlfugaclótt 'I 

•er•e•r to •l de 'oluclótt 1 <SO all 1luc'"•• 2S tlll frl1 HCl pi 8.0 r 10 

1111 BDTA> para r11u,p•nd1r. • •tlo •• le &nade 5 111/al .ele lltozl.. y 

"" le ~reta potlerl«Mnte 20 •l 'ite. 1olucl6'1 11 (0.2 I •laOH 'I lX SIS> 

'/ ' ' lncub& .n hielo to •ltt. Se atre9a ts •1 de tolucl61t·IH <60 •l &t 

•c•tato de potatlo 5 M, 11.5 •l de ~ldo 1e4tlco gl.actal y 28.5 •1 d• 
,1¡. 

.aeu•>· S• centrUuta a 20 K/20 •lft 'I te colecta tl 1obrea-1aa.le claro 

tt.l cu•l H pnctpth tolo •l HI con hoPre111a..ol 'I •• lava con. et.ino.l 

d 70 X. Se retutpend• '/ H le agrega 10 •l•l de .lllla1a • Se exh·.e 'I 

prec:lplla et. nuevo y te re1u1pend• en 2 •l para coloc•Y" •• un 

. 
con 2 c.1111blot d9 t ,000 vece' el voldMR del pU1•ldo. Por áltlMO 

•n el •fnlllO vol~ .... dt buffer TI. 

.. ' 
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61 llMtlodo •• •l•llar al anterior a excepción de que ••crecen 

,oto l •l de cflulas. Lot Pato• '°" ld4ntlco' al anterior ha1ta 

obtener el ~obrenadante claro que en etle cato te extrae 

<tenol-clor-otorllOi 1 ••precipita con etanol. S. re1u1pende en 10 µl y 

.,t~ lltto para •ar digerido con la enzla. de rettrlcclón de1eada 

L• electrotor••l' 1e llevó a cabo en placa confor .. a lat 

,lgulente1 condlclon•ts 

A9aro1a t X dl1uelta por calentaalento •• Trlt-borato1-BITA CTrls 

9" MN, kldo bórico 90 1111 y BITA 2,5 1111 pH 8.2> con lo cual t• llenan 

''" pl.-c:n y te h.te• el tel. LH -.antru de HN que te dHea an.allzar 

'' preparan con cantidad tuftclent• de All para que tean vltlblet 

Cdetde 0.2 al ).'9> y te let agregan 5JJI de SI Cpara to. als 6 9 d~. 

urea, t •t de az4l de brOllOfenol al 0.5 X •• a9'.1a, l •l de xlltnclanol 

.ial O.S X eft A9'ta) y M ¡pllcan en lot carrllet del gel. S. corren a 

150 Y durante t hr en buffer Trl1-bor.1tot-&ITA <TI&>. Lot .. let de 

...:rlla•lda al 7.5 r tS X te preparan de 1• tltulent• .. 1tera1 

7.5 X 15 X 

7.S al IS.O al 

T8B tO X 3.0 •• 3.0 al. 

"'"" d•• ti l •d• l9.4 •l lt.9 al 

P•r•ulf4to d• •llOftlo tOlte/•l o. as al o. as al 

TAMfll · O.OlS •l · 0,015 al 

.,, ,,,.., -··o' ...... 
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511 c:orren a 200 V por l hr en butfer,,,TBB. 

61 ADN •• revela por tinción con una toluclón de bro.uro de 

ettdlo O.t f19/ too •l 1 'ª obterva con una l~ara de luz ultravioleta 

(27). 

5) 8lectroelutlón de tra9119ntot de ADN a partir de Uft eet. 

&l gel •• tina con brOllUro de etldlo leve .. nte, catl te taca 

ln11Mdlata1111nte de•P~• de h1berlo .. tldo 11 colorante, te corta la 

banda d••Hd" con una navaJ.i 'I H coloca H UH c.t•ara de 

11le~lr011lu•lón que •• llena con buffer TE hatta cubrlr el P\Mnte. &n 

el reclpl•nte del burter te anide burter TIA tTrli 24.2 g, acetato da 

•odio anhidro 8.2 9, &ITA 3.7 9/l) ., 111 corre 90 •l1/'ºc1100 v. Se 

lnvlerten entonce• 101 polot dura1te un •lnuto y te lOlla todo el 

c:ontealdo de la caaarlta 1 •• pata por uaa colu.ft1 de 111,· •• 

preclplta 1 r111u1pend11 en el voldlMrn dt.eado. 

6> ColUllfta• de INI celulo1a. 

La r11dna •• hldr.ata en bu~ter de lavado CTrlt-llCl 10 •, pff 7 .5 

'I laCl to •U 'I .- tu•rd.a en rtfrl91r.clda hall• "' uto. 

· S. 90nl• una coh1u• de 0,5 .e• de dt•tro ., o.s e• dt al to. 

9• lava la colu.na COft butfer de lavado, cOfl 11 .. fto• u• vol~n 

ltud al • 11 colUMI C01Pl•t1. 

•,. ·.·, .~ .. ·-.::. 



Para elulr el ADH pe9ado a la re1lna, •• patan ~ pl de bufter 

Se ~gregan do1 vol'111ene1 de etanol a -20°c para precipitar el 

t\DH. 

Se centrifuga, •• seca 1 •• re1ú1pende en ª"'ª ett4rll Y 

"ur .. da. 

La retina una vez uttltzada, •• dttecha. 

7> Hlnlc4lulat. 

Han tldo altl~at, lat cepa1 Productora1 de •lntc•tula• de varias 

••P•el•• de baclerta1. De e1ta1, ••P•Clal .. Rl• las d• . e. colt han 
' - -

blolótlcot, pero prlnclpal•nle para analluar lot productos de eeno 

.utattlH .- al .,..nto de la dlvbl6n celular ACWMal,· · sutr•• UH 

etpecle de 911•..clón debido • "" HI tuncl0ftnle1to en la tor•acl6A del 

c:enh·o • partlct6n norMI de la cf luh, de tal llOdo que la c•luh en 

lu~ar d• dlvldlrte a la •ltMt, ,. dlvlde.cle .una ror-.. que p•r•c• 9 .... 

ftO .. 
. '! .. ,'• 

encuentr.a Manca AH perten•cl••t• al cr011010M pero sl contiene 

pl4••ldot ~ todo to 1uf tclente para tra11crlblr y tr.aductr la 

lnfor1M1Cldn codlf ic.Ída en ellot, de tal 90do que tl te pon.n e1t11 

•lnlc•tula1 4 tr4duclr •n pr111ncla de un ••lno~ldo radloactlvo CQIM) 

(35>S Mtlontna, H P\&ede detectu ti producto de lot "'"" que 

contenta el Pl~t•lclo. Para 1ep1rar lat •lnlc•tuta1 de 111 c4lula1 

vl•bl•• de !· S!lJ, nor .. lMnle tt u•• un .. todo que H bata •• uu. \e, 

centrtfu1..cl6ft dlf•reRCl•l 1etuld1 • varlH C!tt,rUuttcl,OMt . en 

__ .;:. ···-
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gr4dlente, •• retutpende en el vol~ .. n 1uf lclenl• para aJutlar a una 

d•ntldad de 0.2 a 620 n• de .. dlo "'" que cOfttlene todot 101 

a•lnc>Aclodo• excepto ... tlonln4. A 2 •l te le1 agrega tOOµCl de C33>S 

Mtlonln.t '1 •• incuba por un periodo corto, de tal tortN que tólo 

pU11dan ter traducida~ pocat 110l•cula1 1 no te hata lrtetpecf f lca la 

para correr un t•l de protelnat C24>. 

P.ar.a ho1eer lo• 9ndlente1 contlnuot de ucarou, te uu la 

tltulente toluclón la cual te congela •• tubo1 Corex (27 •titubo) 1 te 

detconsela lent ... nte. Bito 9enera un gradiente de den1ldad 

continuo. 

. Solt:arc><1.1 20 i. 

Trh 3C> llft 

M•Cl lCO 1111 

ffDTÁ O. t d 

lul ter 198 para l.avar. 

M<4Cl o.es X 

KH2.POAf 0.03 X 

ll.a11W011 0.06 X 

eel<1tln•. tQO fitl•l· 

Mor•r • t t co11 ""'" dett l lold.t. 

. ;:.• . .. 

' . ~ 

, .. 

.·,_··. 

'· .• ">. '; -··· . 
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ltezcl4 l(llca 2X para ~ellcdr l•• 11Uetlr•t •I ttl• 

Trt•-HCI O.t25 H, pH 6.8 

SIS 4.6 X 

p-1111rc.tt>to.tt•nol 10 X 

el tcerol 20 X 

Trlt-b••• 2 • pM a.o 
SIS tO X 

Pertultato de a1M>Rlo al lO X 

Tfflff!I puro 

d•I •UMrl9f" 

Ac:rll411ld•-blt C29.2 X- 0.8 X> 

Trl_t-bat• 2 11 pll 6.8 

SIS &O X 

Acril•ld1 al 

ll X IS X 

8.25 al ll .25 •1 

4.50 •l •.so .1 
' o.u •l O.U al 

8.93 •1 5.93 •• 

o. as•• o.as •• 
o.ots •• o.oas .1 

'· 7$ •• 

0.325 •• 

o.os •• 
,: \ 

'""'"' detl ll..t• S.75 •l 

P•r•ulfato d• oMIOftio 10 X o.a •• 
• ~.!. 

T&ll&I puro 0.005 •• 

S. corre la •l•ctrotor••lt •R preteRCla ·c1e buf ter Trlt-.llclft• 

CTrh 12 • 'I tllc:IH 57,6 t/l •su • to llA h11t1 que el color.ant~. 

. .... 

,i 

\".'": 
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...:4t leo. at.acld 1 Ml•ROl 1 •vu• en una prcporctón l 1316 cOft •.z'11 de 

Coo•Ht• ..il O.O& X) , .M de'ltlfte a la •l'lu tei.peratura con Acldo 

•c•t tc:o al to x. Se MC4 1 H •MPGM COA UH "l fcula d4 

"utorradlotr•U• ckw•nte al MflO'I dot horH. 

8) Bxtr.ac:c lón de Alll con feROl aclorofor.o. 

'er•t.tr utt volÓMR de tenol 'I o19ltar con' vortex. Atrt••r un 

volQa.tn de clorofor.o 1 atlt4'r. CentrltUtt•r 2 •l11, toaar l• f ate 

'IUPerlor C•cuo,•) 1 P•••rl~ a otro tubo. Atre1ar un vol~.... de 

cloroformo, •tlt•r 1 volver a ce1ttrUU9• 1 aln. TOMr la fate .cuota 

,, aere1.ar 11 lO de vota.a de ~tato de tocUo 3 1, .. u.ar ., a1re91r. 2 
. •'!··" 

ttco. C.11trlfut• 5 •lft •• treo ., Unr el •obrHlcl1Ate. s.Car ·'. c011 

vacto 1 r••UtP411tder •• "9Qa ett•rll 'I flltr.-da o ·TI. 

L• tl11l••lt quf•lc• • All '" tate 161.lda C30>, UeM como 

•tJPorl• cMI olltonUCl•ótldo ..- •• deHa tl.11tetl.11r, UH rHhtl de 

p01l11ttlr•• que tt•ne pqldo u. 1rupo beRCll•lRo llA• u• RUCle4tldo 
' 1' ' 

prol•tldo ª" •I eictre110 5' P•ro "° H el 3' de dORCN ••t.& uttldo al 

b•RCtlMlRO. &l extre90 itrotetldo M cMbe d41tprot•"r hhtttrlttl•> 

P"'" poder hote•rlo- reactivo. TodM lot RUCl•6Udos MlO'I," d••rot 1 

tr( .. ro• ••t•ft 1i•11Pr• protetldot t111to •• el ••tretMtW 5' COllO •• •I 
' ' ·' • ~ ! 

. 3'. : .••• , .... t ... poner • nacc:IOft.ar •• 11UClt6Udo CCMI •• retlH , h•Y . 

... ct.tblOllUI• .......... 3' , ••tOICet hie9r •• r•ICCl6" de UAl6A o 

' 
.ecopl•l~t~. h.....at di Mcer 11 i1c:QltlM1l••IO~, te lav• l• retl•• 1: •• · · 

' ... ,.,_,.,. . .. 
., 
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.coa el fln de que no H ten11 al tlnal lodo un truPo. da 

nucleólldo u1tldo r tell• 19r•~ el tltulente RUCleótldo detbloqueado 

en el ••trellO 3' 'I •• repll• el ciclo de rtacclone1 h1tt1 tener el 

ol ltonUCle6t ldo de.e.tdo. COllO P\Mdt nolarM, l1 extentlda de, l.a cadena 

'ª hAC• a partlr d.l extrellO 3'. ll ~ltlllO nucleótldo r• no,,. 

de~blQqU11a •1t tu extr•m 5' ti.o ql.Mt 1• 'Ha por uaa colUM.t de llPLC 

(crouloer•U• Uquldl • al h PHtldft) ,..,. HPW•lo de lOt·i .... , 

olttoRUCl•6lldot lncOllPl•tot. 

10> Pr•••rv.-cl61t de c•P•t b.lclerl.anu. 

Crecer t •l de la cep.a de la cual M deH.i haeer u111 prepar~lón . , 

ff• 1tlcerol lod• h AOChe 1 al d•1 tleulenl• Qrttarlo 1 u.. vlll .· .,,. ' 

coat.n1• l•l de 1Ucerot · ett•rn. Atllar •• vorteac 'I . •l•r 

ln•dt.at .... •l• • Ull COll .. lildor de -ao°c. s. Hlll••• ... COft9'1Kl6n 
. ' 

por Uft ""°o •b ... puect. ,..,. Ulll HHI ... ,. volver • lROCUl.ar Uft 

tubo, 'I cuaftdo '" etU vleJo, H recm.Mllble 11111r una Hror cHlldld · 

d4e lH.:ulo. 

L.at •lntc•lulu produclda1 cott el .. todo .l1ttet •nclonldo, •• 

retutpeltd4l11 H 200 ul de buffer Trlt SO .. , pi 7 .8, · llTA '°' ......... · 
•.caro•• 20 X r ll101laa 0.2 .. ,.,. 

lncub•r 60 aln • 4°c. C111trUue1r " 12,000 e/S •l• 1 precipitar'\"!. . 
. 'i 
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6l preclpltado se reiuspande en 100 ~l de •9U~ fr(a r te cOAsela 

le'IUtP•nd4r el prectptt..to en .. zcla de lltt1, ett• ti l& 11Ut1tra 

corr••Pondl•nte • l•t prote(n•• prec:tpllablet. 

llllll'ltra corre11H:>ndlent• a IH protefnu de. MllbraRa 1 HlublH •" 

cltOPl~•aa (31 132). 
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RESULTADOS. 

CONSTRUCCION DEL pNF2t. 

Para construir este vehtculo te partió del plAtMldo pKB252 (23) 

al •!Ud conllene el gene coMPl•to que codltlca para la protefna el y 

'id encuentra baJo control del pr01110tor Plac que est~ repelido dos 

vecet, en la •tsma dirección y deli•tlado por slllos de Ecoll. 61 

fr.tgMnto de l\DN que codlflca para el represor el se encuentra clonado 

c:OMO un inserto de EcoRI • Hlndll I y con otro sltlo para Htndll t 

dentro del gene el. El plAs•ldo pKB252 posee aproxl•ada .. nte 7,050 pb 

y llene el gene que codifica para reststencla a Te tn .. dtata111tnte 

despu4s del seg111ento clonado. El fragRMtnto de tnter•s fue aquel que 

contenta la reglón que codlf lca ei N-ter•lnal de el y que se puede 

'i·lC.\r cOllO un fra9•nto EcoRl-Hlndlll de un ta1..ano de 674 pb. Con uta 

digestión doble taMbt•n se tienen otros tret tra9 .. nto11 el que lleva 

la porción que codlf lca para el c-ter•lnal y una porción •~s 

Pertaneclenle al fra911ento insertado (563 pb), dos tragMentos del 

•lslllO ta•afto (205 pb) que est~n'dell•lt~os por sltlot de BcoRI y que 

cont lenen el PrOMOtor PI.le, y un fn9Menlo de aprod•ad1t1tnte 5,400 pb 

quq conll•ne el vehtculo, pM89 que llene COMO extreMOt EcoRI y 

Hlndlll. 61 frag .. nto de 674 pb te electroeluyó y se llgó al veh,culo 

de clon4clón (ver f l9. 3>. 

61 vehiculo dt clonación que t• utlllzó fue el p8R7t2 <33>, el 

r.u~t •• un dertvadó del pl1327 dtnOlllnado pJRlt y que tolo te 

dlferencl• del pll327 •n que •'te t• dtgtrló con Hlndlll y •• l• hlzo 

B~l 31 par~ qutlar •l PrOIM>tor de Te, y de•P"'• •• le putleron 
·····;•·J', 

'¡.:_,,·: .. -.:. 
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ad~ptadore, sinl4tlcos, es decir, pequenos frag111ctntos de ADN con el 

slllo de restricción deseado, en este caso el sitio fue para la enzi•a 

Hlndltt. Al ponerle estos adaptadores, quedaron unidos dos de ellos 

dando lugar a dos sitios de restricción y un sitio adicional para la 

anziMa Haettt, que se for•a por la unión de dos adaptadores. 

6l p8R7t2 taMbl4n conllene antes del sttlo de Hlndlll el prOMOtor 

slnt4llco d1t Ptrp con un sil lo para la enzl.a EcoRI lnMdlala111ente 

dHpuh del pro11ator. Ette proMOtor es el que peralte. que u pueda 

transcribir el gene de reslstencla a Te. Para poder insertar el 

fragllflnlo de 674 pb, se dtvlrtó al p8R7t2 con EcoRl-Htndllt y se 

electroeluyó el vehfculo para l11Pedlr que te volviera a unir al 

frag111ttnto de 10 pb que contiene en .. dlo el sltlo para Haeltl y as( 

obtener un solo sltto de Hlndlll. Ad•••s, para a1egurar un .eJor 

resultado se defosforlló el veh{culo, es decir que te le quitó el 

grupo fosfato del eHtreMO s~, lo cual evita que la enzl•a ADH ligasa 

una dos vehículos entre sf. Esto Ptr•lte que el vehículo sólo se ligue 

con MOldculas de ADM que tí contengan ette grupo y que en ette caso 

fue el fr49 .. nto de 674 pb. Una vez que te tuvieron aMbos tra9111ento1 .. 

•• procedió a ligarlos uno con otro en una proporción ts5 donde la 

Mayor proporción corre1pondfa al frag .. nlo.que •• detea clonar, para 

que haya •4YOr posibilidad de que encuentre 11 vehlculo. Se deJó 

ligando a t2°C durant; 12 hr y ante1 de tran1tor•ar se incubó a 37~C 

durante 30 Mln para que ter•inaran de ligarse aquello1 trag .. ntos que 

unir. 

S1 tran1forM6 la cepa H810l COMO 1e .. ncionó en ll Metodología y 

· 111 dhlrlbu111ron · lH c'1ul.H traHfor•1ntH en CIJH de Mdlo Lurh 
•F, ·.: .... •o 
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c:on Ap. l\l dh dguiente, se picaron las coloniH obtenldH en una 

c:anl ld.td de apro>e l111adaMnle 100 colonias tanto en Mdlo con l\p como en 

madiQ con Te. 6n el caso de este pl4smido, las c~lulas fueron 

resistentes a Ap y poco resistentes a Te. El poco re1istentes quiere 

decir que las colonias son m4s pequenas cuando se crecen en presencia 

de Te que cuando se crecen en Ap. 

1\ continuación se c011Probaron los patrones de digestión del 

plAs111ldo por Medio de atcroensayo de ADM de pl4,•ldo y digiriendo 

prilllfJra11111nte con la enzi•a Haelll que es una de las enzi111as ·que da 111As 

det .. lle pues COMO reconoce secuencias de 4 bases, los slllos de corte 

se encuentr•n con bastante frecuencia en el ADH. En este caso, el 

inserto no llene nlng~n sltto para esta enzt1111, de tal lllOdo que se 

deberla perder una banda o fra9119nlo del pl~saldo orlglnal para 

convertlrse en una de 674 pb a4s, pero COllO en el p8R7l2 hay dos 

band.l'i de 140 'I 345 pb en lugar de .uni1 de 475 pb debido al doble 

lnsitdo dt!l .tdaptador de Hindi ll con un Hael 11 en Mdlo y qUltaMOs 

140 y 345 pb y ¡parece una de t,t21 pb, lo cual ocurre en el ca10 del 
'' 

pMP2t. 1\ conllnuactón· se auestra un nqueu que contiene la porción 

fr~g .. nlo, con lot tltlot de retlrlcctón •41 l11Portantet y un cuadro 

que lndtc~ cuale' fueron los fraa .. ntos que te pierden en cada 

dlgestlón y cualet ap•r•c•n COMO nuevot. TaMbl•n se incluye una tolo 

que auetlr4 los retull&dot de lat dt9e•ttone1 realtzadat Cflg. 4 y 

5). 

te htzo una preparación en 9ltcerol de ett& cepa y '' purlflcó tl 
: . - ... ,.,., ' .... 5. , ....... ; ... ,, 
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pl~'iMldo por la tdcntca 11enctonada en H&TODOS. 

Una caracterfsttca l111Portante de los anttblóttcos es que la 

amptclllna et degradada en 30 •in por la enzi•a p-lactaMasa, la cual 

tt'i c:odtf lcad.a por el gene de reshtencia a AP, en cainblo, la 

tetracicltna es IM>dtflcada solaMente por la enzt11a, pero no se degrada 

de tal modo que st se agrega tetractclina a un cultivo que et 

rest'itente a ella, es suflctente con que se le agregue una sola vez 

para que se Mantenga la selección del pl4s•ldo. Bn callblo, si se 

agrega .111plci Una a un cult lvo que es ndstente a ella, fsta te .agota 

a los 30 •in y tl el pl4s•ldo no es taUY estable, cOllO ya no tiene 

pre'ilón selectiva, se va perdiendo confor .. pasan li5 generaciones •. 

en este caso, cuando se intentó la prt1119ra vez purificar el 

pl.t'i11tldo, se le agregó tetractcltna '1 H obtvleron al ttnal 150 µgil 

de AON, cuando que norMal .. nte se obtiene t 119/l de cultivo (26>. Al 

p11nt.ar en la postbl lld.td de que el pl4siddo fuera lnntable y. fuera 

necesario eJercer una pre•ión de selecctón, para estabilizarlo, se 

r•Pittó la purtflc4ción del pl&1•ido pero ihora agregando cada 3 hrs 

la •l1•a c~ntldad de a11Plcilln1 pari,•antener la pretlón 1electlva. Se. 

obtuvl•ron al final de la purlflcaclón 4 ·99 de All por litro, cantidad 

Una vez purtflcado· ti pNF2t, se proc:edló a verlttcar que 

11tuvleran todo1 101 P•trone1 de re1trlcclón •at l11Port1nte1 para 

dater•tnar que el pl&s•ldo e1tuvtera bien y que no hubiera perdido 

ninguno·, de los 11ttto1 •b t.Portantu para otrH clonaclonu, para lo 

c:ud '18 hicieron lH dgutentes dl9e1ttont11 Ecoat, Hindlll, ll•HI, 

Ha1lll, Hatlll-EcoRI, H1elll-l1•Hl 1 Haellt-Htndlll, BcoRl-Hindlll, 

&coU-to1alU 1 HlndUl":'lt.al Jvtr: .uo.:u. 
,:.::'., . . ' ·',. 
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ENZIMA 

Hoem 

1:1 • o 
:e 

1 

E1 
l 
1 

Hatlll-EcoRl 

Hoem-BamHI 

Haem-ttindm 

EcoRI - Hindm 

EcoRl-BornH1 

s • o :e 
a 

345 1 
1 

140 1 

312 1 

! 

DESAPARECE 

EN pBR712 

345 y 140pb 

30pb 

375pb 

674 

DESAPARECE 

EN pNF21/Hoem 

1121pb 

104pb 

ll 21pb 

a 
g 
:e 

1 

APARECE 

1121pb 

312 ., 809pb 

80· '1 24pb 

986 ., 135pb 

6 74pb y VEHICULO 

1019pb y VEHICULO 

Fig. 4 HJpa de restricción del p8R712 y del pNF21 y patrón de 
b4nd~s producidas por la digestión secllla o doble con las enzimas 
indlc:.tdo\'i· 
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Flg. S Patrones 
B>pNF21/H~eIII-EcoRI, 
E>pNF2t/H~elll-Hlndlll, 
H>pNF2t/BamHI-Hindlll. 

. ·· .. : .. ... 

de digestión del pNF21. A> pNF21/Haelll, 
·C)pNF217/Haelll-EcoRI, D)pNF21/Haelll, 
F>pNF21/EcoRI-Hindlll, G)pNF21/EcoRl-BamHI, 
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CONSTRUCCIOH DEL pHF2l7. 

Para con\lrulr ª'le pl4t•ldo que contiene el gene híbrido 

d-1:adena O de lntullna u requtrló de la ttntnh qu(•lca de un 

fragmento de ~OH que deJara en f ate alllbos genes. Esto se hlzo por la 

l4cnlca de stntesl' de oligonucleótldos en fase sóllda (28) y la 

'ecuencla del frag .. nlo slntetlzado fuei 

5' AGCTCTOGTCGTCGTC 
GACCAOCAGCAGTTAA 5' 

81te fra9Mento de ADH es c011Ple111entarto en sus extreM01 a los 

deJados por la dl911tlón con las enzl•a• Hlndlll y Ecoll pero no 

regenera dichos sltlos. Bito te hizo ast debldo a que ya hay un sltlo 

de Ecotl entre Ptrp y et y hay otro sltlo de Hlndlll en el ln1erto de 

la cadena B que se le clonó. 

Por otro lado, para obtener el gene de la cadena 8 de lnsullna, 

o;e ut ll lzó el pl¡••ido p8R271 (34>, el cual H dltlrló con Ecotl-laMHI 

y se electroeluyó al frag .. nto de 104 pb. 

6l vehtculo, que •n Hte cuo fue el pNF2t, te dlglrló con 

Hlndlll-B••Hl y •• electroeluyó. El vehfculo, el adaptador 1lnt4tlco y. 

et fr•11111nto de 104 pb que codlflca para la cadena 8 de insulina 

hu•ana •• ligaron enlr• tf utlllz1ndo la enzl•a ~IN llgata del fago 

l4. Bl producto de la reacción dt ll9ado tt u16 para lrantfor•&r 

c4tula• de i. s2l1 HBlOt. 

La• c4\ul•• trantfor .. nltt 11 1el1cclon1ron 1n caJat d• Mtdlo 

Lurla con Ap. Pott•rlor .. nt• 1• contrattlecctonaron en caJa• con Te, 

'61 HM de tu colonlat Te HntiblH ne~ ) H purlf tcó por un 

•lcroen•~yo y •• analizó tu patrón dt retlrtccldn. 

. ' ~· 

-';. :· 
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L~• enzl•a• que te utaron para este an~llsls fueron Haelll, 

1 Hlndllt, BamHI y una dlgesllón doble Hlndlll-Ba•HI. Al pl&smldo que 

1 prasenló el patrón de restricción esper~do se le llall6 pHP217. 

1 
COMO en el cuo anterior, .tatnblttn H llM.IHtra ·una totograUa de 

las bandas obtenidas con la1 dlgestlones hechas a este Pl4s•ldo para 

1 demostrar que su patrón de restricción colnclde con el esperado, ª'' 
como un esque•a de la porción del •apa que se MOdltlcó y su cuadro de 
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pNF21 

pNF217 

1 
1 
--Ptrp~· 

312 ~ . 

ENZIMA 

Hoelll 

Hallll-EcoRl 

Hoem-emH1 

Hoem-Hindm 

EcoRl-Hindm 

EcoRI- BmH1 

Hindm-BmH1 

38 

1121 

674 

DESAPARECE 
EN pNF21 

1121 1123 y 104pb 

1121, 123 y 104pb 

1121, 123 y 104pb 

1121,123 yl04pb 

674pb 

1007pb 

345pb 

a ~ a 
1 :! 1 
1123 l 1041 

1 135 

~ 

~ 
:J: 

11 
1 1

1 

APARECE 
EN pNF217 

ll 35pb 

312 y 823pb 

29 V 1106pb 

87 y 1048pb 

736 y 399pb 

794pb 

~8pb 

Fig. o Hapa de re,tricctón del pNF21 y del pNF217 y patrón de 
hdnd~' producida\ por dige\lione' \tncllla\ y doble\ con la\ enzima\ 
i nd ii: ~d~'. 
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Ftg, 7 Patrones de digestión del pNF21 y pNF217. A>pNF21/Haelll, 
BipNF~l7iHdelil, C>pNF217/Haelll-Hlndlll, D>pNF217/Haelll-BamHI, 
6ipNF~l7/F.coRl-Hlndlll, F>pNF2l7/BaMHI-Htndlll. 

. ~..... " 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

.. 1 
'.,·'· 

:.1 

l. 

·I 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

ANALISIS RH HINICELULAS. 

Los pl~smldos pNF2l t pNF217 fueron tran1for•ado1 en la cepa 

productora de mlnlcdlulas, con ~l f ln de ldentlficar que protetnas 

r.odlflcaba cad4 uno de ellos y te comparó con el patrón dtl p8R7l2 

(flg.8), En alnlcélulas, el p8R7t2 produce una protetna de 34,500 

d~ltons <34.5 Kd> y que es la que confiere resltencla a Te, tallbl~n 

producq otras dos protetnas de 30 y 28 Kd, pertenecientes al precursor 

y la protetna madura de p-lacta•asa <reslttencla a Ap), La protetna de 

ruhtencla " Te aparece MUY tenue y en .uchos caso1 no H logra ·ver a 

111enos que se eMponga la peltcula de autorradlografta por MUcho 

llttMPO• 

F.n el caso del pNF2l se pueden ver la~ bandat de 30 y 28 Kd y una 

1111tnor de aproxlaada .. nte 18,600 d y que corresponde a la protetna con 

el N-lermlnal de el (159 a•lno~cldos>. 

En el pNF217 se encuentran las •lt•as tres band~• da p-lacta•asa, 

no 'ir! encuentra la banda de 18.6 Kd pero ti un. de aprod•adaMnte 22 

Kd y que corrupond• a \a Protetna Mbrlda el-cadena 8. 

Al an4llzar el patrón de proleinas totales presentes en los 

eMlractos de Mlnlc•lulas de cada uno de los pl~s•ldo• .. nclonados, fue· 

d• partlcular lnter•• el hecho d• que exlte una protetna que •l9ra a 

la altura del peto aolecular etperado para la protefna htbrlda y que 

•• obtervaba con Mayor lnten1ldad que el re1to de l&t proletnat en tl 

•l•MO carril o qu• el carril que contiene al control. 61to, en calllblo, 

no ocurrió con la cepa que contenta el pl~t•ldo pNF2t Cflg.9). Etlo 

1u9ler• que el producto del pMF2l7 '' acuaula. 

- ..... ,._.-:-'/ ... • r~: ~ :•.·· - ' ' . .•... :._'· : •. • "' 
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Flg. a Autorradiografía de un gel de pollacrialmlda de 
mlni~élul~s del pNF21 y pNF2l7. A>P678-54/pBR7l2, B>P67B-S4/pNF2l, 
C>P678-54/pHF217. 
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Fig. 9 Gel de pollacrtlamlda-SDS 15 % de minic~lulas del pNF21 y 
pNF217. A>P678-54/pBR712, B>P679-54/pNF21, C>P678-54/pNF217. 
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A contlnuactón '~ pretenta la secuencia de nucleótidoi COl\Plela 

para la proteína htbrlda, con iU corre•pondlente iecuencta de 

amlnoActdoi. En ella se indica la reglón que corresponde a la 

,ecuancla adapl~dora y la perteneciente a la cadena 8 de intulina. 
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30 60 
ATG AGC ACA AAA AAG AAA CCA TTA ACA CAA GAG CAG CTT GAG GAC GCA CGT CGC CTT AAA 
MET Ser Thr Lya Lya Lya Pro Le~ Thr Gln Glu Gln Leu Glu Asp Ala Arg Arg Leu Lya 

90 120 
GCA ATT TAT GAA AAA AAG AAA AA~ GAA CTT GGC TTA TCC CAG GAA TCT GTC GCA GAC AAG 
Ala lle Tyr Glu Lya Lya Lys As~ Glu Leu Gly Leu Ser Gln Glu Ser Val Ala Asp Lys 

150 180 
ATG GGG ATG GGG CAG TCA GGC GT:' GGT GCT TTA TTT AAT GGC ATC AAT GCA TTA AAT GCT 
MET Gly MET Gly Gln Ser Gly Va: Gly Ala Leu Phe Asn Gly Ile Asn Ala Leu Asn Ala 

210 240 
TAT AAC GCC GCA TTG CTT ACA AAJ-. ATT CTC AAA GTT AGC GTT GAA GAA TTT AGC CCT TCA 
Tyr Asn Ala Ala Leu Leu Thr Lys lle Leu Lys Val Ser Val Glu Glu Phe Ser Pro Ser 

270 300 
ATC GCC AGA GAA ATC TAC GAG ATG TAT GAA GCG GTT AGT ATG CAG CCG TCA CTT AGA AGT 
Ile Ala Arg Giu Ile Tyr Glu ME:' Tyr Glu Ala Val Ser MET Gln Pro Ser Leu Arg Ser 

330 360 
GAG TAT GAG TAC CCT GTT TTT TCT CAT GTT CAG GCA GGG ATG TTC TCA CCT GAG CTT AGA 
Glu Tyr Glu Tyr Pro Val Phe Ser His Val Gln Ala Gly MET Phe Ser Pro Glu Leu Arg 

390 420 
ACC TTT ACC AAA GGT GAT GCG GAG AGA TGG GTA AGC ACA ACC AAA AAA GCC AGT GAT TCT 
Thr Phe Thr Lys Gly Asp Ala Glu Arg Trp Val Ser Thr Thr Lys Lys Ala Ser Asp Ser 

450 480 
GCA TTC TGG CTT GAG GTT GAA GGT AAT TCC ATG ACC GCA CCA ACA GGC TCC AAG CCA AGC 
Ala Phe Trp Leu Glu Val Glu Gly Asn Ser MET Thr Ala Pro Thr Gly Ser Lys Pro Ser 
.___~~~~~~-~~~~-~-~-~~~~~~~~~~~~~~~~--'··· 

510 540 
TCT GGT CGT CGT CAA TTC ATG TTC GTC AAT CAG CAC CTT TGT GGT TCT CAC CTC GTT GAA 

~;¡.~~Y. fii. ~~& •• ª.1r. ~~¡~~T_1:_h_: _v!:__A_::~~!_n_ ~t_!:_L!~_c!!-ª1.r_s,:;: _!!~~"!-!~ !!:.~~ 
570 

GCT TTG TAC CTT GTT TGC GGT GAA CGT GGT TTC TTC TAC ACT CCT AAG AGT TAA TAG 
Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr ---------------------- -----------------------

Fig. 10 Secuencia nucleolídica y amlnoáclda de la proteína 
hibrldr\ cl-cr\dent\ B de insulin~ humana. 
--c:l H-ti?rminAl. 
•••• r\dr\plr\dor da lnsul lna. 
---cr\dl!n.\ e di! ln..ullnd. 
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Una vez que se demostró que se produc(a una prote(na con el peso 

molecular e\perado, el siguiente paso fue saber st esta prote(na era 

~oluble o no. Esto es, sl la proteína se precipita dentro de la 

célula en forma de cuerpos de lncluslón , nombre que se les da a las 

protelna'i que al 'iobreproducirse dentro de la célula se precipitan, o 

sl ~e encuentra en solución en el cttaplas•a. 

Al fraccionar las c4lulas en sus co11Ponentes se observó que la 

protelna htbrlda estaba dentro de la c4lula y que pertenec(a a la 

fracción de protetnas preclpltables, es decir, que forma cuerpos de 

lncludón. Elle resultado H .ue~tn en: la flgura ll • 

·..;;" 

.;.: ' 
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Fig, tt Gel del poltacrilamida-SDS 15 Y. de la semtpuriftcactón de 
cuerpos de inclusión de la cepa P678-54/pNF2t7, l)fracctón de 
proleln~~ parlplasMlcas, 2)fracctón de Proletnas de t11embrana y 
proletnas solubles, J>fracclón de protefnas Preclpltable1 1 4>eKlracto 
total de P678-54/pHF217. 
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DlSCUSlON. 

Cuando se desea producir proteCnas de interés en la bacteria 

R'i•:harlchi1 S!tl.1 1 existen dos problemu fundamentales para su 

obtención que son: la estabilidad de la proteína dentro de la célula y 

la purlf icaclón de esta. Por esta razón fue que se dlsenó un vehCculo 

molecular que permitiera la formación de proteínas híbridas estables, 

que tengdn la reglón N-termtnal de el fusionada a la proteína que se 

de'i•M purificar. 

El rePnHor el, al igual que otru protetnas que se unen al i\H, 

tiene·tres reglones funcionalesJ la reglón que le confiere la afinidad 

l nupec U lea por el llDN, la reglón que le da aspee lt ic ldad por-

daler11lnada tecuencla y la que peralte la dh1erhación. No en todos 

lo.; C•HO'i se pueden delh1itar clarHente estu regiones, pero en el 

ca-;o de et se han identificado dos dOt11lnlos1 el M-ter111lnal que 

contiene las re9lone1 de afinidad inespectfica y especifica y el 

C-ter111ln.tl que permite la dimertzaclón <18,20,21>. En general, en 

proletnas que se unen al ADM, el do11lnlo C-ter•lnal •s el que ha 

variado y 'il! dice que todas ellu han evolucionado de un ancntro 

común '14>. L.a proletna el adein4s llene una vida Mdla larga 'I u de 

fAcll purlftcaclón (10>. 

61 hecho de que la región C-terMlnal sea la que ha variado en lAi 

prc>t•tn.\~, nos hizo pensar- que podrfa11<>s caMblarla sin 1110dlficar su 

nl.\bltldo\d, caraclerhticas de unión al ilDN y su Modo. de 

pµrif lc~clón. De este modo podria1110s tener la protafna hfbrlda deseada 

qua se pudiera purif lcar COMO la nativa 'I que le confiriera su 

... l.tbtl td.\d. 

,:_ .. -~: . .,. !: .. : .. ~~ .. 
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F.n ec¡ta caso, la prolelna htbrlda fue con la cadena B de tn1ullna 

hum.tM. Lo'i nsullados indican que c¡e produce uta proletna y que eca 

a.;tr\b\a. T r\mbién 'ª demuulrr1 que la proteína se c¡obree1<preu en la 

capr\ de minicélulas y que se precipita en cuerpos de inclusión dentro 

de lr1 r.é\ula. Este último punto fue de gran importancia puesto que al 

preclpilarse \a prote1na, fue lmpocalble lograr la purltlcación de la 

proteína por el ~todo reportado para purificar el <lO>. Por lo cual 

será necesario purificarla por el m4todo de purificación de cuerpos de 

inc\uc¡lón <29>. 

Otra caracterhtlca importante de esta protetna u que no 

contiene ninguna clstelna en la reglón correspondiente al el. y las 

únicao; qu11 puede tener son las del péptldo que H le futlone, de u.te 

modo c¡e evl h la formación de puentes 'dhulfuro no dneados. y si se 

podr(an formar los adecuados en el p4ptldo del e-terminal o entre 

p4ptldos de dos protetnaca Mbrldu, lo cuai u un poco 1nb ttncillo de 

~oluclonar. 

El método hasta ahora utilizado para la obtención del p'ptido ya 

c¡epr1rado de la proteina hibrlda •s el de ruptura con bromuro de 

cl.\nógeno (33), ca.puHto que rOMPe la cadena pollpeUdica en en grupo · · 

carbo>Cl lo de la Mllontna. COtlO puede notarse, ·la producción de ·· 

péptidot por este 1114todo, requiere que el p~plido que H de,ee 

puriflco\r no contenga en •u Hcuencla el aminoácido MHonlna. · 6n el 

CHO de la prole lna híbrida el-cadena 8, lO'!t p~ptldo' YHU.llan.tes de . 

la ruptura con CNBr son los que H 111Uutran en el ap4ndice 1. 

. : 
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ttPENDlCB 1 

P4ptldo 1 2 3 4 5 6 7 8 

Peio mo lacu 1 ar 4,628 206 4,795 698 2,323 4,205 1,706 3,557 

ffel 2 1 l 1 l 1 1 o 
Ser 3 4 1 3 5 3 1 
Thr 2 1 4 2 2 
Ly-; 8 2 3 1 l 
Pr-o 1 1 2 1 2 1 
Leu s 5 l 2 4 
Gln 3 l 2 l 1 
Glu 5 4 l 2 4 2 
a\la 3 6 1 l 3 1 1 
¡\yg 2 l t 2 2 l 
lle t 4 
Tyr 1 2 l 2 2 
Í\4110 t 4 1 1 
Gty l 1 4 1 2 2 3 
lJ-41 t 3 1 2 2 3 
Phe 2 l 3 l 3 
Hh l 2 
f yp 2 
Cy.; 2 
Total de aa. 41 2 45 6 20 37 16 30 

F.'i iMPorlante hacer notar que ~as llntcas dos ctstetnu \e 

encuenlr.tn en el fra9111ento corr-espondiente a la cadena e y que ésta 

rapre'ienla et 16 X de la protetna htbrtda. 
,.:e 

1. 

li.· 
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CONCLUSlOHF.S. 

El slstema de expresión descrito en este trabaJo, cumple con 

v~ria~ da las caractertslicas deseables para poder producir con alta 

ef iciencla una protetna extrana a la bacteria.§.. coli. ~lgunas de 

esl~s ~on, la sobreexpreslón de la protelna h{brida, lo que indica que 

el proRIQtor Plrp se induce en este siste111a y funciona adecuadamente. 

TaMbién se dell\Uestra que la protelna es estable y que se precipita 

dentro de l.t célula. llene, además, la cualidad de no tener ninguna 

cisteina en la porción codificada por el de tal llOdo que cualquier 

clstetna que contenga la proteína hlbrlda que se construya, 

parlttnecerA al péptldo que se desea purltlcar y esto llene. la venhJa 

de que se.puede purificar con mayor facilidad. 

Polr.t poder hacer cualquier otra proteína de fusión con Hte 

'ihle111a, se cuenta con un sitio de Hlndlll al fin.al del fragMnlo que 

codifica para el M-terminal, en el cual se puede clonar el gene que se. 

desee eKpresar ya sea direcla11ente si asl queda en tase la lectura de 

traducc:lón del inenuJe, o bien, poniendole un adaptador dnt4tlco que 

cuMPh con 1ula función. "dHb, lu proteínH Mbrldas que se 

con'ilruy;an, pueden ser tobrtexpresadu en este shte11a gracias a la 

pre~encla del pr01M>tor Ptrp, 

" ' . ~' . 
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PP.RSPACTllJAS. 

Resta por hacer algunas cosas para terminar este trabaJo y que 

'iOR 1 

ll Demostrar que la prote1na se puede purificar de manera 

c;an'clth y económica. 

2i OptiMlzar las condiciones de crecl•iento e inducción de la 

expre•tón gen4tica baJo control del prOMOtor Ptrp en los plismldos 

pNF2l y pNF217. 

3; Construir otro plil•ido que contenga la cadena {l de ln•ul lna 

humana y demostrar que se produce y sobreexpresa de la •ls•a manera 

que la prote1na htbrida con cadena e. 
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