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RESUMEN

l.a hormona del crecimiento bovino (bGH) es un polipéptido de
191 aminod&cidos, cuyo peso molecular es de 22,000 daltones. A
esta proteina se le han encontrado uwuna serie de propiedades
venta josas para la industria pecuaria. Las mas importantes son su
capacidad para estimular la produccién de leche, reducivr 1los
depé6sitos de grasa y aumentar la eficiencia de conversidn
alimenticia.

En gl presente trabajo llevamos a cabo la manipulacidn de
ios extremas del DNAc de b6GH con enzimas de restriccidn para
subclonarlo en un vector de expresién procariética, modificamos
ademds el extremo 5’ del mismo DNAc con DNA sintético con el fin

de mejaorar la expresidén. Paralelamente construimos también un
pladsmido para expresifén de hormona del crecimiento bumano, para
detectar por radioinmunoensayo incluso niveles bajos de

expresidén.

En los ensayos de expresidén para detectar los RNA mensajeros
(RNAMm) para ambas hormonas, pudimos apreciar una abundancia de
éstos similar a la producide por el plésmido usado como testigo
positivo. En el caso de hGH la cantidad de mensajeras detectados
fué menor. No detectamos las hormonas en geles de poliacrilamida
donde se resolvieron proteinas totales de 1las bacterias
portadoras de los pldsmidos de interés. Tampoco se detectd senal
alguna usando 1la técnica de inmunoelectrotransferencia vy
radioinmunoensayo {(para el caso de hGH), lo anterior creemos se
debe a problemas en la traduccion de los RNAms.

Para la realizacidn de este trabajo montamos v
estandarizamos la técnica para determinacién de la secuencia
nucleotidica por el método de Sanger y desarrollamos una técnpica
para extraccidn de RNAs de bacterias



I. INTRODUCCION

al Breve introduccidén a_la Ingenieria Geneética

La herramienta mads poderosa del conjuntao de las metodologias
de 1la ingenieria genética, desarralladas en la década de los

setentas para el ran&lisis directo de genes eucaridticos,
consistidé en la introduccidén de fragmentos especificos de DNA en
vehiculos moleculares vy su propagacion en bacterias: metodo
conocido coma clonacidn molecular. Con la ayuda de estos

vehiculos moleculares es posible obtener grandes cantidades del
gen eucaridtico deseado o de su RNA mensajerno (copiado a DNA por
transcripcién inversa)d, propagando en un medino de cultivo
adecuado la bacteria portadora de la molécula recombinante que lo
contiene. Caomo vehiculos moieculares se usan principalmente
plasmidas bacterianos modificados en el Jlaboratorio aungue
también funcionan los bacteriofagos, asi comc hibridos entre
estos dos tipos de elementos genéticaos, llamados césmidos ., -

La creacién de moléculas de DNA recombinante Ffug posible

gracias a que las endonucleasas ©0 enzimas de restriccidn
descubiertas a finales de los sesentas, liberan extremos
"pegajosos' cuando hacen sus cortes altamente especificos en el
DNaQ . Al volverse a aparear 1os Ffragmentos liberados, paor

complementaridad de bases, con los extremos "pegajosos” del mismo
tipo {(es decir liberados por la misma enzima de restriccién) pero
del DNA del vehiculo, se producen moclégculas hibridas o recombi-—
nantes. Esgstas reqguieren de ser tratadas con la enzima DNA ligasa
para unirlas covalentementa.

Usando estos procedimientos, el Dr. Paul Berg y sus colabo-
radores en la Universidad de California (Stanford), construyeron
en 1972 la primera molécula recombinante, consistente en hibridos
o "quimeras" del virus 5V40 que contenian genes de E. coli g, .

Por otro lado, en el primer experimento de clonacidén molecu-
lar con plésmidos bacterianos, realizade en 1973 por los Doctores
Herbert Boyer, Stanley Cohen y sus colaboradores, también de la
Universidad de California, se canstruyeron hibridos de dos
plidsmidos diferentes (x.

El éxito de estas manipulaciones abrié las puertas a la

realizacivtn de nuevos experimentos con DNA, de todos tipos,
aislados vya sea de microorganismos, plantas o animales para
insertarlos en vehiculos de clonacidn bacterianos. Estas

construcciones permitirian investigar y manipular en detalle un
gen vy dejaban entrever posibles explotaciones comerciales, como
la produccidn de proteinas utiles en 1la medicina y 1la agro-
industria.



bl Las hormonas del crecigiento

1, Estructura

Todos los miembros de la familia de las hormonas de
crecimiento (GH) o somatotropinas son proteinas formadas por una
cadena polipeptidica de alrededor de 190 aminodcidos, con dos o
tres enlaces disulfuro internos y ambos extremos libres. Estas
proteinas san globulinas con un peso molecular aproximado de
22,000 daltones. Las hormonas del crecimiento se expresan en la
hipéfisis anterior de laos animales vy actuan directamente o via
somatomedinas parg estimular el crecimiento somatico postnatal.
Las hormonas del crecimiento pbertenecen a una familia de hormonas
protéicas cuyns otros miembros son las prolactinas (PRLY, tambien
derivadas de la hipdéfisis, y el lactdégeno placentario (PLY o
somatomamotropina coriénica que se expresa en placenta“®’. Los
genes para estas hormonas surgieron por duplicacidén y divergencia
de una secuencia géenica ancestral, de agui que exhiban similitud
en su sSecuencia de nucledtidos e incluso en sus FUNCiones (ms,

(tabla 1).

Tabla 1 Porcentajes de similitud en las secuencias
de diversas hormonas del crecimiento.

similitud (%)
hovrmona nucledétidos aminodacidos
bGH-gGH 8.8 99.0
bGH—-rGH B3.9 83.53
rGH—gGH 84.3 83.0
bGH—cGH 76.3 77.0
v GH-~dGH 73.0 73.0
hGH-gGH 77.3 66.0
hGH—-bGH 76.5 65.0
hGH—-dGH 53.0 S56.0
dGH—sGH 40.0 32.0
rGH—sGH 53.0 32.0
hGH—sGH 50.0 * 35.0

hGH, hormona del crecimienta humano; bGH, hormona del
crecimiento bovino; gGH hormona del crecimiento de
cabra; rGH, haormona del crecimiento de rata; cGH,
hormona del~trecimiento de pollo; sGH, hormona del
crecimiento de salmén; dGH, hormona del crecimiento
de pato.

Las hormonas del crecimiento son sintetizadas como un
precursor (pre—hormona) con un péptido semal de 22 a 27 residuos
hidrofdbicos en su extremo amino terminal. La expresidén del gen
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da lugar a una proteina de un tamaro de 22 Kd, peroc en algunas
aspecies como en el humaro y el bovino se producen ademés
variantes menores en longitud y menos abuncantes, generalmente a
través del uso de vias alternativas en la remocibdn de
intrones ., -

2. Funcién

Logs efectos de las hormonas del crecimiento pueden ser
considerados a dos niveles: efectos en la proliferacidn celular y
sintesis de proteinas y los efectos sobre factores metabdlicos.
En algunos tejidos se puede inducir primero la diferenciacidén de
células precursoras y despues incrementar 1a produccidén de
factores de crecimiento tipo insulina en las células
diferenciadas, resultando en un efectec mitogénicao. Los efectos
fisiolégicos de las GH se manifiestan en lo siguiente: a) Efectos
anabdlicos, tales como asimilacidn de nitrégeno en animales en
crecimiento o sintesis de leche en lactantes; b) metabolismo de
carbohidratos; c) metabolismo de lipidos vy d) crecimiento de
cartilago vy hueso¢»:. En otras palabras, las GH son anabdlicos
genarales.

Las GH encuentran su principal aplicacidn en la medicina y
en la industria pecuaria. Las hormonas del crecimientoc se
caonsideran especie—especificas en su accidn, aungue uha hormona
de una especie evolutivamente superior, por ejemplo la hormona
del crecimiento humano, tiene efecto sobre el crecimiento de una
especie inferior, no siendo el caso a la inversac e, s

X Claonacién

El primer ONA complementarip al RNAm (DNAc} de GH en ser
sintetizado, determinada su secuencia y clonado molecularmente
fué el de rata (rBH) ¢10>. Fueron sintetizados los DNAc a partir
de RNAm purificado de extractos de células de hipéfisis de rata
en cultivo, en las cuales se enriguecieron los RNAm de vGH por
efecto de hormonas tiroideas vy glucocorticoides. Los DNAc
sintetizados fueron insertados en el vector pBR322 y usados para
transformar E.___coli. Posteriormente se seleccionarocn las clonas
portadoras de insertos de aproximadamente 800 pares de bases (10
clonas) de las cuales cuatro resultaron positivas para =1 DNAc de
ri5H.

También han sido claonados vya los DNAc codificantes para GH
de origen humano (hGH) de 22Kd por grupos independientes en el
MismD afi0c11, 12>+

La hormona del crecimiento bovimro (bGH) Ffue clorada vy
expresada en_ E. coli por primera vez por Miller y cols. en
1980 4=, . A partir de hipéfisis bovinas, se extrajeron 1os RNAms
Yy se sintetizaron sus DNAc clanandose estos en pBR322 vy
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transformando E. tgli. Las clonas portadoras se identificaron por
hibridacidén in situ, usando como sSonda al DNAc de rGH marcado
radiactivamente.

Seeburg y colaboradores por su parte, reportaron en 1983 la
clonacion y expresiéon en E._coli de los DNAc caodificantes para
hormona del crecimiento bovino y porcino (bGH vy pBH) (14>« En
éstos usaron DNA sintético para modificar el extremo 57 del DNAc
de las hormonas. Lo anterior con el fin de utilizar en lo posible
codones mas preferidos por E. coli en la farmacidn de sus propios
polipéptidos, sin modificar la secuencia de aminoécidos,
resultando en cepas sobreproductoras de ambas hormonas
recombinantes.

Por otra parte, Souza y cols. en 1984 clonaren en E. coli el
DNAc de 1la hormona de crecimiento de pollo. A partivr de un banco
de DNAcs de hipéfisis de pollo, fueren detectadas las clonas
portadoras de los DNAs de cGH mediante el uso de una sonda de hGH
o bBGH, dada 1la alta similitud existente entre las secuencias
Nnucleotidicas da estos DNAC ¢y -

De la misma manera, Chen y ceols. en 1988 publicaron la
clonacidn vy expresidén del DNAc de la hormona del crecimiento de
pato (dGM) (14, s usando como sonda rastreadora del banco de DNAcs
al DNA de p6GH marcado radiactivamente. El1 péptido sernal de esta
hormona (27 aminodcidos ) es ligeramente mayor a los vya
reportados para las versiones humanas, bovinas, murinas Yy
porcinas de esta hormona (26 aminoacidos).

En 1988, Yamano vy cols. <clonaron en E, coli el DBNAc
codificante para la hormona de crecimiento de cabra (gbH), usando
come sonda el DNAc de bGBH(.1»>3 Por su parte, Wallis vy cols. en
1982 (1o, reportaron la clonacidén y expresidn del DNAc de ovinos
(oGH) en E. _coli.

Debido al wvalor econdmico gue representa para la
piscicultura el poder reducir los tiempos de cultivo de peces y
con ¢&llo los gastas gque ésto implica, se iniciaron los trabajos
dirigidos a clonar y expresar hormonas del crecimiento de peces.
Sekine y cols. en 1985 sintetizaron, clonaron y expresaron en E.
coli la primera hormona de crecimiento de peces, la de
salmlnN 1o, =2n,=21>= A ésta siguieron la de atln¢zzy, CarpPlc==>»
trucha (=4, ¥ anguila ..z=>y €ntre dtras.

=

c) El caso de la hormona del crecimiento bovino (bGH) .

Usualmente la expresign de altos nivels de bGH en E. coli
reguiere de un plédsmido de expresidn multicapia con un promotor
fuerte y un sitio de unién al ribosoma eficiente. Existen algunas
excepcianes notables donde, a pesar del uso de tales plasmidos de
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expresion, se sintetizan muy bajos nivels de bGH. Comunmente son
dos las explicaciones para estos resultados, a saber: (1) la
proteina es inestable en E. coli vy es degradada rapidamente por
proteasas, o (Z2) el transcritc de RNAm no es traducido
eficientemente. El primer problema es mas severo con proteinas de
bajo peso molecular y frecuentemente puede ser resuelto creando
poliproteinas, praoteinas de fusidén o el uso de mutantes de E.
coli deficientes en proteasas. E1 segundo problema es més
complejo y es la causa principal de la baja o nula expresidén de
bGH(z.> . A continuacidn resumimos algunas de las estrategias
seguidas para producir bGH a partir de su clonacién por Miller y
cols en 1980 .4~ -

Ramabhadran y cols en 1985 (.-, expresaron bGH al clonar el
gen de bGH en un derivado del virus §8V40 vy ponerlo bajo el
caontrol del promotor de metaloticneina (MT) y transfectayr células
Cv~1 de mono. De igual manera, este DNA quimera de MT-bGH 1o

cionaron en un vector formado por el L£%2% de fragmento
transformante de papiloma virus bovino (BPV) vy transfectaron

célutas Cl127 de ratén. En ambos sistemas obtuvieron S5 ug de
aGH/10° células/h.

En el mismo ano, Pagsleau vy cols =n, construyeron dos
pladsmidos para expresidén de bGH en células GHs de rata. Estos
investigadores subclonaron el gen de bGH frente a 1la regidn
reguladora del gen inmediato tempranc del citomegalovirus
(CMVIE). Ademas, en otra construcciéon (pBGH-1) clonaron un
fragmento de DNA de aproximadamente 1.5 kb, aque incluye al L7TR
virus del sarcoma de Rous (RSV) fusionado al extremo S’ del gen
de bGH. Esta dltima construccién no produjo mas de 230 ng de
bGH/m1 de cultivo; en cambio, =21 DNA de CMVIE-bGH dié lugar a 75
ng de bGH/ml a las 24 h y 760 png/ml a las 72 h. Asi mismg en
1985, dos grupos independientes de investigadores (Leung vy
cols (=55 Kopchick y cols (xo> expresaron bGH, perc en este caso
usaron células L de ratdén deficientes en timidina cinasa (TK ) vy
adenina fosforribosiltransferasa (APRT 7). Para éllo
cotransfectaron con un plésmido portador del gen quimera
regulador del LTR de RSV fusionado al gen de bGH, ademas del
plésmido portador del gen viral de herpes TK y el gen APRT de
hamster. El cultivo de la linea celular derivada produjo 75 ug de
bBH/S5x10° células/24 h.

McGrane y cols en 1988 (=.> construyeron una serie de ratones
transgénicos mediante la micrpinyeccion de un segmenta de DNA
conteniendo 460 pb de la regidn promotor—-reguladora de
fosfoenolpiruvato carboxicinasa, ligado al gen estructural de
bGH. La concentracién de bGH detectada en el suero de 1los
animales transgénicos varid de S ng de bGH/m]l a 2,300 ng de
bGH/ml. El1 tranmnsgen sclo se expresd en higado y rifén.

Como s;- puede apreciar en los ejemplos mencionados, la
expresién de bGH se logré sin grandes problemas al usar la
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secuencia completa del gen en celulas en cultivo o en ratones
transgénicos. Estos sistemas san eficientes para un ensayo répido
de expresidén que busque principalmente corroborar la i1identidad
del gen clonado v 1a actividad biolégica de la proteina, pero no
es eficiente para producir cantidades de importancia industrial
de 1la proteina. Cuando la estructura de la proteina no es muy
compleja y no requiere de modificaciones postraduccionales, la
mejor opciénes E. coli, con la que se pueden lograr altos
niveles de produccidén de la hormona en procesos de fermentacidn a
gran escala. A continuacidn resumimos algunos de lgs trabajos en
ioe que se ha usado a E. coli como huesped y la serie de
manipulaciones requeridas en la secuencia de DNA para carregir el
problema de la baja eficiencia en los niveles de traduccién de
los RNAm.

En 1981, Keshet y cols construyeron un pléasmido hibrido
portador del gen para R-lactamasa de pBR322 y el gen codificante
para bGBH. E1 gen hibrido se expresé en bacterias y el producto,
una proteina de fusidn se acumuldé en el citoplasma, detectdndose
solo muy bajos niveles en el espacio periplasmicOc¢sos.

Seeburg y cols en 1983(1a,, clonaron el DNAc que codifica
para la proteina madura de bGH en un pldsmide derivado de pBR322
portador del promotor triptéfano. Para obtener un alto nivel de
expresién de la proteina, aplicé 13 estrategia disernada por
Goeddel vy cols en la clonacién del DMNMAc de hormona del
crecimiente humano (hGH) (.= . Esta metodologia consistidé en
sustituir 1os codones codificantes para los 22 aminocacidos del
extremo amino terminal por DNA sintético conteniendo los codones
preferencialmente usados por E£E. coli en la sintesis de sus
proteinas. Esta modificacién, permitié a Seeburg vy cols lograr
una produccién de 1.5 g de bGH/1l de cultivo bacterianc.

Por su parte 8choner y cols en 1984 <=, reportaron la
canstruccidén de dos plasmidos para expresar bGH, en unoc de los
cuales usaran el promotor triptofano (trp? vy en el otro el
promotor de lipoproteina (lpp) de E. coli. La expresién de bGH
fué muy baja. Después obtuvieron niveles de expresién mayores al
304 del total de 1las proteinas celulares al introducir los
altimos cinco codones que codifican para el péptido senal entre
el ATG (codén de inicio de la traduccidn) y el coddén que da lugar
al primer aminodcido de la proteina madura. Esta construccién,
aungue dié un alto nivel de expresién, alteré el extremo NH,
terminal de la proteina. Para corregirla, construyeron un sistema
de dos cistrones al incorporar en el primero los codones que
aumentan la expresidn de bGH y en el segundc la regidn
codificante para Met-bGH.

George y cols en 1985 (=4, eliminaron 1os 111 pb de la regién
S’ no traducibie y 1la correspondiente al péptido seral vy
colocaron un cedén de inicio de la traducecién (ATG) frente al
extremo S’ del DNAc de bGH restante. Posteriormente, insertaron
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este fragmento en un vector de expresién portador del promotor
lacuvy. La produccién de bGH fué muy baja. Para mejorarla
reemplazaron el promotor por el praomotor tac vy cambiaron 1los
primeros 22 codones con DNA sintético de acuerdo al protocolo
seguido por Seeburg y cols ia;- Con estos cambios lograron una
produccidén de bGH del 15% de total de proteinas celulares.

Siguiendo una estrategia diferente a 1a empleada por los
investigadores anteriores, Buell en 1987 (=, clonéd el DNAc de bGH
en dos sistemas de expresién portadores del promotor trp y P,
respectivamente., Can estas construcciones, obtuvieraon 30
moléculas de bGH/célula en la construccion que usé el promotor
trp; en cambio, la gque portaba el P_ obtuvieron 1,000 moléculas
de bGH/célula. Tratando de mejorar la produccidén, insertaron los
altimos cinco codones del péptido seral entre el ATG y el codén
gue da lugar al primer aminoacido de bGH. Al llevar a cabo los
ensayos detectaron 300 moléculas/c2lula en 1 caso del promotor
trp, mientras que en P_ quedd igual. Considerando gque los codones
que dan lugar a los primeros aminoacidos de la proteina son los
causantes de 1la baja eficiencia de traduccién (lo cual
corrobararon después al producirla como proteina de Ffusién),
decidieron eliminar varios de é€l1os y analizar la expresidén de
bGH. Obtuvieron dos clonas con delecidn de cuatro y nueve
aminpdcidos, respectivamente y las probaron en ambos promotores.
Caon Ptrp obtuvieron 8,000 moléculas de bGBH/célula en la delecidn
de cuatro amincadcidos, en la delecidén de nueve aminodcidos did
50,000 moléculas/célula. Usando el promotor Po. se produjeron
1.5x10° moléculas de bGH/célula para la primera delecién 5Sx10°
moléculas/célula para la segunda delecidn. De estas
construcciones eligieron la combinacidén del promotor PL con 1la
delecién de nueve amincdcidos del DNAc de BGH para probar 1los
niveles de expresién en diferentes cepas de E. coli. Usando la
cepa MC10&61, la produccicn de bGh fué de 1.4x10° moléculas/célula
en la cepa HB101 se obtuvieron 1.1x10% moléculas/célula, vy
finalmente con la cepa PRT detectaron 1.5x10° moléculas de
bGH/celula. Posteriormente el grupo de Keith mejord los sistemas
de fermentacion de las bacterias portadoras de este pléasmido vy
logré obtener una produccidn de bGH de 3.8 a 5.3 g de bGH/1 de
cultivo(=ss »

En nuestro laboratorio, recientemente se sintetizé el DNA
complementariao al RNA mensajero (DNAc al RNAm) que codifica para
bGH ,que incluye la regidén codificante para la proteina madura,
parte de la correspondiente al péptido semal vy una porcién no
traducible en el extremo 3’ de 150 pb, clonandose en pBR322 para
dar lugar al plasmido p63. También, como parte del trabalio
anterior se subcloné la mayor parte del DNAc mencionago (Pstl-
Pstl) en el plasmido pGEM3 dentro de la estrategia de
secuenciacién, dando lugar al plasmido pGEM3’bGH.x»,. De manera
similar, se _sintetizaron y clonaron los DNAc correspondientes a
hormona del crecimiento humano hGH20Kd vy 22Kd en puUCi9o,
obteniendo los plésmidos pDRhGH20K d Y pDRhGH22Kd,
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respectivamente (xas - Tambieén se subclonaron los DNAc anteriores
en el vector de expresién eucaridtica pAVEZ (=s,, para generar los
plésmidos pAVEZbGH, pAVEZNhGHZ20K y pAVEZhGH2ZK para la expresion
transitoria en células eucariotes en cultivocaos »

Como siguiente paso de nuestra linea de investigaci6én sobre
la bGH y de nuestro.interés de contribuir al desarvollo de la
biotecnclogia animal nacional, en el presente trabajo nos
propusimos manipular el DNAc de la bGH con gue ya contamos, para
lograr su expresion en Escherichia coli.

a) Objetivos del trabajo

Objetivos Generales:

al Contribuir al desarrollo de sistemas plasmidicos para
expresién de bhormonas del crecimiento recombinantes de
interés médico y pecuario, por Ffermentacidn de bacterias
reprogramadas por Ingenieria Genética.

Objetivos Particulares:
Para el cumplimiento del presente trabajo nos planteamos
cinco objetivos experimentales, los cuales se describen a

continuacidén:

al Subclonar el DNAc nativo de bBH en un vector de expresién
procaristico.

b) Modificar los extremos del DNAc de bGH con BNA sintético.

c) Subclonar el DNAc de hBH en un wvector de expresidén
procaridtico.

d) Canfirmar la secuencia nucleotidica del DNAc de bGH
subclonade una vez concluidas las manipulaciones.

e) Llevar a cabo ensayos de expresién para la deteccién de los
RNAms de bGH y hGH.



II. MATERIALES Y METODOS

al Origen de los Reactivos:

Las enzimas de restricecién y modificacién de 4&cidos
nucleicos fueron obtenidas de varias casas comerciales: Bethesda
Raessarch Laboratories,; New England Biolabs, Pharmacia, Boehringer
Mannheim y se utilizaron de acuerdo a las condiciones
especificadas por el proveedor.

Para determinar la secuencia nuclectidica del DNAc de bGH se
utilizé el "Kit" Bequenase de la compania United States
Biochemical Corporation (USB).

Los Reactivos usados para preparar soluctiones, medios de
cultivo y geles fueron adquiridos de diversas casas comerciales:
Sigma Chemical Company, Betheshda Research Laboratories, MercK,
Aldrich, IBI y Casa Rocas (Monterrey N.L.).

El "Gene clean” lo obtuvimos de Biol0l. Los nucledtidos
radioactivos ““P-dCTP (para los ensayos tipo Northern) y “-S-a-
dATP (para determinacién de la secuencia nucleotidica) Ffueron
adquiridos de Amersham Internacional.

b) Material Biplégico:

Tanto las cepas RR1, MC1061, W3110 y JM101 de E.coli, asi
como los pldsmidos pé63; pGEMI’bGM, pDRhGH20 y 22Kd, pAVEZbLGH
usados para el desarrollo del presente trabajo fueron facilitados
por la Bacterioteca y Genoteca de nuestra Unidad de Laboratorios
de Ingenieria y Expresién Genéticas (ULIEG). El plasmido 'pKK233-2
al igual que la cepa E.coli JM10S que forman parte del “"kit" de
expresidén, Fueran adquiridos de Pharmacia. Loas anticuerpos de
cone jo contra bGH forman parte de los reactivos con que cuenta la
WIEG y los anticuerpos de chivo contra IgG de conejo, acoplados
a fosfatasa alcalina fueron comprados a Sigma. La proteina bGH
purificada (usada como testigo positival) fué donada pov la Dra.
Angélica BSalas del Instituto de Investigacién Biomédica de la
UNAM. Para la preparacién del DNA de cadena sencilla {(ssDNA) para
usarse en las reacciones de secuenciacién, utilizamos el fago M13
mpl8 y mpl9? asi como E.coli cepa JM101 como hospedero.

) Estrategia de trabajo desarrvollada

El DNA nativo de bGH tiene wuna extensidn de 800 nuc que
incluye la regitn 5’ no codificante y 1la 3 no traducible
(Seeburg y cols. 1983.:=3),; vy estd flanqueado por la enzima Fstl
(ademés de conteney un sitio de veconocimiento internoc para esta
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enzima de restriccidn), ver figura i. El inicio de 1la regidén
codificante para la proteina madura coincide con el sitio de
reconpcimiento para la enzima Haell y termima 10 nuc después del
segundo sitio Pvull. Ademas, los sitios interncs Fsti, y Smal se
encuentran localizados a distancias apropiadas para generar
fragmentos adecuados para la determinacidn de la secuencia
nucleotidica.

C.1

cznogicctgtegacanctcaccago tATGATEEC TECAGGCCCCCEEACCTCCCTEETCCTGEE
% H
TTTCGOCC TG TC TG TR TEEACTCAGGTGE TEEECCECT TCCCAGCCATGTCETTRTCEG
Pv
GCCTRTTTGCCARCEC TG TG TECEEEETCAGCACC TEEATCAGCTGEE TEETGACACCTICARA

GAGT TTGAGCGLACCTACAT CCCEEAGEEACAGAGATACTCCATCCAGAARCACCCAGE T TECCTT
CTOCTTCTCTGARACCATCCCEEOCCCCACEEECAREAATEAGECCCAGCAGAAATCAGACTTES

P
AGCTGCTTCECATCTCACTGC TCCTCATCCAGTCE TEEE TCGEEECECTGCAGT TCCTCAGEAGA

GTCTTCACCARCAGCTTGETGT TTGEEACCTCEEACCE TG TETATGAGARGETEARGLACCTGEA
GGAAGGCATOCTGECECTGATEEEGEEAGE TEEAREA TELUACCCCCCEEEE TEEECAGATCCTCA
AGCAGRCCTATGACAAAT TTEACACAAACATEUGCAGTGACGACGLECTEU TCAAGARCTACGET

CTGCTCTCETGCT TCCGGAAGGACCTELATAAGACGEAGACE TACCTGAGGE TCATEASGTEECT
!:‘V C-GT
CCECTTOOGELAECCACL TEEGECTTICIAG Y Y yutage o Loxgiiattigrooesy

Pl S el i
LOEAE

I

cottcortgaceciggaangigecactocrantigiooicicctaaisaasigaggassiiae

SIBURS 1. MARE DE FeSTRICCISN DEL DHAc DE bGH NG Y0,

Analizamos la secuencia cdei DNAc dge bGH con el programa "Pustell
para ubicar los sitios ae restriccior gue se muestran en la
figura. El sitio +Hz2II, H se encuentra lanareandn el extrema 37
codificante para la prote:na macura, v FYUll, Fv ge localizan a
1¢ pb del extremo 5°. S.1.= sitio de 1n1ci1o de 1a traducciong
C.T.= codon de te.minacidn; P= Pstl; 5= Smal; %¥= 1nicia proiteiana

LAgura,

Can este conoucimiento ae ia estructura del ONAc, nes
pPropusimos una” estrategla general de trabajo gque nos permitiera
e«presar y detectar en cultivos de £scherichia coli 108 RNAm aue
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dan lugar a la harmona del crecimiento bovino v de ser posible
lievar a cabo ensayos de expresidén de proteinas en geles de
poliacrilamida (ver estrategia, figura 2).

v
ONRe DE BGH DMRc DE hGhH
{Sacusncia Hativa? Seouencia Bativa)
]
OE PROPAGRCION
MANIPULACION ¥ SELECCION
Inzt ““";,,,'}‘n’;g: vy o DE LAS REGIONES DESEADAS

JSUBCLOMRCION EN pkK233-2]

|TRANSF ORMACION DE £ sms]

CULTIVO E iHDUCCION DEL
PROMOTOR HIBRIIO tro

RAMALIEIS DE EXTRACTOS DE EXTRACCION DE RWRs TOTALES
BACTERIAS PARA DETECCION ¥ DBETECCiON DE MENSAJEROS
DE LR HORMONMA PARA BGH ¥ hEH
h 4

DETERMIBRCION DE LA
LSECUEHCIA MUCLEOTIDICA

FIGURA 2. ESTRATEGIA GENERAL FPARA EXFRESION DEL DNAc DE bGH EN
BACTERIAS. A partir de 1os DNAcs naturales de bGH vy hGH
construimos los pléasmidos pKbGH-N, pKbGH-S y pKbhPLhGH22K
portadores del DNA nativo de bGH, de su ONA modificadn y de hGEH.
Enseguida, hicimos experimentos para analizar los RNAm expresados
a partir de estos DNAcs. También extrajimos las proteinas para
analizar la presencia de las hormona en las clonas construidas.
Finalmente determinamos la secuencia nucleotidica del DNA de bGH-
S y del promotor trec.

Vector de Expresidn Procaridtico pKK2352,.4,,-

El wvector pKK233-2 peérmite 1la sintesis de proteinas
heterélogas sin generar fusiones con otras secuencias peptidicas.
Este plédsmido contiene el promotor trc ademds del operador lac,
de aqui gque la sintesis de proteinas heterdlogas estd reprimida
en cepas productoras del represor lac, pero puede ser inducido en
la presencia"ge isaprapil—-3-D-tiogalactésido (IPTG).

£l promotar trc es idéntico al promotor tac, excepto que el
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espacio entre las secuencias concensa -10 y -35 es de 17 nuc,
mientras que en el promotor tac es de 16 a=:s. Tanto la cepa JIJM10S
como W3110 de E. coli son productoras del represor lac,

de aqui gue pueda ser inducido el promotor trec en el momento
deseado con la adicién de IPTG a una concentracif6n final de O.1
mM., Estoc conduce a la transcripcién del DNA colocado bajo la
ragulacisn del promptor. En frente de este promotor y 2 una
distancia adecuada se localiza el sitio de wunién al ribosoma,
sequido por el sitio de clonacién maltiple (SCM) para tres
enzimas: Mcol (proporciona el codén ATG de inicio de la
traducciaon), Pstl y HindIlIl. E1 BCM es5 seguido por un fragmento
de DNA de 424 pb conteniendo terminadores de la transcripcién de
origen ribosaomal.

Transformamos la cepa JMIOD de E.coli con el DNA del vector
pKK233-2 para propagarlo y guardar alicuotas en glicerol a ~70 °C
y en cajag de Petri. Posteriormente crecimos dichas clonas vy
obtuvimos suficiente pldsmido para llevar a cabo una
caracterizacidén con enzimas de restriccidn que nos permitiera
corraoborar la identidad del plésmido vecibido {(figura 3).

Estrategia de subclonacién del DNAc nativo de bGH en el vector
pKK233-2.

Dado que 21 DNAc de bGH se encaontraba incorporado en el
pldsmido pBR322 (con 21 nombre de pé&3) v no estaba flangueado por
sitios de restriccidén adecuados para su integracién en pKK233-2,
decidimos reconstruivr 1la secuencia gue codifica para la hormona
del crecimiento bovino en un plésmide intermediario portador de
parte de la misma. Lo anterior con el fin de ganar un sitio
HindIII en el extremo 3’ del DNAc que nos permitiera subclonarlo
en el SCM del vector. Para &llo, primeramente digerimos 10 ug del
plasmido pb3 can las enzimas EcoRI-Smal para liberar un fragmento
de 1240 pb el cual después de ser purificado por uno de los
métodos gque se describen mas adelante, lo 1ligamos al vector
purificado pGEM3I'b6H digerido con las mismas enzimas. Esta fusisn
vector—inserto que llamamos pGEMbGH, 1la digerimos con Haell -
HindiIII para 1liberar un fragmento de 725 pb portador de 1la
secuencia para la proteina madura y la regién 3 no traducible.
Este fragmento la clonamos en los sitios Pstl y Hindlll del
vector pKK233-2 para de esta manera ganar un codén ATG necesario
para el inicio de la traduccidén del mensajero (figura 4).
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FIGURA 3. CARACTERIZACION DEL VECTOR DE EXPRESION PROCARIOTICA
PKK233-2. En A mostramos el mapa del vector con los sitias de
clonacidén maltiple (SCM) que permiten subclonar insertos en los
Sitios Neol, PstI, HindIIl.*® En B mostramos los <fragmentos
iiberados de las digestiones con EcoRI (lineariza), para 1liberar
fragmentos de 278 pb (EcoRI+Ncol), de 284 pb (EcoRI+Pstl), de 292
pb (EcoRI+HindI1l), los de 2998 y 1595 pb (EcoRI+Accl) y los de
2895+14698 pb al digerir con EcoRI+Pvull. Coma marcadores, wusamos
DNA de pBR322 digerido can Alul en el extremo izquierdo y DNA del
bacteriéfago “lambda cortado con EcoRI+HindIII en el derecho,
figura B.
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FIGURA 4. ESTRATEGIA DE CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pRbGH~-N
PORTADOR DEL DNAc NATIVO DE bGH. Partimos de dos pldsmidos
previamente construidos que portaban la secuencia completa y la
regién 3’ del DNAc de bGH, respectivamente. Los fusionamos para
ganar un sitio Hind III. Posteriormente, mediante la formacién de
extremos romos (del vector vy del inserto), fué posible 1la
ligacién del DNAc de bGH en pKK233-2

Hnndlll Hindlll

Ya que el extremo Haell del inserto de bGH, y el sitio FPstl
del vector no son compatibles, decidimos tratarlos caon DNA
polimerasa de T4, para formar extremos romos y paderlos unir (ver
figura 3).

Alteracidén de los primeros 24 codones del DNAc de bGH: pKbGH-§.

La expresidén de hormonas animales en E.coli no siempre es
exitosa Yy en la mayoria de los casos ha sido necesario realizar
una serie de manipulaciones en las secuencias codificantes y no
codificantes para la proteina madura, probar varios vectores de
expresién, transformar varias cepas bacterianas con los
plédsmidos, etc.
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FIGURA S. TRATAMIENTO ENZIMATICO DE EXTREMOS Pst1 EN  pKEZEI-2Z
HaelI EN EL DE DNAc de bGH FARA HACER FOSIEBLE SU UNION. La
digestién del DNAc de bGH con Hzell ngs generd un extremo 37
saliente el cual no era compatible con el generado por Fstl en
pKK233-2. El tratamiente con DNA polimerasa de T4 dié lugar a la
formacidon de extremos romos capaces de ser unidos adyacentes al
codén de iniciacidgn (ATG) del vector. La ligacién de estos
extramos regeneré el codén codificante para alanina gue s uno de
los dos aminodcidos con los gue inicia la hormona en forma
natural en el S0 % de las moléculas de bGH naturales.

La bhormona de crecimiento bovino (bGH) ha sido reportada
como una proteina dificil de expresar en E.coli -y, 4m,. ES por
een que se ha optado entre otras estrategias, sustituir los
primeros 70-72 nuciedtidos codificantes para la proteina madura
cor DNA sintético Fformado por los codones preferencialmente
utilizados por E.coli en la sintesis de sus propias proteimas, lo
anterior ~ 5in cambiar la secuencia de aminodcidos. Para llevar a
cabo esta modificacidn, mandamos sintetizar un par de
oligonucledtidos complementarios a Applied Biosystems con la
secuencia Yy si1tios de restricci1dén gque se describen en la figura
6.
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FIGURA &5, DNA SINTETICS WUSaDD EN L MODIFICACION DSl EXTREMO 57
DEL Dagc DZ bhH., E] apareamiento de los dos oligonucledtidos de
92 bases de extensi6n dic lugar a un DNA de doble cadena con
extremos £cokl y HindlII, atiles para subclonarlo en el vector
preparado oara este fin. Tambien se generd un sitio Pvull
necesari10 para fusionar el oligo al DNA nativo y sustitulr los
primeros 72 nucleétidos y se proporciond un codén de terminacidn
de la traduccién (TAG) gue permitid eliminar los 150 pb de DNA no
traducible en el extremo 3. E= EcoRI; N= Ncol; Pv= Pvull; X=
Xbal y H= HindIII,

Estos o0ligos que recibimos liofilizados, los resuspendimos
en agua ultrapura, los mezclamos con una relacién molar 1:1 vy los
calentamos S min a 70 °C. Transcurrido este tiempo, los retiramos
y colocamos a 65°C, de jamos enfriar hasta 25 °C o menos. Hicimos
alicuotas de 10 pl a una conc. de 520 ng/ul y guardamps en tubos
eppendar+ a -20 °C.

Para la sustitucién del DNA sintético en la secuencia
naturatl de bGH, primeramente preparamos un vector pKK233-2 al
cual le eliminamos el sitio interno Pvull. Esto fué posible
debido a gque este sitio de restriccién estad flanqueado por la
enzima Accl, de aqui gue al cortar con esta Jdltima enzima se
liberara un fragmento de 1595 pb que incluia el mencionado sitio.
Posteriarmente ligamos los sxtremos éAccl y obtuvimos el vector
sin FPvull (pKKARccl), lo digerimos con EcoRI-HindIil vy ligamos
contra el DNA sintético usando wuna relacion vector—- inserto de
1:50. Pudimos identificar las clonas portadoras del oligo por la
presencia de un sitio Pvuld gue habia sido eliminado del vector.
Este nueva plasmido al que 1lamamos pKKoligo, lo digerimos con
Fvull,lo tratamos con Ffosfatasa alcalina para reducir las
posibilidades de recivrcularizacién, y le agregamos DNA ligasa y
el inserto PvuIl-Pvull (494 pb) proveniente del pldsmido pKbGH-N
construido inicialmente, Este Ffragmentg portaba 494 de los 575
nucledtidos que forman el DNAc codificante para la proteina
madura. La clona portadora del producto de ligacidén mencionado,
la identificamos por la presencia de sitios de restricciton para
Smal vy Fstl v por el aumento de tamaro del plasmido pkKKoligo.
Este nuevo pldsmido, al que 1llamamos pKolibBH, porta la secuencia
de DNA modificado que esperdbamos, peroc no tenia el promotor, va
gue se eliminbd éste en el fragmento ACcl anteriar. Para construir
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el pldsmido final de expresidén sclo fué necesario digerir con
EcoRI+HIindIIl este Gltimo plésmido, purificar el fragmento de 859
pb vy subclonarlo en el vector pKbeH-N abierto con 1las mismas
enzimas. Este pldasmido (pKhGH-8) es portador del DNAc modificado
de bGH en su extremo S’ y sin la regidén 3° no traducible (ver
estrategia en figura 7).

Ecolltl Hinamt Puull l'(coll Hdelu
~ Ny +Puull v ,
: — vt X
1‘532%“ atigo Yroscat
ui;asa. PXKaofia *ligasa PKoIDEH
/ oli-bGH Kool
P Poull +Hind1l1l
HindII1 11 s Fou
an;i—sﬁ o
apareamianto ﬂcol-O'HlﬂdI“
/ +Pvull Aigasa
- Pyull -
[ . AN Kool HipdIfl tcT Hind
! T '+ Mool £ hGH
oligonucledtidos Hind11l ‘

FIGURA 7. ESTRATEGIA GENERAL PARA LA CONSTRUCCION DEL PLASMIDO
PORTADOR DEL DNAc MODIFICADO DE bGH. Preparamos un vector al cual
se le elimind el sitio Pvull, clonamos el oligo entre los sitios
EcoRI y HindIII y posteriormente incluimos el DNAc de bGH caon
enzima Pvu II. De escte pldsmido sin promotor, sacamos el inserto
portador del DNéc modificado y lo ligamos al vector generado al
digerir pKbGH-N con EcoRI+ HindIII.

Estrategia de subclonacidén del DNAc de hbBH en 2! wvector de
expresidn pKK23I3-2.

Dado el casao de que la expresién de bGH fuera muy pobre, no
estariamos en condiciones de detectarla mediante electroforésis
en gel e incluso por inmunoelectrotransferencia usando antisueros
contra la hormona bBGH. Decidimos pués subclonar en g1 mismo
vactor pKK233-2 el DNAc gue da lugar a la hormona de crecimiento
humano (hGH 22K). Lo anterior, debidoc a gque dentro de nuestra
institucidén ~“se cuenta can el sistema de deteccién de hGH caon
anticuerpos anti hormona del crecimiento humano para ser
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utilizados en el radioinmunoensayo, mismo gue se practica
rutinariamente v que tiene um nivel de sensibilidad mucho mayor.
Dbtuvimos la mayor parte del DNAc codificante para la proteina
madura de hGH (640 pb) del plasmido pDRhGHZ22K. Esta regidn esté
flanqueada por las enzimas AatlIl y Smal en el extremo 5’ y 37,
réspectivamente. Para completar la regidén FfFaltante en el 5°
correspondiente al peéeptido seral y parte de la proteina madura,
construimps el plésmido p20KbGH, originado por 1la unidén del
vector pKK233-2 (PstI-EcoRI), un inserto de pKbGH-N (Smal-EcoRI1)
y up seguundo inserto de pAVE2hGH20K (Smal-Psti)., Este plésmido
(p20KbGH) cuenta con un DNA hibrido Fformado por el DNA
codificante para el péptido senal de lactdgeno placentario humano
(HPL3), los primeros nucledtidos (hasta Pvull) codificantes para
la proteina madura de hGH y un segmento desde Pvull a HindIII de
bGH. Al sliminarse la regidn en p20KbGH desde ARatlIlI hasta HindIII
Yy sustituirla por la correspondiente del plaéasmido pDRhGH22K,
generamos 21 pldsmido portador de toda Jla secuencia codificante
para hGH 22K vy péptido seral [pKhGH22KI], (ver estrategia en
figura 8).

PENE!
2279pb
N

FIGURA 8. ESTRATEGIA PARA LA SUBCLONACION DEL DNAc DE hGH EN
pEK233-2. La presencia de un sitio Fstl al inicio y otro interno
en 21 DNAc de hGH completo, no permitidéd la subclonacién directa
de un fragmento PstlI-HindIII a partir del plasmido pAVEZ2hGH22K
(fragmentaria el inserto). Esta fué 1la razén por la cual
construimos el plasmido intermediarioc p20KbGH, usando parte de la
secuencia de hPL3-hGH 20K (de pAVE2Z2hGH20K), la cual no tiene Pstl
interno vy ademds proporciona el péptido senal. Ya can el plésmido
intermedio estuvimos en condiciones de sustituir el inserto
AatII-HindIIY por el correspondiente de pDRhGHZ22K o pDRhGH20K,
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Estrategia seguida para los ensayos de expresisn de los DNAcs de
heH v bbH en pkE2IZI-2

Cultivamos las tres clomas de E. celi (cepa W3110)
portadoras de 1los plasmidos recombinantes vy llevamos a cabo la
induccidn del promotpor de acuerdo a la metodologia detallada en
la seccién de meétodos. Extrajimos y analizamos los RNAs para
deteccidn de mensajeros para bGH o nhGH. De igual manera, se
analizaron las proteinas por "Western blotting" y por RIA (caso
de hGH).

Independientemente de que en todas las construcciones
tomamos muy en cuenta que al unir los fragmentos de DNA no se
alterara la fase de lectura del DNA, decidimos verificar 1la

secuencia nucleoctidica del DNA clonado en uno de los plasmidos vy
del promotor.

Con toda esta serie de experimentos de clonacidn, expresidn
a nivel de RNAm y de proteinas y el andlisis de la secuencia
nucleotidica, estuvimos en condiciones de determinar si el vector
de expresion con las secuencias de DNAc generadas de las
manipgulaciones del DNAc podian expresar eficientemente tanto laos
RNAm que dan lugar a las hormonas come la proteina misma.

4) Metodos:

Después de recibir el plasmido comercial pKK233-2 procedimos
a transformar células E.cocli, cepa RR1 para obtener suficiente
DNA que nos permitiera confirmar su identidad. El procedimiento
consistid  en preparar primeramente celulas calcio competentes
para que pudieran ser transformadas con el plasmido en cuestiadn
de acuerdo al método descrito por Hanahan en 1983 .4, v
modificado por nosotros:

Freparacidgn de Bacterias Calcio-Competentes de E.coli.
Este tratamiento permeabiliza la pared de las bacterias para
nermitiyr la entraoca del DNA plasm:idico transformante mas

eficientemente.

Reactivos vy soluciones:

a) Medio LB (Luria-Bertani): Triptona al 1%, Extracto de
Levadura al 0.5% vy NaCi al !%, pH 7.5.
b Clorurp de Calcio 0.1 M, estéril y enfriado a 4°C.

c) Cajlas con agar LB-Ampicilina: Triptona al 1%y Extracta de
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Levadura al 0.5%, NaCl al 1%, Agar al 1.5% vy Ampicilimna a
100 pg/ml). '

Frocedimiento:

a) Preparacidn:

A  partir de un cultivo purc de E. coli cepa RRI1,
inoculamos 10 ul' (de las alicuotas conservadas en glicerol)
o una colonia {(conservada en placa) en un tubo de ensaye
conteniendo 4 mi de LB. Permitimos el crecimiento durante
toda la noche con agitacidén vigorosa a 37 °C.

Diluimos el indculo 1:100 en un matrdz con 350 ml de medioc y
dejamos crecer con agitacidn hasta alcanzar una densidad
g6ptica de 0.33-0.4 a 600 nm.

Una vez alcanzada esta D.0., colocamos el matraz en hielo
por 10 min. Caosechamos 1las células al centrifugar a 3,000
rom par S5 min.

Desechamos el sobrenadante y resuspendimos 1la pastilla
celular en 20 ml de cloruro de calcio frio. Incubamos 20 min
en hielo.

Centrifugamos en las mismas condiciones del paso 3 vy
resuspendimos en 2 ml de CaCl... Dejamos 10-20 min en hielo vy
utilizamos 200 ul para cada transformacidn,

Bl Transformacidén:
Transferimos 100 ul de bacterias competentes recién

preparadas a un tubo eppendorf Ffrio que contenia =21 DNA
transformante (no mas de 50 ng). Incluyendo ademas:

un tubo con 1 ng de DNA superenrrollado (pBR322) para usarse
comp testigo positivo y otro conteniendo solo 10 ul de HZO
estéril (negativo).

Mezclamos y mantuvimos los tubos con bacterias y DNA en
hielo por 40-45 min. mezclando cada 10 min.

Sacamos los tubos del hielo y los introdujimos 1.5 min en un
baro maria a 42°C. Los colocamos a T.A. y agregamos 200 ul
de medio LB precalentado a 37 °C e incubamos a 37 °C/20 min.
Transfaerimos el contenido de los tubos por decantaciéon en
cajas de petri con agar LB+ antibiético y extendimos con asa
de vidrio.

Dejamos secar 10 min y después las invertimos e incubamos a
I7°C/13 hr. ¥

Finalmente, levantamos las colonias vy analizamos la
presencia del plasmido por la técnica de minipreparacion
(minipreps) que se describe a continuacidén.
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Minigcoparacidn de plasmidos por el método de lisis alcalina:z

E1 presente protocolo estd basado en el wmétodo de Morelle
descrito en 1989 (4=> ¥ fué utilizado para recuperar los pldsmidos
de las clonas transformada Yy caracterizarlos con enzimas de
restriccién.

Reactivos y soldciones:

a) Caldo LB suplementado con ampicilina (100 ug/ml).

) Solucidén de lisis: Glucosa SO mM, Tris-HC1 25 mM pH 8, EDTA
10 mM v Lisozima a 4 mg/ml.

c) Solucién alcalina: NaOH 0.2 N y SDS al 1%.

al Acetato de amonio 7.3 M.

e) Isopropanol

+) Etanol al 70%

g) TE: Tris—-HCl 10 mM pH 8 y EDTA 1 @M.

h) RNAsa a 10 mg/ml.

Frocedimiento:

1) Inoculamos cuatro clonas bacterianas provenientes de la
transformacidon con el plasmido pKK233-2 en 4 ml de caldo LB-
Ampicilina a 37°C/16 hr con agitacidn wvigorosa.

2) En tubos de microcentrifuga cosechamos 3 ml de cultivo
bacteriano mediante dos centrifugaciones sucesivas a 10,000
rpm por 1 min y posteriormente resuspendimos las pastillas
bacterianas en 200 ul de solucidn de lisis.

3) Después de S5 min a T.A. agregamos 400 pul de sclucién
alcalina recientemente preparada, mezclamos par inversiodn
los tubos 3 a 6 veces y los colocamos en hielo por S min,

4) Agregamos 300 ul de acetato de amonio 7.5 M vy mezclamos
suavemente gl contenido 3 a & veces. Colocamos nuevamente en
hielo por 10 min para permitir la precipitacién de
proteinas, RNA de alto peso molecular y DNA cromosdémico.

3) Centrifugamos a 12,000 vpm/10 min y transferimos 1los

sobrenadantes a otros tubos de microcentrifuga. Agregamos
500 ul de isopropancl, mezclamos vy dejamos reposar por 10
min a T.A.

&) Precipitamos a 14,000 vrpm por 10 min. Decantamags el
sobrenadante y lavamos las pastillas de DNA con 800 pl de
etancl al 70%. Secamos las pastillas en el evaporador
centrifugo al vacio (SAVANT) /10 min.

7) Disolvimos las pagtillas en 23 ul de TE y les agregamos 1 ul
de RNAsa (10 mg/ml). Colocamos los tubos a 37°C por iS5 min y
por ultimo tomamos alicuotas de 1 ul para analizar el perfil
electroforético de los pl.ismidos obtenidos.

Con el DNA abtenido en el procedimiento anterior, procedimos
a caracterizar exhaustivamente el vector de clonacidn pKk233-2
con enzimas que cortan en el sitio de clonacién maltiple (Neol,
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FstI, HindIII), asi como en otras regiones del vector, (EcoRI
Pvull, Accl). Los tamaRos generados al lievar a cabo las
digestiones +Yfueron los esperados para el pldasmido en cuestidén
(ver figura 4), de aqui gque decidiéramos purificarlo a gran
escala en gradiente de cloruro de cesio, junto con pGEM3°bGH v
pb3, los cuales también intervinieron en la generacién del primer
plédsmido de expresitn de bGH.

Preparacidén de plasmidos a gran escala ges -

Una vez confirmada la identidad de los plasmidos, procedimos
a prepararlos a gran escala para obtener una mayor calidad y
cantidad del plasmido. Este procedimiento involucra una
ultracentrifugacién a 45,000 rpm/24 a 36 h que permite separar el
DNA plasmidico del genémico y de los RNAs.

Reactivos:

al Medioc LB

b) Solucidén I: Glucosa SO0 mM, EDTA 10 mM, Tris HC]l] 25 mM, pH
8.0.

c) Solucidén Il: NaOH 0.2 N, SDS al 1%.

d) Solucién de RNAsa: RNAsa a 10 mg/ml en Tris~HClI 50 mM, pH

8.0.
e) TE
7 - Acetato de amonio 7.5 M
g? Isopropanol

h) Etanol al 95%

i) Etanol al 70%

3) S8olucidén de lisozima: 10 mg/ml en TE.

k) Isopropanol

1) Fencl (saturado con Tris HC1l 0.1 M pH 8.0; Hidroxiquinoleina
al 0.1% y B-mercaptoetanol al 0.2%, segan SambreocoK vy
COlS caws e

m) Sevag: Cloroformo alcohol ispamilico 24:1
nl Fenol-sevag (v/v)
n) Ampicilina en peclvo
0) Cloruro de Cesio
p) Bromuro de Etidio (10 mg/ml)
q) Aceite minereal
r) Butanol saturado con TE (Butanol en fase superior)
s) Dodecil Sulfato de Sodioc (SD3) al 10%
t) Proteinasa K (S0 ug/ml) .
u) Acetato de sodio 3 M pH 5.5
Frocedimiento:
1) Propagamps la clona de E.coli portadora del plésmido en 4 ml

de medio LB mas ampicilina 37°C taoda la noche,
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Pasamos 1| ml del precultive en un matrdz conteniendo 500 ml
de LB mds antibidético y dejamos crecer a 37°C/16-20 h con
agitacién vigorosa.

Colectamos las células al centrifugar a 7,000 rpm/10 min a
4°C, decantamos el sobrenadante hasta eliminar completamente
{ayuddndose c¢on una pipeta Pasteur conectada al vacio) vy
resuspendimos las células en 18 ml de solucidn I fria.
Agregamos 2 ml de sclucién de lisozima, mezclamos vy dejamos
a T.A./10 min,

Agregamos 40 ml de solucidén Il recién preparada, mezclamos
rdpida vy dentilmente por inversidén de vez en cuando vy
dejamos S5-10 min a T.A.

Adicionamos 20 ml de sopolucidén III fria (4°*C), mezclando
perfectamente por inversidén y dejando 10 min a 4°C.
Centrifugamos a 7,000 ypm/10 min a 4°C. Filtramos el
sobrenadante con la ayuda de una tela de nylon con porosidad
fina sobre un embudo en una probeta de 100 ml para medir el
volumen (todo estéril). Pasamos el Ffiltrada a un matraz
Erlenmeyer de 250 ml.

Agregamos 0.6 vol de isopropanol a T.A. y mezclamas bién.
Centr ifugamos a 8,000 rpm/10 min a T.A.

Eliminamos el isopropanol peor decantacidn y escurrimos sobre
servilletas.

Resuspendimos la pastilla en 3 ml de TE {(con la
resuspensidn, el wvol aumenta ligeramente). Alustamos el vol
a 3,35 ml con agua ultrapura (mili@) en tubo Falcon de 15 mi
y corrimos 1 mul en gel de agarosa 0.8% para corroborar su

cantidad y calidad.

Agregamos 3.83 g de CsCl (vol final= 4.25 ml), disolvimos
muy bién y tramsferimos a tubo de 7 ml de ultracentrifuga
(rotor VTI6S).

En condiciones de baja luminosidad aradimos S00 nl de
bromuro de etidio a 10 mg/ml a cada tubo, mezclamos bién vy
agregamos aceite mineral hasta lienar el tubo. Balanceamos
los tubos paor pares agregando incluso TE cuando fué vy
sellamos con calor.

Colocamos los tubos en el rotor y centrifugamos a 45,000
rom/3&6 h/7a 25°C.

Sacamos los tubos con mucho cuidado evitando alterar el
gradiente y los llevamos al cuarto oscuro para observar la
presencia de bandas con la idmpara de luz u.v. de longitud
de onda larga.

De no observarse separacidm de bandas, Centrifugamos otras
24 h, y en caso afirmativo procedimes a clavar una aguja de
jeringa en la parte superior del tubo para evitar 1la
formacién de vacio en el siguiente paso.

Clavamos otra jeringa en 1la parte inferior de 1la segunda
banda (pldsmido) con el bisel hacia arriba vy retiramos toda
la banda por succidn.

GBuitamos la aguja a la jeringa y vaciamos el contenido en un
tubo eppendorf de 1.5 ml. Practicamos S extracciones con
butanol saturado con TE para eliminar el bromuro de etidia
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*de las muestras.

18 Dializamos contra 2 1litros de TE/2 h. Agregamos RNAsa a una
concentracién final de 10 ung/ml (10 gl en un vol de 1 ml) e
incubamos a &65°C/30 min.

19) Anadimos SDS a una concentracidén final de O0.S5%, Yy
Proteinasa K a wuna concentracién +Final de 30 ug/ml,
Continuamos la incubacidn a &35°C por una h.

20) Extrajimos la solucidn de DNA con un vol de fenocl,; otra con
fenol-sevag y finalmente con sevag.

21) Dividimaes 1la solucidn de ONA en dos partes iguales vy
agregamos acetato de sodio 3 M a una concentracién final de
0.3 M (1/10 de vol). Agregamos 2.5 vol de etanol al 95-100%,
mezclamts € inCubamos 1 h a —-20°C.

22) Centrifugamos a 14,000 rpm/15 min y tiramos el spbrenadante.
Disolvimos 1a pastilla en un vol final de 400 ul de Acetato
de sodio 0.3 M y agregamos 1 ml de etancl.

23) Dejamos !} h a -20°C y centrifugamos 15 min/14,000 rpm.

Agregamos | ml de etancl al 70 % , mezclamos y centrifugamos
3 min/14,000 rpm.
24) Eliminamos el etanol y secamos 1los tubos en el Savant/S min.

Disolvimos la pastilla en 200 ul de TE vy diluimos 2 ul en 1
ml de agua (dil 1:3500) para leer absorbancia a 260 y 2BO
nm. Ajustamos la concentracidn a lug/ul final.

23) Corrimos una alicuota de 200 ng en gel de agarasa 0.8~ 1 %
para verificar integridad del DNA,

Electroslucidn de DNA de Tragmesntos dSe restficzidn.

El gue se describe a continuacion es un método eficiente de
electrosgseparacitn de DNA a partir de un gel de agarosa o
poliacrilamida. Fué publicado por Gobeli y cols. en 1987 ..., y sSu
aplicacidén requiere de wun dispositivo {(ver figura T2 ya
comercializado conocido como ‘'elutrap® i8S8chleicher & Schuell).
Este método fueé utilizado para recuperar los fragmentos de DNA
usados en lag diferents construcciones. Su aplicacion mas
eficiente la encontramos con fragmen.cs peqguencs (menos de 500
pb?) o provenientesde geles de poliacrilamida

Reactivos, scluciones y materiales:

a0 TAE 1: Tris—acetato 0.04 M pH 8.2 v EOTA (.002 M.
=] Fenol saturado.

c) Sevag.

d) Acetato ae amonio 7.5 M.

eJ Etanol al 95% v 31 70 % frias {(a -20°C).
£) Membvanas BTl

q) Membranas BTZ

h TE. -
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DNA inBerso BY~4
BY—1 en el T BT-2 \ /

fi] =IH)\&

OKA cleciroeluldo

FIGURA 9. RECUPERACION DE FrAGMENTOS DE DNA MEDIANTE EL SISTEMA
DE "ELUTRAF".Colocamds una membrana BTl en el catedo (-) y otra
en el anodo (+). De igual! manera, colocamos otra intermedia (BT2)
que solo permite el paso de DNA vy retiene la agarosa o
poliacrilamida. Introduijimos el fragmento de agarosa portador del
DNA lo mds cercant a la membramna BT2 ¥y agregamos el amortiguador
de corrida. Corrimos la electroforésis y precipitamos 1 DNA para

resuspenderlo en TE.

Procedimientos

1 Colocamos una membrana BTl en cada extremo de la cdmara vy
una BT2 intermedia (la posicidén de esta membrana estd dada
por el volumen en el gue se quiera colectar el DNA eluido).

2 Introdujimos el trozoe de gel en el depésito mayor, formado
por las membranas BTI y BT2. El trozo de gel debe quedar lo
mas cerca de 1a membrana BT2 (extremo +).

3 Colocamaos el dispositivo de electroelucién orientado de
negativo a positivo en la cédmara de electroforésis.

4 Agregamos el amortiguador de corrida TAE 1X tanto a la
cémara de electroforésis, como al dispositivo de
electroelucién hasta un nivel que cubria 1 trozo de gel.

S Aplicamos 150 v por 2 h y al final de la corrida invertimos

la polaridad y aplicamos_ 200 v por 20 seg para despegar el
DNA de las membranas. Recuperamos la solucién conteniendo el
DNA con puntillas de 200 ul y 1la colocamos en un tubo
eppendorf,

6 Hicimos dos extracciones Fendlicas vy una con sevag.
Agregamos medio volumen de acetato de amgnioco 7.5 My 2.5
vol. de etanol al 95% frio.

7 Colectamos el DNA por caentrifugacidn a 15,000 rpm/15 min.
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Lavamos la pastilla con etanol al 70 % y resuspendimos en 20
ul de agua ultrapura.

Tomamocs una alicuota para analizar su per+il electroforético
y la cantidad del fragmento recuperada.

Para determinar los tiempos de corrida minimos para

recuperar un fragmento dado es conveniente tomar en cuenta 1los
siguientes valores: -

Tiempos de caorrvida

tamarno del fragmento (en pb) tiempa (en hs)
18 1-2
964-2028-2322 2-3
4371 3-4
6557 4-5

Extraccidén fendlica.

Como lo mencionamos anteriormente, el DNA obtenido de la

electroelucién lo sametimos a una serie de extracciones fendlicas
para purificarles. E1l método utilizado estd tomado de la técnica
descrita por Sambrook y cols. en 1989 (as) »

Reactivos y spluciones:

aj
b)
c)
d)
e)
L3

1)

2)

3)

4)

Sy

TE

Fenol saturado

Sevag

Acetato de amonio 7.9 M
Etancl al 93%

Etanol al 70%

FProcedimiento:

Para una muestra de UNA de 100 ul, anradimos un volumen de
fenol, mezclamos bién al vortex por al menos un minuto.

Centrifugamos a 10,000 rpm/3 min vy recuperamos la fase
acuosa, repetimos la extraccién pero ahpra con un volamen de

sevag.
Recuper amos el sobrenadante {fase acuosa) con una
micropipeta y lo transferimos a otro tubo limpio. Repetimos

el procedimiento, pero ahora usando solo sevag (100 ul).
Transferimos la fase acuosa (superior) a otro tubo limpio,
dejando un pequera interfase para evitar colectar sevag
junto con el DNA. Llevamos & cabo wuna grecipitacidn con
acetato de amonio y etanaol de acuerdo al protocolo que se
describe mé&s adelante.

Resucpendimos en 20 ul de TE.
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Frecipitacioén de DNA con etanol:

Durante el curso del presente trabajo en muchas ocaciones
fué necesario concentrar soluciones de dcidos nucleicos, cambiar
de amortiguador de reaccién o simplemente eliminar las sales del
DNA mediante precipitacion con etancl. EIl que utilizamos fué
tomado de la técnica descrita por Wallace en (1987) caa> «

Reactivos y soluciongss:

a) Acetato de sodio 3 M pH 5.5.
bk Etanol al 95% (fria).

c) Etanol al 70% (frio).

d) TE
Procedimiento:

1) Agregamos 2 2l de acetato de sodio 3 M a una solucién de 20
4l de DNA en un tubo EppendorF y 55 ul de etanol al 95%.

2} Mezclamos bién al vortex y mantuvimos a —-20°C/710-20 min o a
temperaturas inferiores. La mezcla formd escarcha.

3) Centrifugamos el DNA a maxima velocidad por 10 min. Aparecid

una pastilla blancuzca de DNA en el fondo del tubao (en
general, las pastillas de 10 g o mas son visibles).

35) Tiramos el sobrenadante y lavamos la pastilla con S00 ul de
etanol al 704 (-20 °C). Este paso ayuda a remover cualquier
soluto atrapado en el precipitado y paredes del tubo.

&) Precipitamos la pastilla al centrifugar 2-3 min a 12,000 rpm
y vretiramos el sobrenadante de la manera mencionada, secando
los bordes del tubo con una servilleta.

7) Secamos la pastilla de nucledtidos al Savant por 5-8 min.

Desfosforilacidén de los extremos Pvu I1 del vector pkKKoligo:

Durante la ligacién de Fragmentos 1la enzima DNA 1ligasa
cataliza la Fformacién del enlace fosfodiéster entre nucledtidos
adyacentes solo si en los extremos de las cadenas existe un grupo
fosfato en el S’ y un hidroxilo en el 3’. Por lo tante cuando
queriamos evitar gue el vector se recircularizara lo tratamos con
fosfatasa alcalina para eliminar los fosfatos de extremos S° del
DNA, De esta manera solo se ligaba el plésmido que incluia un
inserto portador de fosfatos en sus extremos S°.

El método que usamos fué el sugerido por el proveedor de la
fosfatasa (Boebhringer Mannheim Biochemicals).

Reactivos y soluciones:

—
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a) CIAP (Fosfatasa alcalina de intestino de ternera).

b) Etanol al 70%
c) Etanol al 23%
d? T.E (10 mM de Tris-HCl, pH 8 yv 0.1 mM EDYA.

Procedimiento:

1) Diger imos 2.3 ug del vector vy los disolvimos en 30 ul de
amortiguador T.E. Posteriormente los llevamos a un volamen
final de 100 ul al agregar 68.7 ul de agua vy 1.3 ul de tris
HC1l 0.075 M, pH B.8 (para tener una solucién 10 mM final).

2) Agregamas 3.5 wul de Fosfatasa alcalina (1 U/unl) para
extremos rompos o 0.035 ual para extremos pegajosos e
incubamos 1 h a S5S0°C. Suspendimos 1la reaccidén al remover la
enzima CIAP mediante extracciones con fenol y con fenol-

sevag-.

3 Finalmente, precipitamos el DNA agregando 3 volumenes de
etanol frio (=20 °L) y coleocando a -70°C/10 min.

4) Removimos el etamol a2l centrifugar 3 min a 12,000 rpm.

Lavamos el precipitado con 300 pul de etancl al 70% vy
centrifugemos S min a 12,000 rpm.
S) Secamos €n savant S a 8 min y resuspendimos en TE.

Formacidén de axtremos romps usando DNA polimerasa de T4:

Esta enzima fué usada para generar extremos romos tanto en
el extremo Haell del inserto de bGH como en el Fstl del vector y
de esa manera poder llevar a cabe la uwunién de extremes no
compatibles en la construccién del plédsmido de expresién pKbGH-N.
Este reactivo fué usado de acuerdo a las indicaciones del
proveedor Boehringer Mannhein.

Reactivos y solucioness
al dNTPs (buffer T4 1x con S0 mM de cada nucledtido).

b) Buffer T4 10x (330 mM ¢tris—acetato a pH 7.9, 6&60 mM de
acetato de potasio).

c) TE

d) Etanol al 95%.

e) Etanol 70%.

) Acetato de amonio 7.5 M.

Procedimientas

i) En un tubo Eppendor+ mezclamos lo siguiente:
Fragmento de DNA 1-2 ug
Buffer T4 10x S ul
DNA polimerasa de T4 9-10 unidades

Aoua miliQ@ (llevar a) S0 wml
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2) Incubamos a 37°C/20 min. Después agregamos & ul de dNTPs.

3) Incubamos a 37°C/40 min y detuvimos la reaccién poniendo los
tubos a 70°C/S min.

4) Precipitamos el DNA con etancol y resuspendimos en TE.

Furificacién de DNA de fragmento de agaropsa de kajo punto de
fusidn por el método de "Gene Clean” (405 -

Cuando los fragmentos usados en las diversas construcciones
tenian un tamafo superior a los 500 pb, usamos el método de Gene
Clean para eluirlos vya que es muy rapido y eficiente. El
protocolo siguido fué el recomendado por el proveedor “BIO 101
Inc".

Reactivos y soluciones.

a) loduro de Sodioc saturado

D) Soclucién de lavado: Etanocl al 50%, Tris HC1 20 aM pH 7.2,
NaCl 0.2 M y EDTA 2 mM.

Procedimierto:

1) Preparamos un gel de agarosa de bajo punto de fusidn (LMP)
al 1 %4 en TAE 1X vy dejamos que se enfriara hasta 50-60 °C
Para agregar bromurc de etidio a una concentracidn final de
0.5 ug/ml.

2) Dejamos gelificar a T.A. vy colocamos las muestras de DNA
" digerido y con "jugo azul'" 6X a una concentracion final 1X.
dJugo azul 6X:

Azul de bromofenol 0.25 %

Xilen cianol FF 0.25 %
Glicerol en TE 3C.00 %
3» Seguimos la migraciéon de los fragmentos de DNA con ayuda de

una lampara de luz u.v. de longitud de onda larga. Cuando se
resolvieron 1los fragmentos, cortamos la banda de gel con
bisturi y la tcolocamos en un tubo eppendorf.

4) Centrifugamos 30 seg y medimos el vol. (aproximado) de la
agarosa en el tubo, La eficiencia del método es mayor en
volumenes iguales © menores a 400 gl y a concentracién de
DNA de 3 ug o menores.

) Agregamns 2.3 vols de ioduro de sodio frio (Nal) y colocamos
el tubo a 70°C hasta total disolucién de la agarosa.

6) Adicionamos S ul de silica gel fria por tubo y mezclamos el
contenido en vartex 20 seg.

N Incubamos S min en hielo ¥ centrifugamos 5 seg al maximo.

8) Retiramos el sobrenadante y resuspendimos la pastilla en 300
ul de solucidén de lavado fria.

) Centrifugampos S seg al mé&ximo y repetimos la operacién dos

veces mas.
10) Después del tercer lavadao, resuspendimos la pastilla en 10
ul de~agua miliQ e incubamos 2-3 min/30°C.
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11) Centrifugamos esta vez 30 segundos Yy recuperamos el
v sobrenadante. Resuspendimos 1a pastilla en 10 ul de agua y
repetimos la operacidn.
12) Juntamos ambas alicuoctas (20 ul totales) vy corrimos el
volumen necesarioc para ver el fragmento vy calcular la
concentracidén aproximada. Guardamos a —-20°C hasta su usa.

*

Ensayos de expresidén para 1las clonas de E.coli portadoras del
DNAc de bGH y hizH. ’

Una véz construidos los diversos plésmidos de expresidén de
bGH o hGH, llevamos a cabo los ensayos para inducir el promotor vy
gnalizar la posible presencia de RNAm codificante para las
hormonas y/a la hormona misma. E1 método seguido para inducir el
promotor asi como los plasmidos testigos positivos de expresidn
de hGH, fueron amablemente proporcionados por el Dr Daniel Baty
del Centre de Biochimie et de Biologie Moléculaire du C.N.R.S.,
Marseeille, France.

Reactivos, soluciones y plé&smidos:

al Inductor (IPTG): Isopropil B-D-tiogalactésido 100 aM en agua
ultrapura.

b) Medio de cultivo LB

c) Ampicilina a 100 ug/ml (final)

d) Amortiguador de muestra: Tris HC1 S0 mM pH 6.8, DTT 100 mM,
8SDS al 2%, Glicerol al 10% y azul de bromofenol al 0.1%.

e) Bales H 5X: [para 100 mil: KoHPO,, 12.0 g; KHLPD,, 5.0 g,
(NHq)-;gSOq,, 2.5 (= I

) Medio H complementado Epara 100 mll: Sales H SX; 20 ml; H-0D
62 ml; MgS804.7H=0 40 mM, 1 ml; Vitamina B! 1%, 10 ul;
Glucosa 20%, 10 ml; Casaminodcidos 20%, 5 ml; Ampicilina 10
mg/ml), 1 ml y FeS04.7H-0 10 aM, 1 ml.

g) Plasmido de expresidén BHX: portador del DNAc de hGH de 22Kd

h) Plasmido de expresién p270: portader del DNAc de hGH de
22Kd.

Procedimiento:

1) Sembramos un inéculo de la cepa portadora del plasmido en 4
ml de medioc LB con el antibidético (ampicilina al 100 ug/mti}.
y dejamos crecer con agitacidén toda la noche a 37°C.

2) Al siguiente dia, hicimos wna dilucién 1:10 del inéeula vy
leimos absorbancia a 600 nm. Diluimos las células a una
densidad éptica de 0.5 U Abs//ml en matraces con 20 ml de
medio H.

3> Dejamos crecer a 37°C con agitacién vigorosa por 30 min vy
repartimos los 20 ml! de cada matrdz en dos con 10 ml ¢/u
(uno que serviria como testigo negativo sin inducir vy el
otro seria inducido con IPTG).
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4) Agregamos IPTG (0.1 mM de conc. finall) a uno de los matraces

de cada par en el experimento, y se dejaron crecer a 37°C/3
h.
5) Una vez transcurrido este tiempo, tomamos 200 pl de cultivo

de cada tubo vy los llevamos a 2 ml con agua para leer
absorbancia a 600 nm.

6) Tomamos 1 ml de cada muestra, se pusco en un tubo eppendorf v
centrifugamos 273 min/10,000 rpm. Tirames e£)1 sobrenadante y
resuspendimos en el voldmen adecuado de amortiguador de
muestra para tener una concentracién celular final de 6.01 U

abs/ul.

VA Centrifugamos el resto de las células 2-3 min/10,000 rpm vy
tiramos el sobremnadante. Estas células se procesaron
inmediatamente para extraccidén de RNAs.

8) De las'-muestras para andlisis de proteinas, corrimos
generalmente 10 pl para deteccion de bGH o hGH con

anticuerpos y 40 ul para coloracidn con azul de Coomassie.

Después de crecer las cepas portadoras de 1os plasmidos de
expresidn, extrajimos los RNAs por el método desarvollada por
nosotros.

Extraccidén de RNA de bacterias:

Esta metodologia que combina el uso de una solucién de lisis
con cambios bruscos de temperatura permite una lisis eficiente y
rdpida de las células. El pH 4acido del fenol permite la
separacidén diferencial de los RNA en la fase acuagsa mientras gue
en la fase orgénica se retienen las proteinas.

Reactivos y soluciones:

a) Agua—DEPC: Solucién de Dietil Pirocarbonato al 0.1% en

agua ultrapura, incubamos al menos a 3I7°C/12 h vy
esterilizamos por autociliave.

b) EDTA O0.5M

c) Tris HC1 1M, pH 8.0

d) SsDs al 10%

e) Tris HC1 S0mM, pH 8.0

) Fencl Saturado (con Tris MC1l i1OmM, pH 8.0, EDTA 1mM, NaCl
100mM o agua miliQ)

g’ Agarosa

h) Azul de Bromofenol

i) NItrégeno Liguido o COr s6lido

£ Cloruro de Litio LiCl 4 M

k) Etanol al 95%
1) Etanol al 70%
m) Citrato de Sodio 0.25M, pH 3.5

n) Citrato de Sodio 0.0235M, pH 3.3
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Urea 10 M
Bromuro de Etidic a 10 mg/ml
Amortiguador de Lisis {para 10 ml de cultivol:
?9C ul Tris HC1 S0 mM pH 8.0
1.0 ul MgCl2 4.9 M (2 mM final)
1 mg de Lisozima en 50 ul de Tris HClI SO mM pH 8.0
(1 mg/ml final)
10 ul DNAsa de 1lug/ml (10 wug/ml final)

Todas agquelilas soluciones gue fué posible tratarias con

DEPC s= tratzron directamente, las que no, se prepararon =n agua
previamente iratada con DEPC.

1)
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A partir de un cultivo celular de 10 ml, centrifugamos a
7,000 rpm/S min para recuperar las células libres de medio
de cultivo.

Resuspendimos 1la pastilla celular en 950 ul de Tris HC1 50
mM (al wvortex),; agregamogs 1 ul de MgCl-, SO ul de lisozima y
10 ul de DNAsa. Mezclamos e incubamos 5 min en hielo.
Congelamos por inmersidon en nitrdgeno liquido (o hielo seco
con etanoll y descongelamos la pastilla introduciendo los
tubos en bano de 37°C. Repetimos el ciclo dos veces mas (se
obtuvo un lisado claro).

Agregamos 10 ul de SDS al 104 y 40 nl de EDTA C.5 My
mezclamos al vortex. Pasamos el contenido de cada tubo
(1,100 a 1,200 ul) a dos tubos Eppendors (530 gl c/u) para
llevar a cabo 1las extracciones fendlicas mas rdapida vy
eficientemente.

Agregamos un volumen de fenal saturado y mezclamos al vortex
por al menos | min (e obtiene una solucidn blancuzco
lechosa). Centrifugamos a 10,000 rpm/2 min y recuperamos el
sobrenadante en otro tubo.

Repetimos las extracciones 3 veces mas. Precip:tamos los
acl1dos nucleicos con {1 volumen de isopropanol a cada tubo
(mezclamos al vortex) y centrifugamos a 6,500 rpm/7 min.
Resuspendimos el precipltado en 100 ul de agua DEF ¥
agregamos un wvolumen de LiCl 4 M . Mezclamos al vortex i(se
formd una solucidén blancuzcal) y centrifugamos a 14,000 rpm/S
min. Resuspendimos en 100 ul ae agua DEPC y repetimos 1la
ODEr&C10n.

Resuspendimos ia pastilla de RMAs er 100 ul oe etanol 70% vy
centrifugamos a 12,000 rpm/5 min.

Secamos los RNAs en el evaporador centrifuge (SAVANT) por S5
min v resuspendimas en 200 pl de agua DEFC.

Tomamos 2 ul de la solucidén de RNAs y la llevamos a t ml con
agua destilada para mediv concentracion y pureza de leos RNAs
en el esgectrofotdémetro a 200 rm y 280 nm. Una relacion
26G/289 igual 3 mayor a 1.8 1ndica que la preparaciéon es
aceptablemente pura.
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= Ajustamos la concentracidén de RNAs a8 1 upug/ul, tomando en
cuenta las 1lecturas de absorbacia del espectrofotdémetro vy
corrimos un gel urea-acido para visualizar tanto la concentracién
como la integridad de los RNAs obtenidos. Pudimos apreciar
claramente la separacidon de las tres fracciones de RNA ribosomal
bacteriano (238, 168 y 98).

*

Separacidén de RNAs en gel de agarosa urea—acido:

Utilizamos el método descrito en su forma original por Rosen vy
cols. en 1975 (=5 - Esta técnica de separacién de RNAs en
condiciones desnaturalizantes nos permitidé apreciar la calidad y
cantidad del RNA obtenido asi como sus tres fraccionas
ribosomales bacterianas.

Reactivos y soluciones::

a) Agua DEPC
b} Urea 10 M
c) Citrato de sodio o.25 M pH 3.

Procedimiento:

a) Preparacién del gel de agarosa 1.5% ¢

1) © Pesamos 0.4 g de agarosa y los disolvimos en 7.B ml de agua
DEPC. Fundimos con calor y agregamcs 15.6 ml de Urea 10 M,
seguimos calentando hasta fundir completamente la agarosa vy
dejamos enfriar a aproximadamente &45°C.

2) Agraegamaos 2,6 ml de amartiguador citratos 0©0.25 M, pH 3.5 y
vaciamos en los moldes verticales de vidriaoa (14 x 18 cm).
Dejamos gelificar a 4°C por al wmenos 4 horas (puede
conservarse uno o dos dias en estas condiciones).

b} Preparacidén de la muestra:

26.0 nl de RNA (1ug/ul)

30.0 nui de Urea 10 M

06.0 nl de Azul de Bromofenol al.S%
Total 56.0 ul.

c) Electroforesis: :

1) Calentamos las muestras a 65°C por 10 min y las colocamos
rédpidamente en hielo. Las aplicamos a las casillas del gel y
corrimos a B0 wvoltios hasta que el colorante migré 3/5
partes del gel.

2} El amertiguador de corrida empleado fué citratos 0.025 M.
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Una vez terminada la corrida, pasamos el gel al recipiente
= con 200 ml de EtBr a itug/ml por 20 min y observamaos la
presencia de RNAs en el transiluminador de luz ultravioleta.

Analisis de RNAs tipo "Nerthern” (gi,==2>-

Para realizar la deteccién de secuencias especificas en 1los
RNAs aislados, los separamos electroforéticamente, transferimos a
filtros de nitrocelulosa e hibriijamos con sonda radiactiva
gspecifica (ver esstrategia general en la figura 10).

Reactivos y soluciones:

a) Agua DEPC

b) Glioxal. Solucién al 40% (& M)

c) Dimetilsulféxido (DMSO}Y.

d) Amor tiguador fosfatos (NaH.P0O,) preparado disolviendo 10.7 g
de fosfato monobdsico de sadio en el minimo volldmen de agua

vy ajustando el pH a 7.0 con d4cido fosférico y luego
aforarando a 1 1t y esterilizando por autoclave.

e) Agarosa al 1.2 % amortiguador fosfatos 10 mM.

+) NaQOH 50 mM.

q) amortiguador de muestra: Glicerol 50%, azul de bromofenol al
0.25%, Fosfato de sodio 10 mM pH 7.0 ¥y xilen cianol al
0. 25%.

h) Solucién =salina citratos 88SC20X Preparada disolviendo

175.3 g de NaCl y B8.2 g de Citrato de sodio en BO0OO ml de
agua y luego ajustando el a pH 7.0 con NaOH 10 N para
finalmente aforar a 1 1t con agua vy esterilizar por
autoclava.

Procegimiento:

I Electroforésis de RNA desnaturalizado con glioxal.

a) Preparacién de la muestra:

Ajustamos el volumen de la muestra (15 ul de RNA de 1 ug/ul)
a un volamen final de 4.2 ul en agua DEPC re-precipitando con
acetate de amonic 7.5 M y etanol. Tratamos las muestras con
glioxal de la manera siguiente:

RNA 4.20 ul
Sol. NaHxPO, 0.1 M, pH 7 1.95 ul
DMSOD . 10.35 ul
Glioxal 6 M 3,30 ul
Velumen total 20.00 ul
Cerramos y colocamos 1los tubes a 70°C/3 min. Los

pasamos répidamente a hielo y les agregamos S ul de
amor tiguadar de muestra
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FIGURA 10. ESTRATEGIA PARA ANALISIS DE RNAm , “NORTHERN". Para
analizar la expresién de RNA mensajeros de las hormonas,
primeramente separamos los RNAs en un gel de agarosa,
transferimos a filtro de nitrocelulosa, prehibridamos, hibridamos
con la sonda de ODNA de bGH marcada radiactivamente con ~-P
finalmente expusimos a pelicula de rayos X..

b} Gel horizontal de agarosa 1.2 % para transferencia:

i) Preparamos un gel horizontal en solucién de fosfatos 10 M y
con peine de dientes anchas y gruesos. Una vez gelificado lo
sumergimos en una camara horizontal con amortiguador
fosfatos 10 mM y colocamos las muestras. Se aplicaron 5-6
voltios/cm (aprox 80 voltios).

ii) Ya que entraron las muestras al gel, conectamos un sistema
de recirculacién de amortiguador para mantener el pH >8.0.
Permitimos que el azul de bromofenol migrara 4/S partes del
gel.

iii) Usamos una de las muestras de la orilla para cortarla y
colorearla con bromuro de etidio para observar la apariencia
del RNA separado en el gel glioxal, antes de 1la
transferencia.

-
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i1 Transferencia a filtro de nitrocelulosa:

Primeramente desmontamos el sistema de electroforésis v
cologcamos el gel en una solucién de NaOH 0.05 N/30 min, Yy

despues enjuagamos rdpidamente en agua destilada Y
esterilizada en autoclave.
Posteriormente, sumergimas el gel en wuwuna solucién de

S8C20X/20 min. Cinco min antes de terminar este per iodo,

.recortamos y humedecimos en el agua anterior un trozo de

papel de nitrocelulosa del tamaro del gel.
Posteriormente, sumergimos el filtro, Junto caon dos trozos
de papel filtro en solucién B8SC 20X/20 min. Se montd el
sistema de transferencia de la manera siguiente:
arribas Objeto pesado (aprox 500-1000 gr)
Vidrio plano.
Columna de servilletas de aprox 10 cm
2 trozos de papel filtro (del tamado del gel)
Trezo de nitrocelulasa
Gel de agarosa (invertido y con marca en una
esquina)
Hoja de pldstico o rayos X con una ventana del
tamano ligeramente menor al gel
Puente de papel filtro con extremos sumergidos en

S8C20X

Soporte de vidria o acrilico.
aba jo Recipiente con el amortiguador de transferencia
Dejamos transferir por 15-18 hr, haciendo un cambio de

servilletas a las B hr. Pasado este tiempo, desmontamos el
filtro v el gel y terimos este Gltimo en bromuro de etidio
para verificar la eficiencia de transferencia.

Para hibridar la sonda radiactiva con el RNA unide a la
matriz de nitrocelulosa, primeramente tratamos Y
prehibridamos el filtro de acuerdo al siguiente protocolo:

Il1I Prehibridacidén del filtro de nitrocelulosa

Colocamos el filtro de nitrocelulosa en S8C&6X por S min.
Posteriormente, secamos entre dos servilletas por 15 min y
hor neamogs a B0O°C/2 hr con vacio.

Sacamos el filtro y lo introdujimos en Tris-HC1 20 mM pH 8.0
a 63°C/20 min, seguidamente lo secamos sobre servilletas a
T.A. & introdujimos enrrollado en un tubo de vidrio con tapa
de rosca.

Agregamos la solucién de prehibridacién @ incubamos 8 h/25°C
en la incubadora de hibridacién modelo 310 de Robbins
Scientific,
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S0LUCION DE PREHIBRIDACION Conc. final
2.500 ml1 de Formamida al 100% 50%

1.025 ml de SSPE 20X SX

0.059 ml Denhart 100X 1X

0.025 ml SDS 20% O0.1%

1.250 ml Agua DEP -

Volumen final 5.0 ml
Mientras se llevaba a e€abo 1a prehibridacién,

procedimos a marcar la sonda de DN& con [«—"7P1 dCTP de 1la
manera siguiente:

v MARCAJE RADIACTIVO DE bGH POR EL, METODO DE
OLIGONUCLEDTIDOS AL AZAR.

Utilizamos como sonda el fragmento Fvull del DNAc de bGH del
pldsmido pKbGH-N. Para reducir al maximo la posibilidad de
contaminacidén del fragmento de DNAc con vector al llevar a tabo
la digestiadn Yy purificacién del mismo realizamos dos
purificaciones del fragmento.

1) Primeramente cortamos 10 pug de plasmido pKbGH=N ¢con las
enzimas EcoRI y HindIII y recuperamos el fragmento de 1240
pb.

2) Posteriormente recortamos dicho fragmento con Pvull vy
recuperamos el DNA de 494 pb.

3) Ajustamos su concentracidén a S ng/ul vy procedimos con la
reacecién de marcaje utilizando el Kit de Amersham

"Multiprime DNA Labelling System RPN 16012";, de la manera
siguiente: "

DNAc de bGH 35 ng/ul (ebullido S min) 10.00 ul (SO0 r@)
dNTPs 10.00 wul

cebador 5.00 ul
Ca~""P1dCTP, 10 mCi/ul 8.72 ul x

Klenow 1 U/ul 1.50 uil

Agua miliQ 15.28 pl

Volumen final de la reaccidn S50.00 ul

ta actividad de la marca hasta este dia era de 0,573 (casi

una vida media), asi gue fué necesario usar doble cantidad para
obtener los ulCi deseados.

fncubamos 3 horas a T.A. . Durante ese tiempo preparamos una
columna Sephadex G-50 para purificacién de la sonda:
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Y Evaluacidn del marcaje de la sonda por absorcidn_ a
filtros DE-81:

Después de marcar la sonda, aumentamos el volumen a 200 ul
con el amortiguador NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, SDS O.1% y
Tris—HC1 S0 mM pH 7.S5.

Tomamos 1 ul de la solucidén marcada, lo colocamos en un
trozo de papel filtro DE-81 vy dejamos secar para despues
colocarlo en un tubo Eppendorf de 1.5 ml.

Este microlitro did unma lectura directa de cuentas totales
de 2,105 en el contador modelo "BIOSCAN/QRC-2000". De igual
manera, tomamos dos alicuctas de 1 ul y las colocamos en
trozos de papel filtro (lem x icm).

Estos Gltimos fueron lavados 3 veces con solucidén de fasfato
de sodio dibdsico (NaxHP0O,;) 0.5 M/5 min, wuna vez con agua
ultrapura/l min vy finalmente dos veces con etanol al 95%/1
min.

Dejamos secar al aire e introdujimos los trozos de papel en
tubos Eppendor¥ para leer la vradiactividad incorpaorada o
retenida por la sonda (850 cpm). Con las lecturas
anteriores, procedimos a evaluar la eficiencia del marcaje
de la manera siguiente:

% INCORPORACIDN
Lectura promedio de 1los dos filtros lavados X 100
Lectura de 1a muestra directa

Sustituyendo valores:

850 cpm == 40.3%
2105 cpm

MASA DE LA SONDA MARCADA
uCi afadidos x 13.2 x 4 incorporacidén + DNA de sonda
Activigad del isdtopo(Ci/mM)

Sustituyendo valores:

(50) (13.2) (40.3) + S0 ng == 58.8 ng
3,000

RADIACTIVIDAD INCORPORADA i
uCi aradidos x 2.2x- 10 X %4 incorporacidn

Sustituyendo valoves:

(350 (2.2 % 104 )(40.3) == 4.4x 167
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ACTIVIDAD ESPECIFICA
Radiactividad incaorporada en la sonda x 10 cpm/ug
Masa de la sonda marcada

Sustituyendo valores:

4.4 x 167 x (10> /60.0 == 7.3 x 10°

*

Este resultado esta muy cercano al 10° gue es una buena
actividad especifica.

vI Purificacién de la sonda radiactiva

Purificacidén en columna de Sephadex G-50:

Preparamos una columna de filtracién en gel de la siguiente
maneva:

1) A una jeringa de 1 ml (usadas para insulina) le colocamos
fibra de vidrio siliconizada y seca en el fondo (aprox. 1 cm
de altural.

2) La cargamos con una solucidn de sephadex G-30 y la colocamos
en un tubo Falcon de 15 ml para centrifugar a 7,000 rpm/S
min. Repetimos el proceso hasta que el gel llené la jeringa
a un cm del borde superior.

3) Lavamos 1la columna dos veces con 300 pl de amortiguador de
corrimiento (NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, SDS al 0.1% y Tris—HC1!
50 mM pH 7.35) y centrifugamos a 6,000 rpm/S min.

4) Colocamos la punta de la jeringa en un tubo Eppendorf sin
tapa y la intradujimos en un tubo Falcon de 15 ml.

S Agregamps la sonda radiactiva (200 ul) y centrifugamos a
6,000 rpm/10 min para colectar la selucién marcada en el
tubo Eppendorf inferior.

VI1 Hibridacién con scnda del DNAc de bGH.

1) Calentamos 1la sonda a 100°C/S min y agregamos 1/4 del
valamen total (SO0 pl) a la solucién de prehibridacién e
incubamos primeramente a 42°C/12 h vy después al darnos
cuenta que las condiciones debian ser relajadas, decidimos
incubar otras 6 hr a T.A.

2) Recobramos 1la solucidén. de hibridacidn para reusarse vy
procedimos a lavar el filtro en condiciones relajadas (8SC
0.5X, 0.1% 8DS a T.A./30 min).

3) Hicimos 4 lavados en estas condiciones y finalmente uno con
SDhS al 0.1%4, secamos a T.A. sobre servilletas, envolvimos el
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filtro en plastico y 1o expusimos a dos peliculas de rayos
X.
4) Deiamos exponiendn =2 -20°C/1i6 h y revelamos una de 1las
: peliculas. la otra a la=s 50 h.

mida-SDS

I
»e

621 de poliacril

Para separar las proteinas en los experimentos de expresidn
vy llevar a cabo 1la deteccidén de la hormona mediante tincion con
azul de Cpomassie, usamos una combinacién de los protocolos
reportados por Sambrook y cols. en 1989 .c, y Towin y cols. en
1279 cese,s o

Reactivos v soluciones:

aj Sclucién de poliacrilamida al 30%: Acrilamida al 2924 vy
Bisacrilamida al 1% en agua.

bl Lauril sulfato de sodio (8DS): Solucidén al 10 %4 en agua.

c) Amartiguadores Tris para preparacién de las dos fases del
gel (usar solo tris base):

Tris—HC1 1.0 M pH 6.8 (fase superior o gel concentrador}.
Tris-HC1 1.5 M ph 8.8 (fase inferior o gel de resolucidén).

d) N,N,N” .N’ ~tetrametilendiamino (TEMED).

e) Persulfato de Amonioc (PSA): Al 10 %4 en agua.

) Amortiguador de Electroforésis Tris-glicina: Tris base 125
mM, Glicina 1250 mM, 8DS 0.53%. Ajustamos pH 8.3.

g) Amortiguador para muestra: Tris-HCI 50 mM pH 6.8, (-
mercaptoetanal 5%, 8BS al 2%, Azul de bromofenpl O0.1%, vy
Glicerol al 10%.

h) Solucién de tincién de geles: HL0 al 45%4; Metarol al 45%,
Acido acético al 10% y Coomassie brillant blue R230 al 0.25

Yo s

i) Solucidn de destefido:s Misma formulacidén que la de tincidén
pero sin Coomassie.

) Solucgidn fijadora: Sclucidon de desterido pero con glicerol
al 1%.

k) Gel de poliacrilamida al 15% (25 ml): Agua, 5.7 ml; Solucidn
de poliacrilamida al 30%, 12.5 ml; Tris HCl 1.5 M pH B.8, de
6.3 ml:; SDS al 10%, 0.25 ml; PSA al 10%, 0.250 ml y TEMED,
0.015 ml.

1) Gel de piliacrilamida al S% (8 ml): Agua, 5.5 ml; Solucidn
de poliacrilamida al 30%, 1.3 ml; Tris HC1 1.0 M pH 6.8, 1
ml; 8DS al 10%, 0.08B0 ml; PSA al 10%, 0.080 ml y TEMED,
-©.008 ml.

Procedimignto:

a) Preparaciion del gel y electroforésis.
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1) Ensamblamos el par de vidrios 14 cm x 18 cm y agregamos 235
ml de solucidn de poliacrilamida al 15 % (fase de
resolucién). Vaciamos una capa delgada de isocpropanol en la
parte superior para para evitar la inhibicion gque ejerce el
airve sobre la polimerizacién.

2) Dejamos polimerizar y vaciamos 1los B ml de solucidén de
poliacrilamida al S% (Concentradora).

3) Colocamos el peine y dejamos polimerizar a T.A.

4) Cuando hubo polimerizado, retiramas el peine lentamente y
montamos el gel en la cédmara de electroforésis vertical.

3) Llenamos tantb el depésito superiaor como el inferior de la

. cdmara con amortiguador de corvida 1X.
6) Ebullimos las muestras (0.4 unidades de absorbancia a 600

nm)2-3 min. Las aplicamos en el gel con jeringas Hamilton de
10 y S0 ul.

7) Corrimos la electroforésis inicialmente a 60-80 voltios y vya
gque entraron las muestras al gel aumentamos a 150-200
voltios bhasta salir el azul de bromofenol en la parte
inferior.

bl Tincidn con azul de Coomassie

1) Retiramos el gel de los vidrios vy la sumergimos en la
solucién colorante por 30-40 min (se obtienen mejcres
resultados dejando colorear toda la noche).

b) Recuperamos la solucidn colorante y agregamos la de
desterido. Un lavado rapido y después cambiamos la solucidn
cuando estaba muy terida (cada 1-2 horas) hasta eliminar el
fondo azul.

c) Secamos el gel a 80 °C con vacio.

Inmunoelectrotransferencia (Western blotting):

Después de analizar las proteinas de los extractos celulares
originados de los experimentos de expresién por el método de

coloracién con azul de Coomassie, decidimos aumentar la
sensibilidad nuestros experimentos al usar anticuerpos. Usamos
una combinacidén del método de inmungelectrotransferencia

reportado por Towin y cols. en 1979 (=s=> ¥ €l de Sambrook vy cols
de 1982 (4., . Los componentes separados electroforéticamente son
transferidos de un gel de poliacrilamida a un soparte sdélido para
seguidamente ser expuesto a reactivos gue son especificos para
secuencias de aminodcidos determinadas (ver estrategia general en
figura 11).
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TECNICA DE INMUNDELECTROTRANSFERENCIA

Primer ———
A K |ASA
I L
T ontcuerpa « | == mme=
Gel d 1 /! A
p:" al:el‘ilnmidn Ele?ttotransf erencia b \
a qitrocelulosa. ’ N
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Revelado 8@ 8[8 9 ? ?

segundo anticuerpo

FIGURA 11. ESTRATEGIA SEGUIDA FARA PRACTICAR "WESTERN BLOTTING" A
LOS EXTRACTOS CELULARES. Primeramente separamos las proteinas en
un gel de paoliacrilamida—-SD§, transferimos a filtro de
nitrocelulosa, y detectamos la proteina usando dos anticuerpos.

Reactivos vy soluciones:

al Amortiguador de transferencia: Glicina 392 mM, Trisma base 4B
mM, S8DS al 0.037%, Metanol al 20%, ajuatar pH 8B.3.

b) Amortiguador Tris-salino (TB8)Y: Tris SO mM pH 7.4, NaCl 150
mM .

c) TBST: Tween-10 al 0,03% en TBS.

(a b} Solucion de blogueo Leche Sveltex al 5% en TBST.

e) Solucién PA 1X: Tris HC1 0.1 M pH 2.5, NaCl 0.1 M.

£) Solucién reveladora: 10 ml de PA 1X, 1 ul de MgCl..6H0 4.9
M, 40 ul de NBT <(nitro azul de tetrazolioc al 30% en
dimetilformamida), 40 ul de BCIP (3S—-bromo—4~cloro-3-indolil
fosfato al S50% en dimetilformamida).

Q) Primer Anticuerpo: Antisuero de conejo contra bGH (dilucién
1:1000 en TBST+ leche al 5%).
h) Segunda Anticuerpo: Conjugado de antinmunoglobulinas de

conejo acoplado a fosfatasa alcalina (dilucidén 1:1000 en
TBST+2% de leche).
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Procedimiento:

Una vez corrido el gel de poliacrilamida-8DS, montamos el
sigstema de transferencia de proteinas, colocando en
secuencia del catodo(-) al anoda{(+) lo siguiente:

(+) —Rejilla de pléastico
-Esponja humedecida
-Papel filtro recién humedecido (2)
—Filtro de nitrocelulosa humedecido previamente.
~Gel humedecido en amortiguador de transferencia
—-Papel filtro hdmedo (2)
-Esponia

(=) —-Rejilla de plastico

Después de colocar el filtro de nitrocelulosa (humedecido en
solucidén tampén) sobre el gel, pasamos una pipeta rodando
para eliminar burbujas. Usamos guantes para evitar el
contacto del filtro de nitrocelulosa can los dedos.
Colocamos el sistema en posicién wvertical en las ranuras de
la cdmara de transferencia (el lado correspondiente al gel
debe guedar hacia el polo negativo (negro).

Llenamos la cémara con amortiguador de transferencia (de
preferencia frio) y aplicamos voltage a 100 v por 2-3 h.
Desmaontamos el filtro de nitrocelulosa Yy 1o colocamos en
soluecidén de bloqueo (15-20 ml) con movimiento rotatorio
lento al menos 30 min. Al mismo tiempo, colocamos el gel en
azul de Coomassie para verificar transferencia de proteinas
al filtro.

Recuperamos la solucidén de blogueo vy agregamos el primer
anticuerpo (que cubra el filtral). Incubamos con movimiento
rotatorio lento por 6-12 h a T.A.

Recuperamos la solucién de anticuerpos y practicamos un
lavado répido con 15-20 ml de TBST y 3 mas lentos de 10 min.
incubamos con el segundo anticuerpo (anti-Igh de coreljo
acoplado a fosfatasa alcalina) 1 h a T.A.

Otro lavado rapido con TBST y tres de 10 min.

Dos lavados con solucidén P.A. 1X de 10 min c/u.

Cuandp el filtro se encontraba en el segundo lavado,
preparamos 10-15 ml de solucién reveladora vy la agregamos
después del altimo lavado.

Observamos la aparicidén de bandas y suspendimos la reaccion
al introducir el filtro en agua destilada.

Determinacién de la secuencia nuciectidica cel DNoc de HGH v el
promotor ptre.

Verificamos el intercambio de los extremos del DNA natural

de bGH por DNA sintético recurriendo a determinar la secuencia
nucleotidica del DNAc de bGH en su verificacién final (en el
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plismido pKbGH-8) mediante el método enzimi&tico desarrollado por
Sanger en 1977 t=as - Determinar la secuencia nucleotidica
requiere wuna serie de etapas como son las siguientes: a)
Subclonacién del inserto en el vector M13; bB) transfarmacién de
células calcio competentes (JM101); ¢€) analisis de la forma
replicante de fagos recombinantes en las clonas; d) obtencidn del
DNA de cadena sencilla de +fagos recombinantes; e) reaccidn
enzimadtica de secuenciacidn; f) preparacidn y corrimiento del gel
de secuenciaj g) secado y exposicidn de este a pelicula de rayos
X para la autoradiografia.

a) Calcio competentes de E.coli IMI0!l y transformacidn con fago
M13X.

Esta cepa de E.coli es hueped para la serie de fagos M13. ya
que debido a su genotipao (lac-proB)F’traD3éproAB+laclqiMi4s tiene
la capacidad de complementar al operon lac del fago MI3 vy
producir la enzima B-galactosidasa. Esta enzima es expresada por
la induccieon del promotor lac con 1la adicién de IPTG y su
actividad es monitoriada por rompimiento enzimdtico del compuesto
incoloro S—bromo-4-cloro-3-indolil-f—-D—galactédésido (X-Gal}), para
formar galactosa y wun compuesto azul oscuro. La infeccidn del
fago se lleva acabo a traves del pili de la bacteria.

Reactivos y soluciones:
al Tubos con caldo 2¥YT: Triptona, 16 g/l; Extracto de levadura,

10 g/1; NaCl, S g/1.
b) Tubos con medio B: Triptona, 10 g/i; NaCl, 8 g/1l; PAgar, b&

g/l.

c) Cajas con medio B: Triptona, 10 g/l NaCl, 8 g/l; Agar, 15
g/l.

d) Cloruro de calcio 0.05 M (frioc).

e) X—-Gal 20 mg/ml {(en dimetil+formamida)

) IPTG 100 mM en agua.

g) Medio minimo (para 100 ml 10x): K HPQ4, 10.5 g; KH_POD,, 4.5
g; (NH, ) .8D,, 1 g; Citrato de sodio 2H:0, 0.5 g. Llevar a
88.5 ml con agua y esterilizar. Agregar por separado: 1 ml
MgSQ0,.7H-0 al 20 %; 10 mi de Glucosa al 20 % vy 0.5 ml de
solucién Tiamina al 1%4Z vy 10 ml de solucidn de Glucosa al
20%.

Procedimiento:
A) Cxlcin competentes

1) Sembramos E.coli (JM101) en una caja con medio minimo e
incubamos a 37°C/12-14 h.

2) Levantamos una colonia e inocutamos un tubo de ensaye con 4
ml de medio 2YT. Dejamos crecer a 37°C/12 h con agitacién
vigorosa.
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Inoculamos un matraz conteniendo 50 ml de 2YT con una
dilucién 1:100 de cultivo de células del +tubo de ensaye vy
permitimas crecimiento hasta una densidad éptica (a 06 nm)
de 0.30 -0.33 (1 a 1.5 h),

Colocamos el matrdz con células 10 minutos en hielo.
Sembramos una dilucidén 1:100 en un tubo con 4ml de 2YT para
uso posterior y vaciamos el resto en un tubo Falcon frio de
50 ml.

Centrifugamos a 5,000 rpm/5S min y decantamos =1 sobrenadante
(todo en hielo y frente al mecherao).

Resuspendimos la pastilla en 20 ml de cloruro de calcio SO
mM e 1incubamos 20 min en hielo. Repetimos paso 5 vy
resuspendimos en 2 ml de CaCl2 0.050 M,

Dejamos en hielo 10 a 20 min y transformamos usando 200 ul
de células (se ha observado muy buena eficiencia aun a las
24 h, al conservar las ceélulas en una charola con hielo vy
guardada en el refrigerador).

B Transformacién de JM101 con Fago Mi3

Colocamos en diferentes tubos nueves, frios vy estériles lo
siguiente:

— 1 ul del producto de ligacidn
~ S ul del producto de ligacién

= 1 ng de M13 superenrrallado (testigo positivo)

— 1 ng de M13 lineal (testigo negativo)
Agregamos 200 w1l de bacterias calcio competentes a cada tubo
y mezclamos suavemente. Incubamos 3I0-40 min en hielag,
me@zclando cada 10 minutos.
Diez o quince min antes de terminar la incubacidén, fundimos
el medio B suave de los tubos y los mantuvimos a 47°C en
bafo Maria. Al mismo tiempo colocamos las cajas con medio B
a 47°C en la incubadora.
Una vez terminado el periodo de incubacion del paso 2,
colocamos los tubaos con células + DNAs en un barmé a 42°C/2
min y los retiramos paniendolos en una gradilla a T.A.
Agregamns a cada tubo lo siguiente:

a) 100 ul de bacterias no competentes dejadas creciendo en
el paso A-4 anterior.

b) S0 ul de X-Gal a 20 mg/ml

c) 10 ul de PTG de una concentracidon 100 mM.

d) 4 pul de tiamina de la solucién al 1%,

Mezclamos suavemente y vaciamos el contenido en un tubo con
4 ml de agar suave fundido y conservado a 47°C. Mezclamos 2
o 3 veces poOr inversidn.

Vaciamos el contenido inmediatamente en una caia con medio B
recién sacada de la estufa. Distribuimos homogéneamente el
agar con células transfarmadas con movimiento circular sobre
la mesa.

Dejamos sciidificar a T.A. (10-15 min) e incubamos las cajas
1nvertidas a 37°C/6-8 h. Observamos la aparicidén de colonias
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azules en el testigo positivo (Mi13 superenrrol ladal,

ausencia en el negativo y transparentes y azules en las

ligaciones. Tomamos en cuenta lo siguiente:
1 ng de moléculas de M13 superenrvollado produce
1000 transformantes, moléculas lineaizadas
transforman con una eficiencia cercana al O% vy
moléculas ligadas, con una eficiencia aproximada
del 30 % (segun instructivo de la compafia
Pharmacia P-L Biochemicals).

b Analisis de DNA de clonas fégicas recombinantes:

Después de llevar a cabo 1l1la transformacién de bacterias e
incubado a 37°C, pudimos apreciar la paricidn de colonias opacas
desde las 4 h, tanto en el testigo positivo como en la ligacién.
A las 6-B h las cajas correspondientes al positivo ya tenian una
apariencia azdal vy en las ligaciones la mayaria eram opacas
(posibles recombinantes) Y una pocas azules {vector
recircularizado). Las recombinantes portadoras del o los
fragmentos de DNA las crecimos vy caracterizamos para despues
proceder secuenciarlas.

Material y soluciones:

a) Tubocs con 4 ml de caldo 2YT

b) Palillos de madera (de dientes) estériles
Procedimianto:
g Crecimos JdM101 toda la noche en tubo con caldao 2YT.
2) Al otro dia, inocculamos nuevos tubos de 2YT con una diluciéon

1:100 del indculo anterior vy permitimes crecer 30 nmin. a
37°C con agitacidn.

3} Picamos con un palillo una colonia y lo arrojamos en un tubo
con el cultivo fresco de bacterias. Dejamos crecer a 37°C/5
a B8 h con agitacién vigorosa.

4) Empastillamos 3 m]l de cultivo mediante dos centrifugaciones
sucesivas de 1.5 ml (a 10,000 rpm/2 0 I min).
S Recuperamos 200-300 ul del sobrenadante con puntilla estéril

y 1o colocamos en un tubo Eppendorf estéril (conservamos el
tubo con el sobrenadante a 4°(C). Desechamos el resto del
sobrenadante y practicamos minipreparacidn de plasmidos al
paguete bacteriano como se describidé anteriormente.

S) Caracterizamas con las enzimas de restriccidn més
ilustrativas para para cada ce@so y seleccioramos la clona
respectiva.

c} Jotepcidn del DNA de cadena sencilla del fago Mi3.

Es escencial que el DNA de cadena sencilla sea de buena
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calidad para la obtencién de exelentes resultados en 1la
secuenciacién. Existen varios métodos reportados para purificar
DNA de cadena sencilla a partir de vectores M13 e hibridos
plasmido—fago. El siguiente método nos funcionéd muy bién en el
presente trabajo:

Reactivas y soluciones:

a) Matraces con caldo 2YT

b) Polietilenglicol al 30 % + NaCl 1.8 M .
c) Fenol saturado '

d) TE

e) Eter etilico anhidro

+) Acetato de sodio 3 M, pH 5.5
Q) Etanol ail 93%

h) Etanol al 70 %

Procedisientoc
) Inoculamos 11 ml de 2YT {(en matrdz Erlenmeyer de 200 ml) con

0.3 ml de la cepa JMI01 de E. coli en fase estacionaria vy
dejamos crecer 30 min a 37°C.

2) Agregamos 4-6 placas de fago recombinante deseado (o 10 ul
del sobrenadante apartado al analizar las clonas
recambinantes). Crecimos 95-8 h a 37°C con agitacién

vigorasa.

3) Centrifugamos 1.2 ml del cultivo en 6 tubos Eppendorf de 1.5
ml a 12,000 vrpm/10 min vy recuperamos el sobrenadante sin
tocar las paredes del tubo procurando dejar de 50 a 100 ul
para evitar material de la pastilla.

4) Procesamaos el precipitado para obtencién y caracterizacidn
del DNA de doble cadena.

) Agregamps 200 al de PEG al 30%-NaCl 1.8 M a cada uno.
Mezclamos en vortex e incubamos 15 min a T.A. Centrifugamos
a 12,000 rpm/3 min y eliminamos el sobrenadante.

&) Resuspendimes la pastilla en 100 ul de TE y agregamos 100 wul
de fencl saturado. Mezclamos al vortex por 2 min vy
Centrifugamos S5 min. Recuperamos la +Ffase superior con
extremao cuidado.

7) Juntamos el contenido de los tubas (20 pl c/u) en uno o sea
3 tubgs Finales con 180 ul c/u. Agregamos 1 ml de eter
etilico y mezclamos.

8) Centrifugamos a 12,000 rpm/10 min vy retiramos el éter (fase
superior) sin romper la interfase. Repetimos esta operacidn.

R Mezclamos el contenido de cada juego de tres tubos en 2

tubos de 270 ul cada uno. Agregamos <90 ul de acetato de
sodic 3 M vy mezclamos. Agregamos 800 upl de etanol al 93%
mezclamos y dejamos a —~20°C/1 h.

10) Centrifugamos 14,000 rpm/10 min vy tiramos el sobrenadante.
Lavamgs el precipitado con 1 nl de etancl al 70% vy
centrifugamos S5 min.

11 BSecamos en el Savant por 3 min vy Resuspendimos en 20 ul de
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TE. Corrimos 0.5 ul y 1 ul de DNA un gel de agarosa 0.8%.
12) Determinamos la concentracién de DNA vy la pureza en el
espectrofotometro a 280 nm y 260 nm.

3} Reaccidn enzimatica de secuenciacidn de nuclsdtidos.

Metodo desarronllado por Sanger (s, recomendado por USB,
United Sates Biochemical Corporation en su "estuche" de
secuenciacion.

Reactivos y soluciones:

a) Amortiguador de secuenasa: Tris HCl 200 mM pH 7.5, MgCl SO
mM, NaCl 250 mM. '

b) Cebador (0.5 pmol/ul (S’ -GTAAARACGACGGCCAGT)

c) Ditiotreitol («(DTT 0.1 M)

d) Mezcla de oligonucledétidos marcados comc d&TP Sx: dGTP 7.5
uM, dCTP 7.3 uM, dT7TP 7.3 uM.

e) Mezcla terminadora ddG: dGTP 80 uM, dATP 80 uM, dCTP 80 uM,
dTTP B8O uM y ddGTFP 8 uM.

) Mezcla terminadora ddA: dGTP 80 uM, &ATP 80 uM, dCTP 80 uM,
diTP 80 uM y ddATP 8 uM.

g) Mezcla terminadora ddT: dGTP 80 uM, dATP 80 uM, dCTP 80 uM,
dTTP 80 uM vy ddTTP 8 uM.

h) Mezcle terminadora ddC:; dGTP 80 uM, dATP BO uM, dCTP 80 uM,
dTTP 80 uM y ddCTP 8 pM.

i) Enzima secuenasa

i) Mezcla terminadora de la reaccidn: Formamida al 95%, EDTA 20
mM, Azul de bromofenol al 0.5% y Xilen cianolal al 0.5%.

k) Nucledsido radiactivo: (a—""S)8ATP 10 mCi/ul.

1) Agua grado miliQ.

m) Amortiguador TE:

I Apareamiento del templadoc y cebador.

1) En un tubo Eppendorf colocamos lo siguiente:
-Cebador 1 ul
-Amor tiguador de secuenasa 2 ul
-DNA (150 ug/ul) 7 ul (aprox. 1 ug) %

¥ Si estd mas concentrado, ajustar volumen a 7 wul con agua
ultrapura.

2) Calentamos el tubo a 65°C por 2 min y dejamos
enfriar a 25-30°C en barao Maria {(aprox. 30 min).

11 Reaccién de polimerizacidn,

1) Para reacciones normales {secuencia de 3pProx. 300
nucledtidos) el proveedor recomienda diluir la mezcla de
nucledtidos de polimerizacidn seis veces con agua ultrapura
(4 nl de nucledtidos y 20 ul de agua).

2) Diluimos la enzima '"secuenasa” i:8 con TE <fr:io (solo
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preparamos la enzima necesaria para cada corrida).

3) Mezclamos en un tubo lo siguiente:
-Plantilla-cebador apareados 10 ul
~-DTT O.1 M 1 ul
-Mezcia de nucledtidos diluidos 2 ul
-[a—=""81dATP (10 uCi/ul)* 0.9 ul
-Secuenasa diluida 2 nl
Volumen total 15.5 wul

¥ El1 volamen wutilizado del nucleétido marcado
dependidé de la actividad en el momentQ de su uso
aunque se recomienda usar 5 uCi por reaccidn.

4) Mezclamos suavemente e incubamos a T.A./10 min.

II1 Reaccidn de terminacidn.

1) Preparamos cuatro tubos marcados con las letras G,A, T y C
respectivamente: les agregamos 2.5 ul de la mezcla de
terminacién ddGTFP en el tubo marcada con G; ddARTF en Aj
ddTTP en T y ddCTF en C .

23 Precalentamos los tubos anteriores a 37°C al menos un min.
Una vez terminada la incubacidn de la reaccidn de formacidn
de la cadena complementaria, sacamos 3.9 ul de 1la solucidn
marcada radiactivamente vy los agregamos a cada uno de los
tubos del punteo 1 (que contienen log terminadores).
Centrifugamos (para bajar 1las muestras) y continuamos la
incubacidén a 3I7°C por un total de S min (se pude continuar
hasta 30 min).

3 Agregamos 4 ul de la solucidn para parar la reaccidn;
mezclamos y mantuvimos en hielo basta su uso en el gel de
secuencen 0 guardamos a —-20°C por un tiempo mayor.

4) Cuando el gel estaba listo, calentamos las muestras a 75-80
°C/2 min y usamos 2-3 ul par carvil.
3 Lavamos con una jeringa los carriles del gel y colocamos las

reacciones de cada plantilla en el 6vrden G,A,7,C,.

e} Preparacidn y corrimiento del gel de secuenciacidn.

La duracidn de la corrida vy la concentracidén del gel de
secuenciacién son los principales Ffactores que determinan la
regién de 1la secuencia clonada que podrd ser leida. Ba jo
condiciones 6éptimas, se pueden leer 300-400 bases comenzando a
leer desde la parte i1nferior del gel. Desafortunadamente, son
muchas los factores gue reducen esta resolucidén. Entre éllos
estan la calidad de los reactivos usados, la velocidad con que
ocurre la polimerizacién, la temperatura del gel durante la
electroforesis y un secado apropiado del gel despuées de la

corrida.
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Recomendaciones:

€1 gel se deberd preparar de 1 a 20 h antes de su uso y pre-—
correrlo 30-60 min a 95-60 watts,

Corridas de geles por 10 a 12 h permiten leer en un rango de
400 a 800 bases.

Colocar las muestras en el drden B.A.T.C.

Para geles en los que se usa (°7°8), la expasicién deberé
hacerse con contacto directo entre el gel seco y la pelicula
fotogradfica de rayos X.

Evitar gue al vaciar la poOliacrilamida en los vidrios, se
derrame hacia la cinta autoadherible que sella los bordes de
los vidrios, porque se despega y hay fugas.

Reactivos, soluciones y materiales:

Solucidn de silicén: Diclorodietil silano al 5 % en
cloroformo.

Cinta adhesiva ancha

Cinta masking-tape

TBE 5X (para 1 1): Tris—base, 54.0 g; Acido Bdérico, 27.5 g
y EDTA 0.5 M pH 8.0, 20.0 ml.

Solucién de urea (para S00 ml): Urea, 233.5 g; TBE SX, 100.0
ml; Agua, hasta 500.0 ml.

Solucidn de poliacrilamida 20% (para 500 ml): Acrilamida
?6.50 g; Metilen-Bis—-Acrilamida, 3.35 g; Urea ultrapura,
233.00 g; TBE 5X, 100.0 ml, Agua hasta 500.0 ml.

AL 6 % (120 ml):

Solucidén de peliacrilamida al 20% 38.9560 ml

Solucidén de Urea (7.77 ™M) 72.000 ml
Urea en polvo (ajuste de conc.) 65.240 g
Persul fato de amonioc al 10 % (PSA) 0.300 ml
TEMED 0.060 ml

GEL AL B % (120 ml):

Solucién de poliacrilamida al 20% 48.20 mi

Solucién de Urea (7.77 M) 72.00 ml
Persulfato de amonio al 10 % (PSA) 0.57 ml
TEMED 0.065m1

¥ Polimeriza en 15 minutos aproximadamente. Es recomendable
filtrar la solucidén de gel antes de agregar el TEMED,

1)

Frocedimiento:

Lavamos los vidrigs con  jabén, agua y Ffinalmente con
alcohol. €1 vidrio mas grande lo colocamos en la campana de
extraccion, agregamos unas gotas de solucidn de silicon vy
la distribuimos con una gasa. Dejamos secar 30 min. Lavamos
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cton etanol y dejamos secar a T.A. Repetimos el tratamiento
con la otra cara del vidrio.

Ensamblamos los vidrios con los separadores con la parte mas
gruesa (1.2 mm) en la parte inferior vy la méds delgada (0.4
mm) en la superior. Pegamos cinta adhesiva en los lados de
los vidricos y los sujetamos con dos pinzas en cada lado.
Moldeamos con Masking—tape los bordes superiores de los
vidrics para evitar derrame de 1la poliacrilamida al
vaciarlia. Preparamos la solucidn de poliacrilamida en un
matraz Erlenmever de 200 ml y mezclamos suavemente.

Vaciamos la poliacrilamida " poniendo 1los vidrios en una
inclinacién de 10-15°. 5i al llenarlo se formaban burbujas
en el fondo, lo poniamos vertical hasta deshacerse de éstas
al flotar y 1o volviamos a inclinar.

Una vez llermno, caolocamos el peine tipo "diente de tiburén®
invertido (con los dientes hacia arviba). El peine debe
introducivrse unos 7-B8 mm en el gel, si se introduce mas no
es posible poner las muestras. Nos aseguramos de que el
peine nO quedara flojo colocando una o dos pinzas en la
parte superior.

Dejamos polimerizar con la misma inclinacién (de ser
necesario lo dejamos hecho hasta otrec dia sellando la parte
superipor con todo y peine con agarasa fundida o simplemente
colaocando toallas absorbentes empapadas con agua vy luege
cubriendo con plédstico autoadherible).

Retiramos cinta inferior del gel vy el peine, guitamos los
restos de poliacrilamida y urea y reintroducimos el peine
perac ahora con 1los dientes hacia &abajo hasta pinchar
ligeramente el gel.

Montamos el gel en la cdmara de secuegnciacidén y llenamos los
depésitos con amortiguador TBE 1X. Llevamos a caboc una pre—
corrida a 40-60 watts por 30 a 60 min.

Lavamos los carriles con una jeringa con solucién de corrida
para eliminar el exceso de urea, inmediatamente antes de
paner las muestras; de lo contrario las muestras no migraban
adecuadamente.

Corrimos el gel a 50-60 watts por 4 u 8 h.

3 Secadn y exposicién del gel a pelicula de rayos X.
Reactivaos, soluciones y material:

Charola de pldstico o vidrio (40x50x3 cm)

Papel Wattman 3MM (446x57 ca)

Plastico autoadherible (Kleen pack)

Cartucho para rayos X (30x38 cm)

Equipo de secado con vacio y calor

Solucion de lavadoc: metanol o alcchol al 10% y acido acético
al t0 % en agua.

Frocedimiento:
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Daspués de corver la electroforésis el tiempo necesario,
retiramos de la cdmara de electroforésis los vidrios con el
gel.

Despegamos el vidrio grande haciendo palanca entre los dos
vidrios suavemente y en seguida los separadores de pldastico.
Sumergimos el vidrio con el gel adherido en la cara superior
en una charola del mismao tamadAo con solucién de lavado.
Primero introdujimos un extremo y después bajamos el atro
lentamente (de lo contrario se forman burbuijas). Dejamos en
la solucién por 30 min. ’

Sacamos el vidrio con el gel levantdndolo de un extremo
lentamente y lo dejamos a escurrir 8n un angulo de 60-70°
sobre servilletas/10 min.

Colocamos el vidrio horizontalmente (con el gel en la cara
superior) vy colocamos la hoja de papel filtro Wattman 3IMM
sobre el gel empezando del centro de uno de los extremos vy
avanzando gradualmente hasta cubrir todo el gel. Extendimos
bién al pasar una pipeta rodando sobre el papel.

Invertimos todo el conjuntao (el papel quedé abajo) vy
levantamos suavemente el vidrio siguiendo el movimiento con

una mano abaijo de la bhoja de papel hasta despegar
completamente el gel del vigrio.
Recortamos los excesos de papel (dejando un margen de (-2

cm) y cubrimos con plastico kleen pack taodo el gel.
Ensamblamps el sistema de secado del gel en el aparato para
este propdsito (BIO-RAD Dual temperature slab gel dryer,
Model 1125B) conectado a una bomba de vacio potente en el
érden siguienrnte:

~ aparato de secada con hoja de acero perforado

~— dos hojas de papel filtro whatman 3MM

— papel filtro con el ¢gel hacia la cara superigr

- hoja de plastico rigido con cara lisa hacia abajo.

~ Qubierta de hule flexible (del aparato)
Conectamos la bomba de vacio al aparato de secado ¥ la (con
trampa condensadora y secadora).
Encendimos el vacio del secador y lo ajustamos a 3-4 h. De
igual manera seleccionamos B80°C vy pragramamos el mismo
tiempo en el calentador de geles.
Una vez secado el gel (se sabe porgue vya no se siente
pegajoso al contactol), retiramos e) papel portador del gel vy
eliminamos =l nliastico autoadherible.
Recortamos los bordes superior vy laterales del gel a la
medida del chasis para exposicidn con pelicula de rayos X.
De jamas exponer con la pelicula a T.A. por 3 o0 4 dias.
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III. REBULTALGS

Después de obtener el plasmido por minipreparacidn de las
- diferentes construccienes (pKbGH-N, pKbGH-S y pKhPLRGH22K) los
carvacterizamos para seleccianar las clonas portadoras del DNAc
buscado para cada caso. Acto 'seguido, los purificamos a g@gran
escala en gradiente de cloruro de cesio para obtener suficiente
pldsmidoc vy de buen grado de pureza para manipulacionss
subsecuentes. Cuantificamas por el método espectrofotométrico,
tomando en cuenta gue una unidad de absorbancia a 260 nm es
equivalente a teper SO ug de DNA/ml. La relacidn de absorbancias
260/280 en las lecturas da el grado de contaminacidén con
proteinas. De aqui que una relacidn igual o mayor de 1.8 es
indicativo de DNA de buena calidad, tabla 2.

TABLA 2. Cantidad v calidad de 1los DNAs obtenidos a cranm escala.

FLASMIDO Lo RS DE ARS RELACION | 1 de AEBS | ug DNA

diluc., 1:500 2460 nm 280 nm 260G/280 totales abtenido
pKbGH-N 0.150 0.080 1.87 15 0,730 ug
pKbGH-8 0.200 0.120 1.66 20 1,000 ug
pKhPLHGH22K 0.410 .210 1.95 41 2,050 ug

Cararterizacidn er-imatica del plasmidc pKbhGH—N,

Después de counstruir el plasmido pKbGH-N & partir de
pGEM3 ' bGH, p&3, pGEMbGH y pkK233-Z, procedimos a caracterizarlo
con las enzimas que nos dieran mds infermacion de su identidad.
Para lo anterior, 2nalizamos el mapa de vrestricci1on con el
programa Pustell en una microcomputadova IBM sistema personal 2
modelo 70/386. Con el analisis de la secuencia pudimos predecir
los fragmentos gererados al llevar a cabo las digestiones con
ias enzimas de restricci16n mds informativas para cada plsdsmido.
Esta clona portadora del DNAC nativo fue carvacterizada
primeramente con Ecc F.I para lineavizar y a partiry de este corte
llevamos a cabo digestiones con otra enzima en cada caso para
ti1berar fragmentos de diferentes tamarnos y compararlos con 1los
calculados tedricamente (figura 12). Jdna véz caracterizada, la
usamos para los experimentds de exoresidn y obtuvimos tanto los
RNAs totales como 1as proteinag para wvsarse en los experimentos
nue se detallan mas adelante.
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Caracterizacian enzimatica del plasmido pkbbGH-G.

Este plasmido lao construimos con el Ffin de expresar o
me jorar la expresidn de bGH intracelular en E. coli. Para su
obtencidn, llevamos a cabo 1la construccién de una serie de
pldsmidos intermediarios, necesarios para integrar el DNA
sintético, praoporcionar 1os sitios de restriccidn que facilitaran
la ingsercidén del DNA de bGH en fase de lectura con el oligo,etc.
Las plasmidos generados en esta  construccién fueron, pKKHAecl,
PKKoligo, pKelibGH {(ver apéndice A para 1los mapas de restriccidn)

y finalmente pKbGH-S (figura 13).

Caracterizacidn enzimiatica del plasmidos pKhPLhGH2ZZK.

£l presente plasmido lo construimos con el fin de tener un
gen testigo gue naos permitiera saber si el vector pKK233-2 era
capé&z de diriglr la transcripcidn y expresidn de la hormona del
crecimiento humano, sin importar que los niveles fueran bajos va
que estariamos en condiciones de detectar la hormona por
radiocinmunoensayo (figura 14).

Extraccidn de RNAs de E.colij.

Extrajimos 1los RNAs de B ml de cultivo de bacterias
transformadas con los pldsmidos de expresién tanto para bGH como
para hGH. Siguiendo 1a metodologia detallada en la seccidn de
métodos, indujimos el promotor ptrc de nuestras construcciones
plasmidicas asi como el ptac del usado como testigo con IPTG (0.1
mM conc. final). Usamos las clonas portadoras de 1los plédsmidos
pKbGBH~N, pKhGH=-S, pKhPLHhGH22K, y pBHX (positivo), sin inducir
(negativos) e inducidos,

Después de inducir la expresidn por tres horas a 37°C con
agitacion vigorosa, centrifugamos las células apartando 1 ml para
andlisis de proteinas y 8 ml para analisis de RNAs. Extrajimos
los RNAs totales por el métode descrito y resuspendimos 1la
pastilla Ffinal por 3I0-60 min para después cuantificar la
concentracién por el méetodo espectrofotométrico y a su véz
determinamos el grado de pureza cgn lecturas a 260nm y 280 nm,
respectivamente (ver tabla 3).
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FIGURA 12. CARACTERIZACION ENZIMATICA DEL FLASMIDO pEbGH~N, EI
pladsmido 1lo digerimos con las enzimas de restriccidén que se
detallan mds adelante y los fragmentos generados, asi como los
Marcadores de peso malecular, los separamos en un gel de agarosa
al 1.5 %. Los marcadores de PM pBP3Z2-flul y fago lambda
EcoRI+HindIII los colocamos en los carriles del extremo izquierdo
y derecho, respectivamente. El segundo carril muestra el producto
de la digestiér corn EcoRI+ Ncoi (5,928 y 278 pb); el tercero,
EcoRI+Pvuil (2767. 1698, 494 y 278 pb):; el cuarto, EcoRi+Pstl
(4756 vy 9552 pbl: el guinto, EcoRI+Emal (4631 y 677); sexto,
EcoRI+HindIII (4301 y 1007 pb); séptimo, EcoFI (linearizacién)g; v
finalmente colocamos 300 ng de DNA superenrrollado (debido a la
concentracisdn del gel, no se resolvid adecuadamente).
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FIGURA 13. CARACTERIZACION DEL PLASMIDO pithGH-Z5. Separamps los
productos de las digestiones enzimdticas en un gel de agarosa al
1.8 %. Las bandas de los extremos representan los marcadores de
PM, pBR322-Alul y fago lambda EcoRI+HindIII, respectivamente. En
el sequndo carril se muestran los fragmentos EcoRI+Ncol (4882 vy
278 pb); en el tercero, EcoRI+Pvull (2619, 1698, 494 vy 349 pb);
en el cuarto, EcoRlI+Fstl (4608 y 552 pbl); gquinto, EcoRI+Smal
(2483 y 677 pb); sexto. EcoRI+HindIII (4301, 859 pb); séptimo,
EcoRI (lineariza) y finalmente plasmido superenrrollado.
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FIGURA 14, CARACTERIZACION DEL FLASHMIDTD pRLGHIZZE CON ENZIMAS DE
RESTRICCICN. Para caracterizar el presente claéasmido, hicimos los
cortes con las mismas enzimas y en el mismo drden que las
caracterizaciones anteriores, tomando en cuenta que los
fragmentos liberados son diferentes en cada caso. En los extremos
colocamos los marcadores de PM gque se indican y en el primer
carril colocamos la doble digestidn con Ecoli+iNccl (4995 y 278
ph); en el tercerp, EcoRI+FPvull (2837, 1918, 497 vy 421 pb);
cuarto, EccFi+Pstl (4313, 470, 284 y 206 pb)s guinto carril,
EcoRi+Smal (4336 y 937 pb); sexta, EceRI+HindIIl (4301 y 972 pb)g
séptimo, EcoRI (lineariza) y finalmente 300 ng de DNA.
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TABLA 3. Cuantificacidén v calidad de los RN&s obtenidos.

FLABMIDO ARSOREANCIA RELACION | UNIDADES DE CANTIDAD
Dil. 1:500 260 280 260/280 | ABSORBANCIA RNA {zg) |
pKbGH-N (n.i) 1.6 1.00 1.60 40.0 1,600
pKbGH-N (ind) 1.15 0.64 1.80 28.7 1,148
pKbGH-5 (n.i) 0.31 0.17 1.80 07.7 0,308
pKbGH-8 (ind) 1.32 0.74 1.77 33.0 1,320
pKhPLNhGH (n.i) 1.60 0.76 2.10 40.0 1,400
pKhPLAhGH (ind) 1.48 0.82 1.80 370 1,480
pKhPLBGH (n.i) 0.7S5 0.45 1.66 18.9 0,754
pKhPLbGH (ind) 0.39 0.25 1.60 9.87 0,394
pKK233-2 (n.i) 0.27 0.16 1.70 &6.77 0,270
pKK233-2 (ind) 0.46 0.28 1.64 11.6 0,462
PBHX (n. i) 1.71 0.95 1.80 42,7 1,708
pBHX (n.i) 0.16 0.09 1.78 04.1 0,166

N.1i= no inducido {(negativo)
ind= inducido
oBHYX = testigo positivo{hGH)

¥ 1 unidad de absorbancia se considera equivalente a 40 ug
RNA/mI.

¥ Una relacién 260/280 igual o mayor a 1.8 indica una buena
calidad del RINA (haija concentracidn de protei nas

contaminantes)

a-zczdo.

Electroforésis de los RMAs en gel de agarcza ur

Laos RNAs asi obtenidos vy cuantificados., los separamos en un
gel agarosa urea—-dcido vertical. Pusimocs 20 ug ge RNA para cada
caso y después de dejar migrar el sz2ul 3/5 partes del gel,
paramos la electroforésis vy pusimos a terdiv el gel en bromuro de
etidio (2 upgs/ml) por 15 min, Pasacgo este ti1empo. observamos 1ia
calidad del RNA obtenido al colocar €l ael en un transiluminador
de luz u.v.. Pudinos apreciar claramente lags 3 bandas prominentes
corrvespondientes a los tres RNA ribosomal bacteriano (238, 168 vy
38), figura 15. Con esta observacion pucimos darnos cuenta gue no
existia cegradacior abajo de la banda correspondiente a 38. La
pureza promedio de las RNAs fue buena, vazon por la cual
decidimos analizar ia presencia de RMAm para bGH vy hGH por
hibridacién con una sonda radiactiva de DNARc de bGH (ensaya tipo
"Northern"),
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FIGURA 1S, SEPARACION DE RNAs EN GEL  &4GARCTA UREA~-ACIDO 1.4 %,
Separamos 20 ug de RNA de cada muestira er wun gel vertical de

49arosa urea-dcido al 1.4 %Z. En A. 21 primera y segundo carril
corresponden al RNA de pKbGH-N; el tercero vy cuarto a pKbGH-8;
quinto v sexto a pKhPL bGH sin 1nduciy e inducido,

respectivamente. £€n Z, corvimes la misma cantidad Y en las mismas
condiciones de RNA de pKhPLhGH22K, oKK233-2. pBHX sin inducir e
inducidos, respectivamente. Las bandas mas prominentes
cQrresponden a las subunidades 235, 165 vy 5SS, respectivamente.



Deteccidn de RMA mensaijeros para hormonas del crecimiento por el
ensayo tipo "Nerthern®. 61

El primero ¥y mas importante paso en 1la expresidn de genes
bacterianas es el evento de transcripcion, un proceso catalizado
por la enzima RNA polimerasa. Nos aseguramos de la presencia de
RNAm para las diferentes versiaones de la hormona mediante el uso
ge una sonda homéloga de DNA radiactiva. Como testigo positivo
para estos experimentos usamos RNAs de bacterias transformadas
con 21 DNA del plésmido pBHX; como testigo negative usamos RNAs
de los mismos plasmidos pero sin induccién con IPTG. Comoc testigo
positivo para la hibridacidn de la sonda radiactiva usamos 500 ng
de DNA del plédsmido pKbGH-N digerido con Ncol+HindIII. Esta
digestidén libera un fragmento de 732 pb, el cual es ligeramente
mayor gue los mensajeros esperados para la proteina madura de las
GHs (581 pb), excepto para aquellos de pKhPLhGH22K que expresa la
prehormona (217 aminodcidos).

Colocamos las muestras en el mismo orden qgque en el gel
agarosa wurea—acido pero ahora en un gel agarosa fosfatos
horizontal al 1.2 4 y la cantidad de muestra fué menar (15 ug) La
primera muestra del lado izquierdo la pusimos por duplicado, y
llevamos a cabo la separacidén de los RNAs hasta una migracidn del
del colarante (azul de bromofenol) de 4/5 de la longitud del gel.
Cortamos el primer carvil y lo teAimos para ver la separacidén de
RNAs en luz u.v. y saber si la separacién se llevé a cabo
eficientemente. Pudimos apreciar buena separaciodon, aungue no se
veian con la misma nitidéz gque en gel agarosa urea—-acido.

Transferimos el restc de RNAs a Filtro de nitrocelulosa,
prehibridamos e hibridamos y expusimos a pelicula de rayos X por
24 h obteniendo los resultados que se aprecian en la figura
16.
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FIGURA 1&, ANALIZIE TIFD "NCOCRTHERN"” OF LG58 TNés DE Fecherichia
coli  TRGNSFSFRPIRDS  T0ON 0S5 DIFERFENTES  FLASHMINDOS E EXERESION.
Separamos los RNAs en un gel agarosa—-fcsfatos ai 1% (horizontal)
usando 15 ug de RNA de cada muestra. Los carriles 1,3,5 vy 7,
representan RNAs totales de cuitivos en los gue no agregamos
IPTG. En cambio las muestras en los numeros 2,4,6 vy 8,

corresponden a RNAs de cultivos que si recibieron IPTG. El altima
carril (10) corresponde a 3500 ng de plsismido de pKbGH-N digerido
con McoI+HindiII,



Andlisis de proteinas.

ad Por poliacrilamida-SDS

-

Procesamps 1 m] de células obtenidas del mismo experimento
usado para extraccidn de RNAs, las centrifugamos y resuspendimos
el paguete celular en un volumen de tampoén de lisis equivalente a
0.01 U de Abs/ul. En un primer experimento, colocamos 40 ul de
muestra de proteinas (0.4 U) por carril en un gel de
poliacrilamida al 15 %. Ademas, agregamos en el primer carril 30
ng de bGH purificada y en el segundo 10 ul de marcador de PM para
proteinas pretefrido. Lo corrimos comp se describe en métodos, vy
pudimos visualizar las bandas correspondientes a las proteinas
totales de las bacterias ademds de una banda gruesa vy tesida muy
fuerte correspondiente a la hormona de crecimiento humana (hGH),
expresada por el plésmido usado como peositivo. También pudimos
apreciar una banda intensa y una tenue correspondientes a la
muestra de bBH purificada que usamos como testigo y marcador de
tamaro de la hormona (figura 17).
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IGURA 17. ELECTROFCRESIS DE PROTEINAS EN BEL DE FOLIACRILAMIDS-
SDS. Las 0.4 U de Absorbancia usadas para cada muestra las
separamos en un gel de poliacrilamida~-8DS al 15 %. En el primer
carril pusimos 30 ug de bGH purificada, en el segundo 10 ul de
marcador de PM pre—tesido. Los carrviles 3,5,7 v 9 corresponden a
proteinas de los , plésmidos pKbGH-N, pKbGH-S, pKhGH22K y pBHX,
respectivamente, sin inducir con IPTG. En cambio las muestras
correspandientes a 4,6,8 y 10 son muestras inducidas.
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lLa seleccién de la cepa bacteriana adecuada juega un papel
muy 1mportante en la expresidén de proteinas heterdlogas, de aqui
gue decidigramos hacer un experimento en el cual transformamos
otra cepa con los mismos plasmidos para saber si mejoraba la
expresidn. Usamos dos testigos positivos gue expresan hGH 22K en
abundancia, p270 vy pBHX amablemente proporcionados por ol Dr
Daniel Baty. Se puede apreciar claramente que la expresién de
hormona es mayor en W3110, siguiéndole JM101 vy fimalmente VGL2Z.
También incluimos el plasmido pPROKbGH, el cual consiste del
vector pPROK-1 (facilitado por el Dr. Francisco Xavier Arredondo,
de la Universidad de Duke en Carglina del Norte, E.U.A.). A este
vector, que porta 21 promotor tac, le introdujimos el inserto
EcoRI+HindIII odel plasmido pKolibGH (ver gel en figura 18).

FIGURA 18. EXPRESION DE FROTEIN&S EN TRES [LEPSS DE Escherichia
czli.Preparamos un gel con las mismas condicicnes de la figura 18

neroc en este caso con tres cepas diferentes de E. coli. En el
carril 1 y 2 el plasmido positive p270 sin y con induccion,
respectivamente, en 1la cepa ¥YWG!1Z: el 3 v 4 corresponden al

plasmido pBHX y p270° 1nducidos, respectivamente en la cepa #W3il1O;
en e! 5,6,7,8 usamos los plasmidos pBHX, p27u, pProkbGH, pKbGH-S
y pEbBZA-N tnaucido=, en la cepa JMICL.
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b) Inmuncelectrotransferencia (Western blotting).

De la misma forma, una vez gqgue vimes gque la separacién de
proteinas era eficiente, vy que solo los testigos positivos
mostraban la hormona, decidimos usar anticuerpos y el método de
inmunoelectrotransferencia, ya que el nivel de sensibilidad es
mayor con esta técnica. Preparamos un gel en las mismas
condiciones anteriores, pero esta véz splo usamps 10 wl de lisado
celular y 0.5 ug de b6H purificada. En este ensayo de expresidn
también incluimos las proteinas de 1la <c¢lona portadora del
plasmido phPLbGH. Este plasmido, lo caonstruimos en pKK233-2 para
probar si la sustitucidn de los primeros 72 pb del DNAc de bGH
por los correspondientes del DNAc de lactdgeno placentario (hPL3)
y el péptido sernal podria dar expresion de hormona hibrida. Esta
misma secuencia de DNA ya fué subclonada en el vector pAVEZ y se
obtuvo buena expresidn en células eucaridticas aes -

Despueés de separar las proteinas en un gel de
poliacrilamida—-8DS al 19% hasta salirse el colorante indicador,
las transferimos al filtro de nitrocelulosa, i1ncubamos con el
primer anticuerpo y después con el segundo. Finalmente revelamos
y aparecieron las bandas mostradas en la figura 19. Se puede
apreciar claramente la banda correspondiente a la hGH de BHX, gue
migré a la misma altura que la muestra de bGH purificada. Tambieéen
se aprecia una banda tenue en el testigo positivo sin inducir, lo
cual nos demuestra gue la represidn del promotor tac no es total.

En los carriles correspondientes a 10s pidsmidos construidos
en pKK233-2 no se observan bandas a esta altura.

An&ii1sis Se la seruszncia rnucigntidica del inz=2r%o de oEbBGH-S v =21
promotse ptoo.
Verificamos el intercambio de los primeros 71 pb

codificantes para la proteina madura por el DN&  sintético,
mediante una tecnica mas Ffina de caracterizacidén comoc es el
método enzimatico de andlisis de secusncias de DNA(=.,. Este
método nos permitio leer toda ia reqion del DNA  desde —-2351 pb
hasta 5S81 pb {el signo negative 1ndica 1la parte rio arriba o
anterior al primer codén de 1niciacion, ATE). E]l DNA desde —-231 a
+1 corresponde al promotor, de +1 a 71 es el DNA sintético vy lo
que sigue es DNA natural de bEH (ver estratecia general de
subclonacién en fago MI3 e figura 20). Los diferentes fragmentos
secuenc.acos se muestran en las figuras 21, 22 23, 264, 25, 26 vy
27 .=



FIGURA 19. "WESTERN BLOTTING" DE LDS EXTRACTOS CELULARES DE 105
EXPERIMENTOS DE EXPRESION DE HORMONAS DEL CRECIMIENTO. Usamas 0.1
U de Abs (10 ul) de cada muestra en cada carril. Colacamas 0.5 ugq
de bGH purificada en el ultimo carril del lado derecho; en el
peniltimo, 10 ul de marcador de PM Cuyos tamaros se indican en el
margen derecho. En el 1,3,5,7 y 9 corrimos 10 ul de extracto de
clonas pBHX, pKbGH-N, pKbGH-S, pKhGH22K y PKhPLDGH inducidos con
IPTG, respectivamente. Las muestras en el 2,4,5,8 y 10 son de las
mismas clonas, pero sin inducir.
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FIGURA 20. ESTRATESIA GENERAL DE SUBCLONACION DEL DNAc EN FAGD

M13Z, Digerimos el DNA con enzimas de restricciton que nos
generaran fragmentos de tamafo adecuado para secuenciacién. En la
mayoria de los casos, subclonamos en el fago MI3 mpl8 y cuando

la lectura no era clara, introdujimos en mpl9 para leer la cadena
complementaria.
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-124
taataggtcttgcceotecacgeggaactcgetgtg

cttaatacgtcactaaatgctggacgtgtecggtat
ggtgtcgaaggctaccgacggactgcggtcttget

accacgtggecacgtcagctact -2351.

A -

FIGURa 21l SECUENCTA MUCLEODTIDICA DE LA REGION DEL PROMOTOR Ptac
DE -251 a =-iZ4. En la figura A mostramos el gel de secuenciacidn
al & %, leyendo de abajo hacia arriba se avanza desde el
nucledtido -251 hasta el -124 del promotor. En B se muestra la
secuencia nucleotidica leida en el gel de 1la figura A. En este
fragmento no encontramos discrepancia con la misma regiodn
reportada originalmente.
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; s
gtaccagacaaaggXXacactttaacaat

aggcgagtattaaggtgtgtaatatgecteg
g(C)ctactaattaacagttgtcgagtaaa
tcttataaacggtcttggcaatactacagec

cgcgtttttt -123.

/

FIGURA 22Z2. SECUENCIA MUCLEDTIDICA DE LA REGION DEL PROMDTOR Ptac
ODE —-i23 A +4. En la figura A mostramos el gel de secuenciacién al
6 %, leyendo de abaijc hacia arriba se avanza desde el nucleétido
-123 hasta el +4 del promotor. En B se muestra la secuencia
nucleotidica leida en el gel de 1la figurs A. En este fragmento

encontramos 3 mutaciones (insercion de _ en -156 y delecion de (a

en —-13) al comparar dicha secuencia leida con la misma regién
reportada del gpromotor. tas deleciones las representamos con X
maydscula en negritas y la inmsercidén entre paréntesis en
mayuculasd y negritas.
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e 6 AT L

50
» —} B
=10
gaaacagaccatggctttcccaXctatgtc
THRiE TO g tctatctggtctattcgoctaac(Clgetgt
tcttegtgectcagictecttcatca +70
x —p

i -

FISURA 2ZZ. SECUENCIA NUCLEOTIDICA DE LA REGION S DEL DMAc DE bGH
—i0 A +70. En la figura A maostramos el gel de secuenciacion al &
%, leyenda de abajo hacia arriba se avanza desde el nucle6tido -
10 del promotor hasta el +70 del DNAc de bGH. En B se muestra la
secuencia nucieotidica leida en el gel de la figura A. En este
fragmento encontramos 3 mutaciones (deleci1é6n de una B, insercidn
de una C y delecidon de una A), respectivamente. Las deleciones
las representamos con X mayusculas en negritas y las inserciones
con maylUsculas y "egritas entre paréntesis.
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160
tggacccacaagacctacctcatagagac

agggaggcecctacatccacgcgagtttgag
,aaacttccacagtcgtcggtcgactacttc

tacgactcgtg &0

FIGURA 24. SECUENCIACION DEL DNAc DE hGH DESDE EL MUCLESTIDO 60 A
140. Este fragmento lo subclonamos en M13 mpl9 y separamos los
productos de la reecc:10n de secuenciacién en un gel al 6 %. No se
Observan mutaci1ones al comparar la secuencia con la esperada. En
A mOstramos la radiografia del gel de secuenciacién y en B 1la
secuencia abtenida.
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160
ccttctgecttectectgaaaccatoeceggee
cccacgggcaagaatgaggcccagcagaas

tcagacttaggagctgcttegocatctcactg

ctcctcatccagtcgtggctnggcccctg
cagttcctcagcagagtcttcaccaacage
ttggtgtttggecacctcggacecgtgtetat
gagaagctgaaggacctggaggaaggcatc

ctggccctgatgcgggagetggaagatggce
400

FIGURA Z5. SECUENCIA NUCLEDOTIDICA DESDE LAS FPOSICION 160 HASTA
400 DEL DNAc DE b&GH. Con esta construccién en M3  iogramos leer
aproximadamente Z40 pb un una sola direcci6n, encontrando una
ATLa

Ssustitucidn en la tercera posiciogn del coddén wil para dar lugar
i A

Li-, el cual codifica para el mismo aminodcido: leucina. En 1la
figura A gse muestra la radiggrafia del gel de secuenciacidén y en
B la secuencia obtenida. La sustitucion se rvepresenta en letra
grande y en negritas en posicidén 271.
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Loy o]

400

accccccgggactgggcagatectcaagca

gacctatgacaaatttgacacaaacatgeg

400 a 476
agtgacgacgcgctge 476

B s

FIGURA 2&6. SCCUENCIA NUCLEOTIDICA DESDE LA FPOSICIOM 40C HASTA LA
47&. Agui tampoco encontramos discrepancia en la secuencia leida
con la ya reportada. El la figura A representamos la radiografia
del gel de secuenciacién y en B la lectura en el orden gue se
indica con flechas.
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bégLRAL§?= SECUENCIA NUCLEDTIDICA DESDE 477 HASTA S57= DEL DNAc DE

el al BSymuessras de la reaccién enzimatica las separamos en un

Wectitua. & io QUE NOS permitié leer hasta la posicién 575 con
» MO encontramos Giferencias al comparar la secuencia

lei dg -
m; egon la reportada. En A mostramos el ia pelicula de rayos X
9 ¥ en B la lectura en la diveccién indicada.
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caagaactacggtctgctctcctgecttcce
- ggaaggacctgecataagacggagacgtace
tgagggtcatgaagtgcecgeccgotitecgggg

agggcagctgcgcattctagaagectt 575
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—-230 E
catcgactgcacggtgcaccaatgcttctggegtcatgcagccatcggaagectgtagtat

ggctgtacaggtcgtaaatcactgcataattecgtgtcgetcaaggegecactcecgttetg
gataatgttttttgcgcecgacatcataacggttectggecaaatattctgaaatgagctgtt

gacaattaatcatc(C)ggctcgtataatgtgtggaattgtgagcggataacaatttecac
Cal

() ()aggaaacagaccatggctttcccal)lctatgtctetatctagagtctattcgetaa(C

Jcgectgttcttegtagectcage () tecttcatcagectggectgetgacaccttocaaagagttt
gagcgcatacatceccggagggacagagatactcecateccagaacacccaggttgecttetg
cttectctgeaaccateccggececccacgggcaagaatgaggececcagecagaaatcagactt
ggagctgcttegecatctcactgctcctcatccagtegtggeTtgggececectgeagttect
cagcagagtcttcaccaacagcttggtagtttggcacctcgoaccgtigtctatgagaaget
gaaggacctggaggaaggcatcctggeccctgatgeogggagectggaagatggocaceccceg
ggctgggcagatcectcaagcagacctatgacaaatttgacacaaacatgecgcagtgacga
cgcgctgctcaagaactacggtctgctetcoctgectteceggaaggacctgecataagacgga

C.T
Gacgtacctgagggtcatgaagtgececgeccgettcggggaggeccagoctgecgecattctag

FIGURA 2ZB. RESUMERN DE LAS MUTACIONES SNCONTRADAE EN  EL DNA
SECUENCIADG. La figura muestra la secuencia correspondiente al
promotor vy el DNAc de bGH modificado. En la comparacién de las

secuencias encontramos discrepancia en sSeis pegsiciones. Las
deleciones las representamos con paréntesis, las inserciones las
marcamos en negritas entre pareéentesis y finalmente las
sustituciones en mayluiscul as y negritas. C.l.= codén de

iniciaciémn; C.T7.= coddn de terminacion. La parte correspondiente
al DNA sintético estd subravada.
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IV. DISCUSION

Durante el presente trabajo construimos una serie de
plésmidos de expresién con el fin de expresar en E. coli los
DNAcs de bGH y hBH. Cabe mencicnar gue ya existe el antecedente
de expresidén de estos ONAcs en celulas en cultivo en nuestro
laboratorit (an> . E1l primer plasmido que construimos (pKbGH~-N) con
el DNAc nativo de bGH nos permitidé detectar altos niveles de RNAmM
en el "Narthern", aunque no detectamos la proteina en los geles
de poliacrilamida y con anticuerpos.

En segundo plasmido (pKbBGH-S) sustituimos con el fragmento
de DNA sintético los primeros codones del DNAc con el fin de
expresar 0 mejorar la expresidn de este DNAcC.

También incorporamos el DNAc de hGH Z2K en este vector
pKK233—~-2 para estar en posibilidades de detectar bajos niveles de
la hormona por radioinmunoensayos.

En todos los plasmidos construidos,; se pudo apreciar un buen
nivel de transcripcién de RNAs aensajeros para las hormonas {en
el caso de hGH 1o niveles de RNAm fueron mas bajos). Estos
resul tados nos permitieraon afirmar que el proceso transcripcional
es eficiente vy que los ensayos de expresion los realizamos
adecuadamente, evidenciado esto dltimo el alto nivel de expresidn
del pldsmido usado como testigo positivo. También nos permitié
saber que nuestro método de extraccidén de RNAs bacterianos
funciona satisfactoriamente.

Uno de los Ffactores gque mas influyen para construir un buen
plasmido de expresidon es que el promotor sea regulable de manera
eficiente, esto es, gue el nivel madximo de represidn versus el
nivel mdximo de induccién difieran por mas de 1000 odrdenes de
magnitud =y . La regulacién del promotor de nuestros plasmidos
no es eficiente (como se puede apreciar en la figura 16), ya que
aunque la mancha corrvespaondiente al testigo negativa (sin
inducir) de los plasmidos pKbGH-N, pKhPLhGH22K y pBhHX es menor,
no deja de ser indicativo de que el promotor se sigue expresando.
Esta falta de regulacidn estricta del promotor puede ser debida a
Gue el plasmido por ser multicopia, de origen a mas copias del
operador lac de las gue pueden ser reguladas eficientemente por
las moléculas del represor (sa; -

Asimismo, la presencia de moleculas del tipo del inductor
IPTG como contaminantes de los medics de cultivo pusde causar que
el nivel de transcripcién basal sea muy alto en sistemas basados
en el promotor-operador triptéfano-lactosacese, .

Desde la construccidn de las primeras moléculas
recombinantes de DNA para producir proteinas en E. cagli, la causa
p{pcipal de la baja o nula expresidén de las proteinas ha sido de
tipo traduccional y podria ser quiza depido a factores tales como
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la presencia de codones no usuales en bacterias y las estructuras
secundarias del transcrito de RNAm que interfieren con el inicio
de la traduccidnieo>.« S8 ha descrito(is,=a,==, que dentro de 1la
secuencia de DNA de bGEH existen regiones nucleotidicas que
previenen su alto nivel de expresion en E. coli.

La determinacion de la secuencia nucleotidica de toda la
regién involucrada en 1la expresién de RNAms vy proteinas nos
permitié detectar dos mutaciones dentvo de la regidén promotora,
de las cuales una gueda fuera de la regifn consenso del promotor
y la otra entre la pgasicitén -35 y —10. De acuerdo al nivel de
transcripcidn detectado en nuestros exper imentos, estas
mutaciones no tienen efecto en la produccidén de mensajeros para
las hormonas; en cambio, las tres mutaciones puntuales dentro del
oligo (dos deleciones y una insarcidén) cambian la fase de lectura
para dar lugar probablemente a un producto aberrante. Al revisar
el corrimientoc de fase de lectura en la secuencia nucleoctidica no
encontramos la generacion de un codén de terminacidn prematuro
que dierva lugar a una proteina de tamanc menor.

Debido a las mutaciénes presentes en el DNA sintético usado,
esta opcién de expresidn de bGH queda abierta para ser explorada
con mas detalle, ya con un andlisis de secuencia de varios cligas
de los usados en el presente trabajo, se podria localizar uno o
md&s can la secuencia correcta y entonces proceder a clgnarlo en
uno de los pldsmidos construidos para este propdsito.
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CONCLUSIDONES ¥ FERSPECTIVAS

Como resultado del trabaijo desarrollado podemos concluir

Se producen niveles considerables RNAms para bGH (secuencia
natural y modificada) vy niveles bajos en los RNAms de hGH
22K.

Los RNAms producidos no son traducidos a proteinas en los
casos de los 0ONAcs clonados en pKK233-2, al menos a niveles
gue nos permitan su deteccién con las técnicas aguai
empleadas.

LLa maguinaria traduccianal funciona eficientemente en los
casos de los plasmidos usadog como testigos positivos, Pp270
y pBHX.

El promotor trc no es regulado ya que los niveles de RNAm en
tas glonas sin inducir sgn muy similares a los observados en
los experimentos donde se induia el promotor.

lLos ensayos de expresidén los llevamos a cabo correctamente,
como lo demuestra la buena expresion tanto a nivel de RNAm
como de proteinas obtenidas con los plasmidos usados como
testigos positivos.

L.a seruencia nucleaotidica desde el promotor hasta el extremo
37 del DNAc de bGH, presenta un total de seis mutaciones (
dos inserciones y cuatroc deleciones), de las cuales tres
estan localizadas dentro de la regidn del promgotor y las
otras tres en la regién del DNAc correspondiente al DNA
sintético.

Las mutaciones en el DNA sintético (dos deleciones y una
insercidén) podrian causar un corrimiento en la fase de
lectura de una base dando lugar a una proteina aberrante.
Montamos y estandarizamos la metodologia de secuenciacion de
DNA v  desarrollamos un métodn eficiente para la extracecién
de RNA bacteriano.

Como se menciono anterilormente las posibles causas de la

falta de expresion & nivel de proteinas nueden tener su origen en
problemas con:

1)

2)

3)

4)

La secuencia nuclieotidica de la regidén de unidn al ribosoma
(SD) .,

La distancia entre la secuencia de union al ribosoma y el
codén de inicio de la traduccion.

Las secuencias nucleotidicas rio arviba de la vregion de
unidn al ribosoma que afectan la eficiencia en la traduccidn
del RNAm.

Las secuencias 1nmediatamente rvieo arviba del codém de 1nicio
de la traduccidn, mismas que afectan profundamente la
eficiencia de traduccidén de los RNAms.

La composicion de los codones enseguida del AUG de inicio de
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la traduccién y sus efectos sobre la traduccién. (sas -

Dentroc de las estrategias implementadas en nuestro grupo
buscar resolver los bajos niveles de traduccidén se

encuentran los siguientes:

i)
ii)

iii)d

Producir bGH comc proteina de: fusién.

Clonar el DNAc de bGH enfrente del promotor F_ y a otra
regién de unién al ribosoma del fago lambda.

Determinar la secuencia nucleotidica de varias de las clonas
portadoras del DNA sintético que mandamos construivr para
este trabajo, con el fin de definir si las mutaciones
detectadas estan presentes desde su sintesis a surgieron
durante la clonacién. 8e sabe ahora gue es coman qgue
aproximadamente el 70% de los oligos sintéticos puedan
sufrir mutacioneg al momento de su sintesis (comunicacidn
personal del Dr. Daniel baty.
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Vi, AFPENDICE
presente trabajo, P63,

Pldsmidos involucrados en el
pGEM’ 3bGH, pDRhGH22K y pAVE2hGH20K ya eran parte de la genoteca
ds la ULIEG. Los otros plasmidos que se indican en las

estrategias de trabajo se genesraron para el cumplimiento de 10S

objetivos planteados.

PLASHDO pEENTDCH (3312 pb), NSERT(: T DEL DNAc DE bEH

PLASHDO pb3 (5163 ph), NGERTO: DNAc DE bGH

PLASHEDY) pEEMBEH (4421 pb), NSERTD: DNAC DE bGH
Patl, 754 ook a9 Patl, to9 Psti 1554 PLASHIDG pXKiRcel €2998 ph), S SO Puu 1
Pl 508 Pmul i

278 284 292
Neg I =) fRrd

L] ﬁacasnccmeri GCT CCA GCC ARG £17
"

ala ala ala lys leu
(SHUIS DE CLONACIOND)
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PLASHED pKKOLIGD (2812 pb), INSERT(: OLIGD SINTETICO PLASHDO pXISbEH (3306 pb), INGERTO: DNAc DE bSH MODIFICADD

£ I06 NeolS

Puupl,76 92

. Poul.76
e-mwmmammnmmnmw Neok.S |

PLASHIDO p20KbEH (5375 ph), INGERTO: DNAc hoH 20k-bH PLASHIDO phPLBEH (5007 pb), NSERTO: DNAC hPL-bEH
s-.m.a:am Lwatoes
neol, zmT::.-. c:u::.r hzz 5:0@.973 Mb:!/ 074 mvwwpmlu,aos petsgon = Pv-.:l.&?? m%

(713 pb)
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