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RESUMEN.

Uno de los problemas que se ha podido ro!olver, en gran medida,
" por medio de las tdcnicas de "ingenierd gendtica® aes la produccién
répida y econdémica de protefnas que normalmente solo se producfan en
pequeNas cantidades por distintos organismos. Algunos aelemplos son:
la insulina humana, el interferdn, hormona de crecimiento y

somatostatina.

7" 1 microorganismo mis utilizado con estos propdsitos en la

* actualidad es Escherichia coli. Para lograr una sobreproduccién de
_clertas - protefnas, ha sido necesario formar genes hibridos que

‘codifiquen para la formacién de protetnas hibridas.

B§pé’ trabajo’ consistié’ en la construccién de un pldsmido o °
ﬁv;hiéulbf'nblcéular"-quo  §crm1t1ifa5’1i ‘construccidn de  protefnas
J;:htﬁ;iq;ézfcbn,la'}céiéﬁ N~t§rhlﬁdt,d¢l represor ¢l del colifago lambda
%ii>9fco§“iirho}cion C-terminal del pdptidc deseado. En este caso se hizo
una construccién con la cadena B de insulina humana en el C-terminal

' pé}a?lcbqprobar ‘que el sistema cumple con  los  requerimientos

E'7 {ﬁd1sbtn§ib1i§'pa§i“§obfiﬁr6ducliwuni’érbti(ﬁi de {nter¢s.
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INTRODUCCION.

Las tdcnicas experimentales denominadas *ingenierfa gendtica®
0 “racombinacién {ir vitro del ADN* son actualmente una de las
herramiantas mis importantes de la investigacion en biologfa, pues
parmite la manipulacién de fragmentos especfficos de este material
gandtico an el laboratorio. Con lo cual se han podido aislar numerosos
ganas tanto de procariontes ‘como de eucariﬁntas, resolver su
estructura, organizacién y regulacion. Tambidn al lograr sobreexprasar
algunos dé astos genes se ﬁa podido purificar y caracterizar uné gran

variedad de enzimas y produc tos protéicos.

La técnica se basa en la unién por recombinacién de dos o

mis fragmentos de dcido desoxirribonucléico (ADN) *in vitro®, mediante '
una amplia variedad de enzimas (1,2,3). Uno de estos fraémentos,
llamado vector o vehfculo molecular, es caraz de duplicarse en una

célula hudsped, y el otro(s) pueden ser duplicados pasivamente pcr el

" vahfculo que los contiene. El microorganismo que épn mayor  frecuencia

ha sido usado,para'éstos tines es la b;éierla Eschorlghié coli y como

veh{culo molecular se usan plishldos talqs como el pBR322 (92) ‘¥ una

" gran variedad de derivados de dste, asf como algunos otros de orfgen o
| modo dq ‘duplicacién dlst{nto tales cbmoi’pAC¥l77, RSF2124, etc. Aéi.

‘hoy as posible aislar fragmentos de ADN de cualauier oréantsmb e
'  introducirlos, o clonarios, por la tdcnica de recombinacidn *in vitro®

‘an  la bacteria E. coli. Nis adn, la lﬁqohiur(a gendtica ha permitido

la "axprasién® en E. coli de genes sintéticos, es dacir, hechos por el

~ hombre por medio de las técnicas 'denominadas “"sfntesis quimica . de

 4cldos nucldicos’. De. este modo se PuiHC'tnnlf'uhdlcopa bacteriana
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programada gendticamente para que produzca una protefina determinada.

Tal es 21 caso de hormonas como la somatostatina, hormona de

cracimiento y de la insulina humana (4,5,6).

Cuando sa desea hacer con éxito este tipo de manipulaciones en E.
coll, existen varios factoreas que se deben tener en cuenta, algunos de

los cuales se enumaran a continuacidn:

1) St el fragmento de ADN que se desea clonar no tlene las:
safiales raguladoras proptas de la bacteria, deberd anteponerse a estae,

un fragmanto que las contenga con el fin de permitir su exprestoh

adecuada.

2) Si el segmento clonado da lugar'a’un:producto pkdtdlco pequefio
o f4ciimente degradable por la bacteria, es deseable aue se produzca
éomo una protaina hibrida con alguna otra protein:fde la célula”

hudsped de tal modo que no sea degradada ticilmente al,scr{*reconoclda\

" como propla (1,2,3).

3)  En muchos casos es necesario que el gene que codifica para la

protafna que se desea expresar se encuentre regulado; esto es, que se’

parmita su represién total o ‘casi total y su ‘expresion en las

", condiciones dptimas para tener un mejor randimiento. -

4) $i se desea clonar un fragmento de ADN sintético, debe toh;?iq: o

an cuanta el usc preferante de codones de 1a cepa biciariéna tanhidn

" con al fin de asegurar una melor expresién (7,8).

5) Cuando se intente formar una protefna hibrida se debevtenaf“en‘:

cuanta que ambos fragmentos deben quadar en fase pafa'sqf traducidos -

como una sola protefna.




. yio alevar los costos.

Algunos eljemplos de los puntos anterioraes son: la produccidn de
la hormona somatostatina, de cuyo péptido se conocfa la secuencia de
aminoicidos y por lo tanto la nucleotfdica, la cual se sintetizd
qui{micamente y se clond de tal modo que formé una proteina de fusién
con la B-galactosidasa; la produccién de insulina humana por el mismo
sistemi; y la hormona de crecimiento (4{5'6" As{ como astas, hay

muchas otras protefnas y pdptidos de interds médico, social o

" acondmico tales como el interferdn, los neuropéptidos, etc. que se

nacesitan producir en gran escala tanto para su estudio como para Su.

apliéacién o venta.

Fste dltimo punto as intaresants, vya que al anoiucrarse

ihlereées comerciales en la produccidn de macromoldculas por

'; n1n9anlerla genética, han surgido problemas de patentes, de. secreto,

informaciones erroneas o incompletas etc. Por lo que casi cada

labofatorio, institucién o compania, ha tenido que generar éus,proplqs'

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

’tomar‘gh'consideracién diversos factoraes, algunos de los cuales soh:

1) La estabilidad de la protefna. Esto es impoitanté, soﬁkq todo

duandb la proteina es _extrana o anormal para la bacterla que,la
produce, de ser ese el caso, dsta la degrida. Esto puede ocasionar un

5 halJo fendlmiento an la producciénvde la proteina duseada.

'2) Los niveles de expresion con reéhpcto a la protefna tot&f;l

‘Rsto por al hecho de que si se expresa en nivelas bajos y es muy Ppoco
“al ‘pbrcenthe con vrespecto a la protefna total, al momento de
purtficar la protefna deseada, el rendiminato serd nuy balo vy se

© tandrd qua aumentar el volimen de células y complicar la purificacién
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3) Facilidad de purificacidén de la protefna. Este es un punto
clave ya que si la purificacidén es senclilla, se podri obtener en poco

tigmpo y con costos bajos, que a nivel industrial es muy deseable.

Al pansar en estos puntos y principalmente en éste ultimo, fue
que se planted este trabalo, el ¢ual tuvo como objativo el hacer un
sistema que permita la purificaci&n facil y aconémica de proteinas

codificadas por genes clonados en pldsmidos bacterianos.

Para esto sc tomaron en cuenta diversos datos ya reportados en la

literatura, de gen@s conocidos cuyos productos se purifican

~fAcilmente, y que son: el }epresor del oparén de lactoSa (lacI); y el

represor ¢l del colifago lambda (9,10).

Estas dos proteinas tienen varias caracter{sticas en comun:

“tienen afinidad inespecifica por el ADN. Las protefnas ‘lacl y :-cl

tiéﬁen dos dominios en su cadena polipeptfdica (22), el dominio
N-terminal es el que determina la atinidad inespec{fica por el ADN '9:{"

el dominio C-terminal permite la formacién de dimeros de represor, lo

©ocual e - da mis especificidad. Tambidn tienen estructuras

tridimensionales similares y wuna clerta homologfa de amino4cidos
{11,12,13,15,19,20,21). Presentan en ia " ragién : N-terminal  una

secuencia de aminodcidos que adquiere una estructura secundaria de

" plegamiento P laminar seguida de tres alfa hélices y otra roéién ‘beta

4 continuacién. Esta organizaétén,se.muqsira an la figura 1.

|P1 L‘ul ) dZAJ &3‘1 p2

}
! I 1 r T !

aa 50

Fig. 1 Bstructura secundaria de la'reglén N~terminal de algunos
raprasoras en E.coll.




Se plansa que una de estas regiones, la alfa 3, reconoce al zurco
mayor de la doble cadena de ADN y le permite reconocer la secuencia
del operador. Esta regiédn K-terminal se ha conservado en gran medida,
sl no en su secuencia st en su estructura tridimensional, en varias

protefnas reguladoras (11,14,18) como se muasstra en la figura 2.

1-52 53-200
ACro ,

(S

53-236
Acl

s
[

53-360
Lacl

» 53-1021
GalR

\—V_J
CONSERVADA

reprasores, La porcién N-terminal (1-52) es muy conservada en todos y

la regidén que les sigue varfa en cada una tanto en secuencia como en
tamano. }

Se dice que la imeortancia 'de esta regién radica en que es

pracisamente la que reconoce al ADK y que puede haber evolucionado ' a

partir de un ancestro comdn (13), .Como se puede ver, lévfe916n -
C-terminal es la que ha varlado mucho y es la que lés'hACe, diferentes
sobre todo en su especificidad. Esta caracter(stica de unlrsé'al AN -
 las hace particularmente interesantes ya que s6lo del 1 al 6% de las
 §(0!5(“&5 solubles de g,;ggl_, es dccir.las que tienen afintidad por
cargas negativas, se pegan a la resina fosquclulosa ‘de intercamblo
ténico. Entre las protefnas que se pegan al ADN ‘estgn ‘la ARN
polimarasa, la ADN polimerasa, las enzimas de restriccidn, etc. Debida

A egta particularidad estas protcﬁnaS' puaden purificarse ficilimenta

(9).

l Fig. 2 Comparacién de las regiones N y C~terminal de varios




El represor cl as una protef{na clave en la ruta que puede seguir

" 2l bacteriofago lambda cuando infecta a una bacteria, Esto as, que

produzca lisis o lisogenia en la bacteria hudsped, puesto que es una
protefna rapresora que, como tal, modula todos aquallos genas que al
axprasarse permiten 1la proliferacién de virus que terminan por

dastruir a la cdlula; o bien, impide la lisis de la célula hudsped =

induce al estado de lisogentia (16).

Por otro lado se sabe que esta protefna es muy estable‘pﬁés no se

" 'dagrada facilmente dentro de la bacteria (17).

fistas cdracgertstlcas la hacen de particular lntcrds'para la
construccién de protefnas hibridas, pues se puede fusionar a lg.raglbn,f‘

C-terainal la protefna o péptido de interds sin cambiar teérléanqh!e

- 1a estabilidad ni las propiedades de la regidn N-terminal, las cuzlas

" 98 pueden aprovachar para la purificacién de la”pfotc(na“dcsiada. Asi;

decidimos comprobar esto, construyendo un vehiculo quc‘"éohtqviéra' la

regidn de ADN "que codifica para el N-terminal de cl, delante de la

" cual se pueda clonar el gene de 1a protefna o péptido aque se desee

“purificar.

Con dicha construccion se aspirab;‘guc'ia‘prdlotna”h(bridauiudf;;;«;v[_
estable dentro’‘de la bacterta 'y aue tiviera  afinidad * por
J”*fosfocelulosa. Como sistema ibdilo_sn'dictdlé?fuftBAJr’alﬁergnithfdcff%]
= ADN que codifica para los primeros 159 anlnolcldés“dil'?cprqsor'cif.nl";
frageento de ADN sintdtico que codifica para la formacion da'la?ca&qn§“ “

8 de 1a insulina humana, pues ‘se sabe quo"giQQ'plplido:al‘iir“';‘"

* producido pov ‘las bacterias, es rlpidancntd‘dcgrada&ol
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DISENO EXPERIMENTAL

Bl obletivo del presente trabajo fue el de construir un vehfculo
de axprasion que tuviera las cualidades nacesarias para permitir 1la
clonacidén vy expreéldn elevada de genes que codifican para proteinas
que por su vstabilidad es necaesario producir como protefnas hibridas.
Para esto se disefid una estrategla que permitiera la formacién de una
protefna hibrida, con el cl en el N-terminal y la proteina de interds
en al C-terminal. Al pensar que la proteina h(brtdd»déspués se va a
saparar en sus dos componentes originales, por el método de ruptura
con bromuro de clandgeno, este vehiculo sélo se‘éodra utilizar ea

casos donde la protefna o péptido que se desee purificar no tenga

-mationinas en su parte astructural.,ha prote{na hibrida, as{ forbada,

se supuso que deberfa conservar las ‘caracterfsticas fisicoquimicas
pertenecientes al N-terminal de cI como afinidad por cargas negativas
y estabilidad, y por tanto serfa capaz defscr‘purlfica&di‘por' mé todos

similaraes (10).

Para construir este vehiculo, se roqu;rié‘élonar'el7ganejde.¢l én

‘;un plasmido o vector, que en este caso fue el PBR712‘f33), el cual'gé

casi tgual al pBR322 sin el promotor del gene de resistencia v}
tetraciéilna y que ademés lleva el promotor sintético de triptofano en
su lugar, con un sitio dnico para la nntha de restriccién Ecokl,

donde se puade clonar el gene que se dasea expresar.

Bl gene de cl se aislé a partir del pldsmido pKB252 (23), al

digarir con las enzimas EcoR! y HindIIl y se clons en 1os mismos

sitios del pBR712. AL plismido resultante se le denominé pKF21.
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Para probar el sistema se decidid utilizar el gene que codifica
para la cadena B de insulina humana. Para obtenerlo, se utilizé el
pldasmido pBR271 (34) que es un pBR322 con el gene de 1la cadena B
clonado en los sitios de EcoRl a BamHI, el cual se digirié con estas
anzimas y se purificd el fragmento de 104 pares de bases (pb) por la

técnica de alectroslusidén del gel.

@ fin de que tanto el gene de cl como el de la cadena B de
insulina quadaran en fase, se sintetizéd un fragmento de ABN. ¢on la
sigutente sqcugncia:

SECUEHCIA ADAPTADORﬁ 0E [NSULINA.

'S “AGCTCTGGTCGTCGTC ‘
- GACCAGCAGCAGTTAA 57

51  axtremo lzquierdo complementa para el sitio de restriccion de

‘Hindlll y el extremo derecho complementa para al sttlo de EcoRI pero

an nlnguno de lps casos rageneran el sitio, es decir. que se puede
unir a los extremos del ADN para los que complementa, pero ya no ée :
puede‘volver a d!gerir con esias anzimas en estos sitios. Esto se hlzo .

porqus el fragmento del gene de la cadena B de tnsullna se cbtiene por

" la digestldn con EcoRI Y BamHl y ademds tiene un sltio lnterno para la .

‘anzima Hlndlll.

La construcciédn del plismido con el hibrido se réalizd de la ,i

“siguiente mandra. E1 pNF21 se digirié con las enzimas HindIIl y QamHI"

y se obtuvo el fragmento correspondiente al vehiculo. A este se le

1{g6 el sagmento adaptador y a esto se le ligéd el fragmantd - da la‘

N ‘cadena B, El plismido ast obtenido se transformo en la cepa HBIO1 y se

. sglacciond an anplclllna (Ap) vy se verlficé que las colonias obtenidas

futran rasistentes a Ap y totalmente sensibles 3 tetraciclina (Tc), es
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decir que no crecieran en presencia de este antibidtico. A
continuacién sa verificaron los patrones de restriccidn y por dltimo
sg  comprobd que se produderan las protefmas por el mdtodo denominado

de *minicélulas’.

El diseno experimental de este trabalo se muastra en la siguiente

figura. (fig. 3).




PKBZSZ
2L 7050pb

ADAPTADOR

DE INSULINA ' N\

LIG

"LIGASA

—
[ 4
[+]
3]
w

EcoRI-BoamHi
CADENA B

At PNF217
3970pb



N

HATERIALES,
1) Reactivos.

Las rasas provesdoras y los reactlvoi utilizados fueron los

siguientes:

Bayer da México: ampicilina (Binotal).
Bethesda Research Laboratbry, USA: endonucleasas de restriccion.
Bio-rad Laboratories, USA: agarosa, azdl do‘cdouaslo, p-nercapfbé{anoi,

 persulfato de amonio, pollacrtliﬁldé-bls, resina Dowax S0X-X8, dodecil

sulfato de sodio (SDS), 'y TEMED (taetrametiletilendiamida).

nitco,'USA:’agar‘bactcrtolbgico; peptona de casefna (casaahlhoécldas),

* peptona de casefna puriticada (triptona), medio da ensayo para auxotroffa

+

de metionina (MAN).

Calbiochem Laboratories, USA:  loduro de propidie.
* Herck de Héxlcos'hufnoicldos‘pur(ftéldos,.iiffiétO’GQVIQVAduFéf'Tr(s' :

" (hidroximetii aminometano), urea.

“ New Bngland Nuclear, USAi (32)P ATP, (35)$ metionina.

Sigma de Méxicoi aceite mineral, bromuro de etidio, cloruro de'c(slo}*ﬁkﬂasdﬁ

A Hsozima,
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PL Biochemicals,U3A: fostatasa alcalina.
AJ.T. Bakar dea Héxico: todos 103 demAs reactivos.

2) Capas bactarianas,

8. coll Kt2 HBIOL (F-, hsdS20(r-, m-), recAtd, ara-i4, proA2,>

lacYl, gal K2, rpsl20, (Sa"), xy1-5, atl-1, supEd4, lasbda-).

E. coll K12 P678-34 (treo-, leu-, B1-). Cepa productora de

minicélulas.

3) Hedios de cultivo.

Luria.

Triptona R 109
Extracto de levadura S g‘ -
e . 109
Maok 2.5 N | Sm
agua destilada t litro

Cuando se utiliza wadio Luria sélido para calas piltri ,  agregar 20

9 de agar. Esterilizar todo Junto a 20 ib de presion durante 20 min,

Nadio W9. ipor litro)

Naghto, L e

Nagl . 039

oM e
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Nusur‘ el pH a 7.4, esterilizar y entonces agregar:

gSOy 1 M 2 ml
Glucosa 20 X 10 al
CaCly O.L N 1 mt estériles todos estos.

Nadio N9 Ch.

tdéntico al N9 excepto que llava 2 g/l de casaminoécidos.

!gdlok” para Hinicélulas.

tdéntico al N9 CA pero con treohiaa y leucina (1 w1/100 - ml. da

sadio de una solucidn at t X).

’ Hedio NAM para sarcar nlulc‘lulu.
NAN - 2,625 9

Glucosa 20 & 2.5 el
Sales B9 1OX 10.0 ml
Aforar a 100 al con agua dntlhdaﬁfﬂllnr para Q_s'l_qr'utz"ar_. :
| antibidticos. ‘,
: Medio Hauido Nedio s6lido
meiciling 100 pe/ml 200 we/el

Tatracicting IS m’il - 3°l".’""7,5 .‘
4) Bnzimas.

- Bndonucleasas de restriccion. -

Las condiciones de reaccidn de las enzinas '“i:p"oltﬂcﬂbp}’ yu'"h;qg;;‘
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astandarizado para. usar sélo tres buffers diferentes en lugar de uno

distinto para cada enzima y son los sigulentes:.

Natl Tris ol 7.4 LLELY BTt
Buffer atto. 100wt S50 ol oet O
Buffer medio. 30 =i 1oal:. 1OeN - 1Ll
"llul\tqr'v balo. | o 10 wi | ap o .n

Las reacciones se llevan a cabo a 37°C.

Bnzima b. alto b.medio ~  b. balo

Rcok( e

Mmgttt e
Pamkl . e | :

i alwmk casos, se puedén hnccr.dlo.qtt'lﬁl'dobltg u.l mismo
butfer mm ;u}'yplnrdo. un poco h. ictlvlda-di la nnzlwn'mh "o esté
‘e su butfer corraspondiente, de tal modo aue Waelll e puade usar’
huu anh bulfer alto y plerde la -nu de s actividad e e todwu | ‘
wficiente, HindiIl se puede usar en bu"or alto tabua pero ookl y

Bamiil no e pusden usar en bufler de mepor conccﬂucwu de ul«.

Ligasa de T4,

fista aenzima se purulcd an nuntro hboulorlo y sus condicims

de - ruccldn YON m ﬂwluhu
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Tris 20 mN, pH 7.6

BTT 10 mH

-MgCt, 10 mM

ATP S alt en Tris 0.t K pH 7.6

Incubar 4 4°C cuando los extremos a ligar son rasurados y a ly2°‘(:‘

cuando son cohasivos, ambos duraate 12 hrs.

fatasa alcalina.

Las condiciones som: incubar en 100 ut de agus’ estéril que
conucni L ut de Tris t X pH 8,0, L pl de enzima y ol ADN. Se | . .
60°C durante t hr, - z

T4 polinucledtido kimasa.

AN defostorilado en 5 t'a_sorioui
buffer kinasa 10X E ‘.I:a Spl
Ccamear) o m |
kinasa | | o | 10 a 20 unidades

bufter kinasa tOX

Tris 0.5 N ol 7.6

WeClg 0.t N
C omvsom

;o asparaiding ! ull
BATA t ol

Incubar 4 37°C/30 min. Agregar 1 pl de ATP frio S " o“lqéu@:f. 15
ain mis, | ‘




/7
ARNasa A.

10 mg/mt an acetato de sodio 0.1 N y BRTA 0.033 mN, pi 5.0

{ncubar a cualquier temparatura (4,12 o 37 hasta 63°C).

Lisozima,

S ag/ml an Tris 23 mi pH 8.0 ¢ incubar a 20°C.
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NETOROS.

1) Transformacidn de una cepa de Hecherichia coli.

tmocular 3 ml de medio Luria con la cepa deseada ¢ incubar toda
la nocha a 37°C, a menos que la cepa requiera otra timratura; con
agitacion constante. Al dia siguiente inocular ua utrli de 150 wml

con 30 ml de medio Luria e incubar con agitacidn hasta que llegue a

una densidad de 0.4 a 395 am. Centritugar a 10,000 rpm (10 K) durante

5 wain en un tubo estéril, el sobrenadante se decanta en esteriliidad.

il precipitado se resuspends con (5 ml de MCl 10 Wi frio.

Centrifugar igual gque el amterior y resuspander el precipitado
- suavamente en €aCl; 30 mif. Delar an hielo durante 20 min y centrifugar

de nusvo durante 10 min a 5 K. Resuspander en 3 mi de CaCly30 aM.

Tomar 0.2 ml y pavar a un tubo estéril, agregar 0.1 yo de ABE en e

. 0.1 ml de CaCly30 mN. Incubar ea hielo 1 hr.
Vir Gi-pulsoa 42°C durante 70 seg y pasar a hielo Smin,

Agregar 3 i de ‘medio’ Luria e incubar com agltacion ‘37'(: R

| durante t hora.

Platear 0.2 ml en calas patri con medio s8lido con el antibistico

miccurlo para la ﬁlocqclén de las células trugforuﬂtn.

{ncubar la cala a 37%C durante al menos 18 hr ,(23), o o » .
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2) Purificacion de ADM de pldsmido.

fil método utilizade es al que se denomina "lisis alcalina® (26) y

qua brevemanis consiste eas

Se hace cracer en un litro de cultivo la cepa que contisne el
plisnldo que se desea purificar, hasta una densidad de 0.4 a una ».0.
de 595 nm y entonces agregar cloramfenicol 170 pe/ml e lacubar, con

agltacién durante 16 hr, Colectar las células por centrifugacion y

~agragar 10 ml de solucidén I (50 mN glucosa, 25 el Tris HCL pH 8.0 y 10

sl BOTA) para resuspender. A asto se le anade 3 we/al de Hsbztnv y
49 le agrega posteriormente 20 al Jde solucldu I (0.2 Iv‘la'OH y t% $8S)

y sa incuba en hielo 10 min. Se agrega 15 ml de tolucién: Ilfl‘i_(a_)‘ wl de
acatato de potasio S N, 11.5 al de dcido acético glacial y 28,5 sl de ~

agua). Se centrifuga a 20 K/20 min y se colecta el sobremadante claro

~ dal cual sa precipita solo el AN con lsoproﬁgndl y se lava con etanol

al 70 %. Ss resuspende y s« le agrega 10 wg/ml de ARNasa . Se extrae y
pfnctpl’la da nuevo vy s resuspende en 2 al para colocar em un
gradiania de c\orurﬁ de cdito- Se colectan por separado ‘lv,as dos b“u»qu ‘
qua sa obtienen de 1a centrifugacion y que corresponden al pltsnl&o
roto iy al ‘iupcrcnrr’olhdo-y que_se pueden notar diﬁido 'alloduro‘.de’ <
propidio que contiene ta solucidn de ciCI. EBstas  se pasan por uu

colusna de Bovex para quitir el floduro de propidio y despuds se

' dialuai_ conlra buffer TE (Tﬂi 10 ot pH 8.0 y EDTA & ait) por vlo“ " nos

con 2 camblos de 1,000 veces el volisen del plismido. Por dGltimo

pracipitar con etanol y centrifugar. EL ABN ast cbienido se resuspende |

an sl minimo volimen de buffer TE.
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3) Hicroansayo de ADN de plismido.

Bl mdtodo e+ similar al anterior a excepcién de qua se crecen
solo 3 ml de cdlulas. Los pavos son idénticos al anterior hasta
obtenar - el sobrenadante claro que an este caso se extrae
(tenol-cloroformo) y se precipita con etanol. Se resuspende en 10 pul y
astd listo para ser digerido con la enzima de vraestriccién deseada

(26).

4) Flectrofordsis de ADN en geles de agarosa o poliacrilamida. ' :

La electroforésis se llavé a cabo en placa conforme a las

siguientas condiciones:

Agarosa 1 % disuelta por calentamiento en 'l‘rh-bontos'-?ﬂlu (Tris
90 m, icido Borico 90 mN y EBTA 2.5 mH pK 8.2) con lo cual se llenan

las placas y se hace ¢l gel. Las muestras de hln.quc‘ se desea analizar

" s4 preparan con cantidad suficiente de AWM para que sean visibles

(dasde 0.2 a | pg) y se les agregan S pl de SK (para (0 wml: 6 9 de

~ uraa, U ml de azdl de bromofenol al 0.5 % en agua, ! ml de xilencianol

al 0.3 % an agua) y se aplican en los carriles dil fol. sq cér‘nn a |
130 ¥ durante | hr en buffer Tris-boratos-EBTA (TBE). Los geles de

acrilamida al 7.3 y 1S X se preparan de la slg’uunti manera:

| | 7.5% sx
dcrilamtdabis 785w i5.0a
Commox T 3om ©30m
uué destilada R | 194w 11.9 =1
Parsulfato de asonio toma/mt oSl oS el

THNED R . 0.013 ml - 0.013 mi
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Sa corran a 200 V por t hr en bulfer. TBE,

Bl ADH se ravela por tincidn con una solucién de bromuro de
atidio 0.t mg/ 100 ml y sa observa con una lémpara da luz ultraviolaeta

27).

35) Blactroelusién de fragmentos de ADN a partir de um gel.

Bl gal se tine con bromuro de etidio levemente, casi se saca
inmad Latamente despuds de haberlo wmatido al colorante, se corta la
banda deseada con una navala y se coloca en una cimara de
electroalusién que se ilena con buffer TE hasta cubrir el puente. En
el recipienta del buffer se anade buffer TEA (Tris 24.2 9, acctito de
;mdld anhidro 8.2 g9, EBTA 3.7 9/1) y se corre 90 -tn/9°c/|oo V. Se

_ invierten antonces los polos durante un minuto y se toma todo el

contenido de [a camarita y. s¢ pasa por uma columna de BND, se

fpr:ncipua y resuspende en ¢l volimen deseado.
4) Columnas de BNR celulosa,

‘La rasina se hidrata en buffer de lavado (Trl#llﬂ 1o, pk 7.5

¥ WaCl 10 mH) y se guarda en refrigeracidn hasta ™ uso—‘.'
SR Sc.nonlﬁ una columna de 0.3 cm de didmetro y 0.5 ca de alto. :
Se lava la columna con de 7.5 a 10 »l de butfer de lavado.

S pasa‘la musstra por lg columna, sin diluir. BL ADN dcibc estar

 resuspandido an butfer TE.

~ 8e lava la columna con bufter de lavado, con al menos un voldmen

| 'igual Al de la columna completa.
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Para eluir el ADN pegado a la resina, se pasan 300 ul de buffer

de elusidn ( Tris-HCL | mM, pH 8.0, NaCl 1 N, etanol 1S %).

Se agraegan dos volimenes d¢ etanol a -20°C para precipitar el

abN.

Sa cenlrifuga, se deca y se raesuspende en agua estéril y

filtrada.

La restna una vez utilizada, se desecha.
7) Hinicdlulas.

- Han sido aisladas, las cepas productorh de minicélulas dc._vﬁrlas- ~
aspacies de bacterias. Be eﬂ‘n, especiilmente las de "B. coli han
rasultado de) mucha utilidad para el §studto de varios procesos '
blolégicos, pero principalments para amalizar los productos de _genes

clonados en pldsmidos. Las productoras de minfcélulas soﬁ cepas .
mutantes que al momento de la dlvhibn }ccluur _normal, sufrea uma
espacie de gemacidn debido a un sal funcionamiento en la formacita del
centro de particién normal de la célula, de tal modo aue la celula an
lugar de dlvldlﬁ- a la mitad, se divide de una forma que c;a'rca ‘gema.
Hniﬂa_s Pequenas nuﬁ ° ulntc§luis, como se les conoce, no se
ancmnitrab nunca ABN  perteneciente al cromosoma paro si contiene
”’pMsnvl,dos y todo blo suﬂchuic para transcribir y traducir l#
informacion codificda en ellos, de tal modo que si u’pom;o-utu
" mintcélulas a traducir en presencia de un antnodeido radioactivo como
(33)S mationina, se puade detectar el producto de los genes que
contanga ¢l pldsmido. Para separar ‘ln' minicélulas | de las c‘\lgl‘u.‘

viablas de B, coli, normalmente se usa un método que se basa ci una

" centrifugacion diferencial wgulda‘»d_vc'v’?vqﬂn’_gﬁqggrttw&l;o@gj_mcu,,l_i_':.,‘:‘-;/_,,y,___‘
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gradientas de densidad de sacarosa (3 veces). Después del tarcer
gradiente, sa resuspende en el volimen suficiente para ajustar a una
densidad de 0.2 a 620 nm de wmedio MHAN que contiene todos los
aminodciodos exceplo metionina. A 2 ml se las agrega 100 puCi de (33)8
mationina y sa incuba por un periodo corto, da tal forma que ¢dlo
puadan ser traducidas pocas moléculas y no se haga inespecifica la
traduccién de los mensajeros. Se colactan las células y se congelan

para correr un gel de protefnas (24),

Para hacer los gradientas cont tnuos de sacarosa, se usa la
stsui-nlc solucién 1a cual ss congela en tubos Corex (27 mt/tubo) y se
descongela lantamente, Bsto genera un gradiente de densidad:

cont inuo,

.. Sacarosa 20 %.

Tris 50 m

: ‘"AC| 100 wN

ROTA 0.1 i |

gufgur 880 para lavar.
NAClL 0.85 X

Na,HPO, 0.06 %
valatina 100 po/ml.

Atorar a t convaﬁud destitada,
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Nazcla litica 2X para aplicar las suestras al gel.

Tris-HCl O0.125 K, pH 4.8
$8S 4.6 %
f-mercaptostanol 10 X%

glicerol 20 X%

Gel para protsinas.

Gal taferior o Kerilemida al

IR’ 15 %
dcrilamida-bls (29.2%-0.8%) 8.5  11.25wel
Tris-hase 2 N pM 8.0 o 4.50 ml 4.50 nl
388 10 % | Codtmt oatm
agua dastilada - 8,93 ml '5.93 ml
- Parsulfato de amonlo 4l 10X O0Sel 0.3 ml
l o TANAD puro L o o015 ml . 0.015 ml
l - Gal sggg[;g : BT
' | Acr (lamida-bls (29.2 X- 08% - L7Sm
| Tris-bave 2 MpH 6.8 *o.a?s’ nl
.‘ s 0% e | 0.05 ot
o Caadestilaga s7am
I . Parsulfato de amonio 10X 0. ml
If TENEN puro - . 0.003 nl
l ~ 8e corre la uln'ctrol‘or}hh on 9?0;.&“ de bufter ‘l'r,l's-ouyctn
- (Tris 12 9 vy glicina 57,6 9/1 = 5X) 2 10 WA hasta que el coloranta
I . Llena al 9el infarior, entonces se casbia a 20 @A hasta que tevine. o
l 5 Ay
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Se Linen cor azil de Coomasie a 65°C durante (5 win (dcido
acdtico glacial: metanrol: agua en una propbrgtdn 11316 con azal de
Coomasie Al 0.06 %) y se destine a la wisma temperatura con 4cido
acdético al 10 X. Se¢ seca y se expone con una pelicula da

autorradiograf{a durante al menos dos horas.

8) Butraccidn de ABN con femolicloroforso.

Agregar un voldnen de fenol y agitar con- voﬂox. Mﬁdar un
voluman de cloroformo y agitar. Centrifuser 2 mia, tomar 'lavh'sc
b' superior (acuosa) y pasarla a otro tubo.z Agragar un volumen d'ov
cloroformo, agitar y volver a centrifugar 1 min. Tomar la fase acuosa
¥ agregar 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 N, ulur y aﬁrcmr '2 ‘
volimenes de etanol a -20°C. Agltar por lnvonlén Y eon«hr L1 Mqlo :
saco, Centrifugar S min en frio y tirar el sobnnaduh. Secar -~ GOR ;

- vacio'y resuspander en agua estéril y filtrada o TE.
9) 3intasis quinica de ADN,

La siatests qufaica de ABM en fase 36lida (30), tiene como
soporte del olloonucluéudo qw se desea sm-um. una resina de

pol hsur«o qua Liene mado un urupo bcnclhauo us ue mlooudo

prohﬂdo an el extremo 5’ paro o en sl 3' de donde esté unido al

benctlamino. El extremo protesido se debe desproteger (destritilar) L

i pan‘po’dcr hacerlo reactivo. Todos los nucledtidos solos,’ dimeros y |

trimeros astin siempre protegidos tanto es el extremos 3 como en 8] |
. 3%, Ast, anles de poner a reacclonar el muclestido con la resina , hay

que desbloguear al extremo 3’ y entonces hacer la reaccion de uniGa 'o“'

'>'acoplulu(o. lumls dc Mccr sl uoplutuw. lavn h nstu y u}' B
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hace una reaccién que inactiva todos los grupos que no reaccionaron .

.con 8l fin de que no se tenga al flnal todo un grupo  de

oligonucladtidos de los cuales no se sepa su sscuencia, pues algunas
vaces 1¢ une el nucledtido siguiente y otras no. Esta reaccidn es
irreversible. A continuaciés se desbloquea el extremo 5° del
nucledtido unido y selle agrega el siguiente nucledtido desbloqueado

ean el aextramo 3’ y se rcpl!c el ciclo de reacciones hasta tener el

‘oligonucledtido deseado. Como puade notarse, la extensidn de la cadena

s hace a partir del aextremo 3. Bl dltiso mlobtldo ya no se .
dashbloquea en su exiremo 3/ sino que se pasa por uma coldua de NPLC
(cromatogral(a 1{quida de alta presién) pava separarlo de los- demis

oligonmucledtidos incompletos.
10) Presarvacion de cepas baclertanas.

Crecer | ml de la cepa de la cual se desed hacer un‘pnig_sva’u‘cmn

‘an glicerol toda la noche y al dfa siguiente agregario a un vial “que’

contenga . iml de glicerol westéril, ‘Mllar an vortci y. meter

inmediatamente & un congelador de -20"(:. Se nuucnn en conpelacién

por -un  ano o ads., Se puede tmr una asada pan volvcr a luoculnr un

lubo. Y cuando ya «u vieio, es ncouudahlo usar una uvor, _ c‘a_n,udcd‘_ a

. de indculo.

1) Purificacioa de proteinas recteitables.

Las nlnlc‘luhs producldu con el n‘todo nt« nacionm. sc'
rasuspendan an 200 ul dc buffer Tris 30 =, oA 7.8, EOTA %0 ,-I.,,,;;»-"

facarosa 20 X y lisozima 0.2 wg/ml.

Incubar 60 min & 4°C. Centrifugar a 12,000 /5 win y precipitar -

‘al sobranadante con TCA 80 X. Laver con ‘mtgxu. secar y rowmmr



49
an mezcla de Lisls para proteinas. Bsta es la muestra correspondlente

A las protafnas exportadas al espacio periplésmico.

B! precipitado se resuspanda en 100 ul de agua fri(a y se congela

y dascongela dos vecaes.

~ Resuspender el precipitado en mezcla de lisis, esta es la muestra

corraspondiante a las protefnas precipitables.

El sobrenadante se precipita con TCA al 80 Z, se lava con

acetona, ¢ seca y se rciusplhdo on nezcla de lisis. Bsta es Ié

muestra corraspondiente a las protefnas de mambrana y solubles en b'

citoplasma (31,32).
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RESULTADOS.,

T

CONSTRUCCION DEL pNF21.

Para construir este vehiculo se partié del pladsmido pKB252 (23)
el cual contiene el gene completo que codifica para la protefna cl vy
se encuentra balo control del promotor Plac que estd repetido dos
vacas, an la misma direccién y delimitado por sitios de EcoRI., El
fragmento de ADN que codifica para el represor cl se encuentra clonado
como un inserto de EcoRl a HindIIl y con otro sitio para HindIIl
dentro del gene c!; El4plasuldo pKB252 posee aproximadamente 7,050 pb
y tiene el gene que codifica para rcslstencla aTe innédlatanante
despuds del segmento clonado. El fragmento de interds fue aquel que
contenfa la regién que codifica ei N-terminal de cl y quevse puede
sacar como un fragmento EcoRI-HindIIl de un tamano de 674 pb. Con esta
digastion doble también se tienen otros tres fragmentos: el Qui lleva
la porcién que codifica para el C~terminal vy ‘una porcidén mds
partanaciente al !réga.nto insertado (563 pb), dos 'r;gnoﬁtos del

nismo taplno (205 pb) que ostin‘doltnitadps por sitios di Ecbkl y que

contlanan el promotor . Plac, y un fraqniqto de aproilnadancntc 5,400 pb

qua contiene el wvehiculo, pHBY? que tiene como extremos EBcoRl vy

Hindl{I. Bl tragmento de 674 pb se electroeluyd y se 1ligé alvvcﬁtculo'

de clonacién (ver fig. 3).

Bl vehfculo de clonacidn que se utilizé fue a1 pBR712 (33), el

cual aes un derivado del pBR327 denominado pJRIL y que solo se:

dlternncia del pll3é7 an que dste 3e dlolridhcon HindI{l y se le hizo _

Bal 31 para quitar el promotor de Tc, dg;pd‘s se le pusieron
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adaptadores sintdticos, es decir, pequenos fragmentos de ADN con §l
s{tio de restriccién deseado, en este caso el sitio fue para la enzima
HindIII. Al ponerle aestos adaptadores, quadaron unidos dos de ellos
dando lugar a dos sitios de raestriccidn y un sitio adicional para la

anzima Haelll, que se forma por la unién de dos adaptadores.

El pBR712 tambidn contiene antes del sitio de Hindlll el promotor
sintdtico de Ptrp con un sitio para la enzima EcoRl inmediatamenta
daspuds del promotor. Este promotor es el que permite que se puada
transcribir el gene de resistencia a Tc. Para podcrktnsertar el
fragmento de 674 pb, se digirié al pBR712 con EcoRI-HindIIl y se
alectroaluyd el vehfculo para impedir que se volviera a unir al
fragmento de 10 pb que contiene en medio el sitio para HaeIll y asf
ohtenqr un solo sitio dc HindiII. ademds, para asegurar un melor -
rasultado se defosforilé el vehiculo, es decir que se l?, quité el
grupo fosfato del extremo 57, lo cual evita que la enzima ADN ligasa
una dos vehiculos entre s{, Esto permite que el vehiculo sélo se ltgua>

con moldculas de ADN que sf contengan este Qrupo y que en esic cCaso

fue - 91 fragmento de 674 pb. Una vez que se tuvieron SnbOs tragmentos -

se procedid a ligarlos uno con otro en una proporcidn 1:5 donde la
. n;yor proporcidén correspondfa al fragmento que se desea ﬁlondr, para
que haya nayor‘poslbiltdad de que ¢hcu¢ntre al vehiculo. Se vdolé
ligando a 129 durante 12 hr y antes de transformar se incubé a 37°C

dﬁranta'ao min para que terminaran de ligarse aquellos fragmentos que
esfﬂbah My cdrcanos, pero que todavia no se hablan terminado de

unir.

~Se transformé la cepa HB1OL como se menciond en la metodologfa v

‘."’;.d"lrlburcron' las células transfofiintcs en catas dc‘ncd;p Luria ,1“  .
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con ap. Al dfa siguiente, se picaron las colonias obtenidas en una
cantidad de aproximadamente 100 colonias tanto en madio con Ap como en
medio con Tc, EBn el caso de este pldsmido, las cdlulas fusron
resistentes a Ap y poco rasistentes a Tc. El poco raesistentes quiere
dacir que las colonias son mds paqueflas cuando se crecen en presencia

de Te¢ qua cuando s@ crecen en Ap.

& continuacién se comprobaron los patrones de dlﬁostién del
pldsmido por madio de microensayo de ADN de plismido y digiriendo
primaramente con 1a enzima Haelll que es una de las enzimas que da mis
detalle pues como reconoce secuencias de 4 bases, los sitios de corle
e ‘cncuantran- con bastante_ fracuencia en el ABN. En este caso, el
inserto no tiane ninglin sitio para asta enzima, de tal“ modo que se
deberfa perder una banda o fragmento del plismido original para

convartirse en una de 674 pb miés, pero como en el pBR712 _ﬁay dos

bandas de 140 y 345 pb en lugar de una de 475 pb debido al doble

insarto del adaptador de HindIll con un Haelll en medio y quitamos
este  segmento en ‘la construccion del pHFR21, desaparecen las bandas de

14G y 345 pb 'y aparece una de l,l2l'pb, lo cual ocurre en el caio del

PHE2L. A continuacién se muestra un esquema qhi contiene la porcién

dal japa origtnoi y de las modificaciones que presenta al cléﬁ#rr 11  >
fragmento, con los sitlos de ristrlcclén{uis importantes y un cuadro
que indica cualcs: fusron los fraononfos que se pilerden en. cada
digastién y cuales aparecen como nuevos. Tambidn se incluye una foto‘
que suastra los resultados di las digestiones realizadas (tig. 4 y

3.

Una - var  tdentificada la colonia port;dora del plismido deseado,

se hizo Una preparacién en glicerol de esta cera y sa puritics el
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plismido por 1a tdcnica menclionada en METODOS.

Una caracterfstica importante de los antibidticos es que la
ampicilina es degradada en 30 min por la enzima P-lactamasa, la cual
gs codificada por el gene de resistencia a Ap, en cambio, la
tatraciclina as modificada solamente por la enzima, pero no se degrada
de tal modo que si se agrega tetraciclina a wun cultlyo que es
rasistante a ella, es suficiente con que se le agregue una sola vez
para qua se mantenga la saeleccién del plismido. EBn cambio, sl se
agraga ampicilina a un cultivo que es resistente a ella, dsta se aqot§
a los 30 min y si el pldsmido no es muy dktnblc, como ya no tiene

prasién selectiva, se va perdiendo conforme pasan las generaciones.

. Bn aste caso, cuando se intenté la primera vez purificar el
plismido, se le agregd tetraciclina y se obtvieron al final 150 ug/l
de ADN, cuando quﬁ normalmente se obtiene { mg/l de cultivo (26). Al
pansar €a ia posibilidad de que el plésmido fuora‘lncstﬁblc y fuera
necasario elercer una prcslén de solccclén,' para estabilizarlo, se ‘
repitié la purttlcacién del plasnido pcro shora agregando cada 3 hrs

“la misma cantidad dc anplcllina para mantener la proslén scloctlv;. Se
obtuviaron al flnal de la purificacidn 4 wg de ABN por litro, cantidad

que supera en mucho lo obtenido normalmente.

‘Una vez purificado el pNR21, se procddldl a verificar 'quc ~-
6stuvl¢ran todos los patrones de restriccién ans_lnportantas para
daterminar que el plismido estuviera bien y que no hublera perdido
nlnguno“ de los sitios més imeortantes para otras clonicloncs, para lo

cual se hicieron las siguientes digestiones: EcoRl, HindIll, BamHl,
HaeIIl, Haelll-EcoRl, HaellI-BamHl, Haclll~thdlll, BcoRE~-HindlII,
:BcoRl-l.\nﬂl y HEndITT-BawHi mr t9.5), - "
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DE SAPARECE DESAPARECE APARECE
ENZIMA - gN pBRTI2 N pNF21/Hoelll
HoeIll 345 y 140pb : 21pb
Hoelll~ EcoRL iH21pb 312 y 809pb
Hoe I~ BomH 104pb 80 y 24pb
HoeIll - HndINl naiph 986 y 135pd
EcoRlI - Hind I ' 30pbd o 674pb y VEHICULO
EcoRi~BomH1 375pb ‘ _ 1019pb y VEHICULO

Fig. 4 Mapa de restriccién del pBR712 y del pNF21 y patrén de
bandas producidas por la digestion secilla o doble con las enzimas
indicadas.
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Fig. S Patrones de digestién del pNF21. A) pNF21/Haelll,
BipNF21/Haelll~EcoRl, - C)pNF217/Hael11-EcoRI, D)pNF21/Haelll,

E)pNF21/Haelll-HindI11, F)pNF21/EcoRI-Hindll1l, G)PNF21/EcoRI-BanmHlI,
H)pNF21/BamHI-HindII1. .




’nlcronnséyo y se analizé su patron de restriccion.

36
CONSTRUCCION DEL pHF217.

Para construir aste pldsmido que contiene ¢l gene hibrido

cl-cadena 8B da insulina se vrequirtiéd de la sintesis quimica de un

fragmanto de ADN que delara en fase ambos ganaes, Esto se hizo por 1la -

técnica dea sintesis de oligonucledtidos en fase sdlida (28) y la
sacuancia del fragmento sintetizado fue:

57 AGCTCTOGTCBTCGTC
GACCAGCAGCAGTTAA 5

Bste fragwento de ADN es complementario en sus extremos ‘a4 los
delados por la digestidn ébn las enzimas HindIII y EcoRl hcro-nb‘
ragensra dicﬁos sitios. Bsto se hizo ast debido a qua ya hay un sitio
de EcoRl entre Ptrp y cl y hay otro sitio de Hindlll en el inserto de

1a cadena B qua se le clond.

Por otro lado, para obtener el gene de la cadena B de tnsultna,

9 utilizéd el pldsmido pBR271 (34), el cual se digtflo coﬁvﬁcotl~aanﬂl

y sa alactroeluyd el fragmento de 104 pb.

- El vehiculo, que en este caso fue el pNF2L, se dlgirﬂo con
HindlII-BamHl y se electroeluyé. El vehiculo, el adap(ldor iint‘tlco‘y;
el fragmento de 104 pb que codifica para la cadena B de insullna
hunan§ ‘s8  ligaron entre s{ utilizindo la ohzlna'ﬁlﬂ ligasa del faﬁo
T4, El producto de la veaccién de ligado se »usé pafa transfornaf:

cdlulas de B. goll HB1OL.

Las cdlulas transformantes se seleccionaron en calas de medio -

Lurfia con Ap, Postertormente se contraseleccionaron en calas con Tc,

"Bl ADN de las colonias Tc sensibles (Tc®) se purificé por un
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Las enzimas que se usaron para este andlisis fueron Haelll,
HindI{l, BamHl y wuna digestién doble HindIII-BamHI. Al pldsmido que

prasantd al patrda da rastriccion esperado se le Llamé pNF217,

Como en el caso anterior, tambidn se muestra- una fotograf(a de
las bandas obtenidas con las digestiones hechas a este plismido para
damostrar qua su patrén de restriccién coincide con el esperado, asf
como un esquema de la porcién del mapa que se modificéd y su cuadro de

las bandas que desaparecen y de las nuevas que aparecen (fig. 6 y 7).




pNF2I

pNF217
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——HoeIIl

EcORE—
A.L 3

Hindll —§
B —A—-

DESAPARECE APARECE

ENZIMA ~ EN pNF2| EN pNF2I7
Haelll 12t 123 y 104pb t135pb
Hoelll - EcoRl 121,123 y 104pb 312 y 823pb
HoeII— BmHI H21,123 y104pb 29 y n_osﬁn
HosIIl - Hind 121,123 y104pb 87 y 1048pb
EcoRl-HindIl 674pb - 736 y 399b
EcoRl— BmH! 1007pb 794pb
HindIl = BmMHi . 34 5pb 58pb

Fig. o Hapa de restriccién del pNF21 y del pNF217 y patrén dé
?zg?a:d producidas por digestiones sencillas y dobles con las enzimas
cadas,
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Fig., 7 Patrones dea digestién del pNF21 y pNF217.

A)pNF21/Haelll,

BipNF2t7/Haelll, C)pNF217/Raelll-HindI L1, D)pNF217/Haell1-BamHl,

RIpNE217/BcoRI~HindI11, F)pNF217/BamHI-HindlIl.
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ANALISIS BN HINICELULAS.

Los pldsmidos pNF2l y pNF217 fueron transformados en la cepa
productora de minicélulas, con al fin de identificar que proteinas
codificaba cada uno de ellos y se comparé con el patrén del pBR712
(fig.8). En wminicélulas, el pBR712 produce una protefna da 34,500
daltons (34.5 Kd) y que es la qua confiere resitencia a Tc, también
produce otras dos’protelnas de 30 y 28 Kd, pertenacientes al pracursor
y la protafna madura de P-lactamasa (resistencia a Ap). La proteina de
rasistencia a Tc aparece muy tenue y en muchos casos no se logra ver a
menos que se éxponga la pealfcula de autorri¢iograf(a por mucho

tiampo.

En el caso del pNE2l se puedan ver las bandas de 30 y 28»Kd Yy una
nenof de aproximadamente 18,600 d y que corrasponde a la protefna con

al H-terminal de ¢l (159 aminodcidos).

Bn el pNF217 se encuentran las mismas tres bandas de p-lactaaasa,"'

no se encuéntra la banda de 18,6 Kd pero: sl una de aproxtnadan.nid 22

Kd vy due corrasponds a la protefna hibrida ci-cadsna 8.

41 analizar el pairén de proteinas totales presentes cn'vlo§ '
extractos de minicélulas de cada uno de los plismidos mencionados, fue
de particular interds el hacho de que exite una protefna que itg;a a
la altura delbpeso nolecdlar'csperado para la protefna hibrida y que
se obsarvaba con mayor intensidad que el resto dc las protefnas en ci
mismo carril o que @l carril que contiene al control. Bsto, en cambio,

no ocurrid con la cepa que contenfa el plésmido pNF21 (fig9.9). Esto

- sugiare que el producto dclvaFZI7»s. acumula,
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Fig. 8 aAutorradiograffa de un gel de polliacrialmida de
minteélulas del pNE21 y pNE217. A)P678-54/pBR712, B)IP678-54/pNF21,
CIPA78-54/pNE217.
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Fig.
pNF217,

Y2

9 Gel de poliacrilamida-SDS 1S A
A)P678~54/pBR712, B)P678-54/pNF21,

de minicdlulas del pNF21t y
C)P678~54/pNF217.
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A continuacién se presenta la secuencia de nucledtidos completa
para la proteina hibrida, con su correspondiente saecuencia de
aminodcidos. En ella sge indica la vegidén que corresponde a la

sacudncia adaptadora y la perteneclente a la cadena B de insulina,
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ATG
MET

GCA
Ala

ATG
MET

TAT
Tyr

ATC
Ile

GAG
Glu

ACC
Thr

GCA
Ala

AGC ACA
Ser Thr

ATT TAT
Ile Tyr

GGG ATG
Gly MET

AAC GCC
Asn Ala

GCC AGA
Ala Arg

TAT GAG
Tyr Glu

TTT ACC
Phe Thr

TTC TGG
Phe Trp

AAA AAG AAA
Lys Lys Lys

GAA AAA AAG
Glu Lys Llys

GGG CAG TCA
Gly Gln Ser

GCA TIG CTT
Ala Leu Leu

GAA ATC TAC
Giu Ile Tyr

TAC CCT GIT
Tyr Pro Val

AAA GGT GAT
Lys Gly Asp

CTT GAG GTT
Leu Glu Val

CCA
Pro

Lys

GGC
Gly

ACA
Thr

GAG
Glu

TTT
Phe

GCG
Ala

GAA
Glu

TT2
Leu

AAT
Ast

GTT
Val

ATG
MET

TCT
Ser

GAG
Glu

ACA
Thr

GAA
Glu

GGT
Gly

ATT
Ile

TAT
Tyr

CAT
His

AGA
Arg

30
CAA
Gln

90
CTT
Leu

150
GCT
Ala

210
CTC
Leu

270
GAA
Glu

330
GIT
Val

GAG
Glu

GGC
Gly

TTA
Leu

Lys

GCG
Ala

CAG
Gln

GTA
Val

ATG
MET

CAG
Gln

TTA
Leu

TTT
Phe

GTIT
Val

GTT
Val

GCA
Ala
AGC
Ser

ACC
Thr

CTT
Leu

TCC
Ser

AAT
Asn

AGC
Ser

AGT
Ser

GGG
Gly

ACA
Thr

GCA
Ala

GAG
Glu

CAG
Gln

GGC
Gly

GIT
Val

ATG
MET

ATG
MET

GAC
Asp

GAA
Glu

ATC
Ile

GAA
Glu

CAG
Gln

TTC
Phe

AAA
Lys

ACA
Thr

GCA
Ala

TCT
Ser

AAT
Asn

GAA
Glu

CCG
Pro

TCA
Ser

AAA
Lys

GGC
Gly

CGT
Arg

GTC
Val

GCA
Ala

TIT
Phe

TCA
Ser

CCT
Pro

GCC
Ala

TCC
Ser

CGC
Arg

GCA
Ala

TTA
Leu

AGC
Ser

CTT
Leu

GAG
Glu

AGT
Ser

AAG
Lys

60
CTT AAA
Leu Lys

120
GAC AAG
Asp Lys

180
AAT GCT
Asn Ala

240
CCT TCA
Pro Ser

300
AGA AGT
Arg Ser

CTT AGA
Leu Arg

GAT TCT
Asp Ser

TCT GGT CGT CGT CAA TTC ATG
Arg Gln Phe MET

Ser

Gly Ar

0000000808080

GCT TTIG TAC CIT GTT TGC GGT
Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly

Fig.

10 Secuencia
hibrida c¢l-cadena B de insulina humana.

cl N-terminal,

nucleot{dica vy

eeose Adaptador de insulina.
e cAdena B de tnsulina,

CAG CAC CTT
Gln Hie Leu

TTC TTC TAC
Phe Phe Tyr

aminodctida de

GGT TCT CAC CTC
Gly Ser His\lLeu

CCT AAG ACT TAA
Pro Lys Thr

la protefna
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Una vaz que se demostrd que se producfa una protefna con el paso
molacular asparado, el siguiente paso fue saber si esta protefna era
soluble o no. Esto as, si la_ protefna se precipita dentro de la
cdluta en forma de cuerpos de fnclusién , nombre que se les da a las
protainas que al sobreproducirse dentro de la célula se precipitan, o

51 se uncuehtra an solucién en el citoplasma.

Al fraccionar las cdlulas en sus componentes se observd que la
protaina hibrida estaba dentro de la c¢lula Y que pertenccia» a la

fraccidn de proteinas precipitables, as decir, que fornﬁ cuerpos de

inclusidn, Este resultado se muestra an la figura i1,




%

Fig, 1l Gal dal poliacrilamida~SDS 15 / de la semipurificacién de
currpos de inclusidon de 1la cepa P678-54/pNKF217. 1t)fraccidn de
protefnas pariplasmicas, 2)fraccién de protetnas de membrana vy

protefnas solubles, 3)fraccién de protefnas pracipitables, 4¢)extraclo
total de P878-54/pKE217.
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DISCUSION.

Cuando se¢ desea producir protefnas de interéds en la bacteria
Escherichia coli, existen dos problemas fundamentales para su
obtancién que son: la estabilidad de la protefna dentro de la cédlula y
la purificacidon de esta. Por esta razén fue que se disend un vehfculo:
molecular que permitiaera la formacién de protefnas hfbridas estables,
que tengan la regidn N-terminal de cl fusionada a la protefna que se

desea purificar.

El raepresor cl, al igual que otras protefnas que se updn al ADN,
tiene tres regiones funcionales; la regién que le‘contlerk la aftinidad
inespecifica por a1 ADN, la regién que le da espaclficl&ad por
daterminada secuencia y la que permite la dlnﬁrliaclén; No en‘tddog

10$ casos se puaden delimitar claramente estas regiones, pero en _gf

casno da cl se han identificado dos dominibs;' el thcrminél que 5

contiane las regionas de afinidad inespecifica vy espéc[fica y el
C-termiﬁal que permite la dimerizacidn '(18,20,21). En general._én

prote{nas que se unen al ADN, el doﬁlnlé C-tcrﬁlnal es elv‘que ha
varladb y se dicg que todas ellas hdn_qvoluclonado‘de unyd‘ﬁestrd .

comin (14). La prdteina cl adamas'tlune'unaMV1da mc¢la larga v qér de

~ f4cil purificacidn (10).

'&l,hecho de que la regidn C-terminal sea la que ha‘vdrtado en las
proteinas, nos hizo pensar que podr{amos cambiarla sin modificar su -
agtabilidad, caracteristicas de untéﬁ' al Anﬁ Yy su  modo kde

purificacién., De este modo podriamos tener la protefna hibrida deseada

qua sa pudiera puriticar como la nativa y que le confiriera su WT .

astabilidad.
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En dste caso, la protefna hibrida fue con la cadena B de insulina
humana. Los resultados indican que se produce esta protefna y que as
gstable, También <e demuestra que la protef{na se sobreexpresa en la
cepa da minicélulas y que se precipita en cuerpos de tnclusién dentro
de la célula. Este dltimo punto fue de gran importancia pussto qua al
pracipitarse la protefna, fue imposiﬁle lograr la purificacién de la
prote{na por el método reportado para purificar ci (10). Por lo cual
+8r4 naecasario purificarla por el método de purificacién de cuarpos da

inclusidén (29),

Otra caracteristica importante de esta protefna es que ndl‘
contiene ninguna cistefna en la ragién correspondiente al cl‘y;;aél
‘ﬂnic§s que puede tener son las del péptido que se le fusione, de ;ste
modo <4 evita la formacion de puentes ‘disulfuro no deseadds.y si se
"'éodr(an‘formar los adecuados en el pdptido del C-tarminal o entre
| ‘pdptidos de dos protetnas hfbridas, lo cual esyﬁn-pocommAS senctlld de

soluclonar.

El mdtodo hagié ahora utiiizado‘para la oﬁtanCtén-del péptido ya |
seéarado de la proléina hibrida §5  el de fupfura conx‘bromu?6> de-
¢landgeno (33), compuesto qus Foﬁpa‘la,cadona'pollpct(dlci en en grupo -
, ca}bbxtlo de 1a mationina. Como puede not;f;a. “la préducc;&n de " ¢
péptldoé por aste uétﬁdo, rqqulera que el péptido que se;fdgsge

'pd?lfjcar no contenga en su secuencia el aminoicido ﬁcttontn§.'£h‘cl"k

caso da la proteina hibrida cl-cadena B, los péptidos rcsultanﬁa$‘ d9‘?,,V,~

tn

~ la ruptura con CNBr son los que se muastran an'al'abéndlca l."j_._ *
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APENDICE 1

Péptido 1 -2 3 4 9 6 7 8
Peso molacular 4,628 206 4,795 698 2,323 4,205 1,706 3,557
1

1

Rat 1
1 3

Ser
Thr
Lys
Pro
Lau
Gln
Glu
Ala
Arg
Ile
Tyr
Asn
~ Gly
Val
Phe
His
Trp
Cys S o
Total de aa. 41 2 4S5 6 20 37 16
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Es importants hacer notar que las dnicas dos cistefnas se

ancuantran en el fragmento corrqspondtdhta a la cadena B y que ésta

reprasanta el 16 % de la proteina htbrida.

\




CONCLUSTONES,

El sistema de axpresién descrito en gsta trabaJo; cumple con
varias da las caracteristicas deseables para poder producir con alta
eficiancia una protefna extrana a la bacteria E. coli. Algunas de
g3las son, la sobreexpresién de la protafna hibrida, lo que indica que
al promotor Pirp se induce en este sistema y funciona adecuadaménta.
Tambidn se demuestra que la protei{na es estible y qua se precipita
dantro de la célula, Tiene, ademds, la cualidad dea no tener ninguna
cistefna aen la porcién codificada por cl de tal modo que cualquier

cistatna que contenga la protefna hibrida que se . construy;,

 partenacard 4l péptido que se desea purificar y esto tiene la yedfé{a

da qua se puede purificar con mayor facilidad.

Para poder hacer cualquier otra proteina de fusién 'éon_:este
sistema, se cuenta con un sitio de HindIII al final dci’frasnéntOZQue

codifica para cl N-terminal, en el cual se puede clonar el gene que se-

~desae expresar ya sea divectamente si as{ queda en 'asd‘la lactura de

traduccién del mensale, o biea, poniendole un adaptador sintét;co que
cumpla con esta funcidn. Adinﬁs, las pro(e(nas htbrldas:'duo‘-se
construyan, puedcn“ ser sobreexpresadas en este siitlhi graclas?a la

presancia del pronotoriPtrp.
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PRRSPRCTIVAS.

Rasta por bhacer algunas cosas para terminar aste trabajo y que

$On

1) Demostrar que la protefna se puede purificar de manera

sancilla y acondmica.

2) Optimizar las condiciones de crecimiento e induccidén de la

axprasion gendtica balo control del promotor Ptrp en los plasmidos |

PNF2L y pNF217.

'_ 3) Construir otro pldsmido que contenga 1a cadena 4 de insultna

“humana y dehostrar que se produce y sobreexpresa de la misma manera

que la proteina hibrida con cadsna B.
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