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CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVO

La ingenieria gendtica es el término popular con =1 que
se conocen las metodologias de recombinacidn IN VITRO de
dcidos nucléieos y son actualmente las herramientas mas
poderosas 2para podey resolver 1la estructura, organizacidn y
regulacidn  del genoma. Ademds del =e=xtenso conocimiento

bdsico <que se ha generado gracias al desarrollo de estas
metodologias, s han abierto las puertas a la creacidn de
nuevas fuentes de obtencidn de proteinas. Podemos encontrar
en 1; Naturaleza muchas protefnas dg interds bioldgico en
cantidades reducidas. Una de las metas'dezlos tecbdlogos en
DNA recombinante fue la de modificar el programa gendtico de
los seres vivos con el fin de obtener dichos polipdptidos en

cantidades =levadas, tiempos relativamente cortos y a costos

bajos (&67).

La vériedad actual de tédcnicas de ingenieria gendtica ha
abierto la posibilidad de -elonar casi cualquier gene de
interés para 1la salud humana o animal, asi como genes de
interds para 1la ‘industria y la agricultura, Una vez gque un
gene ha sido. clonado, el reto es lograr un nivel de

expresidn elevado ya sea en un hudsped homdlogo o'heterdlogo
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(?)}. Es en este sentido, que se han desarrollaﬂo sistemas
diversos de egxpresidn de material gendtico. Estos tienen dos

componentes bdsicoss:

1} El hudsped que 1llevard a cabo la biosintesis de las

proteinas de interds.

2). El DNA en el que esta codificada la informacidn gque

dirige la sintesis de pdptidos.

lLa eleccidn del hudsped se lleva a cabo de acuerdo con
los ohjetivos finales del investigador, ya que cada especie
{procariote o eucariote) . presenta caracteristicas
particulares, El presente trab;jo forma parte de un proyecto
mas amplio que tiene como objetivo final el desarrollo de
sistemas que permitan la obtencidn de pédptidos de una manera
eficienté, por lo que se requiere un hudsped fdcilmente

cultivablé y de rdpido crecimiento y reproduccidn. El

huédsped elegido fue. la bacteria gram—negativa Escherichia

coli, ne solo porque  presenta las ventajas arriba
ﬁencionadas. sino porque es .1a bacteria cuya fisilogia vy
gendtica es mejor conocida; La disﬁonibilidad de suficintes
conocimientos bdsicos para entender las sefiales principales

3

gue determinan la eficienéia de {ranscripcidn del material
gendtico 4 agquellas que afectan los Procesos
post—transcripcionales, 1la han hecho un buen candidato para
la biosintesis de proteiﬁas con fines biotecnolﬁgicos, ya

que se puede dirigir el diseno de la informacidn gendtica

2
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que va a ser introducida hacia la optimizacidn de la
expresidn de genes. Ademds e2xiste una amplia gama de cepas
con caracteristicas especifica§ que aument an las
posihilidades de man2jo. del sistema. Es este conjunto d=
caraeteristicas. sin duda, 1le qgque ha hecho de E. coli el

hudsped mas utilizado.

la expresidn de genes =sucariotes en E. coli fue lograda
pPor primera  vez cuando se descubrid que gesnes de levadura
clonados enr el pldsmido ColEl eran capaces de complementar
mutantes auxotrdficas de E. coli (92, 103}, La expresidn de
estos genes heterdlogos fue originalmente un evento fortuito
y no 21 resultado de 1la manipulacidn de sefales d»
transéripcidn y traduccidn de E. coli. Desde entonces,
nuestra capacidad de  manipular secuencias de ONA IN VITRO
nos ha premitido una definicidn mas exacta de las senales de
control de E. coli vy sy utilizacidn para obtener elevados

niveles de expresidn de genes clonados (9). |

El primer sistema de expresidn utilizado en E. coli fue
el promotor del operdn de lactosa (lac) y las secuencias
eucaricdticas fuerdn expresadas como proteinas de fusidn con

beta—-galactosidasa {(50). Posteriormente sg logré la

expresidn directa de un gene eucariotico que codifica para

la hormona del crecimiento humana sin la necesidad del I{dgr
de beta-galactosidasa (32)., La tdenica de EXPfesidn directa
no es Util para todos los genes, ya que protefnas extrafas

d2 bajo peso molecular son normalmente degradadas en la
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bacteria (50). Desde ese momento se han estudiado los
factores que afectan los niveles de bicosintesis de proteinas
heterdlogas, encontrdndose que son diversos y que actian a

varios niveles.

FACTORES GUE AFECTAN LOS NIVELES  DE BIOSINTESIS DE UNA

PROTEINA

Estos factores se pueden dividir en dos clases: aguellos
que afectan la cantidad de mRNA disponible y aquellos que
involucran 1la traduccidn de dicho mBNA y a la proteina
misma. En . la figura 1 se resumen todoé estos factores y se

‘__i

explican a continuacidn,

:
i

H

1)FACTORES TRANSCRIPCIONALES.

Podemos .resaliar varios factores a ﬁivel-del mRNA, como

son su Qelocidad de sintesis, su velocidad de degradacidn ¥y

21 ndmero de copias en que esté presente el gene. Estos

pardmetros estdn determinados por diversas causas, que se

discuten a continuacidn.

- La. transcripecidn del DNA se& 1lleva a cabo mediante una

"compleja serie de secuencias regulatorias (79, 101). Estas
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son regiones de DNA no codificadoras que determinan cudndo
y ~a qué nivel sg expr2sa un gene an partiqular. L.a
informacidn gendtica contenida 2n una regidn regulatoria sa
manifiesta principaimente a fravds de interacciones
especificas can proteinas regulatorias o con otras proteinas
celulares. Las siguientes son algunos =jiemplos de regiones

regulatorias comunes en procariotes:

1.~ Promotores
2.— Operadores
3.~ Sitio de unidn de activadores

4.—- Terminadores

Un promotor se define como un segmento de DNA que
contizne senales para la wunidn  adecuada y la subsecuente
activacidn de 1la holoenzima de la RNA polimerasa en una
forma capéz- de iniciar 1la Sintesis de mRNA. Dentro de, o

adyacente  al promotor, en algunos casos existe una secuencia

adicional de DNA que contiene sefiales para la wunidn

especifica de proteinas represoras (operadores) =]
actiyadoraﬁ ‘capaces de modular la actividad del.promotor.
Dicha actividad o fuerza, esta dada por el numero de veces
que se inicia la transcripcidn por unidad de tiempo, siendo
la mdxima fuerza de un ﬁrémotor aquella en 1a que la
frecuencia de iniciacidn de la transcripcidn del mensajero

este limitada dnicamente por la velocidad de elongacidn de

la: cadena. de mRNA (43). La fuerza de un promotor puede:
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influir en la expresicdn de un gene de dos a cuatvro drdenes

de magnitud (66, 99).

El andlisis de la secuencia consenso de 112 promotores
procariotes (44) deja ver que existen ciertas regularidades,
bdsicamente 1la conservacidn de las bases en las vregiones de
-10 y -35, la distancia entre estas regiones y la asimetria
de las ‘secuencias'fpromotoras ({para iniciar la sintesis de
mRNA . en la direccidn correcta) (81). Sin =2mbargo, hay cuando

i .
menos dos considevraciones importantes:

i.- Ciertos cambios en las bases en las regiones —-35 y -10
pusden no afectar. la naturaleza o posicidn de los arupos
funcionales an las bases que son wesenciales para 1la
interaccidn de éstas con--lo#-aminoécidos de la polimerasa

(101).

2.— .La . .variacidn de la secuencia de los promotores en las
regiones de contacto ‘con la RNA polimerasa puede jugar un

papel importante en la regulacidn de la expresidn de genes,

-ya--sea -aumentando b- disminuyendo la fuerza del promotor

{101).

Existen ademds evidencias de que la secuencia de bases
hacia arriba dsl ~35 es importante tambidn para la funcidn
del promotor. El caso mejor documentado es el de el gene del

tRNA de tirosina de E. ~coii. Al gene silvestre se la



hicieron deleciones al azar a partir de la posicidn -300
aproximadamente en direccidn al promotor, observdndose que
mientras mayores eran dichas deleciones menor era 1a

expresidn del gene (57).

La regulacidn de la veiocidad con la que un promotor
inicia la sintssis de mRNA se lleva a cabo con tres tipos de

interacciones moleculares (101):

1) La interacecidn de la RNA pclimerasa con la secuencia
nuclieot idica dei promot or, lo que determina la fuerza

intrinseca dal promotor;

2) La unidn en regiones cercanas o competencia directa de
activadores o represores y la RNA polimerasa por los sitios
de wunidn al DNA. Ejemplos de este mecanismo son: la unidn de

los represores de lac y de lambda en sus sitios operadores vy

la unidn de la proteina activadora del catabolito aciivada

por cAMP en el sitio especifico de wunidn, vecino al

promotor. ' ;

3) La unidn de proteinas o bien de molédculas efectoras
pequefias directamente a 1a RNA polimerasa, lo cual modifica
1la afinidad o la especificidad del complejo de la polimerasa

resultante por el promotor. Ejemplos de este tipo de

interaccidn son la subunidad sigma, la proteina del gene

‘nusA, ¥y los factores Testrictos” (ppGpp) de iniciacidn.
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Estos se wunen al cuerpo de la polimegrasa y modulan su

pépecificidad inicial d2 unidn o la velocidad de =longacidn.

Los terminadores de la transcripcidn son regiones de DNA
qus provocan la separacidn de 1a RNA polimerasa del DNA. Lo;
hay de dos tipos: dependientes del factor rho e

independientes de rho. Los teminadores dependisntes de rho

son regiones de DNA simdiricas donde la RNA polimerasa hace

una pausa, Y si rho estd preéente,-hay desprendimiento del

mRNA. En ausencia de rho no hay terminacidn (79).

Los terminadores de 1a transcripecidn rho independientes
son regiones transcritas en el mensajero que tienen tres
caractéristicas: una sercuencia invertida rapztida capaz de
formar wuna estructura de tallo y asa {(mediante la formacidn
de puentes dr hidrdgeno consigo mismal), un numero variabie

de residuos wuracilo despues de la secuencia invertida

~repetidar ¥y wuna secuencia rica en G:C de longitud variable .
(3 .a 11)ﬂprecediendo el sitio de terminacidn (45, 79),. Estas .
regiones se encuentran generélménte al final de ogenes vy

operones.

Los atenuadores son regiones de DNA que se encuentran

generalmente en 1los operones biosintdticos para ciertos

-aminodcidos. Su- funcidn es 1la de terminar prematuramente

parts de 1los transcritos que se generan en 21 promotor. E1l

mecanismo mediante_ &l cual ejercen su regidn requlatoria es
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21 de provocar una disminucidn en la velocidad de traduccidn
y dado que 1la transcripcidn y la traduccidn son procesos
acoplados, la  pausa de . los ribosomas causa =1

desprendimiento del éomplejo transcripcional (105, 107).

Sin embarqo, secuencias con caracter{sticas similares a
los terminadores Y atenuadores dentro de genes
estructurales, pueden causar el desprendimiento prematuro de
l1a RNA polimerasa. La presencia de dichas secuencias es
indes=zable péra Ia_elevada exprasidn de un gene.

Los factores ﬁue determinan la estabilidad del mRNA no
estan bien entendidos, ni tampoco se sabe con certeza que
tan importante ' es este aspecto en la expresidn de un gene.
Algunos - autores (3, 100) han demostrado que la cindtica vy
tipo de degradacidh de los mensajeros es variada, vy paré;e
ser intrinseca de cada mRNA. El casi nulo conogimiento sobre
esto hace dificil_gél planteamiento de una estrategia que
permita Vsobreﬁasar este prohlema.'Siﬁ embargo, en cepas de
E. coii -deficientes en 1a:enzima polinucledtido fosforilasa
y RNasa I,~sé encontré*quemlazfida media del mRNA especifico
de geneé heterdlogﬁs aumenta tres veces cuando menos. Este
fendmeno sugiere que existen factores estructurales
conservados -en  los mRNA~fBacterianos que estdn ausentes -en
los mgnsajeros heterdlogos y que los hacen resistentes a la

accidn de nucleasas. El uso de cepas deficientes en la

- -actividad -de estas  nucleasas puede ser Jtil para-disminuir

10



€l problema de 1la inestabilidad de mensajeros de genes

clonados (42, 72).

El nimero de copias en que esté presente un gene
tranﬁcripeionalﬁente activo pueds t=ner uan efecto
significativo en 1la eficiencia de su expresidn (&, 98).
Ademds puede ser importante en sistemas donde se tenga una
produccidn fija de reguladbres negativos (represqres), como
2s =21 ocaso del operdn de lac en 21 que las cepas silvestres
de E. coli” contiene 20 copias de repreéor por cdlula. Dé
este modo, al elevar la dosis gZnica de op2radores, los
represores son titulados y 1; sintesis de mensajero a partir

del promotor se vualve constitutiva (77).

Sade e

2) FACTORES TRADUCCIONALES.

i
I

La iniciacidn de la traduccidn en E. coli es un proceso

multicomponente  que involucra la interaccidn de {res

_especies de RNA (1&s rRNA, mRNA y fmet—tRNA), tres factores

de iniciacidn 'IFli 2y 3, r'lé proteina ribosomal S1 (35).

La interaccidn ribosoma-mRNA, la codificacidn del mensaje y

.1a estructura de la proteina son factores traduccionales que

afectan 1los niveles de biosintesis de Profeiﬁas. Como ya se
menciond anteriormente, la fuerza de un promotor puede

influir en la expresidn de un gens al menos cuatro drdenes -

11
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de magnitud ¢99). Por 1o gque respecta a la eficiencia de

traduccidn se cohsidera gue puede variar cuando menos diez

veces (15).

El primer factor que afecta la traduccidn de Qn mensaje
es. la interaccidn del mRNA con 21 ribosoma. A este respecto
hay dos puntos de  interds principales. Uﬁo es el sitio de
unidn a ribosoma que este codificado en el extremo 5° del
mensajero ¥ el otro es 1la se_cuenc;ia de bases que sigue a
este sitio Vde unidn. Analizando varios sitios de unidn a
r ibosomas, Qtormo Y colabnradares (20) han establecido que
la secuencia due aparece con ma;or frecuencia en el sitio de

unidn a ribosomas (o secuencia de Shine-Dalgarno) de

diversos genss de E. coli 25 AGGAG. Se sabe ademds que la

. .distancia entre _este sitio y-el coddn AUG de iniciacidn de

la traduccidn es importante (75, © 76, 86, 87) asi como la

secyencia que existe entre ambos (63).

La estructura secundaria de la regidn de iniciacidn de la

traduccion en el mRNA puede ser importante para la

‘eficiencia del proceso, siendo, la accesibilidad del AUG para

" e}l ribosoma uno de los factores principales que determinan

la fuerza de una sefial de traducidn (13, 39, 49). Existen
J

ejemplos  bien documentados.. de que esto sucede IN VITRO con-

algunos aenes de origen viral (30, Si). Existen casos

especificos en los que se ha demostrado que otras secuencias

pueden -afectar la eficiencia de traduccidn de ciertos genes.

12



.;.el hudsped (38, 48).

Por ejemplo, en el caso de la proteina de la cdpsula del
fago Q-beta se demostird gque el cambio de AUGG a AUGA eleva
la frecuencia de la iniciacidn de la traduccidn del complejo
IN VITRO, lo que sugisre gque pudiera darse el caso con otros

genes (28).

El segundo factor importante as la codificacidn

intrinseca d=l mensaje gendtico. Esta es particular de= cada

gene y de cada especie y la eficiencia de traduccidn a este

nivel =esta Vdada por la disponibilidad de tRNAs del hudsped
(48). Este factor no puede ser manejado a menos de gque el
gene a =xpresar s2a sintetizado en el laboratorio. Si este

es ei caso, la eleccidn de tripletes codificadores debera

" hacerse de acuerdo a las especies mas usadas y abundantes en

Las proteinas sintetizadas en un hudsped heterdlogo no
siempre son estables. El si;tema de degradacidn de pr@teinaﬁ
‘de E. coli puede  interferir con - los intentos de
sobreproducir una proteina en la bacteria. Este problema se
hizn -evidenter en'flos primeros experimentos de expresion de
genes heterdldgos Que se realizaron (50). Una fbrma de
evitar este 'problema ha sido mediante la precipitacidn del
producto protdico en el citoplasma bacteriano. Aunque

algunos polipdptidos como el interferdn son capaces por si

mismos de precipitar en el interior de la c2lula (Heyneker

H.R., datos sin  publicar), otros pdptidos necesariamente

13



tienen qué fusionarse a otra proteina que permita su
precipitacidn, como =25 el caso de la beta—-galactosidasa sin
los wultimos 18 aminodcidos (31, 350). Al generarse una
proteina hibrida surge el prublemé no siempre.sencillo de
separar el pdptido de interds de su precursor protéico. No
existe wun esquema generalizado para 1la solucidn de este

problema, por lo que debe hacerse una estrategia4especifica

"para cada proteina. Con el uso de cepas Deg (deficientes en

su sistema de deagradacidn de proteinas) se ha sobrepasado en

partg oste problema (36, 93).

El conocimiento bdsico acerca de la influencia queftodos
estos factores ejercen sobre los niveles de sobreproduccidn
de wuna proteina nos permiten plantear estrategias para el
disefno de secuencias de DNA que dirijan  la sinfgsis

eficiente de proteinas.

DISEND DE UN SISTEMA DE EXPRESION DE DNA

La gran vafiedad de pardmétros_conﬁcidos que_iﬁtefvienen
en ia eficieﬁcia de biosintesis de proteinas en E. coli
Haeen que el disefo dg un sistema de expresidn de un gene
sea altamente complejo. Pueden variarse ciertos factores
transcripcionales vy traduécionales, Pero no  existe a la

fecha conocimiento. suficiente para variar todos

14



los paramefros y obtener asi el sistema dptimo para la
produccion de la proteina deseada. Tampoco s=2 sabe el efecto
que la optimizacidn de algun factor aislado pusde tener
sobre los demds factores o cual éera la reaccidn fisioldgica
dell hué¢sped frente a la informacidn gendtica modificada.
Cualquier intento de manipulacidn de sefales
transcripcionales y traduccionales con el fin de mejorar los
niveles de produccidn de una proteina debe hacerse teniendo
presentes estés restricciones. Por esto, mno se Apuede
pradsecir cuéi serd el comportamiento de un sistema nuevo, ¥y
es necesaria la experimentacidn de diversas condiciones y
cepas para construir un sistema de biosfntesis con un nivel
adecuado a los objeti#os que se persigan,

La eleccidn de 1a cepg de E. coli es un Paso'critico Yy
debe hacerse generalmente de acueq#o al sistema gendtico que
se utilice paraj la ei;residn. !Ciertos genot ipos pueden

facilitar el manejo de}.sistema, ser indispensables para el

|

funcionamiento del _Jmismo O bien llegar a afectar

drdsticamente la ﬁroduccidn de ciertas proteinas. Se sabe

poco acerca del efecto que la informacidn gendtica

'jjheterdicgaluﬁqeda ejercer;psobt&*distiﬁtas_céPas,'Remaut et

al. (73) han demostrado que llega a haber ﬁna_varia:idn.en
la biosintesis de interferdn de fibrohlaétb hasta de 10
veces seglin la cepa. Esto hace de la eleccidn de la cepa un

paso delicado.

Sin embargo, existe otro punto importante a considerar

15




gue es 21 nivel de produccidn al que se desee escalar =1
proceso. Para trabajar una cepa a nivel laboratorio es
convenisnte que Hsta bresente caracterf{sticas como facilidad
de cultivo, manejo sencillo, transformabilidad cbn pldsmidos
y qua el DNA ‘introducido sea =stable. En cambio, para
escalar el . proceso a nivel de planta piloto otras
caracteristicas pueden s&er desseables también, como sOn que
ia cepa tenga una elevada velocidad de crecimiento,

requerimientos de nutrientes de bajo costo, disponibilidad

~de los mismos, estabilidad del genotipo (que no reviertan

'

caracter{sticas deseables),_gtc.

El disefio y construccidn de un sistema de biosfntesis es
el primar péso para la obtgncidn de proteinas por ingenier{a
gendtica. Una vez logrado ésto, s necesaria la optimizacidn
del proceso, lo que hace indispensable la interaccidn de

diversos grupos de trabafo para lograr el objetivo final de

una manera eficiente.

Losf-resuifédos_'Prééentaddé -en esta tesis ébn trabaios
iﬁiéiaiés'lé'_hi§§l :labqf#tofio} no son de manera alguna los
mejores. Estos résultados ﬁervifaﬁ como puntoc de bértida a
investigaciongs .  cuyo objetivo serd el mejoramiento del
sistema genéiiéo, el montaje y optiizacidn de mdtodos de
crecinientq ‘bacteriano, y la purificacidn y manejo de

protefinas.
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OBJETIVO

El objetivo general de estée trabajo consiste en disefar,
utilizar Y comparar diferantes sistemas de expresidn

gendtica que permitan la produccidn, en la bacteria

_gschériehia coli, de proteinas y pdptidos especificos.

i

i Concretamente, se disefiaron y se construyeron sistemas de
gxprasidn para los genes sintdticos que codifican para las
cadenas A y B de insulina humana y para el cDNA que codifica‘
para el interferdn leucocitario humano tipo A o alfa-2. Para
la expresidn de las  cadenas de insuliné.'se seleccionaron

dos conjuntos de elementos regulatoriai que permiten la

transqripcidn controlada de genes estructurales. €£stos

i

_eleméntos‘ son el promotor y nperado?;d;lznperdn de lactosa

H

(lac)? y el promotor y operador del dperdn de triptofano.

Asimismo, se seleccionaron dos distintos genes estructurales

- para . fusionarlos a las -‘cadenas y . as{ lograr su

“estabilizacidn en E. coli. Para el caso del interferdn, se

eligid el promotor y operador de triptofano. En este

.sistema, esta proteina se sintetiza directamente, sin la

participacidn de una proteina precursora.

17




CAPITULD 2

EXPRESION DE LOS GENES GUE CODIFICAN PARA LAS CADENAS A Y B

DE INSULINA HUMANA.

El criterio principal para la eleccidn de la insulina
como modelo et su gran importancia bioldgica como modulador
en ciertos pasos del metabolismo. Esta hormona es producida
en €1 pdncreas por los Islotes'qe l.angerhans. Estd formada
por dos cadenas (A y B) unidas entre si por puentes
disulfure. En mamiferos, la insulina es sintetizada como un
Precursor peptidico de una .=soig cadena 1lamado
preproinsulina. la cual_ eﬁ procesada iﬁtracg!ularmente por
enz imas espééificas;, perdiendoc un seggento inicial al ser
transportada fuera de 1la cdlula y formando la proinsulina.

Esta proinsulina es posteriormente reprocesada

extracelularmente  ‘por otras enzimas, perdiendo un fragmento

- interno ({peptido C), dando como resultado una moldcula de

insulina (41). €En la figura 2 se muestra la estructura de la

proinsulina humana.

La insulina desempefia wun papel importante dentro del

‘metabolismo general, causando un aumento en el metabolismo

de los carbohidratos, sintesis de dcidos grasos, captacidn

de  aminodcidos  7 sfntesis de proteinas. Por esto es una
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importante enzima anabdlica «que actda sobre una gran
cantidad de tejidos, principalments =1 higado, misculos ¥
tejido adihoso. Es un fuerte Hipoglucemiante vya que favorece
ios mecanismos de transporte de glucosa hacia =21 interior d=

las células (41).

ta deficiencia de esta hormona produce una enfermedad
l1lamada Diabetes m=llitus, la cual se controla mediante

dietas adecuadas y en algauncs casos mediante la aplicacidn

de insulina.

Las fuentes convencionales de obtencidn de insulina

comercial para fines terapduticos son los pdncreas de

algunos mamiferos (ovinos, bovinos, equinoé y porcinos), vy
aunque las moldculas de insulina no son exactamente iguﬁles;
la actividad- bioldgicé“ se mantiene pricticamente constante
para todas las insulinas (41). Sin embargo, pééueﬁas
diferencias en la composicidn de aminodcidos de estas

insulinas  con respecto a la humana, son suficientes para

producir reacciones antigdnicas en algunos pacientes. Esta

es una de las razones por las que se ha desarrollado un

"sistema  para fia obtencidn de la hormona humané mediante la

recombinacidn 1IN VITRO de dcidos nucldicos (31). Para lograr

dsto se han utilizado dos estrategias: la biosintesis de las

‘cadenas A vy B por separado, o 1la biosintesis de 1la

proinsulina. En el caso de la sintesis de las cadenas existe

el problema de la rsasociaridn de dstas mediante la

-formacidn correcta de 1los puentes disulfuro. Despuds de la
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reasociacicdn, existe la necesidad de una purificacidn final
para eliminar cualquier contaminacidn de otros isdmeros, va
que estas moldculas pudieran s=r inmunogdnicas (32). La
biosintesis de la préinsulina puede disminuir este problema,
ya que el pdptido que coneéta’las cadenas A vy B (pdptido C)
favorece el doblamiento de la moldcula hacia la formacidn de
los enlaces disulfurc correctos. Sin embargo, la eliminacidn
del péptido C no es un proceso sencillo, ya que se requieren
condiciones especiales para la ruptura con una mezcla de la
proteasas tripsina y catepsina B. Ambas estrategias se estdn
utilizando ;n el'iaboratorio, y en aste trabajo s2 presenta
la construccidn de”cépas productoras de las cadenas A y B de

insulina 2n forma de proteinas hibridas.

Dado que las secuencias de éminoécidos de las cadenas Ay
B de insulina se c@noeen, se disefaron a partir;dei cddigo
gendtico, dos fragméntog--de -DNA . sintetico conténiendo la
informacidn que ‘codifique para los 21 aminodcidos de la

cadena A v los 20 de la cadena B. {a eleccidn de los:

tripletes a wutilizar se 1llevd a cabo con base en las

siguientes cons ideracioness:

1) No todos los tripletes son utilizados igualmente en

todos los organismos, dado «que la disponibilidad de tRNAs

- yaria de especie a especie. Por tanto, se eligieron aquellos

codones utilizados preferentemente en E. coli (48).



2) En vista de que la secuencia se construiria a partir
de wuna serie de  fragmentos traslapados en sus extremos
{figura 33, los fragmentos se disefiaron para evitar

apar=amientos inespecificos (22).

2) Se evitaron secuencias ricas en timina y adenina,
s2guidas por secuencias ricas en citosina y guanina, vya que
este tipo de secuencias estdn involucradas en la terminacidn

de la transcripeidn (79).

Para el caso de la cadena A, se sintetizaron 12

nligonucledt idos de variqs tamanos, gque al univrse por

" puentes de hidrdgeno por éomplementariedad. forman la doble

heélice de DNA que codifica para la cadena. Para establecer
la unidn fosfodidster eﬁtre estos 'fragmentos, segaﬁadiﬁ
ligasa de DNA del fago T4. Otras caracteristicas de los

genes sintéticos son: la presencia en uno de los extrémos de

los nucledtidos S/AATT (hélice sencilla) y en el otro CTAG

5. Estos son los gxtremosfcohesivos'que se obtienen de la
digestidn: de fragmentos-de_ﬁﬂﬁ-con las enzimas EcoRl y BamHI

fespectiwémenté, que permiten unir el gene a un vehiculo

‘molecular previamente digeridoe con estas enzimas. En la

parte del gene correspondiente al extremo carboxilo terminal
de la proteina aparecen tambidn dos codones de terminacidn
para detener la traduccidn en este punto. Por udltimo se

incluyd un coddn ATG que codifica para metionina al

- principio del gene. estuctural. La presencia de esta
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metionina como primer aminodcido permite liberar a la cadena
A =) E de su Precursor inactivo (se explicard
posteriormente). Para el‘caso de la cadena B se sintetizaron
18 fragmentos vy se siguid un procedimiento similar al de la
cadena A (22). Los genes asi construidos fuesron clonados en
ei:vehiculo molecular pBR322 (12) por 1 Dr. F. Bolivar.

Como se m2nc iond anteriormente, los experimentos
iniciales de expresidn de genes sintdticos que codifican
para pept idos de bajo peso molecular, mostrardn que
proteinas pequefias no eran ° producidas en E. coli,
probablemente porque eran reconocidas como extrafas vy
degradadas 7en el citoplasma bacteriano (50). Una manera de
e{tabilizar estas pequenas  proteinas =5 mediante la fusion
de genes (5)7 Se pueden “disfrazar“ las cadenas A Yy B
fusiondndolas a un fragmento  de una proteina propia de la
bactefia, de tal modo que el pégtido de interds no sea
degradado. Cabe hacer notar que la-fﬁsidn de genes trae como

; ,
consecuencia la creacidn de hibridos, que son proteinas
nuevas de caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas
desconocidas, por lo que no se sabe el efecto que_éstas
puedan causar al hudsped., Con esta limitacidn en mente,
Goeddel y colaboradores (31), procedieron a disefar un
sistema que permitiera ‘la biosintesis de las cadenas Ay B
en forma de una proteina hibrida. Es en este punto donde se
hace patente la importan;ia del triplete ATG al prinéipio de
los genes estructurales, ya que la metionina para la que

codifica dicho coddn puede ser tratada quimicamente con
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bromuro de ciandg2no para liberar a las cadenas de su
precursor peptidico. Esto es posible dado que ninguna de las

cadenas de insulina contienesn metioninas en su secusncia.
A continuacidn se presentan los dos sistemas alternativos

para la produccidn de las cadenas Ay B de insulina humana

en E. coli.
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13 EXPRESION DE LOS GENES SINTETICOS A PATRIR DEL
PROMOTOR 1aclVS EN FORMA DE PROTEINAS HIBRIDAS CON

beta—-galactosidasa.

El promotor lacllV3 ha sido utilizado frécuentemente para

la  expresidn de ' genes . porque =s uno de los primeros

promotores estudiados. En cepas cilvestres de E. coli, el

promotor lac dirige la eﬁpresidn del operdn para el
cataﬁolismo de la lactosa, que- estd constituido por tres
genes = estructurales, el primero de los cuales codifica para
la beta-galactosidasa. El promotor silvestre de laé tiene
dos modos de regulacion: es controlado negat ivamante por el
represof de lac, Yy necesita del AMP ciclico y su proteina
receptoré para llegar a su mdxima actividad. El pﬁomotor
mutante lacUVS no necesita de esta dltima. El control
negativo es ejercido por el represor de la§ que se Uﬁg al

operador del 'operﬂn. Fste operador esta contenido en una

secuencia de 22 pares de bases que se localiza a & paréé de

bases hacia abajo de 1la caja de Pribnow. El 'inicib
transcripeionall del promotor laclVS es en el comienzo del
operador de lac (figura 4). De esta forma, el represor de
lac evita la wunidn de la RNA polimerasa mediante un
impedimento fisico. El1 sistema puede ser induciﬂo, ya sea
con un inductor natural derivado de la lactosa (alolactosa),
o bien mediante 1la adicidn de un andlogo sintético de la
lactosa 1llamado isopropil-B-D-tiogalactopiranosido -(IPTG),

el cual es metabd}icamente estable.

A
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FIGURA. 41 SECUENCIA DEL PROMOTOR Y OPERADDR

DEL OFERON DE LACTOSA (lacUVd).

Una codlula produce de 10 é 20 molderulas de represor, Y

sstas son  suficizntes  para mantener reprimida la 2xpras idn

del operdn. 3Sin embargo, cuando 21 operador se encuenira

un pldsmido multicopia, los reprasorss son titulados por

-abundancia de operadores. Como consecugncia, se produce

desrepresidn del sistema aun 2n aus=2noia de un inductor.

han aislado cepas que pose2n una mutacidn puntual en

an

la
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regidn ~25 del promotor del gene lac i {que rodifica para el
represor), y esta alteracidn ll=va a la sobreproduccidn de
moldculas de represﬁr. E. coli D1210 lac i% es un ejemplo
de este tipo de hudspedes. En esta cepa, el promotor de lac
52 encuéntra reprimido aunque se encuentre en alto numero de
copias, 14 puede ser inducido solamente con la adicidn de un
indu;tor en 1 medio. La?posibilidadide eiercer este control
estricto sobre 1la transcripcidn del promotor de lac es la
caracteristica primordial por la que se_eligid trabajar con

esta regidn de regulacidn.

En la figura 5 se esquematiza la construccidn de los
plésmidoé que codifican para las proteinas hibridas beta
-galactosidasa - cadena A (pBR213) y beta—galactosidasa -
cadena B (pBR275). Se comenzd a trabajér con dos de estos
pldsmidos: el pBRZlBé'y el pBR271, los cu#les:gfueron
proporcionados -por el DE.‘F. Bolivar. Como puede observarse,
el pBR213 tiene insertado el frégmento del operdn de lactosa
necesario para ;a expf;siﬁn de la cadena A; y elsp§R271
carece del misms. A é;te dltimo hubo que ihseriarie dieho
fragﬁento Vpara logrér 1a biosintesis de la proteina hibrida

con cadena B._Asi“se'dio'origen al.pBRZTS.
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RESULTADOS

1) Eleccidn de la cepa receptora.
La =eleccidn de 1la cepa receptora se 1levéd a cabo con bas=

en dos criterins principales:

a) La cuantificacidn de la proteina thibrida
giosintetizada por =ste sistema de expresidn se llevaria a
;abo mediante un mdtodo densitomdtrico dada la pédrdida de la
actividad enzimdtica de la beta-galactosidasa truncada. Por

esto es deseablé que el genotipo del hudsped sea lacl™ .

b) -Coma. se.  desconoce el efecto que 1la prqduccidnrde las
proteinas hibridas pudieran causarle a la cepa receptora

3

debe considerarse el-manejo de cepas lac i~ ¥y lac id.
_ ; _

~Paraa'1os"ekperimentos iniciales se gligieron doé.cepas
alternativas: 1la cepa de E. coli. K~12 MX614, que fue
construida en el laboratorio del Dr. F. Bastarrachea a

partir de la . cepa CSH4l1l. Esta cepa tiene deletado e]l gene

" lacl y ademds no produce moléculas de represor (lac?” , lac

-

i ).‘ Se considerd ademas el uso de la cepa de E. coli K-12

01210-.(313 la ;cual sobreproduce represor de lac pero si
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sintetiza beta*galaétosidaSa 511vestre (laez*' ', lab i e

La primera
cuantificaéidn' dnnsxtom#trlua 285 MAas sent111a porqu= tnda 1a
proteina que comxgre en un gel desnatura11’ante de proteinas

con' 11 ﬁontrol da beta-galactD51dAEa SllVEEtFP serd prateiné
hibrida. _Sin embarago, utlllzandn la 5egxunda cepa sea puede

contrﬂlar;la puprasidn. dal sistema con IPTG.

Cepas lac i~  serdn adecuadas-l si las proteinas~

sintetizadas DE NOVID  son 1nocuas, pera s5i estas PJPFCPH un

efecto nocive al receptor, &s indispensable tener el control

gendtico de la exprasidn del sistema, por 1o que una lac i

‘gerd adecuada.’

Todas las cepas transformadas se creciavron en medio
selectivo con 100 pa/ml de ampicilina, la cual se agr=gd

dnicamente al inicio de cada fermentacidn

2) Elonac1dn 'd#l'fragmehto de [NA que contiesns parte dal

operdn de lactosa 2n el pBRETI..

A partir de2l pldsmzdo 3pBR2137_(figufa-;sx. se aisls el

fragmento  de _BNA".de* A.4  mMd que- contiene 1la -régiég

regulatoria  laclUVvs vy la 'regxdn ‘que codifica para los

primerns.'IOOS aminodcidos de ia beta—galactns1da§a, med1ante‘

‘una digestidn’ cﬁn_ EcoR1. . Este fragmpnto fue ﬂlnnada 2n a2l

sitio de EcoRl del pBR271.
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La mezcla' ﬂe'_1igaﬁ0  se {ransformﬁ en la cepa de E. coli

_ K-12_:RR1-;C°ﬁ* el'fin de deteetér_aqugiias'cdlnnias donde se

hubiera iﬁséftado el DNA del operdn de lac; Esto es posible
él_ crecer:1a1cepa transformada’en'éaéaﬁ'con X-éél, que es un
galactdsido que al ser hidroiizadb'pbf la'betahgalécfasidasé
s2 torna 'aiul. Aungus  la prnteiné_ siﬁtetizada por los
pidﬁmidos no. - presenta a;fividad, el exéeso de- operadores de

lac titula ‘los rapresores dg la cdlula vy se expresa =1 gene

nsilvestre,.obteniéﬁdose asi{ la hidrdlisis del galactdsido.

e

Las colonias transformantes se analizaron para determinar

la orientacidn de 1la insercidn dei_ fragmento. Aquel. que

' presentd“ e1' patrdn esberado' 52 'deﬁnmind-pERE?S; Tanto =21

pER275 como el_ pERZ213 fueron introducidos en la cepa MX&14

_paka analizar la biosints=sis deAlos:hibridos.

3)' _Bioﬁinfesis de la proteina hibrida

beta—galactusidaéa—cédena A de insulina

El pBREiS__fue 'intrpducido en la cepa MX&14 para énalizar‘

la biosintesis de la proteina hibrida con cédena A. Con =1

" fin de observar el comportamiento de la cepa transformada y

de la silvestre, se determinaron las curvas de biosintesis
de proteinas segﬁn la absorbancia o densidad dptica (DD)‘del
cultivo. Dado. gue la velecidad de'crecimiehtn de la cepa e»s

mdxima - en medio M-9 con glucosa como fuente de carbono (4)
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se 2ligid este madio para hacer estas determinaciones.

El prﬁcédimiento--consistid-.en'cfecer alicuotas de 25 ml
cada una_-de las dos c2pas é distinfas Dﬂ y romperlas por
sonicacidn. Por el mdtodos de Lowry se. determ1nd la cant1dad

de- Prateinas':en _alicuntas -1guales (3 ml). Los resultados--

-estén graficadbs en 1a flgura &h, Se observa que la cepa

transformada prnduce mas proteina neta qu= la c2pa 511vnstre
a la misma DO 1lo. que es canalstente con que ademés de las
proteinas ‘nativas de 1la cepa MX614, se estan prnducxendn

otras proteinas a partir'del pldsmido,

B2 las 'mismas muestras sonicadas se tomaron alicuotas vy

se centrifugaron por 10 minutos a 10K rpm con el fih de

‘separar la protéiné hibrida' de - Ias protninas solubles.

Posteriormente se. determ;narun las curvas de b1osinte51s de

“praoteinas solubles -y precxpxtables. Es 1a fzgura & B ¥y C se

muestran estos datos (los valores de las  proteinas

insolubles sz obtuvieron por diferencia).

La cepa silvestre -produCE'_'proteinaé insolubles -

corrsspondientes probablemente  en su mayoria a prot=inas de

membranas. Es por esto que al finalizar la fase'iogaritmica
da crecimientn_'ia biosinféais de estas proteinas disminuye
drdsticamente. Como se oﬁsefva en la figura & C, en. el caso
de la capa tfansformada, la hiosintesia. d2 la proteina

hibrida continda aunque e1 cultivo haya alcanzado la fase
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"esfacionaria,f[Esta'_prbteina es atribuible al hibrido ya que

dste se precipita en medio acuoso,

En =21 caso de las prot=inas solubles =ra de esperarse que
la curva de la cepa transformada fuera igﬂal a la curva de
1a _cepa'_silvestre ya qu2 toda la proteina hibrida inscluble

deberia haber.  sido pre&ipitada por centrifugacidn. Sin

embargo, coms  se observa en la figura & B una parte de la

proteina inoiuble, probablemente quedd en el sobrenadante.
Esto puede indicar que las condiciones de tiempo y velocidad
de centrifugacidn 'no_'fueron adecuadas o bien que una parte

de la proteina hibrida se conserva soluble,

Para 'apoyar esta hipdtesis 5. analizaron por

elactroforesis las proteinas obtenidas en cada fraceidn a

una abdrbancia- (550) de 0.8, y los resultados se muestran a

cont inuacidn.

4) Cuantifiéacién de Ia'protEiﬁa.hibFida con cadena A..

En la figura 7 S8 mi2stra wna =elsctroforssis de un
extracto. ecelular de la cepa HX614 con &1 pBR213. El.carril A
corresponde - a 1la beta-galactosidasa comercial purificada (5
pg);_ e1 B a las proteinas tntales_40 #gl); 21 C a proteinas

solubles (40 pg) y el carril D .a proteainas precipitables 40
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<40 pgl;- S§ _demue§tra qus 1a proteina extfa obtenida.tiené
'uﬁ peéo-:mgleculéf similar .al de]-la beta-galactosidasa’
silvestré, y:témbién pueda‘obseryarse qu= en él sdbreﬁadante
quedaﬁ residuos.de befafgaiacﬁﬁsidasa hibrida,-por lo qué.el
métodos _dé  separa§iﬁn _debg ser"ﬁeiorado. (esto apoya 195‘

datos presentados en la figura &),

- Dado  que eﬁte hibrido no presenta actividéd,'tuvo que
buscafse un 'medio 1nd1recto de lograr la cuant1f1cac1dn de
la proteina. Se ellgxd un método den51tométr1co que consiste
en someter a un extracto de células a electrafores1s en un
gal desnaturallzante de pollacrllamlda. Las proteinas e
separaron de acuerdo a4 su tamano y, una vaz ten1das con azul
de Cnomassxe, - se cortaron los .carrzles' del ' gel
cnrr25pondientes a cada uﬁa de las muestras;

Estos trozos de  gel se analizaron en un densitdmetro:

Gilford, el cual permite obtener una gréf1ca en. papel de la

“intensidad vy poslc1dn d= las bandas carresPDHdientes a las

proteinas separadas en el gel. Al integrar,el area bajo la
curva  se obtuvo la .propmrc1dn (%) _cnrrespﬂndlente a la

proteina - hibr1da con respecto a las demas. Este valor, junto

.con el que se obtuvo de cantidad de-profeinas totales nos

dan una idea aproximada de lé. éoncentracidn de proteina
hibrida._ Utilizande -éste métﬁdo dansitomdtrico se determind
la cantidad de prnteina'hib;ida producida en M-9 cuando la
DO del cﬁltivo era d2 0.8. La tabla 1 muestra los resultados

cuantitativos de este experimento. Para estas condiciones de



PICO DE

FRACCION PROTEICA ~  BETA-GAL  OTROS
PROTEINAS TOTALES =~ o 9.0% 91.0 %
PROTEINAS SOBREMADANTE -~ 6.0% ~ '945.0 %
| PROTEINAS PRECIPITABLES  28.0 % 72.0 %

TABLA i: RESULTADOS DE LA DENSITOMETRIA DE UN GEL
- DE FOLIACRILAMIDA. LAS MUSTRAS CORRESPON-
DEN A UN CULTIVO DE MC1061/pER213 {cadena
A de insulina) CRECIDD EN M-9 CON GLUCOSA
A UNA ABSOREANCIA (550)=0.8.
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' éultivo'.sei obtuvo uﬁ: réndjmientn ‘de 120 ma de proteina

lhibrida__pQE litruf'lu cual;tedriéamente debe equivaler a 2.4

mg de cadena A.

Cabe aclarar ‘que. los wvalores numéricos obtenidos del

andlisis densitomstrico son reproducibles (variabilidad de

24) pero no son muy exactos. La félta de exactitud se debe a -

variu5. factdféé, principalmeﬁfe a qué'el azul,ﬁé Coémésie‘na
tife con igual inténsidad todas 1as:prcteinas (74) y ;demés
no todas las baﬁdaS-ﬁe'reﬁuéiven ﬁon un 100 % d= aficiencia.
Por tanto, =estos gesultadn5 ﬁo_ deben considerarse coﬁo
valores absolutos,rusinn mas. bien como datos utiles para

hacer estudios comharativns de biosintesis de proteinaﬁ.
Para nbtenef- valores absolutos d= cantidad de2 proteinas

se recomienda implementar una metodoloaia de medicidn

eépecifica para la-protéina hibrida.

5) Biosintesis :de-la proteina hibrida beta-galactosidasa

con cadena B.

El pldsmido pBR2Z75 fue iguaimente_transformado en la cepa

MX4&14. Sin embargo, los andlisis inicialss de biosiﬁtesis da

- proteinas revelaron que la concentracidn de pkoteina hibfida

con la vcadena B =2ra m2nor a la que s= obteania con 21 pBR21I3

en las mismas <condiciones y que ademds la eantidad de

'bata-galactosidasa~cadena B disminufa conforme aumentaba el

29
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tiémpo_ de férmentacidn_-de_ la .eepa transformada; Este

.fendmeno pa&rié resultar de la snlncc1dn da. mutantes g2

perdieran la capac1dad de sobrepraduc:r el hibrxdu, 51 ésto
reportara una ventaaa gselectlva a dichas c€lulas; o bien a

alguna propxedad 1ntrinséca de 1la proteina hibrida con

.eadena  B. 'Bado que  la regidn regulatoria yv'el axtremng

corresponiente -al amino terminal de 1los dos hibridos era

iddntica, 1& ‘probabilidad d= qué' la baja biosintesis del

' hibrido ,eon;'cadena~ B se debxera a la transcrxpeldn o a la

traduccidn dnl mpnsaae 2ra muy baJa.

Se decidid analizaf nu2vamente losi._patranes de
restriecidﬁ. del’  pBR273 eon' el fin. d= comprobar la
estabiiidad. dei ‘plésmidor én la_'cepa.. Estos expérimentbs
mostrafdn ‘que en varxos plésmxdos habfan ocurrldo deleciones
de 1los fragmentos de DNA correspondientes a1  operdn de
lactosa vy parte del gene que ﬁﬁdifiea para la cadena B. En
la figura .8 s2 mu2stran los patrones de-featriccidn de DNA
de pldsmido extratdo de varias colonias difefentee é?eridas

toda 1la noche.” Como puede observarﬁa en: 1us carr11es A Y F

~la :intensidad relativa de algunas bandas 25 mucho mayor qus=

las  que corresponden al opardn de - lactosa, las cuales en los
carriles B y-Q ¥a s2 han perdido totalmente. E1 carril D es
el pBRSéE - digerido con ﬂégIII. como contrel de Peso
molacular, Estos reéuitédos sugieren que existe una ventaja
selectiva dé aquellas cdlulas que han perdido la capacidad

de sintetizar =1 hibrido.
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FIGURA

8

PATRONES DE RESTRICCION DE VARIAS .
COLONIAS DE LA CERA MXAs14 TRANS-
FORMADAS CON EL pBR275. {(ver

texto para explicacidn)
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Emy G o H
“ 7y Be utilizd - entonces la cepa D1210 para transformarla con
-r"-:_,-" _-;: tal - N . . . : B
b .

1i§§157&§R275.- Se observd que =2l DNA se mantenia estable en

TAE = : | o .
v 3>{§Q§1ggier fase del crecimiento del cultivo. Se determind
gl w2 Céégmig qu2 el rango de2 concentracidn dz IPTG optimo para la

T ..:‘:: P

gwﬂ -"";7:«‘ [} U Luf .

' =z d%represidn del operdn de lac es de 2. a S5 mM: a

i M ' ' . N

== concantraciones menorss s2 detecta  la menor produccidn de
proteina thibrida y a concentraciones_mayores disminuye 1la

velocidad de crecimiento de la cepa.

La induccidn -ﬁe{jlleva a cabo de 1& siéuiente'manera: se
daja .erecerf.uﬁ culti#n de la cepa-transfnfmada hasta una:Dﬁ
(550)=0.8. $Se agrega IPTﬁ'a una ébncentracidn final de 2 mM
Yy s2 deja crecer =l cultivﬁ Por lo manos hasta'una DO (350)=
1.2, A este cultivo se le determina la-cbncentracidn de:
protafinas, se hace ;Qna separaeidn d= las-ﬁishas POr peso
molecﬁlar.]en un gzl de poliacrilamida—SDS y finalmente se
determina .1a-'prnparaidn .de la proteina hibrida msdiante un
andlisis dénsifométrico del ‘gel. En la figura 9 se muestra
un gel donde se analizaron laé'proteinas totales d= varias.
,fermentacibnes. . Puede observarse que 5in IPTG no hay
bios{ntesis - ap%fente ds= beta~§a1actosiﬁasa (carril A) v en
105 ﬁarriies;-B y C . aparece una baﬁda que comigra con 21

enntrol'de'beta—galaetosidasa purificada (carril H )

A diferencia de 1la cepa MX414, la nueva cepa si{ produce
beta-galactosidasa silvestres (ecarril B}, por tanto no toda
la proteina que comigra con el control es proteina hibrida.

Con el fin de _cuantificar ~1a proteina hibrida s= hizo un

A



FIGURA 9

| ELECTROFORESIS DE UN EXTRACTO CELILAR

DE A& CEPA D1210 SILVESTRE Y TRANSFOR-
MADA CON EL pBR2Z75 (cadena B)

{4) DI1210 silvestrelVESTRE ¥ TRANS—
(B) Di1210 + IPTG {(condiciones en texto)

(2) D1z210/pBR275 + IFTO

(B) beta-galactosidasa comercial
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andlisis . den5itbmétrico.: de los carriles B -f L. 'Las
.Proporeioﬁes-. del pico de 'befa—éalaétoaidasa' hibrida' EE.
muestran en la tabla 2. El rendimiento obtenido del hibrido
Pafa estas  condiciones dgr_céecimientn _fﬁe'_de 73 mg de
beta—galacibsiﬁasé*cadena | B por  litro de ‘cultivo

(tedricaments s2 pueden obtzner 1.47 mé_de cadena B).

Se hizo una cindtica de biasintesis'de proteina hibrida

con 21 fin de  determinar el tiempo de crecimiento del

" cultivo una vez que se agrega el IPTG. En la figura 10 se

muzstran las proteinas obtenidas de cultivos creecidos 1, 2,
3, y 4.5 horas 'despues de la adicidn del inductor. Se
crecieron '2% ml en matrac25_de:250_m1 y s& tomaron alicuotas
de 3 ml para analizar. De esto se'metiErnn 40 ug por carril
a2n .el caso de  protefnas tntales. De 1las Vproteinaﬁ
insolﬁbles, se centrifugarop 160 ul de_lisado'y.se'analizd

1a fraccidn pracipitable, Como = puads observarsse, la.

biosintesis de 1la proteina hibrida continua aun despues de

~auz =21 cultivo haya alcanzado la  fase estacionaria de

crecimiento Y mno s&  aprecia degradacidn aparente del
hibrido. 52 racomienda hacer wna cindtica a tiempos mas
largos con menor cantidad de proteinas por carril para

distinguir ocon mayvor olaridad si la produceidn dal hibrido

‘continda o no.

Los resultados obtepidos . dél crecimiento de las cepas
D1210 Yy Mx&14 2on el PBRE?S sugisren que la

beta—galactosidaéa—cadena-fB an la cepa VMX614'.aporta una



dasventaja selectiva para las cdlulas si se produce en forma

constitutiva, por llo que la éapacidad  de ﬁontrolar ‘1la
axpresidn del hibride ha sido hasta el mahento la dnica“

forma de mantener el pBRQ?S-estable.dentro de las cepas de

E. coli.
| ;o - PICO DE
- MUESTRA | BETA-GAL OTROS
D1210 | 2.0% 98.0 %
| DI210/pBR27S . . 8.0% = 91.0 %
_f

TAELA 2: VALDRES NUMERICOS OBTENIDOS DE LA
DENSITOMETRIA DE LA CEPA D1210 SILVESTRE
Y TRANSFORMADA CON EL pBR275 (2adsna B de
insulina). EiL. MEDIOQ ES M-9 CON GLUCOSA A
UNA ABSOREANCIA  (550)= 1.2 DESPUES DE LA
INDUCCION DEL SISTEMA CON IPTG A
Bo(350)= 0.8.
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ELECTROFORESIS DE EXTRACTOS EELULARES
- DE LA D1210 CON pBR275 A DIFERENTES
TIEMFOS DESFUES DE LA INDUCCION.

: FRACCION FRACCION TIEMPO

(A} total {(F}) insoluble 1 hr

{B) total (G) insoluble 2 hr

(C) tntal (H} insolubls - 3 hr
4.

(N} total (I} insoluble S5 hr

{E) beta~_galactosidasa com2reial
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. CONCLUSIONES =DE LA EXPRESION DE LOS GENES GUE CODIFICAN PARA

LAS CADENAS A Y B DE INSULINA A PARTIR DEL PROMOTOR DE
LACTOSA. | |

Una  vez vefificada la sécuencia nucleotidica de los genes
sinteticns, sé éﬁnsfruyeron los veciores _de'expresiﬁn de
estos bajd'él cdntrol de 1a'regidn regulatoria del operdn.de
lﬁétnéa; A partir d= ello§ s= sintetiza en la crlula hudsped
una proteina de - peso molecular siﬁilar : él de la
_béta—galaﬁtosidasa,.ild cua1 ‘5ugiere que 2sta es elihibrido
deseado. El pldsmido que codifica.para el hibrido con,cadéna
A fue introducido en la cepa MX614 y se detects la
biosintesis de dsta (en las condiciones. fijadas én este
experiment@) 2n una Pruborcidn de2l ¥ %4 de la protezina total,

1o que equivale a 120 mg/fl. El pldsmido con cadena B tuvo

que - sar introducido 2n la c¢epa 01210 que sobreproducs

‘represor de lac, de modo gque se sjerza una represidn

2gtricta del sistema de expresicdn durante las estapas

tempranas del  crecimiento del cultivo. Este solamente se

induce con la adicidn de algun inductor, en nuestro caso fuse

con IPTG a .cancgntracionés ‘de 2 é S mM;..Lns niveles de
biosintesis detectados en esta cepa (en las condicionss
fijadas en eé{e experiménﬁd) fueron de aproximadamente 7 %,
le cual  aquivale a 73 mgfl. A partir de estos esfudius
preliminares, otros grupos 'ﬁan mejorado las condiciones de
cultivo de =stas wcepas en terminos d2 productividad y bajo

costo (datos sin publicar de Galindo E. ¥ colahoradoresd,
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Aunqus _-105 resultados de andlisis de patronas de
restriccidn mostraron qﬁé la cbnstrﬁccién-de los plésmidos

fue la esperada, 'v'los'QEIEE de poliacrilamida demostraron

‘la biosintesis de una brnteina dezl peso'mulecular esperado,

no se2 concluys qus la proteina observada contenga 2n su

extremo carboxilo terminal la cadena A o B de insulina.

- Btros gfupoﬁ~de trabaja:han demostrado que la biosintesis de

las cadenas efectivamente se lleva a cabo a partir de estos

“yactores, ya que -han procesado los extractos celulares de

las cepas construidas ¥ han logrado la purificacidn de 1la
cadena A {datos sin publicar d= Estrada G. y colaborador=s)
y de la cadena E (datos sin publicar de Alvarado X. vy

ceolaboradores).

Las metodologias  de purificacidﬁ que _han sido
desarfolladaé. pov estps grupos podran sar utilizédas para la
obtencidn de las cadenas. A vy B mediante 2] sistema dg
exprasidn  qus se diseﬁﬁ posteriorments y cuyaé

caracteristicas se exponen a continuacidn.

..
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2)  EXPRESION - DE L0OS GENES SINTETICOS EN FORMA DE

 PRDTEINAS DE = FUSION CON TRANSACETILASA DE CLORANFENICOL A

PARTIR DEL PROMOTOR trp.

Las proteinas hibridas gensradas con la estrategia
anterior prasentaron varios. problemas que dificultan 1la

purificacidn de las cadenas A vy B de insulina.

En primer lugar, ias protz2inas son insnluhles en medio
acuoso, ¥y aunﬁﬁe esta caracteriatica'repfesentd una ventaga
en ..el péso inicial d= purificacidn d= 1los hibridos,
pasteriormente hubo que buscar condiciones drdsticas para

lograr solubilizar los hibridﬁs'para s purificacidn total,

tales como cloraro de guanidinio g M (31).

En s=gundo lugar, el.tamaﬁo de los hibridﬁsres mly  grands
¥y la proporcidn de las cadenas con respecto al hibrido es
Ly .pequeﬁa, por 1o que ios randimizntos de purificacidn se
ven muy disminuidos (de cada mg de proteina hibrida se

obtiene un maximo tedrico de 0.02 mg de cadsna)l.

En tercer lugar, una vez purificada la prateiné.hihrida
25 neéesariﬂ tratarla con bromuro de ciandgeno (CNBEr) 21
cual, 2n  condicionesg dcidas, éofta los residuos de
mztionina. Desbide a que el-fragmenfc d2 bsta-galactosidasa
tiene 23  metioninas, se requiesre una gran éantidad de CNBr
para cortarla (proporcidn molar de S50 vecss por cada

meticninal. Ademds se obtienen varios pdptidos de los cuales
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varios tienen un peso molecular similar al de las cadznas A
Yy .B,-'Io :ual dificulta aun mas la purificacidn (R. Rosales,

cominicacidn personall.

Por otra . parte; ia pruddccidn'de proteinas hibridas bajo
el control d=1 promotor 1aclVS no =s muy =ficiente debido a
que dste no es muy fuérte"(Q).-Para'aumentar l1a cantidad de

mRNA =5 indisps=nsabls usar un prnmotor'még fuerta,

Se disend wuna estrategia que contendiera con los tres

problemas basiecos del sistema de. lacs
i.— La baja fuerza del promotor.

2.- Las problemas de purificacidn de las cadenas A Y B a

partir de su precursor beta-galactosidasa.

3.—- Dificultad =2n =1 mdtodo da cuantificacidn de  los

hibridos producidos.

Paré estn'.ﬁubq'que utilizar otra regidn de_reguiacidn de
la traﬁscfipeidn- y otro gene_qué codifica para la proteina
&e fusidn de lés cadenas. Se eligid el promotor del operdn
de triptofanc pﬁr eatar'tmtalmente_caracte#izado a nivel de

secuéncia nucleotidica (10&8): ser  inducible; vy ser 3 o 4

Cyenes mas - fuerte gue lacilVs {(2). Como proteina de fusidn se

eligid 1la enzima transacetilasa de cloranfenicol (TACm) o

acetil transferasa de cloranfenical. A continuacidn s=2
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describe  la regulac1dn del promotor del operdn de tr1ptofano
y s=2 pxponﬂn los mot.ivos por los que e e1191d 2l gene dz la

TACm.

" El “prombfor de‘rtrp ‘psta regulado por el represor dal

" opardn (ﬂodxfxcado por =21 gane trPR) Yy por- una regidn

atenuadora de la transcr1pc1dn. Ehlﬁte un atenuador entre

a2l inicio d= 1la transcripcidn {a 173 pares de base5} y =l

sitio de inicio de la traduccidn del primer gene estructural

del operdn, =1 g=n=z trpE (71, 105, 107).. Su  funcidn
regulatoria 1cansiste en {érminar ' pfematuramgnte una
cons iderable fraccldn d=z los transcritﬁé qué.hﬁn'comenzado
en el promotor. La praporcxdn de los transcr1tos terminados
varia d= fcrma inversa con la concentracldn intracelular de
triptofand, perc la ateﬁuacidﬁ-de todos ldé transbritqs no
pusde - logrars=e. El‘sitia'de.unidn del repregor,;el éperadof

de trp (trp0), esta sobrelapado' con 1la caja de Pribnow

(figura 11), 'y por tanto evita 1la unidn d= 1la RNA

polimerasa. $Sin embargo, el producto de trpR por si saolo no

puede wunirse al opzrador. Nsoesita un corrapresor, qu2 &5 2l
producto final sintetizado por las enzimas del operdn de

trp, © s=2a =21 aminodeido. triptofano.  Asi, la moldcula

- formada por el aporrepresoy de trp vy el triptofano

constituyen 21 reprasor guz se Unse al aoperador de trpe.

Para lagrar la represidn del promotor de trp, debe
afiadirse triptofano en 21 m2dic d= cultivo, y para cons=sguir

1a desrepresidn de d&ste se necesita eliminar 21 triptofano
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GAGCTGTTGACAATTAATCATCGAACTAGTTAACTAGTACGCAAGTTCACGTAAAAAGGGTATCGACARTG o v v eeeeone
' ’ ' peptido 1fder

------------
- ¥

FIGURA 11: SEEUENEIA NUCLEDOTIDICA DEL PROMOTOR
Y OPERADOR DEL OFERON DE TRIPTOFAND

del medio. Sin  embargo, la desrepresidn completa no puede

lograrse de =sta forma, ya. qua la cantidad de triptofano
producida de fbfma eﬁddgena'para sintesis de proteinas, es
suficiante para inhibir aiH:pramotor _dé trp dz forma
considerable  (%?). Existen | ?nductnwes quimicos {dcido
indol-3-propidnico ¥y 4eido  beta- indolacrilico) gque s2 han
utilizado para la - induccidn del promeotor en cepas crecidas

en medio con triptefano, ya que =2stos inductores compiten
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con el  £riptbféno. por él aporrepresor - (trpR)  sin
desacti?érlm; fSihf.Embano,- sa :saﬁe. qu2 estos inductores
-tiénen_ - efectos sécﬁndarins : soﬁre. la triptnfanil tRNA
sintetasa, éGY”:IID que  la utilidad de 1los mismos 2s
cuestioﬁaﬁle (21, 78). El1 promotor de trp es totalmente

desreprimido =2n cepas mutantes quz carezcan del producto del

~gen2 trpR, lo cual generalmente no es deseables ya que la

‘biosint=sis  incontrolada de proteinas puedse afectar el

crecimiento de la cepa (53).

‘Una caracterisiféa impbrtante del represor de trp o5 que
ragula lar eﬁpreéidn _de' varios ope2rones: 21 opardn de tre,
que codifica para -las cinco enzimas responsables de la
biosintesis del triptofano; =21 op2radn aroH que-codifica para
una de 1las tres isozimas «que llevan' a cabo la reaccidn
iniciall de - la via comin éara la. biostnteéiﬁ de  los
aminodcidos araméticus} el operdn trpR que codifica para el
propio aporreprasor d=21 éistema; yllas vias biosintdticas d=.
los aminodcidos isoleucina-valina, leucina, treonina vy
fenilaianina 1;0,'53). ﬁédoa estos efectos secundarios no 25
recomendable  1a utilizacidn - de cepas -frpR para ia

sobreproducecidn de protainas. Como s=2 obs2rva, la sxpresidn

controlada utilizando el promotor de trp es mas dificil de

obten2r en relacidn a otros promotores como lacUVS.

A la_ fecha se han descrito dos tipos de vehiculos
moleculares aque uytilizan =@ promotor tvyp para expresar DNA

en E. coli: aquellos gque contienen la regidn atenuadora (27,
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&2, 94), y wotros a los qua.se les ha deletadd'dicha regidn

(9, 95). Es preferible preécindir. de  1la pfesenéiar del
atenuadori pafa- avitar la terminaﬁidn- premétura dé
transcritos en este éunto. |

Se ha repﬁktado  la obtencidn de altos niveles -de
binsinteﬁis de proteinas  a partir del promotor de trp por
Hallewall vy _Em{age 140)." En s# sisteﬁa se.  wutiliza la
5ecueneia reguladora de la ,transcriﬁcién, incluyendn =21
atenuador, para sintetizar 1és productos de los genes tvpE vy
21  153% del §ene EtrpD d=2  ﬁithn 'ﬁperﬁn eh un plianido
multicopia. Mediantgbfla induccidn del 'sisteha. con Acido
indol#erilico 52 phtiene un incrémentn del productc dal gene
treE (el componznte 1 del complejo de 1la antranilato
sintetasa) d= aproximadamsnte 30 vaces con respacto  al

estado no inducideo. Estos .altoa rendimientos hacen de 1la

‘regidn  regulatoria de trp un candidato adecuads para dirigir

la sintesis de las nuevas proteinas hibridas.

UnQ  de  1los  mdtodos gque se han d=sarrollados para =1

andlisis IN VIVO de la regulacidn de la expresidn de genes
consists 2n - fusionar ragiones ~ regulatorias 4 g=2nes
estructurales . CUYODs .productos pusdan medirse

enziméticémente. Con. =sta fin, GClose y Rodrigusz (17) han
construido uha serie de. cassettes o cartuchos de DNA que
confienen 21 gene del transposdn bacterians Tn¥ gue codifica
para la. enzima transacetilasa de cloranfenicol (TACm). Este

g2ne confiere resistsnecia a cloranfenicol a la bact=ria gque
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1o porta (Cm¥ ). Este gene fue elegido para analizar las
condiciones de induteiﬁn del promotor de trp por las

sigulientes razones:

1.— Se conocen sus secu2ncias de DNA (1) y_de.aminaécidos

(85).

2.~ La  actividad enzimética_:de 1la TACm pusde sef madida
por madios espectrofatomdtricos . (33), lo cuai permitird un
andlisis _ﬁas exacto de las condiciones de induccidn del

sistema, comparado con 21 andlisis densitomdtrico.

2.— La  enzima es fdeilmente purificable por cromatografia

de afinidad (£84).

4.- Pocos organismos producen  TACm, eliminando asi el
problema  de actividades enzimdticas secundarias  =2n el

huesped (£5).

5;— Existe dentro del-gene estructural un sitio dnico de
réstrieéidn. recanﬁeidb pof la eniimélgggﬁi. Al fusiopar —ada
uno de los genes sintdticos en este sitin;'sé generardn dos
g2nes nuev05 qﬁe co&ificaran para las-pruteinas hibridas, ya
que 1la .fase de -lectﬁra de 1los fragmentos del ONA es la

misma. Ademds, s2 ha detesctado en minic#lulas la biosintesis

de pfnteinas hibfidas fusionadas en 21 mismo sitio de EcoR1 -

(83).
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GHa— Cﬁmpakadb' con beta—galactosidasa, un hibrido con la

TACm tiens las siguientes caracteristicas: 3 metioninas, lo

que -dismiﬁuye la cantidad de CNBr requerido pard l1a

‘liberacidn. de las cadsnas; ninguno de los p#ptidos generados

por el ~rompimiento coﬁ:CNEr tiene uﬁ peso molecular similar
al d= las cadenas: =2s de m=nor pésn molaculary vy céntiene
una sola cisteina {que puede cambiarse a otro aminodcido por
mutagenei$ _dirigida dal DNA de modn'que éueda'hacerae la.
reasociacidn _dg las.ﬁadenas antés de la reaccidn del.ENBr Y
var sl 'asi aumenta :el; randimiento  del  proca2so d=2
reaﬁociacidn).. En la figura 12 se muzstra la secueh:ia de

aminodcidos ssperada para los hibridos. -

Una pnsible desventaja que tiens la utilizacidn del gene
de la TACm =s que 1& frecusncia de wusao de codones d=2l mismo
no es la dptima para E. coli (38). Sin embargo, la

freeuencia de2 wso de codones en los. genes trpE y trpD

{utrilizados por  Hallewell y Emtage) tampoco es dptima, y

aun asi{ obtiesnen una induccidn de 59 veces,. Esto sugisre que

este punto no ‘siempre s importante para los niveles de

biosintesiélde broteinae.
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Met Gt Lis Lis - e Tre GLi Tin The Tre Vab. Asp Ife Sen Gfn Tap His Mg Lis Gtw

ATG GAG AAA AAA ATC ACT GGA TAT ACC ACC GTT GAT ATA TCC CAA TGG CAT CGT AAA GAA

His Fen Glu Ala Fen Gfn Ser Vel Az Gin [Cis| Tne Tin Asn Gin Tre Vel Gfn Lleu Asp
CAT TTT GAG GCA TTT CAG TCA GTT GCT CAA|TGT|ACC TAT AAC CAG ACC GTT CAG CTG GAT

e Tre Ala Fen lew Lis Tre Vet Lis Lis Asm Lis His  Lis Fen. Ter Pro Alz Fen Tl
ATT ACG GCC TTT TTA AAG ACC GTA AAG AAA AAT AAG CAC AAG TTT TAT CCG GCC TIT ATT

His Tle Lou Ala. Mg Lew Met Asn Ala His Pro Glu Fen Met GLi 1fe Vel Glu Gln €ia

+ CAC ATT CTT GCC CGC CTG ATG AAT GCT CAT CCG GAA TTC ATG GGC ATC GTT GAA CAG TGT

Cis The Ser T8e Cis Sen lew Tin Gtn Llew Glu Asn Tin Cis  Asn
TGC ACT TCT ATC TGC TCT CTT TAC CAG CTT GAG AAC TAC TGT AAC

Met Glu Lis Lis 1ee Tre G Tir Tre Tre Vat Asp Ile Ser Gin Lis Gla

T (
- ATG GAG AAA AAA ATC ACT GGA TAT ACC ACC GTT GAT ATA TCC CAA'TGE gﬁ%‘c AAA GAA

His Fen Gtu Afa Feu'G';ﬁn Sex Val Ala Gin [Cis | Tre Tin  Asn Gin lTILé Val GLn.'Lzu Asp -
CAT TTIT GAG GCA TTT CAG TCA GTT GCT CAA [IGTJACC TAT AAC CAG ACC GTT CAG CTG GAPT

Ie  Tre Ma Fen lew Lis Tre Val Lis Lia Asn Lis His Lis Fen Tir Pro Ata  Fen Ife
ATT ACG GCC TTT TTA AAG ACC GTA AAG AAA AAT AAG CAC AAG TTT TAT CCG GO TTT ALT

His 1le lew Atz Arg Leu Met Asn Ala His Pro Glu Fen Met Fen Vat Asn Gon  His Lew
CAC ATT CTT GCC CGC CTG ATG AAT GCT CAT CCG GAA TTC ATG TTC GTC AAT CAG CAC CTT

Cis GBi Ser #His Llew Val Glu Afa fLeu Tin Llew Vaf Cis GLL Glu Ang GEL Fem Fen Tin
TGT GGT TCT CAC CTC GTIT GAA GCT TTG TAC CTT GTT TGC GGT GAA- CGT GGT TTC TTC TAC

The Pro His The

" ACT CCT AAG ACT

FIGURA 12: SECUENCIA DE AMINDACIDOS ESPERADA
- PARA LOS HIBRIDOS CON LA TRANSACE-
TILASA DE CLORANFENICOL.

(A) TACm-cadena A
{B) TACm—cadena B

57



1) Construccidn vy caracterizacidn dg los pldsmidos.

La enzima EcoR1  vcorta 21 gene2 d= resistencia a
cloranfenicol - del +transposdn Tn? (1} en 1la misma fase de

lectura que  tien=n los genes sintdticos, por 1o qus

fdcilmente se pusden unir ambos fragmentos para constrair uan

gene que codifigue para los primeros aminodcidos de2 la TACm

vy - los aminodcidos correspondientes a una de las cadenas de

insulina. FPara  construir estos pldmidos se siguid la

estrategia indicada en las figuras 132 y 14 .

.6 partir del plidmido pBER702 sg aisld un'fragmentn de DNA
de 292 pares de bases qﬁe contiens el promotof, oparador,

inicio de la transcripcidn ¥ sitio de unidn a ribosomas (SD)

d2l operdn de triptofano ({(figura 135) {obsequin deal Dr.T

Raymond L. Rodriguezi. Ests fus clonado =n =1 sitio de EcoR1
del pldmido PJR1L  (probador de pfamotoreﬁ én el ge2ne de
resistancia a..tetraciclina)' (3?) praviaments palimerizadns'
los extvr=mos de ambos fragmeﬁtoé.de modo'que:se'perdieran

los sitics de EcoRli. El nusvo vehiculs, denominado pBR702,

aporta al hudsped que lo contisne resistencia a To.

El siguisnte paso fus la clonacidn dol gene da Cm ¥ en -

el sitio de HindIII d=l pER702 para producir el pBR703. Este
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. FIGURA 13: QDNSTRUCCIDN DEL PLASMIDO. pBR703 QUE
: ‘ DIRIGE LA SINTESIS DE LA TACm A PARTIR
DEL PROMOTOR DE TRIFTOFANO.
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FIGURA 14:

PBR730 pBR73T

- ori
ors

CONSTRUCCION DE LGS PLASMIDOS GQUE DIRI-
GEN LA SINTESIS DE LAS CADENAS A Y B DE
INSULINA EN FORMA DE PROTEINMAS HIERIDAS
CON LA TACm A PARTIR DEL PROMOTOR DE TRP
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' (F)AATTCATGCTGTGGTGTCATCFTCGTT_B_LGCCAGGGTGCCGACEEEQATCI_EACTGCACGGTGCACCAATGCTT

EcoRI Saulda Bhal Tagql

-1nn_ : '—110 - =160 -15»'1 LY -lna : -xzn

CTGGCGTCA(GCAGCCATCGGAAGCTGTGGTATGGCTGTGCAGGTCGTAAATCACTGCATAATTCGTGTC

=110 -1oo - =90 o '—s. ) o.=70 LA -so
GCTCAAGﬁQﬁQACTCCCGGTTCGTGGATAATGIIiiiIGCGCCGACATCAGAACGGTTCTGGCAAATATT
HhaI " Hpall

—& 0 I ! -2 : ' -10 I +1 +19 +20 420

- "T’“AATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGAACTAGTTAACTAGTACGCAAGTTCACGTAAAAAGGGTATCTAGAATT(C)

AluI HineII Taql Hpal X aI—E——ii—-
uperadnr _

FIGURA 13: SECUENCIA NUCLEOTIDICA DEL FRAGMENTO

DE DNA QUUE CONTIENE LAS SECUENCIAS
REGULATGRIAS DE TRP.

gene se encusntra en un cartucho o cassette derﬂNé de 791
parss de bases construido por  Closs T. y K. L. Rodrigusz

(17) y rtlonado en el pCm7 (39). Parte de su secuencia sa

muzstra =2n la figura 14.

TACH

F ]

et ' Fin -

(A AGCTTCSACGAGATTTTCAGGAGCTAGOAACCTARARTG-218 codones de a.a.-TAA-75 pb-GCAGARATTCGTCGAAGCT(T)

o
SD

'-FIGURE- 16: SECUENCIA NUCLEGTIDICA DE LOS
EXTREMOS DEL CARTUCHO DE LA
TRANSACETILASA DE Cm.
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Una vez construido el pldsmido PER703 {(figura 13) se
procadid a wclonar =2n #ste  los genes sintdticos entre los
sitio§  de EcoRl (sitio interno del gene de Cm® ) y BamHI

tsitio intermo de= Te® ). Se obtuvieron dos plismidos que

~codifican para cada wuno de los dos hibridos: el pER730

(TACm—A) y. el pBR73i (TACm~B) (figura 14). En la fiéura 17
se .mﬁestra un andlisis esquemético de las distancias.entre
los siiios de resfricciﬁn 2sparados de. los fragmentos
madificadés-' de los pldsmidos; y en la figufa 18 se muestran

los ‘patron=s de - restriccidn de todos _195 pldsmidos

construidos,

2) Estudios de induccidn del promotor de trp.

En algunas  investigacions2s sobrs 1a expresidn de genes .

que se transcriben a partir del promotor de trp (25, 32, 40)

s2 han utilizado diversos  medios de cultive y diferentes

concentraeiqnes.-de.triptnfano 2 inductores quimicoas de dicho
promotor. As{ se busca alcanzar nivelss mas-elevadns da2
biosintesis de las .prnteinas.codificadas pov dichos genes.
En los. _trébajos eitados .se utilizan b4dsicamente dos
condiciones de inducecidn: la adiciﬁn de écido‘indblacrilico
(1AA) en =1 medio.dé cuitivo o bien =1 ayunc.de triptofaﬁo
Para la desrepresidn déi promotor. Dado que no existen datos

publicados qu2 indiquan oudl de los dos mdtodos representa
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FIGURA 17: ESQUEMA DE LAS DISTANCIAS TEORICAS

DE LOS SITIOS DE RESTRICCION DE LOS
PLASMIDOS GUE CODIFICAN PARA LOS
HIBRIDUb CON TACm.

A = cadena A de insulina
B = cadena B d= insulina__
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FIGURA 15

FATRONES DE RESTRIGCCION

PLASMIDGS CONSTRUTDOS.

La)
(3

- LE)

(5)
(H)
(D

pdR11/HasIll (B)
pER703/Ha=IIl (D)
PER731/Ha=lI1  (F)
pJR11/HasIll

pER7Z0/EcoR1-BamH1
pBR731/EcoRk1-BamHl

DE LOS

pER702/HazIlI.
PER730/HanIll
pER70O3/HIindIII
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mas ventajas, se decidid trabajar ambos con el fin de hacer.
un andlisis = comparativo de los nivzles de’ induccidn

abtenidog.'

En el pBR703 se encuentra'él gene que cadifica.para la
TACm bajo =l contfol de trp; For tantq, 2] fﬁncinﬁamienta
del éromotor pueds -evaluafse midiendo 1la actividad ﬂe la
énzima por--ei mitodo reportado ﬁor Shaw (85). €l principio
de accidﬁ de dicho métodu. se. basé en gque al entrar en
contacto =21 eloranfenicol (Cm) y la acstil coenzima A =n
presencia de la TACm, esta dltima acetila.el Cm liberéndo un
grupo. CoA sulfhidrile iCaA—SH); La treaccidn de la CoA
reducida con 5, S<-ditiobis-2- 4dcido nitrobanzdico (DTNB)
produce  un compussto  amarillo qusz absorva é 412 nm. Al
cCOnocer El_ cambio de absarbancia antes vy despﬁés de éﬁaﬂir
el ©Cm, s= pusde caleouslar la actividad d=2 la TACm en la
muestra f 51 relacionarlo posteriormente con la cantidad de
prateiné total d2 la mu2stra se conoez la  actividad

especifica de la muestra.

Como primer'pasn se decidid verificar la reproducibilidad
d=1  mdgtodo. Para =esto s2 probaron diversos lotas de acetil

CoA con la misma muestra y los mismos reactivos,

encontrdndose2 que la actividad varia ségﬁn el lo{e de ac=2til

CoA utilizado. Con un mismo lote de acetil CoA se encontrd

quz la aetividad especifica 2s constante cuando se2 mida la

misma mu2stra por triplicado y que la artividad especifica

25 constante tambign ouando se miden dilucionas de la misna
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muestra. De esto sé concluye gue los valores de actividad

 espacifica de la TACm solo son comparables cuando sz utiliza

el mismo. lote de acetil CoA. Ademds, el mdtodo permite

trabajar en un amplin rango de concentracidn de enzima.

: Unar vez conocidas las ulimitaciones del métodﬁ, 5
procedid a plantzar 1os =2xperimentos para estudiar los dos
tipos de induccidn de tre. Laé'condicionesise fijaron de
acusrdo a. 1o 'repnrtada. &n la. Iiterétura con el fin d=
feproducir los resultados de inducci&n. Estas condiciones.

7

fuerons

1.~ Induccién.con dcido indolacrilico (IAA).; Se ecrecid toda
1a noche (ON) la cepa MC10461 con al pER703 en medio M-9 con
200 pg/ml de triptofano (esta concentracidn de triptafaho
mantizne- raprimide  al promotor | )(53). El cultivo s=2
centrifugd, se lavd 2 veces éon M-% coﬁ 2 pa/ml de trp y se
diluys$ 1:20 en. 2l mismo medio. Al llsgar a una DO(520)= 0.3,
se adiciond el inductor .a una concentracidn final de 20
Ha/ml (40) y.se tomaron élicuotas d=1 c&ltivn haata.que esté
llegd a fase estacionaria. A estas ~alicuotas se les

determingd la actividad espeeifica.de 1a TACHm.

2.~ Induccidn por ayuno de triptofano.—- Se crecid GN en
LB 1la cepa MCL1061 transformada; S2 centrifugd vy %e inuculd
mzdio LB en una ﬁroporcidn 1:100. Cuando este_cultivo'llegé
a wuna DO(S30)= 1.0 se2 tom3 otro indculo para madio fresco

M—-2 con _casaminodcidos y se diluyd 1:25 (32). De este
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pisltivo se tomaron alicuontas para detarminar tambidn su

actividad esspecifica de TACm.
En la tabla 2 se muestran. estos datos, de los que se
pusde coneluir 1o siguientes

~ En medio limitado de triptofano se obtiene uﬁa indaccidn

ligera al afadir IAA.

- Con  IAA se obtiene wuna induccidn de aproximadamente 10

veess oon respactor al estado no inducido (200 pg/ml di2

{riptofanol.

— Se observa una leve disminucidn de la actividad especifica
de la enzima cuando cambia la fass d=2 arecimiento d21

cultivo.

- lLa actividad espesifica para la TACm codificada por el
pBR222 e5 d= 3.4 micramélés de cloranfenicol-acetiladbs'por
ninuto (20). Cﬁn este lote de acetil CoA se:obtiene un valor
d= 2;?5, gor 1o IQue SUPON2MOS que 10s §alorea numériéns

estdn ligeramen{e bajos.

Estos experimentos fueron realizados por duplicado y se
sncontrd una variacidn de los valores numgricos de_i 0O.1. Se

repitieron con otro lote de acetil CoA v los wvalores
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1 2 3 4
0 AF DO AE D0 . AE DO AE
0.234 1.96 0.25 1.82 0.205 0.010  0.202 0.73
0.300 1.1u % & 0.310 0.015 0.290 1.81
0.386 0.73 0.39 0.81 0.405 0:014 0.410 1.88
0.543 2.75 0.55 3.30° 0.605 0.297 0.590  2.30
0.710 4,03 0.70 5.40 % * % %
0.861 3.99 0.87 4.80 0.830 0.u90 0.830 4.10
0.960 3.u1 0.99 - 3,92 % % * %
1.160 3.70 1.10 4.25 1.070 0.510 1.080 3,92
% * 1,19 4.74 % % % %
® * 1.25 4.91 1.360 0,560 1.320 3.83
% = vaior no determinado
DO = densidad Optica del cultivo
 AE = actividad especifica (U TACn/mg de proteina)
TABLA 2: DISTINTAS CONDICIONES E INDUCCION

Dt LA:CEPA MC1061 CON EL pBR703.

(1) M9, 2 png/ml trp :

{(2) M—7, 2 na/ml tre, 20 pglml IAA
(3) M—-%9, 200 pa/ml trp

(4) M-2, 0 pa/ml trp
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numdricos. fueron mas bajos (pPRZ2S presentd una actividad
Especifica de 2.53). ElL patrdn d2 las curvas fue similar,
gbsarvdndose wuna disminucidn  de los valores de actividad

cuando cambia la fass de crecimiento del cultivo.

3) Eiosintesis da 1a TACm.

Los datos obienidos ée los estudios de actividad de TACm
sugerian quz a una DO(330)= 0.7 s= tandria ia may or
concentracidn .de 'lé enzima. Para comprobar esto se decidid
analizar =2n un g2l las proteinas obtanidas en ccndiciones g
indﬁceidn con IAA. EI vgldmen. total de 1la farmentacidn
fueron 50 ml (crecidos =2n matracss de . 500_ ml) y. las
alicuotas fueron de 4.5 ml cada una. Los resultados se
muastran =n la figuré 19. Puede obsérvarse 2l fendmano de
induccidn al comparar lds dos primeros carriles con los

demds, pero del tercero al octavo es dificil definir si hay:

S mayor o meEnor proporceidn de la TAC@m ~on respecto a las demds

pratetnas.  En 21 rcarril 2 s muestra un extracto del cultivo
crecido en  alto triptofano ¥ se obhserva que hay represidn

dal sistema (no ll2g9a a sar total).

Se 1llevd a cabo la cuantificécidn-densitumétrica d= la
banda ocorrespondiznt2 a la TACm de ocultiveos crecidos toda la
nache, 'y los 'resultadoé se muestran en 1a. tabla 4. Se.
obhserva qus el sistema inducidn‘pfesenta un incremento de 3

vages con vespecto al estads no inducido. Estos datos no van
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™ FIGURA 19:

(1)

e

ELECTROFORESIS DE EXTRACTOS CELULARES

DE LA CEPA MC1061 CON EL pER703

INDUCIDO CON IAA Y CON 2 ug/ml DE -

TRIPTOFAND. LAS DD(S503 SON:

(7)) 1.30
(3 ON

(4) 0.94
5y 1.02
(&) 1.20

0.31
(2) 6.43
(3) 0.78

(9} con 200 ug/ml d= trviptofano, ON.
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CEPA Y CONDICIONES DE CULTIVO " TACm -~ OTROS

cepa silvestre con IAA. ' —— 100 %
~ PBR703 con 200 ug/ml trp, sin IAA - 4.16 % 95.84 %
PBR703 con 2 ug/ml trp, con IAA 12,21 % 87,79 %
TABLA & H RESULTADOS DE LA DENSITDHETRIA DE UN GEL

DE FOLIACRILAMIDA. LAS MUESTRAS SON DE
CULTIVOS DE LA MC10481 SILVESTRE Y TRANS-
FORMADA CON EL pBR703 (ver figura 15).
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de. acuerdo.con los datos de attividad gnzimatica'presentados
én 1a tabla 3, ya que se obtiene un increméﬁfd de 10 veces
en - actividad =specifica. Esto puede deberse a  las
limitacianeﬁ'[de. la denﬁitﬁmetria dé geles que se explicaron
anteriormente. 3Sin =embargo, de Aacuardo a la literatura s=
esperabé obtener un incremen{o mayor que 10 veces (40). Los

posibles motivos por los que sz obtuvieron tan bajos valores

se discuten en las conclusiones de este capitulo.

-~

4) Biosintasis de las protsinas hibridas

iDebido a qﬁe' ‘135 préteinas hibridas no presentan
actividad de TACm, -la forma mas directa de comprobar su
biosintesis es mediante 'la‘ introduccidn de los plésmidus
PER730 y PBR731 =n  la capa P473-556, productora de
minicdlulas. De esta forma se observan excluﬁivamente las
protzinas codificadas por =1 DNA' de=l pldsmido. El paso

molecular esperado para los hibridos es de 11 451 daltonss

para la TACm—-cadena A y de 12 1179 daitoﬁes para la

_TACm-cadena E.

En la figura 20 se musstra la a4£orradiografia del gel ds
minicdlulas. En .ambos..earriles s2 observan tres bandas d=
proteinas en la parte superior del gel que corresponden a la
beta—lactamésa Y sSus pracursoreas  (un conirol sin pléémido no
nuestra estas band%é}; la diferencia entre las dos muestras

radica en las bandas s2faladas por las flechas, vy
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AUTORRADIOGRAFIA DE UN EXTRACTO DE

MINICELULAS TRANSFORMADAS CON LOS
PLASMIDOS:

(1) pBER730
(2} pBR731
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'correspundﬂn a la beta-lactamasa y_'sua Pracursoras (un

control sin plésmldo no muestra Pstas bandas}. La diferencia
antre 1las dos muestras radxca 2n las bandas senaladas poOY
1as - flechas, vy ~corresponden a la TACm~A {(carril 1)

codificada  por =1 pBR730; y a la TACm-B (carril 2)

_cndificada por el pER7321. Se obﬁerva.que la banda de TACm—-B

ps mas intensa que la de TAUm—A. Esto no s2 desbe 3 una

diferencia en 1la incorporacidn de metionina radicactiva,

dado qu= ambés ﬁfoteinéﬁ.tienen 21 mismo ntimero de rvesiduos.
Es improbable aque .se deba a factnfes ra2larcionados con la
transcripoidn, puss .ambns ~ pldsmidos tien=2n la misma
secuancia reguladora. Se podria pensar que existe un mayor
nimere de  copias del pER731 quz del pBR?JD paro 1as bandas
que corresponden a la _ beta—lactamasa no ‘presentaﬁ
difer=sncias de intensidad. Esto sugire qus la difersncia de
intensidad de las protesinas hibridaﬁ se debe a una distinta
astabilidad de21 mWRNA o de la prot=ina =n si, o a ambas

COSA5.

Una vez comprobado que  los pldsmidos sintetizan los

hibridos, estos G 1ntrnduJPrnn 2n la’ MPlocl.'oe sug1erﬂ quea

‘las coﬁdiciones de mdxima 1nducv1dn enccntradas - para =1

pBR703 deben servir para a2l pBR730 ¥y 21 pBR731, ya qu= ni la
regidn regulatoria de 1a transeripeidn ni el extramo 57 d=l
mRNA - han sﬁfridn modificacidn alguna. Lo gque si  pu=ds2
cambiar es lé 0o dei cuitiQD ‘donde se obtenga la mayor
concentracidn de  1los  hibridos dabido a quz las estructuras
de los mensajeros y las.proteinas son distintas y no se sabe

si su mstabilidad serd igual.
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En la figura 21 se muestra el gel de la cepa MC10&1 con
21 pBR?EOI.y' en la’ figura 22 s= prasenta la MC1061 <on 21

pER721. En ambos geles se incluyd un extracto de minicédlulas

transformadas con 21 pldsmide respectivo con el fin de

determinar .1la regidn aproximada_ d=2l 'gel’ donde 'ﬁigra al
hibrido. Dz = =esta forma, por sobreposicidn dz una
autorradiografia en él gel es posible, en algunos caso0s,
definir cudl do las Hand&s ‘tefiidas con azul aé Cuﬁmasie
éurresponde al hibrido. En los geles ‘no se obsarva un
incremento en la sintesis de_ los  hibridos, ya gua2 2n la
muestra de 1la cep% .eqn pldsmido crecida en condiciones de
reprasidn  (cafri1 7) se observa la banda que posiblemente
corresponde a la proteina hibrida con igual inteﬁsidad éue
en  las musstras de la misma c=2pa con =21 pldsmido crecidas 2n
condicionas de inducciodn (carriles 3 a é). Se esperaria que

la rcantidad de protainas hibridas fusra aumentando como el

caso de la TACm (figura 12), conforme aumenta la DO del

cuultivo, D2 los galss pre=sentados =2n 1a5-figﬁras'21 y 22 no’

se puede concluir que hay produccidn de los hibridos.

Estc n2 significa gqu= no hay induccidn del promotor trp
pussto qué eéto ya quedd demﬁstrado_en l1os e%péfimentos con
la TACm. Mas bien s= sugiare la posible degradacidn d= los
mRNA, de las prctéinas o de ambas, lo que explicaria que no
s2 observan cambios en  la intensidaﬁ de las.bandas qus2
pudieran cﬂrr95ponder al | hibrido en  condiciones de

induccidn.
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FIGURA 21:

ELECTROFORESIS DE EXTRACTOS CELULARES DE
LA MC104A1 Y MINICELULAS COM EL pBR730
(cadena A de insualina) ‘

(1} marcadores de PM de 12500 y 4S00 d.

(2) MC1061 + IAA D0= 0.7
(3) MC1061/pBR730 + IAA D= 0.575
(4) u " DO= 0.485
(5 v o » DO= 0.500
6y o " e DD= 0.950
(7) o "+ 200 pg/ml trp, ON

" (8) minicdlulas/pBR730
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FIGURA 22:
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ELECTROFORESIS DE EXTRACTOS CELULARES DE
LA MC1061 Y MINICELULAS CON EL pBR731
“fcadena B de insulina) '

41) marcadores de PM de 12500 y &500 d.

(2)
(3}

(4) .

(3)
(4)
(7)

(3)

MZ1041 +

IAA 00= 0.7

MC1041/pER731 + IAA DO= 0.55

n

minicglul

" " DO= 0,70
" " " DO= 0.87
» " Do="1.09
1 + 200 pg/ml trp, ON

as/pBR731
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CONCLUSIONES SOBRE LA EXPRESION DE LOS GENES GUE CODIFICAN
PARA LA TACm Y LAS CADENAS A Y B DE INSULINA HUMANA A PARTIR

DEL PROMOTOR DE trp.

Se énnstruyd el pldsmido pBﬁ?OE que dirige la sinte§i§ de
la TACm a partir del.promntnr de tfp; Con dste s=2 llavaron a
éabo_ los estudios preliminares sobre la induccidn de la
r2gidn reguiatoria.ﬁe trp y s= coneluyd que la induccidn con
1AA es mas eficiente que la induccidn con ayuno de trp v en
cnndiciones_ d2 mdxima induccidn s= obtuvo un ineremento 2n
la biasiﬁtesis. determinada.dehsitnmétricamente, de 3 vecess
y en‘ la actividad espeeifica de-la.TAEm d2 aproximadamente
{0 wveces. EI 12.21 % de las prnteinas'tﬁtales dé un cultivo
'indueido con IAA y crecido toda la nocha corresponds ala

TACH.

El ﬁétodn " de actividad enzimdtica wutilizado para
cuantificar la actividad. del ;'promﬁtor_ en diferantes
énndiciones' tiene la desventaja de gque los valores numdricos
obtanidos ‘varian  considerablzmente seaqdn =21 lote2 de acstil
CoA que se wutilice. Por esto es necesario estandarizar los
valorss cada vez qus se.cambie dé_lute de acefii CoA, y dado
que este os un reactivo de costo elevado este métodanpudiera
llegar a s=2r sconomicaments prohibitive si s2 raquisre
estudiar a fondo las cbndicioﬁes de induccidn del promotor

en distintas cepas bacterianas.
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LY ~A partir del pBR703 se construyeron el pBR730 y el pBR731
e ij‘&Qﬁ§‘<dirigen ‘la  sintesis de 1los 2/3 de la TACm con las
g S :
"J ro g z - - )
Lo ﬂ%gas A 0o B respectivamente fusionadas a su extremo
. SO . - |
il ! N o : . .
*ﬁé;carboxilo terminal. Se observd la biosintesis de estos
e = _
L v “hdbridos en minicdlulas pero en la cepa MC1061 no se puede
| T "_J .
ey

concluir definitivamente _sobre ‘1a biwsintesis  de dichos

pdptidos.

- A continuacidn se presenta una discusidn de los féétores
transcripéinnaies y;fraduﬁcionaIEE que pusdsan haber influido
en los niveles GE'-biﬁsintesis ﬂe TACm, TACm—A y TACm—B.
Dichos factores _se-explican ¥ rasumsen en la.intraduccién d=
este trabajo. Se discute por qué no se obtienen los altos
hiveles 'ﬂe biocsintesis reportadcs por Halleswsll y Emtage
(3?) en el cual  se utiliﬁa la secuencia reguladora dé la
transcripoidn d=1 oparén  de tfiptnfano. {incluy=ndo =1
ateﬁuaddr}. péra sintetizar ioé_praductos de los g=nes trpE ¥y’
el 15 % d= trpD d= dichq operdn clonados 2n un pldsmido
multicopia. Mediante la induccidn dell siaiemé con deido
iﬁdnlacrilicc 52 obtians un incremsnts del pfcduéto-del gen2
trpE (cnmpdnente I del complejo de la antranilato sintetasa)

de S0 wveces con respecto al s=stado no inducido.

En cuanto a los factores transcripcionales, ambos
sist2mas 50N iguale& exceptuando 1a at=nuarcidn, la
estabilidad del mRMA y el nudmere de copias del gene. E1

sistema de Hallswzll vy Emtages tiens la r=gidn de atenuazidn
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de la transcripcidn, la cual funciona  como ‘terminador

prematuro— de 1a -misma. Eﬁllprabable ‘quz debido a ast=

mecanismo exista un menor ndmero "de wRNA por unidad de
tiempo. E1l sistema diseshado no contiens 2sta regidn por 1o

- que hipoteticamente dshen sintetizarse un mayor ndmero de

transcritos.

£F1 ndmero .de_ copias del gene deﬁende directamante del
mimz2ro | de. copias  del plésmidp; En al sistema

Hallewell—Emtage' se utiliza el pBR322Z como vehiculo, el cual

"tiene 19.0 oopias por oflula; mientras que en nuestro

sistema se utiliza el pBR327 que tiene 51.3 copias por
edlula (1%). Al existir un mayor nimero de copias en este -
diltimo, existe un mayor ndmsro de genes transcripcianalmente

artivos, lo gque suglsre maror ~ant idad d= mensajeros.

Como se _menciond -en la introduccidn, los factores que
dz2terminan la .éstabilidad del mRNA no 2s5tan bien entendidos
y se conoce que la cindtirca vy tiho de degradacidn de éstas
25 variada .y sareca sey intrinéeca dz cada uno d2 =1llos (3,
lbD). Dadar qus los mRNA. producidos en  dos sistemas son
hibridos y no existen  =n la  naturaleza, =es imposibl=
determinar su estabilidad A PRIORI. La falta de terminadores
de la transcripeoidn al fiﬁal_ dz  los g=n=2s estructuralss
pudiera ejercer un efecto negativo en los niveles de
biosintasis de 1&5 prﬁt&inas, ya que la gensracidn de mRNAs

en sentido contraric. a la replicacidn del plésmido pudiera
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interferif con la_ replicaéidn dal mismo Yy pPOr tanto

_disminﬁir 2l ndmero de capiaﬁ-tz?).

En ocuanto a los factores traduocionalss 1los dos sistemas

50n diferentes. El sistema Hallewell-Emtage utiliza 1la

regidn silvestre  de intevaccidn sntre mRNA y ribosoma.

Contiene .dosléecuenciaslsn separadas por aproximadamente 130
pares de bases. EIl siétema dissfiado tienz 3 szcusncias 3D
pnsibleé: una correspondiente al fraamento de DA  gue
contizne  al promotor trp (fiéu?a 15) qu=2 sz encusntra a
aproximadamente 77 pares. de bases del ATG del inicio de la
traduccidn. Los otros dos correqunden al cartucho d= TACm Y
se  encuantran a 14 Y 7 pares de bases del ATG
respectivamente (figura 146). Datos preliminares da R. L.
Rodriguez sugieren que la presencia de dos secuencias SD
cerizanas 2ntra | 51 pueden afsctar desfavorablemsnta 1la

tvaduccidn de mensajes en E. coli (comunicacidn personal).

A.:besar da ﬁue .105 pldsmidos pER703, pBR730 y pBR731
tienen. la misma 5ecuencia.de interaccidn entre 21 mRNA vy el
ribosoma, s= encuentra .una gran difarencia gﬁ ia-obtencidﬁ
d2 TACm vy de las prnteinas:hibridas. Esta evidencia sugiere
quz los  factores d= interaceidn entrs mRNA # ribosoma son
determinanté5 sacundarios  en 1a. deficiente biosintesis de

estas proteinas hibridas.

En cuanto a 1a disponibilidad de tRNA, Grosjean 2t al.
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L33 febof{an" que tanto © la TACm como _105: 5 gen=es

estructufalés- del - operdn de triptofano :suﬁ débilmente
expreéados: an- E. ¢cnli dada la baia:dispunibilidad dse tRﬂA
pafa 105 codones de los mensajeros de estas proteinas. Dos
tercios déllas codnﬁes d= los mRNA ﬁé las proiein&s hibridas
son de baja disponibilidad de tRNA (provienen de la TACm) y
2]l ntro tercio que cﬁrrESPonde a las cadenas AoB &e
iﬁsulina se disefiardn para tenér una alta disponibilidad de
tRNA. El1 paso limitant2 para 1a biosintesis d2 los hibridos
serd por tanto.'la_traducéidn del extremo amino tefminal de

la TACm.

La Estabilidad__de las proteinas pusde ser un factor
ﬂeterminante de la Eaja ﬁiaaintesis de las protazinas
hibridas -ya.que tanto 1la TACm como ellpreducto d2l gene trpE
han eanﬁcionado pof saleccidn natural ¥ sﬁn propias d= E.
coli mientras que 1los hibridos son extranos a la bacteria.
-Ea posible gus los sistemas de protedlisis de E. coli‘

degraden las proteinas hibridas con mayor velocidad que a la

"TACm =xplicdndos=2 asi las grandes difsrzncias de randimi=znto

observadas en los geles de proteinas.

Resumnizndo,  s2 sugizre gue la inestabilidad de los mRMA,

de las proteinas hibridas, o de ambos, sean los factores
. S ' .
determinantes =2n los bajos nivelss de biosintesis de #stas.

No pusden praveerse estos problemas en el disefio del
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sistema, ya que es neca2saric construirlo para conocear 21

comportamiento del hudsped ante 1la presencia de moldculas

con una sstructura totalments diferente.

Una vez que se Conoce el dxito o fracaso del disefio

- ariginal, se  pu=dsn hacer modificacionss del sistema

biolidgico basdndose - en el énélisis del disefio del matérialr
genétiéo y d= 1a raspuesta de2l1 hudspad. En esi=z caso, 1a
cepa MC1061 demostrd no ser adecuada para l1a biosintesis de
éstas p%oteinasl hibridas. Sin =mbargo, axistén cepas an l1as
que <quizds lué' prnglemaﬁ de inestabilidad de mensajero ¥y

degradacidn d= prot=1inas pusdan verse disminuidos.

Cepas_ con el genotipo pnp. estébilizan mensajeros da
proteinas éxtraﬁaé (42? 72) mizntras qu2 cepas lon
(deficientes en un sistema de degradacidn de protéfnas) (36,
F3) pudisran disminuir tambidn ?1 efecto de la baia
biozintesis de 1os  péptidos esperados. Resultadcﬁi
przliminar=s (R..Rasaies, sin publicar) indican ques 21 cepas
pPOp, la hiﬁéintesis del hibrido TACm-B representa alvrededor
del 2 al 3 .Z‘da la prot=ina total. Captidades pequenas d=2
esta péptidd han sido 'purificadés y tratadas para la

obtencidn de la cads=na B de insuulina.

En cuanto a cambios =2n =21 sistema gendtico se recomienda
I .

manipular 1la s=cuencia da ODNA del inicio d2 la transcripeidn

de manera que 50l0 exista una secu=zncia Sh. Adémds debe
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encontrarse  la distancia Jdptima sntre #Zsta vy el ATG para asi

determinar si la biasintesié' de las ‘proteinas hibridas

aumznta debido . a una mejor tradueccidn d=l mensaie. Por otro
1ado, es - recomendable clonar, despuds de los genes
estructufales; un ierminador_.de la transcripeidn que s=a
eficiente para eyitar el problema de la interferencia con la

funcidn de r2plicacidn dal vahiculo.
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CAPITULO 3

EXFRESION DEL cDNA QUE CODIFICA PARA EL INTERFERON HUMANO

£l nombre de iﬁterferdn g2  aplica a una familia de

proteinas gque se caracterizan por conferir "un estado de

‘resistennia viral en sus o#lulas bhlaneo al  inhibir 1la

proliferacidn celular y modular la respuesta inmune. Para
denominar a un pdpltido ocoms interfardn, sst2 desbe ser uRa
proteina gque ejerza una actividad antiviral a travds de

proca2sns metabdlicons ocelularss ques invelucere2n sintssis de

RNA v proteina (59).
Segun su origen; se les clasifica en tres gruﬁcs:

laos de origen l=2ucocitario

O}
e
-y
w

beta ¢ los de fibroblasto-

gama : los obta2nidos de linfocitos

Tambidn se les puede nombrar como los  de Tipo I que
incluays al alfa y al :beta, y oomo Tipo I que incluye al

gama (109}, Se. define como una unidad de interferdn a la

cantidad ques raduce 2n un 50 % la infaccidn viral en aprax.

1000 células_ de un cultivo. La actividad especifica tipica
g5 de 4x10 24p2 unidades de intsrferdn por ma.
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l.a disponibilidad dé .105 diversus_tipos de interferdn a
partir del dessarrollo de  tdenicas de purificacisn, lo han
hecho candidato para la terapia de varias enfermedades cuyo
tratamiento por los métodu§ tradicional2s no rasulta muy
eficiente, especialmente para terapias antitumorales vy
antivirélea.' Est%a incluyen -divarsos  tipos -de. cAncer,
1eucefnia, " hepatitis  tipo B, influenza, difteria,
cnnjuntivitis,_ dengus hemofrégico, g2scla2rosis lateral
amiotrdafica, herpes simplex, herpes: Zoster, encefalitis,
encafalomislitis viral, poliareritis nudosa, esclerosis
nultipla, miopatié, aftritis reumatoide, papilomatosis

laringe=a, mislomatosis, =te (53, ¢1, P46).

Dadas estas perspectivas alentadoras en cuanto a los usos
terapduticos de esta familia de proteiﬁas, la producecidn d=
édstas es, =n muchos paises, de interds primordial. Lds genas
qu2 ocodifican para los interferoﬁes han sido utilizados como:
modelos para el desarrollo de sistemas de gxpresidn cada vez
mas aficiantes, geznarando -_aéi una__huena cant idad ds=2
conocimientos basicos sobhre los factores que afectan la
transeripcidn y la traducecidn de g=nes  h=stsrdlogos 2n

diversos hudspedes.

E. enli fue el primer hudsped donde se2 introdujerdn los
gane2s de interfardn con 21 fin =2specifico d=2 sobreproducir
las proteinas. Estas se han expresado, no sdlo como

proteinas hibridas, sino tambidn de manera directa, =sto =s,
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sin formar protefnas de fusidn. Entre los sistemas mas

aficientzs de expresidn dastaca =21 qu= utiliza =21 promotor

de triptofano con su sitio de unidn a ribosomas, ya qua con

e5t2 s2 han reportado busnos rendimientos (aprox. &S00 ug por

" litro, o bien hasta 8x10 exp7 unidades de interferﬁn) (13,

33). Otros  promotores quz  se han utilizado son =2l d= lag,
fusionando =1  gene de interferdn al gens lacZ del fago
MiZmp7 (33); v el“ prﬁmotar P L d=l fago lambda, cuya
expresi&n puede . regularse en  cepas con represor
termosensible (23); el promotor de la lipoproteina d= E.
coli (9); prnmatoré; sintéticbs-(104); ¥ promntnres hibridos

construidons en =21 laboratorio (>, 47).

Otros sistemas han buscado la expresidn de estos genes an

otros husspedes, ocomd> son Bacillus subtilis vy Saccharomigas

. cerevisiae.

Bacillus subtilis fues transformado con un gen2 hibrido en’

2l qu= la s=cusneia que endifica para =1 pgptido s=fal d= la
alfa 2amilasa fue unido a la-éecuencia que-cadifica_para al
intarfa2rdn 'humann-.maduro alfaz C(IFNElfa2) (4£%). El hibrido
es procesado precisamente despuds del dltimo aminoécido de

1la s2fal de la alfa— amilasa, y =25 s=cratado a 0.5-1 mg por

S litro. {la alfa— =2milasa se prcduce a nivel de varios gramos

por litro, y =s excratada normalmants por E. subtilis al
medio, por 1o gue no existe acumulacidn del producto dentro

del microorganismo).
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Otro . de los 5istemas.que s2 ha empleado 25 &1 de'levadura

(45, $7). En levadura las sefales de iniciacidn ¥y

terminacidn de la transcripcidn. son muy especificas, vy S.

ceravisias no es capaz de. procesar genss eucariotsgs con
intrones. Para exprasar un gene de -mamifevo en =ste sistema,
25 necesario que la sgcueneia eodificadora de la proteina a
2¥presar se encdéntre baio el control del promotor de
ievadufa. Para maximizar la expresidn - en =sta sistema 53

fusiond e1 gene D 1leucocitario con unos pocos codones del

"gana de fosfoglicerato quinasa de levadura (que sz r=gula

con 9glucosa como fuente de carbono a nivel transeripeional)d.

Se logran obtener 1x10 e2xpsd moléculéﬁ por oZ£lula.

CLONACION Y CARACTERIZACION DEL GENE GUE CODIFICA PARA EL

INTERFERON LEUCOCITARIO A O alfa 2

.En el Departamento de= Gengtica y Biologia Molecular del
CEINGEBI (UNAM), Guillsrmo Dli?er llevdh a oabo 1a clonacion
de wun cDNA de interferdn leucocitario humano tipo A o alfaz
(24,  &3). S= aisld 2l mRNﬁ total é partir d= un
mieloblastoma humano y posteriormente se construyd una
coleccidn | de cDNAé ntilizanda Vﬁn rastreador =spacifico de
DNA sintdtico que funcione como iniciador; Las clonas

ohtenidas fuzron caracterizadas mediant= patronss d=

8§



restriccidn, -? .aquélla que pre%éntd'el ﬁatrdn completo.fue
caracterizadag.hasta el .niyel de sacusncia nucleptidica con
el fin de verificar que no hubigse ocurrido ningdn fendmano
de matacidn y qus pPOv tanto. la"secuencié. eodificaddra
estuviera intacta. La secuencia nuclectidica del geﬁe, sagdn
lo reportado por' Goaddel ¥ colaboradorss s2 huestra 2n la
figura .23 (33). La secuencia determinada por Dliver se
sncuyzntra qélimitada an esta figura por dos flachas. EIX

pldsmido construido s2 denomind pBRS500.

Durant=a 1§ clnn;eidn del eoDMNA qus codifica para 2]
interfer&n,r aparecieron redgiones de ‘DNA a ambos lados dél
gene =structural qua no corraspondian  a secyencias del
vehiculo o del gene {(figura 24). Deleciones e insércibnes
como =2stas (éunque 52 trabajso coon una Cc2pa rech-) ¥ya han'
sido reportadas. Fiers y colaboradores (30) utilizando
metodologias similares a l1as utilizadas por Olivey, pRro con
el 9gena .que codifica para interferdn de fibroblasto, ha
ohservado d2 igual forma fanom2nos aberrantés durantsz la
clonacidn,..comq es el hecho de encontrar pldsmidos con
insertus. Con una reéidn 57 dé risntos de paras d2 basa2s O
con una duplicacidn parcial del extremo 3/. Una posible
pyplicacidn de =ste fenomens puéde ser que las dif=rsntas
enzimas. utili;adas en la construccidn del cDNA no funcionan
con la =aficisncia qua uno =25pIYa {transcriptasa_reverﬁa,

polim=rasa Klenow vy nucleasa 51 principalmente) (26).
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TIT CCC CAG GARG GAG TTT GGC AAC CAG TTC CAA AAG GCT GAA ACC ATC CCT 6TC CTC CAT GAG ATG ATC CAG CAG
. ISO 308

70 ' 80
ILEZ PHE ASN LEU PHE SER THR LYS ASP SER SER ALA ALA TRP ASP GLU THR LEU LEU ASP LYS PHE TYR THR GLU
ATC TT1C AAI CTC TIC AGC ACA AAG GAC TCA TCT OLT GCT TGG GAT GAG ACC CTC CTA GAC EAA TTC TAC ALT GAA
; : 350

%0 100 ' 110
LEU TYR CLN GLN LEU ASN ASP LEU GLU ALA CYS VAL ILE CLN CLY VAL LY VAL THR CLU THR PRO LEU HET LYS
CTC TAC CAG CAG CT6 AAT GAC (TG GAA GCC TGT GTG ATA CAG GGG GTG GGG 6TG ACA GAQ ACT CCC CTG ATG AAG
. COG 438

120 ' T 130
CGLD AS? SER ILE LEU ALA VAL ARG LYS TYR PHE CLN ARG ILE THR LEU TYR LEU LYS CLU LYS LYS TYR SER PRO
GAG GAC TCC ATT C15 GCT GTG AGG AAA TAC TTC CAA AGA ATC ACT CTC TAT CIG AAA BAG AAG AAA TAC AGC CCT
568 .

140 ' 2 150 ' 160
CYS ALA TRPF CLU WAL VAL ARG ALA CLU TLE MET ARC SER PHE SER LEY SER THR ASH LEU CLN CLU SER LEU ARG
6T GCC T6G_GAG GTT GIC AGA GCA GAA ATC ATG.AGA TCT TTT TCT TTG TCA ACA AAC T7G CAA GAA AGT TTA AGA
130 499

16%
sTR LYS GLU

_ Aﬁl AAG GAA IGn AAACIGGTTCA?CATBGAAATGQTTTTCAYTAATTCGTATGCCAGCTCACCTTTT?ATGATCTGCCATTTCAAAGACTCA!GT

IICTGCIATuACCATGACACGATTTAAATCTTTTTCAAAIGTTTTTAGGAGTATTAATCAACATTGTATTCAGCTCTTAAGGCACTAGICCCTTACAGAG

pos

GAC'ATGCIGACTGAICCATIAICTATTTAAATATTTTTAAAATATTAT?TATTTAACTATITATAAAACAACTTATTITTGTTCATAITACGTCAIGTG
B30 YT

CPfCTTTGCACAGTGuTTAATGIAATAAAATATGTTCYTIGTA?TTGGTIA

. ‘ . A

FIGURA 23: SECUENCTA NUCLEOTIDICA DEL GENE
. GUUE CODIFICA PARA EL INTERFERON
LEUCOCITARIO ALFA~-2 o A (33).
(la secusncia de 31 a 323
corrasponde a los aminoacidos
del peptido lider).
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sitio d=

El ob}étivoide este trébajn fue él de_iograr la expresidn
de  esté geNe a”partir qg la regiﬁﬁ d= regulaéidn del operdn
de triptofana_'(figura 15 ). La estrategia paré la clbnaéidn
de =ste fragmento de DNA  se diseﬁd-tnmandn en.cuenta das

factores basicamente:

1.- Los 275 .bares de bases que se comprendzn entre el
‘EcoR1 y 21 inicio del g2n2 que aparsciardn comod
artefacto en Ia'construcciﬁn y clonacidn del oINA deben ser

eliminados (48).

o.— tLa distancia del sitio de unidn a ribosomas (SD) y el

ATG de' la iniciacidn d= 1a {raduccidn para =st= Qene d=ba

ser de 9 pares de bases (86);

wmzubmdwmz :
(495 pb) :

T

Gene eatnuctﬁna& {495 pb)

s

MAPA DE RESTRICCION DEL PLASMIDO pERSO0 QUE
CODIFICA PARA EL INTERFERON HUMAND ALFA-2.

FIGURA 24:
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RESULTADOS

e

1) Disefio Y sintesis de un "ilinker® o adaptador de DNA

sintdtico.

e diseind Qn adaptador con 21 objeto de colecar en fase el
promotor dé trp y al cONA d= interferdn. Ests fu= construido
en el laboratorio del .H. eﬁ C. Xavier prerdn y estd
constituido por dos oligonuclaedtidos d= 1% parss de bas=es
cada uno Yy Su secusncia se muestra el la figura 25. Los
sitios .da restriccidn, asi como su longitud fu=vron definidos

en funcidn de los pasos subsiguienteas {se =xplicard mas

adelantel.

A
MET
GATCATCTAGATAATGTGT

TA‘GATCTATTACACACTAG

Sau3A Xbal

B

FIGURA 25:  SECUENCIA DE LOS OLIGONUCLEDTIDOS
SINTETICOS GUE CONSTITUYEN EL
ADAPTADOR O "LINKER".
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Eéte-'adaptadbr"o " “lipnker" seria clonade en el sitioc de

SAuBA déntra ‘del «gene estructural de=1l interferdn, a tr=as

pares de baseé del inicio_della traduccidn (figura 2&6), para
lo »o~ual =1 hBRSOO fus digerido parcialments con Sau3A e2n
condiciones cbntroladas de tiempo vy {emperatura. La fracecidn
d2  moleculas lineales s=2 purificd pastariormentes para avitar
en lo posible contaminacidn con fragmentos de bajo peso

molecular. ' - , .

2} Eleccidn de la cepa receptora.

Sz eiigid la nepa de E. coli K12 MC1061 por su
caracteristica de transfofmabilidad, ya que 25 deseable la
obteneidn de cuando menos 60 cnlqnias'para analizar As{ s=
tendrd un 95% de probabilidad de enconfrar la buena (hay 10
sitios 'puéibles de,insercidﬁ, y =1 adaptador pus=de ehtfav 2n
cualquiera de  las dos orientaciones)._Ademas, 1os estudios
dé induchidﬁ con =21 mismo promotor  (capituloe  2) fusron
realizados en =sta cepa por lo gque estas condiciones de
induccidn serdn utilizadas tambi#n para la sxpresidn dal

gene de interferdn.
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Bamt] {Sau3A)

& = . Sau3A
' BQKII ﬁgﬁ | & Sau3A
{Sau3A¥*) ) 4 .
‘ -Sau3A
BQKII Sau3A
(Sau3A¥*) Sau3A

FIGURA 254: FOSIBLES SITIOS DE INSERCION DEL
ADAPTADOR EN EL pBRS00 (%)T
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"2) Seleccidn dé lés clcnaé purtadoras del adahtador.

Laﬂ mz2zcla de ligasa dei pBR500 1iheafizadﬁ con SauldA vy el
aﬁaptadur. fus ..trénsfofmada eﬁ _ la cepa MCi061 y se
saleccionaron las clonas. portadoras ds= plésmido_en un-medin
conteniendo '15_.pg/m1 de tetraciclina. Estag colaniaﬁ_fueroﬁ
sometidas . a 'hibridizéeién 2n colonia con 21 fin de2 buscar
aguellas en las que hubieré sido clonado.el adaptador. Como 
rastreador. se utilizd 21 oiiginucledtido A (figura 23)
marcado ¢con 32-P alfa. De aproximadamente 250  colonias

positivas s2 tomaron 40 para analizar.

El siguiente paso cansisfid en detactar aquellas colonias
2n las qua =21 adaptador =stuviera 2 lonado .en -2l sitio
deseado (el primer sitio de Sau3A del gene). Los sitios
ﬁarcados con % en la.figura 2% son los dnicos posibles de
insercidn del -adaptador, vya que los otros corresponden al
orfogen de replicacidn del pldsmido o bien al gene dg'
resistencia a tetracieclina. Estp 52 llévd a cabo madiante e1
andlisis dez los patrones de2 restricecidn del DNA de las
cnlnnigs. al‘ digerirlas con EcoR1 y Xbal simultansamente.
Aquzllos patrones que= pras=ntaron una  banda d=
aprcximadaménte 275 pares de bases indicaron que el
adaptadur‘ fue eclonado eon  la posicidn carreéta. Dz las &0
colonias analizadas, 14 presentaron dicho patrdn. Este
mimero de  oolonias  e2s bastants =levado, 1o que sugisre qus
este sitio de corte es preferencial, o bien gue hay colonias

iguales o "sihlings".
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For ditimo, .2l DNA Qe ést;s 14 colonias fge digeridp con
la enzima Hpall vy es@e* patrdn fgé comparado con =21 del
pBRS00. Aquellas colonias que 0o presenfaron - un patrdn
idéntico fﬁerﬁn_ separadas, Ya gqu2? cualquier irreguiaridad
indica que existe wuna delecidn en el DNA del pldsmido
(ocurrida .durante la linearizacidn del veshiculo =on S3u3A).

Sois de las rcolonias fueron ssparadas y s2  procedid a

tirabajar con las ocho restani=s. Como anteriormente se

menciond, el 'adagtadar' ‘tiene - dos extremos salientes
reconocidos por  3au3A, por 1o que pudo haber sido insartado
en cualquiera de las dbs orientaciones. Para.detérminar las
clonas ocon la orisntacidn corrscta se procedid a clonar al
fragmento de trp entre los sitios de EQQRI y Xbal de los
pldsmidos obtenides, va aue sale =2n caso de astar 2n la

orientacidn adecuada se 1llevard a cabo la biosintesis del

interferdn.

4) Clonacidn del fragmento de DNA conteniendo 2l promotor

de trp.

Se digirieron los DHAs de 2 colonias slegidas al azar con
¥Xbal vy EcoRl y s=2 purificaron las bandas correspondizntes al
vehiculo. Estas se ligaron por separado al fragmento de trp

praviamente purificado. Se =2ligid wuna colonia de cada

experimento y se introdujo su DNA en la cepa productora de

miniecdlulas (P&73-54). | Al analizar las prioteinas
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sintetizadas DE__NGVU se encontrd gue una de las clonas era

" papaz de sintstizar una protezina del peso molecular 2sparado

para el interferdn.'Esté pldsmido s2 denomind PERS02. En la
figura 27 se  musstran estos reasultados. Para ver si el IAA
tiene algun efecto sobre la biosinesis de otras proteinas se

ntilizd coma'cnntrol al pBR701 (figura 13).

En 1a figura 228 se muestra la sacuencia esperada para la
ragidn de unidn de los tras fragmentos d= DNA. 52 observa io

siguientes

al El.ﬁitiﬂ de Sﬂ'correspandiente al promotor de trp.

b) El1 sitio reconoxido pur-jggi mediant2 2l cual s= llavd a
cabo la unidn entre trp y =1 adaptador.

c) €1 ATG de la inieiacidn de la traduccion.

!

d) La secuencia de aminodcidos correspondisnte al extremo

amino te2rminal de=l int=rfsrdn.

e) La distancia entre =21 SD ¥y el ATG es de 2 pares de bases,:
qus ha sido rsportado como la dptima para estz gene de

interferdn.

5 Induccidn del pERS02.

Una vez demostrada 1la biosintesis de un péptidu de peso
mol=2culayr  similar al d=21 interferdn, s= pronadid a demostrar
que la expresidn de édste estd controlada por el promotor de

trp. Esto se llavd a cabo mediante la induccidn del sistema
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FIGURA 27:

AUTORRADIOGRAFIA DE UN EXTRACTO DE ,
MINICELULAS CON EL pERS02 (interferon)

(A) cepa silvestre (B) pBR701 (fig. 15)
(C) pER701 + 1AA (D) pBRSO03Z (trp -)
(E) pBR503 + IAA

97



_ L9 g - : o |
S.D. | TP T wer  CIs ASP I PRO

AGGGTAT[CTAGATAATGTGT

"TCCCATAGATC

Xbal

—— P s

GATCTGCCT

ACGGA

TATTACACACTAG
o Sau3A

Linken

- FIGURA  23: - SECUENCIA ESPERADA PARA LA REGION

DE UNION DE LOS FRAGMENTOS DE DNA
EN EL pBRSO2.
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y el andlisis de las proteinas biosintetizadas.

E1 sistema s=2 indujo tanto por deprivacidn de triptofano

cOomo POV adicidn de IAA. Dado que la sintesis de interferdn

25 muy baja y no s2 obsarva por tincidn de Coomasie, s=2

decidid dar un pulso de metionina marcada con azufre 33 vy
asi  observar las prnteinas sint=tizadas DE NOVO. E1 la
figura 2% se muestra la autorradiografia del gel donde se

rasolvieron extfaetos celulares conteniendo al pBERS0Z2.
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FIGURA 29:

INDUCCION DEL pBRS02 CON IAA.

(AY MC10461

{E) MC1061/pERS02 + 200 pa/ml trp

(£) MC10641/pBR50O2 sin trp

(D) MCL1061/pBRS02 sin trp + 20 pa/ml IAA
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. CONCLUSIONES SOEBRE LA EXPRESION DEL INTERFERON A PARTIR DEL

PROMOTOR DE trp

El sisteﬁa .genético para la expresidn ﬁel cDNé que
codifica para =21 ‘interferdn léucocitarié alfa-2 s= diseid
con base Eﬁ. 2 ponsideraciones: la necesidad de aliminar un
fragm=nto .&e DNA d= 273 péreg d= bas=2s qu= _épareqieron 2OMmo
artefacto de la clonacidn del cDNA (68); vy fijar la
distancia entr2 =21 SD ¥y él inicio d=2 la traduccidn 2n 2

pares de bases (86).,

Se construyd ‘el sistema que dirige la sintesis del
intarferdn a partir d=1 promotor d2 trp mediaﬁte 1a
insercidn  del fragmento de 292 pares de bases que contiene
a2sta regidn ds regulacidn (figura 13) =n 21 pBR30ODO . Para
ajustar las distancias 4 permitirlla futura_manibulacidn deal
sistema, se utilizd un adaptador o "linker" da DNA sintétieb
que pone  €n fase al gene estr@ctural con el promotor. Este
pldsmido s2 denomind pBRSOZ, vy se demostrd quéia partir d=
dl se Sintetiza una proteina dél peso molecular reportado

para =1 interferdn 2n la cepa productora d2 minicdlulas.

Posteriormente se introdujo 21 pBR30OZ =n la cepa MC1061,
la ~ual fu= erecida on las condiciones de mdxima induccidn
para el pPR702 vy en presencia de aminodcidos marcados para
podef obsérvar' lér sintesis del interferdn. Para una

construccidn similar a la que se presenta en este trabajo se
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ha reportado  la . obtencidn de Sx10 exp7 unidades da

interferdn por cédlula (32} 0 sea 600.pg-pbf litro: por tanto

‘no . 52 aspera  ver la induccidn  del sist=2ma en extractos

celulares tenidos con azul de Coomasia.

Para 1las posibles mejoras del sistema se recomiznda 21
uso de hudspedes pnp vya que al aumentar la 2stabilidad del
mRNA se. ha 1logrado =1=avar los niveles de  obtencidn d=
proteinas eucariotes en E. Euli._ El sitio unico de Xbal
inmediatameﬁte anterior  al  gane permite la  fd4eil
manipulacidn dal. piésmidﬁ péra poder insertar diferentes
regionss de regulacidn de la 2Xprasidn, lo qua parmitird en
el fﬁtura la construccidn d2 nuevos Vsistemas gendt icos,
Paralelamente, se =std desarrollando 2n =21 Iaboratario.un
metodo inmunoldgico para la cuantificacidn de este
interferdn, por 1o gque seord posible comparar distintos

niveles de expresidn a partir de diversos promtores.



CAPITIHO 4

DISCUSION

Una wvez que se2 aisla un fraémentc ﬂE.DNA quz codifica
para wuna proteina en particular, derivado ya sea de fuentes
naturéles o sintetizado quimicamenta =&n 21 laboratorio,
puede comenzar la manipulacidn necesaria para lograr la
bioﬁinteﬁié dzl pdptido pra =21 que codifica =n =21 hudsped

adecuadno,

Para el disefio bdsico de un sistema de exprésidn 25 de
2xtrema  importancia considerar =1 nivel de 2scalami=znto al
quse se . pretende llegar (laboratorio, planta piloto =
industrial). La 2XpEyiencia ques §2 obltiene al desarrollar =21
trabajo ﬁace que se vayan_Perfeccianandn la contruccidn del

vehiculo "de sxpresidn, la sle2ceidn de la cepa racaptora, las
condiciones de fermentacidn y los mdtodos de purificacidn
d21 producto protdico 2 travds de intsgrar 21 conocimisnto

que s2 vaya gensrando.
En este trabajo se analiza el disefo inicial vy la

construccidn de  dos sistemas alternativos de esupresicn para

los genes sintdticos que codifican para las cadenas Ay B de
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‘insulina humana, y un sistema de sxpresidn para =21 cDNA qu=

codifica para en interferdn huméno A O a!fa—z. Mediante
2stos  sistemas se han 1ogféd0 sintstizar iaé cédenas.A y B
de insulina y =1 interferdn humanos. A continuacidn se
analizardn algunos d= los aspéctos mas importantes da la

construccidn de los sistemas que permitieron sstas sintesis.

Se wutilizaron dos regioness promotioras de la transcripcidn

¥, para contender con el problema de la degradacidn de

peptidos sin sentido =n E. 2oli, dos distintos fragmantos

de DHA para la construccidn de2 proteinas de fusidn con las
cadenas de ‘insulina. bLas caracteristicas de e2stos sistemas

52 restimen a continuacidn.

Para la sxpresisn de las cadenas, los promotores
utilizados fueron 1acUQS y trp. 3Se sabe que trp 25 mas
fﬁerte que 1acUV5 y ambos son Végﬁlables por sus respectivos
raprasaores. La Bimsintesiﬁ de= pdptidos bajo la regulacion de
1acliVS pusde sear controlada =2n cepas sobreproductoras de
represor (lacid ) mediante 1a adicidn del inductor quimico
IPTG.  Sin 1embafga, la regulacidn de la expresidn de genes a
partir del promotor — opsrador de trp es mucho mas compl=ja
debido a la accidn miltiple que ejerce el represbr sobre
otras vias biosintdticas (aroH, frpR, lau, ilv, thrl, v a la
produccidn. enddgena del aminodcido triptofano. Pe hecho no
pu2de  lograrss la represidn total del promotor y por {anta

existe un nivel basal permanente de bhiosintesis de proteinas
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del operdn dé‘ trp aun =n condicionss de alto triptofano an

“el'medio.

Conjuntameﬁte .al sistema de expresidn se eligieran dos.
proteihas de fusidn diferentes: en ei caso de lac s2 utilizd
un fragmento de 1,005 aminodcidos del extremo amino terminal
dz la beta*éalactaﬁidasa y =1 el caso de trp s» utilizd un
fragmento de 71 aminodsidos del sxiremo amino teriinal de la
transac=stilasa de2l1 cloranfenicol (TACm).

Los hibridos cdn beta—galactosidasa ' presentan las
siguisntes caractaristicas: aﬁbaa tiznen un pesa molecular
de aproximadamente 135000 daltones, tienen 23 residucs de
meztionina =2n su configuracicsn, se precipitan 2n madioc acuoso
y no presentan actividad de. 1actasé. Por otro lado, se
2noontrd que al ONA qus = codifica Para la
heta-galactosidasa-cadena B  es ineétable en capas lac i+,
pory  lo gqu2  la biasintesis de de =2sta prateiha sl ha sido
lograda en una cepa laci 9. aAparentemente la diferencia én
secuencia muclzotidica dada por la regidn qu= cndifica para
la o<adena B es suficiente pafé favoracer la pérdida de este
DMA., Esta  pérdida- aparantemente aporta a las cdlulas donda
se presenta, una ventaja sele;tiva sobra aquallas que
CONS2FVan 1a capacidad de codificar para =l hibride intacto.
Es importante mencionar gue 165 hibridos beta-galactosidasa
cadena A o B, r2prassntan del 25 al 20 4 d= la prot=ina

precipitable total de los cultivos con =stos pldsmidos.
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En cuante a los hibridos con-1la TACm, amhnalpresentan las
siguientes caracteristicas: pe2so. molecular aproximado d=

12,000 daltones, 2 metioninas en su secuencia de aminodcidos

vy o presentan actividad de acetilasa. Datos preliminares

(Ricardo Rosales, gin publicar) sugieren que smbas prafainas
sSon salublés,. D s24a que ho se #reciﬁitan al ser libsradas.
Ademds los datos de biosintesis de ambas en la cepa de
minicdlulas parscen  indicar qus la  proteina hibrida con
cadené A se produce en menor cantidad qué lz qua se obtiens
Badnl sl c;dena B 2n las mismas condicionss. Estos datos sugiersn
que 21 hibrido TACm—B o su mRMA pudieran se2r mas estables
quea =21 de la TACm-A {en =sta cepa). Se hahla d2 degradacidn
de ambos va qﬁe les dafng obtenidos de la produccidn de TACm
por =21l pBR703 indican que utilizandeo la misma secusncia
regiiladora  de la transcripcidn, con una construccidn
idgntica - entre #&sta y =1 inicio de la traduccidn, ocuando
menos 2@ €4 de la proteina total =25 TACm. Los hibridos con
las ocadsnas dsbsrian por tanto sesr visibles =2n un g=21 de-
poliacrilamida al 15 % tefido con azul de Coomasie, y s5e
demostrd que este no_és 21 caso. Ahora s2 sabs qus= =21 mRNA
de 1los hiﬁridns sea .degrada .ﬁﬁicardo Rosales, datos sin
publicar), ya gu=z al wutilizar .cepas pnp  s2 han 0bténido
rendimientos an la cbtencidn de TACm-E (detevminado

densitnmétridamente} d21 rango del 3 X de la proteina total.

i bien los resultados obtenidos con la cepa MC10561

parzcian indicar qua2 el sistema de besta-galactosidaza =ra
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mejor en cuénto a la cobtencidn final de producto, los datos
ohtenidos 2n la cepa pnp hacen neassaria una nueva
evaluacidn .de ambos sistemas. Aparentemente la purificacidn
da las cad=2nas A b4 B a__‘partir dal  hibrido d=
beta-galactosidasa =5 mas compleja que a partir de is
hibrides con TACm. Se sabe ademds que 21 promotor de 1acVs
25 mas débil que el de trp, 1o qus apuntaria hacia la
eleccidn del sistema d2 los hibridos de TACm. Sin 2mbargo,
el control de 1la expresidn a partir de trp es mucho mas
complaja quz  a -pa}tirr da lac, y la posible pdrdida de los
hibridos pudiera sar conseéuencia d2 la transcripeidn basal
da1 siﬁtama cuando los  cultivos no han llegade a fase
exponencial {como caso andlogo al caso de la
beta-galactosidasa—- cadena B 2N cepas lac i+). Ya qua =1
problema principal es la .ﬁeficiente regulacidn a nivel
transcripoional, sugerimos  la utilizacisn de otra ragidn
promﬂtora. Segdn datos reportados en la 1literatura, 1la
2l2ccidn se  limita a promotores de dos tipos: =1 prnﬁntdr P
L del bacteridfago lambda, =21 cual se puede ragular en cepas

con . reprasor t=rmosensible  (25t2 se  inactiva al cambiar
bruscamsnte la temperatura del_ cultivo de 30°C a 42°C), o
alguno dez  los promotores hibridos qua utilizan 1a regidn da

-10 vy el oparador de lac (lo cual permite su regulacidn en

e2pas  lani 4 ), -fusiqnadas 4 la. regidn -35 y a3 la r2g9idn

hacia arriba de dsta de otrosg pfﬁmotores, comod 21 de

triptofano v 21 de los RNA ribosomales de E. enli (2, 7, 8).
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E1l 'sitié' de Xbal én_ '_e'1 pBﬁ?SO 4 en' el pBR721 o5 ideal
-para *esté. praopdsitao, vya- qu= =3 | ffagmenta Qi contiehe la
regidn de vegulacidn de tre puedelser sustituido por otro
fdcilmznte. Sin 2mbargo, hay gque énnsiderar'también qu2 d=baz
estudiarse =21 efecto .éue dos  posibles sitios de unidn a
ribissomas  (5D) Jpudisran  =2jercar  sobrz la traduccidn da=l
mensaje. Frobablemente se deba eliminar uno de ellos o ambos
{(si la nueva reqidn =l=gida cﬂﬁtiene und); Y ademds debe
buscarse la distancia dptima entre =1 SD y =1 AUG del inicio

de la traduccidn. v

En el caso del: sistema de 2xpresidn del interferdn, el
dis=fio L hizo de ‘acugrdn a los pardmetros @ Sptimos
reportados en la literaturé (55, Por estn; ia recomendacfdn“
principal s2ria la utilizarcidn de nuevas regiones de

regulacidn de  la transcripecidn, asi como la utilizacidn de

22pas pnp comd hudspadseg.,

lLa produccidn de intgrferdn Presenta una gran ventaja con
respector a la produccidn de las cadenas d= insulina, y =sta
25 que no se n=cesita una proteina.de fusidn y por tanto no
2. requisre de la manipulacidn posterior del producto. En
est2 sentide, 1la planeacidn d2 los procesos de escalamiento
¥ purificacidﬁ son ‘mas s2neillos, ¥a que s2 2onocen las
propiedades fisicoquimicas de 1a proteina, vy el proceso de

optimizacidn dal sistema deberia ser mas sa2necillo.
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En_ 2l ﬁejﬁramientn de cualquier sistema de expresidn,
SHY g lé néeeaidad de uﬁ- mEt odo de cuantificacidn del
producto dess2ado para poder evaluar cbhjetivamente el afecto
qu=2 tisnzn  las alteraciones que s=2 hagan al dissfio primarin
dal vactor de expresidn, las cepas utilizadas Q las
condiciones ds cﬁltivb d2 las mismas scbrs los niv2125 ds2
biosintesis. El mdtodo .que permita esto debe ser
reprodueibla,: Y adamds ecbndmicamente acessible vy fdcil de
mangjar. HNo es sencilio cﬁntaf con metodologias con dichas

caracteristicas. OGensralments s2 utilizan los . sigquizntes

met odos 2

- La densitometria de geleé, qua permite conccer la
Proporoidn  aproximada del  producto protdicn d= int=rds con
respecto _é ~las  demds proteinas. Pusde hacerse de proteinas
tefiildas «<on algdn =olorants o biszn marcadas radicactivaments
(autorradiografia). En el primer caso, =1 pfﬂhlema es que no
todas las proteinas s2  tifsn con igual intensidad, ya qu=
¢sto wvaria con el contenido de los aminodcidos sobre los
cuales  2jercs sy sfecto 21 colorants. En =21 caso de las
autorradiografias 2l problema es que debe utilizarse una
mezclé d2 todos 1los aminodeidos radioactives para qus =21
mareédo sea par2jo. El costo de dstos es elevado Y su manz2jo
rissgosa,. La denaitometria 25 raproducible p2ro no se
obtienen wvalores numdricos exactos, va que los geles pueden
saturarss y generalments se &btienen valorss mas bajos qu=

los reales.
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-La mediciﬁn - de otro Producto ° que se transcriba
simﬁlténeémente al producto de  intersgs. Este és ﬁn mdtodo
indirecto ? por ello hay que asegurar que los niveles de
transervipeidn  de ambos s=2an  igualses. - 3in  =mbargo, la
traduccidn de 1los mensajés no necesariaments es iéual, ya
qu2 las ra2g9ion2s que éﬂdifican para cada prot2ina tisnen sus

senales regulatorias especificas.

= Diversos mdtodos que  involucran =1 uso ds anticusvrpos
especificos contra 1la proteina de interds. Estos son muy
axactos  y reproducibles, pero 21 manejo de los métodos no =5

muy sencillo especialmente con proteinas insolubles.

Los mdtodos wutilizados para. la. cuantificacidn d= los
rpeéptidos de 1las cadenas A Yy B fueron la denEitbmetria dei
g2les  tefiidos con  azul de Coomasis y ademds la medicidn de.
un producto que se transcribe; si bien na de manera
simultdnza, si bajb las mismas r=agionas de ragulacidn qus

los hibriddsi Ests producto es la enzima TACm.

Los rasultados qus arrajaran los éxperimentos d=2
actividad enzimdtica no fueron satisfactorios, ya que la
mzdicidn d2 la actividad de la TACm demostrd ser muy
sensible. a la acetil CoA empleada. Esto hace indispensable

la estandarizacidn d=1 mtodo cada vez qu2 s2 rambis de lote
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de acetil CoA, vy dado ﬁue ~este es un reéctva cafo 2
inestabla, .se'sugiere_la'imﬁlementacién d2 oiro sistema para
la evaluacidn de la biosintesis de los péptidég..Lds v#lores
numdricos dhtanidos d2 1a densitometfia N son gxactas Yy &es
un métﬁdo muy laboriocso como para ufilizarse 2n uni Proceso
dz woptimizacidn. Ademds, después.de una oizrta concentracidn
de proteinas en un _érga, .el gel s2 satura Y.no se puadan
cbs=rvar rcamhins sutiles 2n los nivales d= biosintesis ds la
proteina en cueétidn. Ests mdtods no es, por tanto, adeecuado

para fines de m=joramisnto de un sist=ma.

£l disano de estos vectoras de expresidn permitid
determinar que los nivelss de biosintssis ds 1o tras
pdptidos (TACm, TACm—4& y TACm-B) son mas bajos «ques lo
2sperado y  ademds sugisren fuert=sments que | las causas
posibles de 1la casi nula biosintesis de las'ﬁibridos S0N
bdsicaments la inastabilidad .dél--mRNA y de las proteinaﬁ.:
Gracias a estos resultados se han defiﬁido nuevas
estrat=gias basadas =2n la utilizaeidn d= eepas con gznot ipos

especificos.

En cuanto al" interferdn, ﬁa se llevd a cabo la
cuantificacidn  da ia  biosintesis. = de asta protzina,
bdsicamente debido a .la baja concentracidn-de dste que se
obtizna por litro de cultivo. El miftodo rescomsndado para la
cuantificacidn invoiﬁcra 21l montaje ds tdenicas bioldgicas

d2 inhihicidn del =fecto citopdtico o bien de la utilizaeidn
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de anticuerpos especificos y tdcnicas de radioinmunoensayo.

Trabajos tendizsntes a dsto se s=stdn desarrnllando en a2l

laboratorio.

Con el conocimiento bdsico actual v la expekiancia que sa
obtuvo por =21 desarrallo de =25tos trabajos, se plantsard =1
disefio tedrico de 1o gue pudiera sa2r 21 sistema *dpt imo®

para la biosintésié d2 protzinas heterdlogas en E. coli.

El sistema gendtico de 2Xpresidn generalmente sa
incorpora  en un pldsmido ya qus estas unidades gendticas son
fécilmente_'manejables. "Uno de 1los problemas que pueden
prasantarse s2s la p&Srdida de dstos pPOr segragacidn =n un
cultivo, por lo gque .seria deseabls incluir en =211los una
regidn qu= 2vitara dicho fandm2no. La regidn de particiﬁn s’

FAR del pldsmidc_monoccpia p8C101 es el candidato idsal para

-23to ya que s2 sncusntra en un fragmento de aproy inadament s,

EOO_pares'de bases y se ha caracterizado totalmente (108>,

E1 sistema . gendtico 'déberé contar  ocon uné regidn
regulatoria de la transcripecidn que sea lo mas fuerte
posible, Eéta 25 qgqu2 la valocidad .de transeripzidn estd
limitada exclusivamente por la velocidad de eldngacidn de la
cadana dé. mRNA. Estz promotor debs =star eficiesntements
regulado, vya «que la expresidn'dél mismo seria letal para el
hugspad. Promotores (ndaly} astas caractari{sticas 50N

gensralmente de bacteridfagos o hien algdn promotor que
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transcriba productos ‘celularss muy ébundanteé, par 2jenplo
el promotor de  los RNA ribosomales o de las lipoprotefinas
de E. ecoli. Es indispesnsabl:2 ponsr =stos promotoreé-bajo

alogdn sistema de regulacidn eficisntae.

El _mensajerﬁ_ que S22 ganere a partir del promotor no
deberé presentar regioﬁes de tipo de terﬁinador cdn 21 finp
d= ns'provﬁéar'la terminacidn pramatura de la transcripcidn.
Ademds la regidn de Shine—Dalgarnq deheré s2r acceéible a

los ribosomas. : !

Es  importante tambidn el .incluir terminadores de 1a
transeriscidn al final d=. 1& reéidn codificadora, va qua
mensajeros muy largos pueden llegar a intervenir en la
ra2plicacidn dal pléﬁmidc, sabra tbda 5i la transcripeidn a
partir del promotor fuertez wva en sentids contraric a la

replicacidn del pldsmido (29).

En cuanto a las séﬁales_qﬁe permiten la tréduccién dal
m=nsaj=z, debe énntar CoOn un SD,IEI ATIG dz inicio y cuando
ﬁEHDE un coddn da tefminacidn.'La distancia entra el-Sﬁ y el
ATG, asi como..la ﬁecuencia 2nlr2 ambos debe determinarse
para cada mansajero. La re2gidn codificadora deberd utilizar
1os codonss prefersnciales del huésped,.para 1o cual pusde
s2r deseable sintetizar quimicamente 2]l gene estructural.
Esto  no ﬁiempre 2s  posible, ya qu= =5 dificil y costoso

sintetizar eficientemente gengs muy largos.
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Es -convenien{e_ obtenér la proteina d= inferés ;n-forma
nativa, | ya que Ia. creacidn de .hihridos implica un
tratamianta posiefiﬁr para la Iiberacidn del producto
deseado. Esto no siempre - es posible debido a 1la
inestabilidad de pdptidos paquefios. Si no existe otra opoidn
para la obtencidn de un peptido aue la fusidn de genes, el
sist2ma deseable saria =21 de lograr una prot=ina =stable,
fdcilmente purificable del resto de los praduictos celulares
Yy «qu2 adamds cont2nga algunos residuss que Permitaﬁ-la
disociacidn dél péptido para liberar el fragmento deseado.
Nao se pueds determinarré PRIORI si un hibrido s=ar4 =sstable,
por lo que no hay otra opcidn que construirlo y estudiarlo.
Sin 'embargo, 21 sistema de fusidn a un frégmento'del gana

trpE pudiera ser el candidato a =scoger (54).

Seria interesante  incorporar al  sistema otréé
rropiedades. Por ejempleo, para facilitar 1la purificacidﬁ
pudiera dissfiars2 una proteina qus contsnga uﬁa ra2gidn qus2
sirva de “ahzueln", es decir, qﬁé aporte a la proteina
anlguna caracteristica dnica que permita su éislamienta.
EJEMFIDE de esto son  las fusionéﬁ con fragmantos de ganes
qus codifican para reprssore2s, ya que é§t35 presentan un
dominio en la regidn amiﬁo-terminal que permite la unidn de
dichaé protainas a ONA o bien fosfoczlulosa. D2 osta forma
los hibrides pudieéén ser separados en un solo paso al

unirios a oolumnas de afinidad de DMA o fosforelulosa, La
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liberacién del pépfido de'interéé ae éu.precurﬁdf peptidicb
25 . un. problama dificil de  resolver. Pu=sden. utilizars=s
mdtodos quimicos, como es el caso del rompimiento con CNBr
2n oondiciones dcidas; o bizn mdtodos 2nzimdticos, colocando
residuos de aminodeidos que sean reconocidos COMmo
5ub5trat05;..Un aiemplo de est& 25 la utilizacidn de tripsina
Yy catepsina B para romper enlaces de aminodcidos bésiebﬁ; En
cualguisr  caso, =2Xists la limitacidn impo?tante de qua po
deben existir en el pdptido de interds, residuos gque sean
blanco dal agentes  protenlitico. E1 métodn de CNBr tisns la
ventaja. de sey altamante especifico, no asi los mdtodos
enzimdtlicos que pua2den  reconocaer ciertas eombinaeiones ds2
aminodcidos en forma s2cundaria. Sin embargo, el manzjo del
CNBr es  pzligroso, por 1@ g2 52 necs2sitan condicionszs
controladas para trabajarlo. Seria interesante disefar un
mZtodo nuevo para  sobrepasar este problema, aungue 23to no

es tarea sencilla.
.*f

La limitacidn principal en cuanto a la s2leccidn de una
C2pa receptora: ea. qu=z debe contener 21 genotipo necesario
para la regulacidn .de la transcripcidn y la deagradacidn de
proteinas ¥y nuelldicos. Uﬁa cepa  id=2al seria aquella qua
ademds de permitir =21 contreol de la expresidﬁ, no deéradara
21 mRNA y las proteinas nuevas (de prefsrancia mediante

mecanismos de  temperatura, esto es que la cepa presentara

miit aciones termasensibles), Coque tuvisra . una @ elevada

velocidad de c¢recimiento y que fuera fdcilmente mansjable.
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Como =std  e2s  muy _dificil.de obten=r, ya.que no §2 conocen’
bien los. mecanismos medianfe lﬁs_cuale§ 5e estabili;an los
prodﬁctos d= Ié expresidn, s2 debse daf vaersatilidad al
vector de EKPFEEidﬂ; El.hecho dé'incluiflmas de un sistema
d= control frenta al gen2 astructural amplia las
posibilidades de 1la eleccidn de huésﬁedes._ Por 2jemplo,
pu=den colocarsa entr=2 a2l promolor b4 la re2gidn codificadora,
dos o tres operadores que sean regulables en distintas cepas
y con distintos inductores..

Estas son -algunas consideraciones en 21 plantsamiento de
un sistema ideai de binsintesis_ d2 protzinas =an E. ecli.
Como se observa, el diseno y construaccidn de un sistema
ideal no =s féeil, ya qua s= desconocen'aléunos de los
factores que influyen en la sobreproduccidn de proteinas a
partir de pldsmidos, asi como los mecanismos ca2lulares de
degradacidn de protsinas .y mRNA.

Lé Dptimizécidn d2 un sistema bioldgico no 25 un proc2so
terminal, vya que cualquief sisfema es majoraple a travds de
integrar nﬁevos énnocimientus. Es tar=a indisp=nsabls la
evaluacidn constante del méjoraﬁienta dé un sistema, de modo.
gue  exista un ajusta 2ntre 21 costo y =21 tiéﬁpo que conllava
un‘ proceso - de este tipo, con respecto al progreso obtenido.
Aqui_ 21 punto =s hasta ddnda se pusde mejorar un sistema

bicldgico v si wvale 1la pena o no hacerlo.

+
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En =21 caso d2 las cadenas de insulina, =3 claro qua las
regiones  de regulacidn que s manejaron no fueron las
m2jorss por los problemas gue s2 mencioharon anteriormznte.

En este sentido, las proteinas hibridas con TACm merecen una

s2gunda oportunidad, vya gue las wventajas gque pressntan

raspecto a los hibridos ﬂe beta-galactosidasa son claras. Se
continuard =1 trabajo con =stas cepas productoras hasta =zl
punto de cambiar 1la regidn regulatoria y la cepa receptofa
fpara Qer si hay un inoramento 2n la biosintesis. 51 =sta2 es
el caso, se modificard la zona de interaccidn del mRNA y el
ribosoma, Y paral&%amente s2 ovaluard 21 posible cambio por
mutagdnesis dirigida del idnico residuo de cisteina del
fragmento de la TACm por otro aminodnida para ver si s=
facilita 1la rposterinr reasociacidn de las cadenas previo al

tratamizsnto d=2 CHMBr, para la obtencidn de insulina activa.

Para el interferdn, se colocard una nueva regidn de
regulacidn de la transcripeidn =n lugar d2 trp dado qus ssta

promotor es dificil de regular.

El praoblema que todavia falta por rasolver =25 21 d=
montar las tdcpnicas que permitan la cuantificacidn exacta de

los  productos. Mizntras tanto s2 utilizardn las t2enicas qusz

s reportan en este trabajo.

Como comentario final queda remarcar el hecho de que un

proceso de  "optimizacidn™  lleva mucho tiemes, y gran parts
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del  valor de wun trabajo de este tipo estriba en 1la
éxperienéia 'qué' se-obtiene-durante 21 desarrﬁl;o del mismo.
El conocimiento que se va generando a través d21 manejo de
divarsas 'estrategias y metodologias nos  permitird en =2l
futuro, disefar nuevos y mds eficientes Siétemas para la

biosintesis ds prota2inas 2n E. ooli.
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CAPITIMG_ S

MATERIALES Y METODOS

1) Gensrales

1.1} Cepas y medios de cultivo.- La cepa de E. coli K-12
MX514 (pro™ ; iso™; val™; Bi—; A lac{i,p)) fuz construida
en el laboratorio del Dr. F. Bastarrachea a partir de la .
cepa CS5HA1  (&3). La ec2pa  sobreproductora dal reprasor d=
lactosa, E. coli DI210 (lac + (i 4 , = +, ¥ +23) es derivada
de 1la HBE101l y fuz construida por J. Betz Yy J. Saddler (31),.
La cepa de E. coli MCI061 (araD1z2, A (ara, leu) 7697,
lacX74, gallU~™ , galk— , hsr— » hsm+ , strA) que =a2s
facilmente transformable con DNA de pldsmido fue construida
por Casabadan Y . Cohean (14). La wo=pa productora de
minicdlulas, 1a P&78-54 se reporta por HMHzager ¥
ciolaboradorss  (84). La cepa da E, o0li RR1 (pro-, leua—, Bi-
:5tr + ,  r-m~, LarY~, RecA+ )} fue construida y donada por o1
dr. R.L. Rodriguez.

Los medios de cultive fueron reportados por Miller J.
(&5 vy s2 uytiliza gzn2ralment2 medio Luria a menos que 2
especifique lo contrario. ‘

1.2) Enzimas.~ Las enzimas de restriceidn BamHl, EcoRI vy
Hpall  s2 purificaron en 21 laboratorico dzxl Dr. F. Bolivar.
Sau3A vy  Xbal se adquirieron de ERL; y Hi PL Pharmacia. La
ligasa de DNA s2 purificd en 21 laboratorio dsl Or. F.
Bolivar y el fragmento Klenouw de la polimerasa I de E. rcoli
s” adquirid d= Boshriger Mannheim.

2 Hanejo de DNA

2.1) Transformacidn ocon DNA de pldsmido.—- Se utilizd ei
metodo reportado por Cohen st al (1),

2.2)  Purificacidn de pldsmido y microsnsayo de DNA.— Se
utilizaron los mdtodos  reportados en. 2l manual de
laboratorio publicado por Maniatis y calaboradorss (&1).

2.3) Electroforesis en geles de poliacrilamida Y agarosa,-—

Son gales. verticalss s2gin lo re2portado por EBolivar 2t al.
{11>.
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2.4) Electroglusidn . de DNA de geles de agarosa o

"paliacrilamida. - Se corta =21 fragmento d=1 g21 qu= contenga

el DNA que se desee electroeluir y se coloca en la camara de
electroelusicdn y se cubre con buffer TE (10 mM Tris pH2, 1mM
EDTA). Se westablece un puente de corriente =ldectrica entre
dos rcdmaras. utilizando buffer TEA (193.46 g Tris; £5.56 .9

‘acetato de sodio anhidro; 29.6 g NaEDTA; se ajusta el pH a

2. con dcido acdgtico y s2 lleva a un volim=n final d= 4
litros. Para usarse se diluye 1:21. Se mantiene a 80 wvolts

econstantes por 3 horas  cambiando =1 buffar "TE rcada 45

minutos. Antes de ocada cambio se ivierte la corriente G0
sagiindos para qus 21 DMA s=2 despagu= da las m=zmbranas.

2.5) Purificacidn de DNA con columnas de END celulosa.-—
Estas columnas tiensn por ohjeto concentrar y limpiar =21 DNA
2h solucidn, prinipalmente cuando dste proviene ﬂde
electroelusidn. La resina se ‘adquirid de Serva Inc.. Para
usar, se hidrata la resina en buffer de lavado {10mi Tris
eH7 .53 10mi1 Natl), s= monta =2n 1a columna y s= lava con 5 ml
del mismo buffer. Se pasa =21 DNA en solucidn por la columna
y dste guada psgado a la misma. Se lava la columna 2on 190 ml
de buffer de lavado y para despegar el DNA se pasan de 300 a
500 wul de buffer de elusidn  (ImM Tris pH3; 1M NaCl; 13%
etanol). Se agregan 2 voldmenes de etanol a -20°C para
pracipitar 21 DNA v s= deja por 1o m2nos 2 horas a ~20°C,

2_ £ Hibridizacidn en colonia.— Se llevd a cabo fijando el
las ecnlonias en papsl filtro Whatman 2MM, s=29idn =21 mdtodo
reportado en 21 Maniatis (&1).

2) Manejo de protei{nas.

%.1) Lisis cslular por sonicacidn.- Sz utilizd un aparato
Soniprep 150. Una wvez lavadas las cédlulas con 10 mM NaCl vy
inmM EDTA, 5= resuspenden en 400 ul de buff2r d= sonicado
{ 30mM tris pH7.4 y 10mM de beta-mercapto =tanol). La
suspansidn s2 somsts a pulsos de 10 segundos (para syitar
que se desnaturalicen las proteinas por la temperatural) con
el aparatoc a su mdxima potesncia hasta que la solucidn sz
aclare. S :

2.2) Cuantificacidn de proteinas.- Se llavd a cabo por el
mdtodo reportado por Lowry {(&60) con el_reactivo de folin.

3.3) Electraoforesis de -proteinas en geles de
poliacrilamida.— S2 wutilizd el ngtodo descrito por La=mmli
(586). : :
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2.4) Densitometria de - geles.-— Se uiilizaron' dos
densitdmetros.. Para 21  anglisis de  la hiosintesis d= las
proteinas  hibridas con beta-galactosidasa s utilizd  un

dans itdmetye  Gilford con las siguientes condicionss:
longitud de onda=540 nm: sensibilidad=0.0; Hultiplo=1.0:
grosor d=l g2 1=0. 1AmmAve locidad de lzctura=2  in/ming

“velocidad de graficado= 1 in/min. En este aparato se analizd

gl gel fresco.

 En todos los demds casos se utilizd un espectrofotdmetro
computarizado  Beckman DU-2 con las siguisntss condiciones:
longitud de onda= 3500; slit w=0.5; supp=0.0: span=2.0;
valozridad del graficador= 5 in/min; velocidad de lectura= S
in/min; grosor del gel= 0.1 mm: sensibilidad= 1. En este

aparato se utilizaron ns2gatives de lac fotografias de los
geles, :

2.59) Minicdlulas.- Se utilizd el mdtodo ra2portade por
Mezagsr (54) con metionina 5-32 de Amersham,

3.6} Actividad de transacetilasa de cloranfenicol.- Se
utilizd 21 mdtodo reportado por Shaw (74) ajustando los
voldmanes de reaccidn a 1 ml en vez de 10 ml. Las mediciones

52  hici=2ron automdiicaments an un 2spectrofotdmetro Beckman
pu-8, a 37°cC.
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