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RESUMEN 

La hormona del crecimiento bovino (bGH) es un polipéptido de 
191 aminoáci dos, cuyo peso molecular es de 22,000 daltones. A 
esta proteína se le han encontrado una serie de propiedades 
ventajosas para la i ndustri a pecuari a. Las más importantes son su 
capaci dad para estimuíar la producción de leche, reduci r 1 os 
depósitos de grasa y aumentar la eficiencia de conversión 
alimenticia. 

En el presente trabajo llevamos a cabo la manipulación de 
los extremos del DNAc de bGH con enzimas de restricción para 
subclonarlo en un vector de expresión procar i ót i ca , modi-ficamos 
además e1 extremo 5 ? del mismo DNAc con DNA sintético con el fin 
de mejorar la expresión. Paralelamente construímos también un 
plásmido para expresión de hormona del crecimiento humano, para 
detectar por radioi nmunoensayo i ncluso nive les ba jos de 
expres i ón. 

En los ensayos de expresión para detectar los RNA mensajeros 
(RNAm) para ambas hormonas, pudimos apreciar una abundancia de 
éstos similar a la producida por el plásmido usado como testigo 
positivo. En el caso de hGH la cantidad de mensajeros detectados 
fué menor. No detectamos las hormonas en geles de poliacrilamida 
donde se resolvieron proteínas totales de las bacterias 
portadoras de los plásmidos de i nterés. Tampoco se detectó señal 
alguna usando la técnica de inmunoelectrotransferencia y 
radioi nmunoensayo (para el caso de hGH), lo anterior creemos se 
debe a problemas en la traducei ón de los RNAms. 

Para la realización de este trabajo montamos y 
estandar i zamos 1 a técnica para determi nac i ón de la secuenci a 
nucleot í dica por el método de Sanger y desarrollamos una técni ca 
para extracción de RNAs de bacter i as 



I. INTRODUCCION 

a). Breve introducción a la Ingeniería Genética 

La herramienta más poderosa del conjunto de las metodologías 
de la ingeniería genética, desarrolladas en la década de los 
setentas para el -análisis directo de genes eucarióti eos, 
consistió en la introducción de fragmentos específicos de DNA en 
vehículos moleculares y su propagación en bacterias: método 
conoci do como clonación molecular. Con la ayuda de estos 
vehículos moleculares es posible obtener grandes cantidades del 
gen eucariótico deseado o de su RNA mensajero (copiado a DNA por 
transcripción inversa), propagando en un medio de cultivo 
adecuado la bacteria portadora de la molécula recombi nante que lo 
contiene. Como vehículos moleculares se usan principalmente 
plásmidos bacterianos modificados en el laboratorio aunque 
también funei onan 1 os bacter iofagos, as i como hí br i dos entre 
estos dos tipos de elementos genéticos, llamados cósmidos<i>. 

La creación de moléculas de DNA recombinante fué posible 
gracias a que las endonucleasas o enzimas de restricción 
descubiertas a fi nales de los sesentas, 1 i beran extremos 
"pegajosos" cuando hacen sus cortes altamente específicos en el 
DNA. Al volverse a aparear los fragmentos liberados, por 
complementar i dad de bases, con los extremos "pegajosos" del mismo 
t i po < es dec i r 1 i berados por la misma enzima de restricción) pero 
del DNA del vehículo, se producen moléculas híbridas o recombi— 
nantes. Estas requieren de ser tratadas con la enzima DNA 1 igasa 
para unirlas cova1entemente. 

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 híbridos 
0 "qui meras" del vi rus SV40 que contenían genes de E. col i . 

Por otro lado, en el primer experimento de clonación molecu-
lar con plásmidos bacterianos, realizado en 1973 por los Doctores 
Herbert Boyer, Stanley Cohén y sus colaboradores, también de la 
Uni vers i dad de Cal i forni a, se construyeron hí br i dos de dos 
plásmi dos di ferentes <-*> . 

El éxito de estas manipulaciones abrió las puertas a la 
realización de nuevos experimentos con DNA, de todos tipos, 
aislados ya sea de microorganismos, plantas o animales para 
insertarlos en vehículos de clonación bacterianos. Estas 
construcciones permitirían investigar y manipular en detalle un 
gen y de jaban entrever pos i bles explotaciones comercia 1 es, como 
la producci ón de proteínas útil es en la medi ci na y la agro-
1 ndustr i a. 



b) Las hormonas del crecimiento,, 

1. Estructura 

Todos los miembros de la fami lia de las hormonas de 
crecimiento (GH) o somatotropi ñas son proteínas formadas por una 
cadena polipeptídica de alrededor de 190 aminoácidos, con dos o 
tres enlaces disulfuro internos y ámbos extremos libres. Estas 
proteínas son globulinas con un peso molecular aproximado de 
22,000 daltones. Las hormonas del crecimiento se expresan en la 
hipófisis anterior de los animales y actúan directamente o vía 
somatomediñas oara estimular el crecimiento somático postnatal. 
Las hormonas del crecimiento oertenecen a una familia de hormonas 
protéicas cuyos otros miembros son las prolactinas (PRL), también 
derivadas de la hipófisis, y el lactógeno placentario (PL) o 
somatomamotrop i na coriónica que se expresa en placenta" 1'. Los 
genes para estas hormonas surgieron por duplicación y divergencia 
de una secuencia génica ancestral, de aqui que exhiban similitud 
en su secuencia de nucleótidos e incluso en sus funciones , 
(tabla 1). 

Tabla 1 Porcentajes de similitud en las secuenc i as 
de diversas hormonas del crecimiento. 

s i mi 1 i tud C/.) 
hormona nucleóti dos ami noác i dos 

bGH-g6H 98. 8 99. 0 
bGH-rGH 83.9 83. 5 
rGH-gGH 84,3 83. 0 
bGH-cGH 76.3 77.0 
rGH—dGH 75.0 73.0 
hGH-gGH 77.3 66.0 
hGH-bGH 76. 5 65.0 
hGH-dGH 53.0 56.0 
dGH-sGH 40.0 32.0 
rGH-sGH 53.0 39.0 
hGH-sGH 50.0 ' 35.0 

hGH, hormona del crecimiento humano; bGH, hormona del 
crecimiento bovi no; gGH hormona de1 crecimiento de 
cabra; rGH, hormona del crecimiento de rata; cGH, 
hormona del Crecimiento de pollo; sGH, hormona del 
crecimiento de salmón; dGH, hormona del crecimiento 
de pato. 

Las hormonas del crecimiento son sintetizadas como un 
p recursor (p re-hormona) con un pép11 do se ña 1 de 22 a 27 res i dúos 
hidrofóbicos en su extremo amino terminal. La expresión del gen 



da lugar a una proteína de un tamaño de 22 Kd, pero en algunas 
especies como en el humano y el bovino se producen además 
variantes menores en longitud y menos abundantes, generalmente a 
través del uso de vías alternativas en la remoción de 
i ntrones <tb> . 

2. Función 

Los efectos de las hormonas del crecimiento pueden ser 
considerados a dos niveles: efectos en la proliferación celular y 
sí ntesis de proteínas y los efectos sobre factores metabó1 i eos. 
En algunos tej i dos se puede inducir pr imero la diferenciaci ón de 
células precursoras y después i ncrementar la producci ón de 
factores de crec i miento t i po i nsuli na en las células 
diferenciadas, resultando en un efecto mitogénico. Los efectos 
fisiológicos de las GH se manifiestan en lo siguiente: a) Efectos 
anabólicas, tales como asimilación de nitrógeno en animales en 
crecimiento o síntesis de leche en lactantes; b) metabolismo de 
carbohi dratos; c) metabolismo de 1í p i dos y d) crecimiento de 
cartílago y hueso ( 7>. En otras palabras, las GH son anabólicos 
generales. 

Las GH encuentran su principal aplicación en la medicina y 
en la industria pecuaria. Las hormonas del crecimiento se 
consideran especie-especí fi cas en su acción, aunque una hormona 
de una especie evolutivamente superior, por ejemplo la hormona 
del crecimiento humano, tiene efecto sobre el crecimiento de una 
espec i e i nfer ior, no siendo el caso a la inversaCs„«^>. 

3. Clonación 

El primer DNA complementario al RNAm (DNAc) de GH en ser 
sintetizado, determinada su secuencia y clonado molecularmente 
fué el de rata <rGH> < í o>• Fueron si nteti zados los DNAc a parti r 
de RNAm purificadD de extractos de células de hipófisis de rata 
en cultivo, en las cuales se enriquecieron los RNAm de rGH por 
efecto de hormonas tiroideas y glucocorticoides. Los DNAc 
si nteti zados fueron i nsertados en el vector pBR322 y usados para 
transformar E. col i. Posteriormente se seleccionaron las clonas 
portadoras de insertos de aproximadamente 800 pares de bases (10 
clonas) de las cuales cuatro resultaron positivas para el DNAc de 
rGH. 

También han si do clonados ya los DNAc codi ficantes para GH 
de or igen humano (hGH) de 22Kd por grupos i ndependientes en el 
mismo año <ii„is>. 

La hormona del crecimiento bovi no (bGH) fue clonada y 
expresada ei^ E. co1 i por primera vez por Mi 11er y cois. en 
1980 <i3>. A partir de hipófisis bovi ñas, se extrajeron 1 os RNAms 
y se si nteti zaron sus DNAc clonándose estos en pBR322 y 



trans-formando E. col i. Las clonas portadoras se identificaron por 
hibridación i_n s¿_tu, usando como sonda al DNAc de rGH marcado 
radiactivamente. 

Seeburg y colaboradores por su parte, reportaron en 1983 la 
clonación y expresión en E. co1 i de los DNAc codificantes para 
hormona del crecimiento bovino y porcino (bGH y pGH)«i A>. En 
éstos usaron DNA sintético para modificar el extremo 5' del DNAc 
de las hormonas. Lo anter ior con el fin de utilizar en lo posible 
codones más prefer i dos por E. col i en la formación de sus prop i os 
po1 ipépti dos, sin modificar la secuencia de aminoácidos, 
resultando en cepas sobreproductoras de ambas hormonas 
recombi nantes. 

Por otra parte, Souza y cois, en 1984 clonaron en E. col i el 
DNAc de la hormona de crecimiento de pollo. A partir de un banco 
de DNAcs de hipófisis de pollo, fueron detectadas 1 as el oñas 
portadoras de los DNAs de cGH mediante el uso de una sonda de hGH 
o bGH, dada la alta similitud existente entre las secuencias 
nucleotídi cas de estos DNAc<i S > . 

De la misma manera, C h e n y cois, en 1988 publicarón la 
clonación y expresión del DNAc de la hormona del crecimiento de 
pato (dGH)<iA> » usando como sonda rastreadora del banco de DNAcs 
al DNA de pGH marcado radi act i vamente. El pépt i do señal de esta 
hormona (27 ami noáci dos ) es 1igeramente mayor a los ya 
reportados para 1 as versiones humanas, bovi ñas, mur i ñas y 
porci ñas de esta hormona (26 ami noáci dos). 

En 1988, Yamano y cois. clonaron en E. col i el DNAc 
codificante para la hormona de crecimiento de cabra (gGH), usando 
como sonda el DNAc de bGH < ; por su parte, Wal1is y cois, en 
1 9 8 9 < x s , reportaron la clonación y expresión del DNAc de ovinos 
(oGH) en E. col i. 

Debido al valor económico que representa para la 
piscicultura el poder reducir los tiempos de cultivo de peces y 
con él lo los gastos que ésto implica, se iniciaron los traba jos 
dirigidos a clonar y expresar hormonas del crecimiento de peces. 
Sekine y cois. en 1985 sintetizaron, clonaron y expresaron en E. 
col i la primera hormona de crecimiento de peces, la de 
salmón 1 s o , 21 > • A ésta siguieron la de <3tún<=s¡>, carpa < 2 3>» 
trucha ( H 4 > y angui la <2!B> , entre ótras. 

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

Usualmente la expresión de altos nivels de bGH en E. col i 
requiere de un plásmido de expresión multicopia con un promotor 
fuerte y un sitio de unión al ribosoma eficiente. Existen algunas 
excepc i ones notabi es donde, a pesar del uso de tal es plásmi dos de 



expresión, se sintetizan muy bajos ni vels de bGH. Comunmente son 
dos las exp1 icaeiones para estos resultados, a saber : (1) la 
proteína es inestable en E. co1 i y es degradada rápidamente por 
proteasas, o <2) el transcri to de RNAm no es traduci do 
efi ci entemente. El pr imer problema es más severo con protei ñas de 
bajo peso molecular y -Frecuentemente puede ser resuelto creando 
poi iproteí ñas, proteínas de -Fusión o el uso de mutantes de E. 
col i de-Fi ci entes en proteasas. El segundo problema es más 
complejo y es la causa principal de la baja o nula expresión de 
bGH <3<£,> . A conti nuaci ón resumimos a lgunas de 1 as estrateg i as 
segui das para produci r bGH a partir de su clonación por Mi 11er y 
cois en 1980{1=s, . 

Ramabhadran y cois en 1985 <2v> expresaron bGH al clonar el 
gen de bGH en un derivado del virus SV40 y ponerlo bajo el 
control del promotor de metalotioneína (MT) y transfectar células 
CV-1 de mono. De igual manera, este DNA quimera de MT-bGH lo 
clonaron en un vector -Formado por el 6954 de -Fragmento 
trans-Formante de pap i loma vi rus bov i no ( BPV ) y transfectaron 
células C127 de ratón. En ambos sistemas obtuvieron 5 jug de 
bGH/10^ células/h. 

En el mismo año, Pasleau y cois <=»e> construyeron dos 
plásmidos para expresión de bGH en células GH 3 de rata. Estos 
i nvestigadores sube lonaron el gen de bGH frente a la región 
reguladora del gen i nmediato temprano del ci tomegalovi rus 
(CMVIE). Además, en otra construcción (pBGH-1) clonaron un 
fragmento de DNA de aproximadamente 1.5 kb, que i ncluye al LTR 
virus del sarcoma de Rous (RSV) fusionado al extremo 5' del gen 
de bGH. Esta última construcción no produjo más de 230 ng de 
bGH/ml de cultivo; en cambio, el DNA de CMVIE-bGH dió lugar a 75 
ng de bGH/ml a las 24 h y 760 ng/ml a las 72 h. Asi mismo en 
1995, dos grupos i ndependientes de i nvesti gadores <Leung y 
cois <2S>, ; Kopchick y cois ( 3 0> expresaron bGH, pero en este caso 
usaron células L de ratón deficientes en timidina cinasa <TK ) y 
adeni na fosforri bosi 1 trans-ferasa (APRT~) . Para él lo 
cotransfectaron con un p1ásmi do portador del gen quimera 
regulador del LTR de RSV fusionado al gen de bGH, además del 
plásmi do portador del gen vi ral de herpes TK y el gen APRT de 
hámster . El cul t i vo de la 1 í nea celular der i va da produjo 75 jug de 
b6H/5x10 a células/24 h. 

McGrane y cois en 1988 <3i> construyeron una serie de ratones 
transgénicos mediante la microi nyeccion de un segmenta de DNA 
conteniendo 460 pb de la región promotor—reguladora de 
fosfoenolpiruvato carbox icinasa, ligado al gen estructural de 
bGH. La concentración de bGH detectada en el suero de los 
animales transgénicos varió de 5 ng de bGH/ml a 2,300 ng de 
bGH/ml. El transgen solo se expresó en hígado y riñón. 

Como se puede apreciar en los ejemplos mencionados, la 
exprési ón de bGH se 1ogró sin grandes problemas al usar 1 a 



secuencia completa del gen en células en cultivo o en ratones 
transgéni eos. Estos sistemas son e-f icientes para un ensayo ráp i do 
de expresi ón que busque pr i nci pálmente corroborar la i denti dad 
del gen clonado y la act ivi dad biológica de la proteí na, pero no 
es eficiente para producir cantidades de importancia industrial 
de la proteína. Cuando la estructura de la proteí na no es muy 
compleja y no requiere de modi-ficaciones postraduccionales, la 
mejor opción es E. col i, con la que se pueden lograr altos 
niveles de producción de la hormona en procesos de -Fermentación a 
gran escala. A conti nuaci ón resumimos algunos de los traba jos en 
los que se ha usado a E. co1 i como huesped y la serie de 
manipulaciones requeridas en la secuencia de DNA para corregir el 
problema de la baja eficiencia en los niveles de traducción de 
los RNAm. 

En 1981, Keshet y cois construyeron un plásmido híbrido 
portador del gen para (3—lactamasa de pBR322 y el gen codificante 
para bGH. El gen híbrido se expresó en bacterias y el producto, 
una proteína de fusión se acumuló en el citoplasma, detectándose 
solo muy bajos niveles en el espacio periplasmico t.-ss>> • 

Seeburg y cois en 1983< 1 A >, clonaron el DNAc que codi fi ca 
para la proteí na madura de bGH en un p1ásmi do der ivado de pBR322 
portador del promotor triptófano. Para obtener un alto nivel de 
expresión de la proteína, aplicó la estrategia di señada por 
Goeddel y cois en la clonación del ONAc de hormona del 
crecimiento humano (hGH)<i S>. Esta metodología consistió en 
susti tuir los codones codificantes para los 22 ami noác i dos del 
extremo amino terminal por DNA sintético conteniendo los codones 
preferencialmente usados por E. col i en la síntesis de sus 
proteí ñas. Esta modi-Ficaci ó n, permitió a Seeburg y cois lograr 
una producción de 1.5 g de bGH/1 de cultivo bacteriano. 

Por su parte Schoner y cols en 1984 <33> reportaron la 
construcción de dos plásmidos para expresar bGH, en uno de los 
cuales usaron el promotor triptofano (trp) y en el otro el 
promotor de 1 i poproteí na <lpp) de E. col i. La expresión de bGH 
fué muy baja. Después obtuvieron niveles de expresión mayores al 
30'/. del total de 1 as proteí ñas celulares al i ntroducir los 
ú11 irnos ci neo codones que codi fi can para el pépt i do señal entre 
el ATG < codón de inicio de la traducei ón) y el codón que da lugar 
al primer aminoácido de la proteína madura. Esta construcción, 
aunque dió un alto nivel de expresi ón, alteró el extremo NH¿ 
termi na 1 de la proteí na. Para corregí ría, construyeron un sistema 
de dos cistrones al incorporar en el primero los codones que 
aumentan 1 a expresi ón de bGH y en el segundo la regi ón 
codificante para Met-bGH. 

George y cois en Í985< 3 4 > eliminaron los 111 pb de la región 
5' no traduci ble y la correspondiente al pépti do señal y 
colocaron un codón de inicio de la traducción (ATG) frente al 
extremo 5' del DNAc de bGH restante. Posteriormente, insertaron 



este -fragmento en un vector de expresión portador del promotor 
lacUV5. La producci ó n de bGH fué muy baja. Para mejorari a 
reemplazaron el promotor por el promotor tac y cambiaron 1 os 
primeros 22 codones con DNA sintético de acuerdo al protocolo 
seguido por Seeburg y c o l s ( l 4 ) . Con estos cambios lograron una 
producci ó n de bGH del 15'/. de total de protei ñas celulares. 

Siguiendo una estrategia diferente a la empleada por los 
investigadores anteriores, Buel 1 en 1987 <-sS> clonó el DNAc de bGH 
en dos sistemas de expresión portadores del promotor trp y P,_, 
respectivamente. Con estas construce iones, obtuv ieron 50 
moléculas de bGH/célula en la construcción que usó el promotor 
trp; en cambio, la que portaba el P,_ obtuvieron 1,000 moléculas 
de bGH/célula. Tratando de mejorar 1 a producción, insertaron los 
últimos cinco codones del péptido señal entre el ATG y el codón 
que da lugar al pr imer ami noáci do de bGH. Al 1 levar a cabo los 
ensayos detectaron 500 moléculas/célula en el caso del promotor 
trp, mientras que en Pi_ quedó i gua1. Consi derando que los codones 
que dan lugar a los primeros aminoácidos de la proteína son los 
causantes de la baja eficiencia de traducci ón (lo cual 
corroboraron después al producirla como proteína de fusión), 
deci dieron elimi nar varios de él los y analizar la expresi ón de 
bGH. Obtuvieron dos clonas con deleción de cuatro y nueve 
aminoácidos, respectivamente y las probaron en ambos promotores. 
Con Ptrp obtuvieron 8,000 moléculas de bGH/célula en la deleción 
de cuatro aminoácidos, en la deleción de nueve aminoácidos dió 
50,000 moléculas/célui a. Usando el promotor P u se produjeron 
1 . 5 x m o l é c u l a s de bGH/célula para la pr imera deleci ón 5 x 1 0 6 

moléculas/célula para la segunda deleción. De estas 
construcciones eligieron la combinación del promotor PL con la 
delee i ón de nueve ami noáci dos de 1 DNAc de bGH para probar 1 os 
niveles de expresión en diferentes cepas de E. col i. Usando la 
cepa MCI061, 1 a producción de bGh fué de 1.4x10 & moléculas/célula 
en la cepa H8101 se obtuv ieron 1.1x 10a moléculas/célula, y 
finalmente con la cepa PRT detectaron 1.5X10 a moléculas de 
bGH/célula. Posteríormente el grupo de Keith mejoró los sistemas 
de fermentac ion de 1 as bacter i as portadoras de este plásm i do y 
logró obtener una producción de bGH de 3.8 a 5.3 g de bGH/1 de 
cultivo < 3A> » 

En nuestro laboratorio, recientemente se sintetizó el DNA 
complementar io al RNA mensajero (DNAc al RNAm) que codi fi ca para 
bGH ,que incluye la región codificante para la proteína madura, 
parte de la correspondí ente al pépti do señal y una porción no 
traduci ble en el extremo 3' de Ì50 pb, clonándose en pBR322 para 
dar lugar al plásmido p63. También, como parte del trabajo 
anterior se subclonó la mayor parte del DNAc mencionado (Pstí-
Pst I) en el plásm i do pGEM3 dentro de la estrateg i a de 
secuenci ación, dando lugar al p1ásmi do pGEM3* bGH >. De manera 
similar, se ^ i nteti zaron y clonaron los DNAc correspondí entes a 
hormona del crecimiento humano hGH20Kd y 22Kd en pUC19, 
obteniendo los plásmidos pDRhGH20Kd y pDRhGH22Kd, 



respectivamente <3©,. También se subclonaron los DNAc anteriores 
en el vector de expresión eucariótica pAVE2<3<s>>í para generar los 
plásmidos pAVE2bGH, pAVE2hGH20K y pAVE2hGH22K para la expresión 
transitoria en células eucariotes en cultivo, 4 0 )• 

Como siguiente paso de nuestra línea de investigación sobre 
la bGH y de nuestro . i nterés de contr i bui r al desarrol lo de la 
biotecno.logí a anima 1 nacional, en el presente traba jo nos 
propusimos manipular el DNAc de la bGH con que ya contamos, para 
lograr su expresión en Escherichia col i. 

d) Objet i vos del traba jo 

Objetivos Generales: 

a) Contr i bui r al desarrollo de s istemas plasmídieos para 
expresión de hormonas del crecimiento recombinantes de 
interés médico y pecuario, por -Fermentación de bacterias 
reprogramadas por Ingeniería Genética. 

Objeti vos Parti culares: 

Para el cumplimiento del presente trabajo nos planteamos 
cinco objetivos experimentales, los cuales se describen a 
conti nuaci ón: 

a) Subclonar el DNAc nativo de bGH en un vector de expresión 
procari ótico. 

b) Modi-Ficar los extremos del DNAc de bGH con DNA s i ntéti co. 

c) Subclonar el DNAc de hGH en un vector de expresi ón 
procar i ót i co. 

d) Con-Firmar la secuencia nucleotí dica del DNAc de bGH 
subelonado una vez concluí das las mani pul aciones. 

e) Llevar a cabo ensayos de expresi ón para la detecci ón de los 
RNAms de bGH y hGH. 



II. MATERIALES Y METODOS 

a> Origen de los Reactivos: 

Las enz i mas de restr icci ón y modifi caci ón de ác i dos 
nuclei eos -Fueron obten i das de var i as casas comer c i ales: Bethesda 
Research Laboratories, New England Biolabs, Pharmacia, Boehringer 
Mannhei m y se utilizaron de acuerdo a 1 as condiciones 
especificadas por el proveedor. 

Para determinar la secuenc i a nucíeot í di ca del DNAc de bGH se 
utilizó el "Kit" Sequenase de la compañía Uni ted States 
Biochemical Corporation (USB). 

Los React i vos usados para preparar soluc iones, medios de 
culti vo y ge les fueron adqui r i dos de diversas casas comerciales: 
Si gma Chemi cal Company, Betheshda Research Laborator ies, MercK, 
Aldrich, IBI y Casa Rocas (Monterrey N.L.). 

El "Gene clean" lo obtuvimos de BiolOl. Los nucleóti dos 
radioactivos ^ P - d C T P (para los ensayos tipo Northern) y 3SS-ac-
dATP (para determi naci ó n de la secuenci a nucleot í di ca) fueron 
adquiridos de Amersham Internacional. 

b) Material Biológico: 

Tanto las cepas RRl, MC1061, W3110 y JM101 de E.coli. asi 
como los plásmi dos p63, pGEM3'bGH, pDRhGH20 y 22Kd, pAVE2bGH 
usados para el desarrolio de 1 presente trabajo fueron faci1 i tados 
por la Bacterioteca y Genoteca de nuestra Unidad de Laboratorios 
de Ingeniería y Expresión Genéticas (ULIEG). El plésmi do 'pKK233-2 
al igual que la cepa E.col i JM105 que forman parte del "kit" dB 
expresi ón, -Fueron adqui r i dos de Pharmacia. Los anti cuerpos de 
conejo contra bGH -Forman parte de los react i vos con que cuenta la 
ULIEG y los anticuerpos de chivo contra IgG de conejo, acoplados 
a fosfatasa a 1 cal i na fueron comprados a Si gma. La proteí na bGH 
puri-ficada (usada como testigo positivo) fué donada por la Dra. 
Angéli ca Salas del Inst i tuto de Investigaci ón Biomédica de la 
UNAM. Para la preparación del DNA de cadena senei 1la (ssDNA) para 
usarse en las reacciones de secuenci aci ón, ut i 1 izamos el fago M13 
mpl8 y mpl9 asi como E.col i cepa JM101 como hospedero. 

cj. Estrateoi a de traba jo desarrol 1 a da 

El DNA nativo de bGH tiene una extensión de 800 nuc que 
i ncluye 2 a regi ón 5* no codifi cante y la 3' no traduc i ble 
(Seeburg y cols. 1983 < 1 ) , y está f1anqueado por la enzima PstI 
(además de contener un sitio de reconocimiento interno para esta 



enzima de restricción), ver figura 1. El inicio de la región 
codificante para la proteina madura coincide con el sitio de 
reconocimiento para la enzima Haell y termina 10 nuc después del 
segundo sitio PvulI. Ademas, los siti os i nternos PstI? y Smal se 
encuentran localizados a distancias apropiadas para generar 
fragmentos adecuados para la determinación de la secuencia 
nucleotí dica. 

C.I 
S 

cágggtcctqtgQacagctcaccagcíA]W 
** H 

TTTCGCXXTGCTCTGiXTC^ 
Pv 

GCCTGTTTGCCAAOBCTGTGCTIXGGGCTCAGCACC^ 

GAGTTTGAGCGCACCTAD^TIXCGGAGGGACAGAGATAC^ 

CTGCTTCTCTGAAACraTIXCGGCXXCCACG^ 
P 

AGCTGCTTOBCATCTCACTGCTCCTCATCC^ 

GTCTTCACCAACAGCTTGGTGTTTG6C£^T 

GGAAGGCATCCTGGCCCTGATGCGGGAGCTGGAAGATGGCACXC^^^TGGGCAGATCXTCA 

AGCAGA(XTATGACm^TTTGAC^CAAACATGa5CA6TGACGAC^^ 

CTGCTCTCCTGCTTIXGGAAGGACCTGCATAAGACGSAGACGTA^ 
Pv C.T 

OCGCTTCGGGGAGGCCAGCTGCGCCTTCTAG'tt jccsqc c c x g 1 1 g111gcccct c ir.ce 3+. 

ccttccttgáccctgga&ggtgccftctccacigtcctí tcctft«taaaatgá-3Qase*tt3c 

FIGURA í. MAPA DE RESTRICCION DEL DNAc DE bGH NA"IV0. 
Ana 1 i zamos la secuencia de i DNAc tíe bGh con el programa "Pustell 
par a ubicar los sitios ae restricción que se muestran en la 
•figura. El sitio Haell, H se sncuenti s r 1 annie 0ndo ei extremo 5' 
co dificante para ia p *"ot e i na ma du i a, v PVü II. Fv se localizan a 
10 ob del ex tr erno 3". S. I. = sitio de inicio de i a traducción; 
C.T.= codon de terminación: P= PstI; S= Smal; inicia proteína 
a aura. 

Con este conoc i rn i ento ce la estructura del DNAc, nos 
propusimos und" estrategia general de trabajo que nos permitiera 
e<presar y detectar en cultivos de tscherichia coli ios RNAm que 



dan lugar a la hormona del crecimiento bovino y de ser posible 
1 levar a cabo ensayos de expresión de protei ñas en geles de 
poi iacri lami da (ver estrategia, figura 2) . 

DHAc DE bCH (S»ou»i>el* Hatlw* • ] DMffc DE hGH <8*cumci» H«tlw » • 
nSTEERSCTW CT-pra^RW I DE PROPAGACION 3 

DEL DNflc DE bGH CON OH« SINTETICO 
MANIPULACION V 8 ELECCION 
DE LAS REGIONES DESEADAS DEL DNflc DE bGH CON OH« SINTETICO 
MANIPULACION V 8 ELECCION 
DE LAS REGIONES DESEADAS 

ISUBCLOHACIOH EH pKN233-íl | 1 

ITRRNSFORMACIOH DE JC 
CULTIVO E IHDUCCION OEL I PROMOTOR HIBRIDO tro 

ANALISIS DE EXTRACTOS DE BACTERIAS PARA OETECCIOH DE LA HORMONA 
EXTRACCION DE RHRs TOTALES V DETECCION DE MENSAJEROS PARA l>CH V hCH 

ANALISIS DE EXTRACTOS DE BACTERIAS PARA OETECCIOH DE LA HORMONA 
EXTRACCION DE RHRs TOTALES V DETECCION DE MENSAJEROS PARA l>CH V hCH 

(DETERMINACION OC LA ¡ SECUENCIA HUCLEOTIDICA 

FISURA 2. ESTRATEGIA GENERAL PARA EXPRESION DEL DNAc DE bSH EN 
BACTERIAS. A partir de los DNAcs naturales de bGH y hGH 
construímos los plésmidos pKbGH-N, pKbGH-S y pKhPLhGH22K 
portadores del DNA nativo de bGH* ele SU QNA modificada y de hBHs 
Ensegui da, hic irnos exper imentos para analizar los RNAm expresados 
a part i r de estos DNAcs. También extraj irnos las proteí ñas para 
anal i zar la presencia de las hormona en las clonas construí das. 
Finalmente determinamos la secuencia nucleotídica del DNA de bGH-
S y del promotor trc. 

Vector de Expresión Procariótico pKK23^—2«.», > . 

El vector pKK233-2 permite la síntesis de proteínas 
heterólogas sin generar fusiones con otras secuencias peptídicas. 
Este plésm i do contiene el promotor trc además del operador lac, 
de aquí que la síntesis de proteínas heterólogas está reprimida 
en cepas productoras del represor lac, pero puede ser inducido en 
la presencia jJe isopropi1-R-D-tiogalactósi do (IPTG). 

El promotor trc es i dént i co al promotor tac, excepto que el 



espacio entre las secuencias concenso -10 y -35 es de 17 nuc, 
mientras que en el promotor tac es de 16<4.2> . Tanto la cepa JM105 
como W3110 de E. col i son productoras del represor lac, 
de aqui que pueda ser i nduci do el promotor trc en el momento 
deseado con la adición de IPT6 a una concentración -Final de 0.1 
mM. Esto conduce a la transcri pe ión del DNA colocado bajo la 
regulación del promotor. En -Frente de este promotor y a una 
distancia adecuada se localiza el sitio de unión al ribosoma, 
segui do por el sitio de clonación múltiple (SCM) para tres 
enzimas: Ncol (proporciona el codón ATG de inicio de la 
traduce i ó n) , Pst I y HindIIX. El SCM es segui do por un -Fragmento 
de DNA de 424 pb conténi endo termi nadores de la transcr i pei ón de 
origen ribosomal. 

Transformamos la cepa JM105 de E.co1 i con el DNA del vector 
pKK233-2 para propagarlo y guardar alícuotas en glicerol a -70 °C 
y en cajas de Petri. Posteriormente crec irnos di chas clonas y 
obtuvimos su-Ficiente plásmido para llevar a cabo una 
caracterizaci ón con enzimas de restricción que nos permitiera 
corroborar la identidad del plásmido recibido (figura 3). 

Estrategia de subclonación del DNAc nativo de bGH en el vector 
pKK233—2. 

Dado que el DNAc de bGH se encontraba incorporado en el 
plásmido pBR322 (con el nombre de p63) y no estaba f1anqueado por 
sitios de restricción adecuados para su i ntegrac i ó n en pKK233-2, 
decidimos reconstruir la secuencia que codifica para la hormona 
del crecimiento bovino en un plásmido intermediario portador de 
parte de la misma. Lo anterior con el fin de ganar un sitio 
Hindlll en el extremo 3* del DNAc que nos permitiera subclonarlo 
en el SCM del vector. Para él lo, primeramente digerimos 10 jig del 
plósmi do p63 con las enzimas EcoRI—Smal para 1 i berar un fragmento 
de 1240 pb el cual después de ser puri fi cado por uno de los 
métodos que se describen más adelante, lo ligamos al vector 
pur i fi cado pGEM3'bGH digeri do con 1 as mismas enz imas. Esta fusi ón 
vector-i nserto que 1 lamamos pGEMbGH, 1 a diger irnos con HaelI -
HindI11 para 1 i berar un fragmento de 725 pb portador de la 
secuencia para la proteína madura y la región 3' no traducible. 
Este -fragmento lo clonamos en 1 os si tios Pst I y HindIII del 
vector pKK233-2 para de esta manera ganar un codón ATG necesario 
para el inicio de la traducei ón del mensajero (fi gura 4). 
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FIGURA 3. CARACTERIZACION DEL VECTOR DE EXPRESION PROCARIOTICA 
PKK233-2. En A mostramos el mapa del vector con 1 os sitios de 
clonación múltiple (SCM) que permiten subclonar insertos en los 
sitios Ncol, PstI, HindIII. ' En B mostramos los -Fragmentos 
1 i berados de 1 as di gesti ones con EcoRI (1 i near iza), para li berar 
•Fragmentos de 278 pb (EcoRI+NcoI), de 284 pb (EcoRI+PstI) , de 292 
pb <EcoRI+HindIII), los de 2998 y 1595 pb (EcoRI+AccI) y los de 
2895+1698 pb al digerir con EcoRI+PvuII. Como marcadores, usamos 
•NA de pBR322 diger i do con AluI en el extremo izquierdo y DNA del 
bacteriófago "" lambda cortado con EcoRI+Hindl11 en el derecho, 
figura B. 
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FIGURA 4. ESTRATEGIA DE CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pKbGH-N 
PORTADOR DEL DNAc NATIVO DE bGH. Partimos de dos plásmidos 
previamente construidos que portaban la secuencia completa y la 
región 3* del DNAc de bGH, respectivamente. Los Fusionamos para 
ganar un sitio Hind III- Posteriormente, mediante la Formación de 
extremos romos (del vector y del inserto), Fué posible la 
ligación del DNAc de bGH en pKK233-2 

Ya que e1 extremo HaelI del inserto de bGH, y el sitio Pstl 
del vector no son compat i bles, deci di mos tratarlos con DNA 
polimerasa de T4, para Formar extremos romos y poderlos unir (ver 
figura 5). 

Alteración de los primeros 24 codones del DNAc de bGH: pKbGH-S. 

La expresión de hormonas animales en E.co1 i no siempre es 
ex i tosa y e n la mayor ía de los casos ha si do necesario realizar 
una serie de manipulaciones en las secuencias codificantes y no 
codificantes para la proteína madura, probar varios vectores de 
expresión, transformar varias cepas bacterianas con los 
p lásmi dos, etc. 



FIGURA 5. TRATAMIENTO ENZIMATICO DE EXTREMOS PstI EN pKK233~2 Y 
Haell EN EL DE DNAc de bGH PARA HACER POSIBLE SU UNION. La 
digestión del DNAc de bGH con Haell nos generó un extremo 3' 
saliente el cual no era compatible con el generado por PstI en 
pKK233-2. El tratamiento con DNA polimerasa de T4 dió lugar a la 
•formación de extremos romos capaces de ser unidos adyacentes al 
codón de iniciación (ATG) del vector. La ligación de estos 
extremos regeneró el codón codificante para alani na que es uno de 
los dos aminoácidos con los que inicia la hormona en forma 
natural en el 50 '/. de las moléculas de bGH naturales. 

La hormona de crecimiento bovino (bGH) ha sido reportada 
como una proteína dificil de expresar en E. col i , , . Es por 
eso que se ha optado entre otras estrategias, sustituir los 
p r i meros 70—72 nucí eó t i dos codi fica ntes para la protei na ma dur a 
por DNA sintético formado por los codones pref erenc i a lenente 
utilizados por E.coli en la síntesis de sus propias proteínas, lo 
anterior " s i n cambiar la secuencia de aminoácidos. Para llevar a 
cabo esta modificación, mandamos sintetizar un par de 
oligonucleótidos complementarios a Applied Biosystems con la 
secuencia y sitios de restricción que se describen en la figura 
6 . 



E N 
5' —aattrc 6 T bí^TTTCCCACCTATGTCTCTATCTGGTCTATTCXjCTAAC^ 
3' GG T 3 CCGAAAGGGTCGATACAGAGATAGACC^GATAAGQJ^ 

Pv X H 
CTCAGCATCTTCAT C ̂GC T 5CG0AT TC T AG a 3' 
GAGTCGTAGAAGTAbTCr-ALGCGTAAGATCttCGaa-5' 

FIGURA ó. DNA SINTETICO USADO EN LA MODIFICACION DEL EXTREMO 5' 
DEL DNíAc DE h6H. El apareamiento de los dos ol 1 gonucleóti dos de 
92 bases de extensión dio lugar a un DNA de doble cadena con 
extremos Ecoftl y HindIII, útiles para subclonarlo en el vector 
preparado oara este fin. También se generó un sitio Pvu.II 
necesario para fusionar el oligo al DNA nativo y sustituir los 
primeros 72 nucíeót i dos y se proporcionó un codón de terminación 
de la traducción (TAG) que permi tió eliminar los 150 pb de DNA no 
traducible en el extremo 3'. E= EcoRI; N= Ncol; Pv= PvuII; X= 
Xbal y H= HindIII. 

Estos oligcs que recibimos 1iofi 1 izados, los resuspendimos 
en agua ultrapura, los mezclamos con una relación molar 1:1 y los 
calentamos 5 min a 70 °C. Transcurrido este t iempo, 1 os ret i ramos 
y colocamos a 65°C, dejamos enfriar hasta 25 °C o menos. Hicimos 
alícuotas de 10 wl a una conc. de 520 ng/ul y guardamos en tubos 
eppendorf a -20 °C. 

Para la sustitución del DNA sintético en la secuencia 
natura 1 de bGH, primeramente preparamos un vector pKK233-2 a 1 
cual le eliminamos el sitio interno PvuII. Esto fué posible 
debido a que este sitio de restricción está f1anqueado por la 
enzima AccI, de aqui que al cortar con esta última enzima se 
1 i berara un fragmento de 1595 pb que i ncluía el mencionado sitio. 
Posteriormente ligamos los extremos Accl y obtuvimos el vector 
sin PvulI (pKKAAccI), lo di ger irnos con EcoRI-Hi ndl3I y 1 i gamos 
contra el DNA si ntét i co usando una reíac i on vector- i nserto de 
1:50. Pudimos identificar las clonas portadoras del oligo por la 
presencia de un sitio Pvul-I que había sido eliminado del vector. 
Este nuevo plásmi do a 1 que 1 lamamos pKKoligo, lo digerimos con 
PvuII,lo tratamos con fosfatasa alcalina para reducir las 
posibilidades de recircularización, y le agregamos DNA ligasa y 
el i nserto PvulI—pvulI (494 pb) proveniente de 1 p1ásmi do pKbGH-N 
construido i nicia 1 mente. Este fragmento portaba 494 de los 575 
nucí eót i tíos que forman el DNAc codi f i cante para la proteína 
madura. La cíona portadora del producto de 1 i gac i ón menc ionado, 
la identificamos por la presencia de sitios de restricción para 
Smal y PstI y por el aumento de tamaño del plásmido pKKoligo. 
Este nuevo plásmido, al que llamamos pKolibGH, porta la secuencia 
de DNA modificado que esperábamos, pero no tenía el promotor, ya 
que se eliminó éste en el fragmento Accl anterior. Para construir 



el plásmi do final de expresión solo fué necesar i o digerir con 
EcoRI+HindlII este últ i/no plásmi do, purifi car el fragmento de 859 
pb y subclonarlo en el vector pKbSH-N abierto con las mismas 
enz imas. Este p1ásmi do (pKbGH-S) es portador del DNAc modi-f icado 
de bGH en su extremo 5* y sin la región 3' no traduc i ble (ver 
estrategia en figura 7). 

E c o R I H i n d m FvuII. Kcol H indi 11 
Accli 

oiifonucleótidos 

' H i n d l I I 

H i n d l I I 

FIGURA 7. ESTRATEGIA GENERAL PARA LA CONSTRUCCION DEL PLASMIDO 
PORTADOR DEL DNAc MODIFICADO DE bGH. Preparamos un vector al cual 
se le eliminó el sitio PvulI, clonamos el oligo entre los sitios 
EcoRI y HindI11 y posteriormente incluímos el DNAc de bGH con 
enz ima Pvu II. De este plásmi do sin promotor, sacamos el i nserto 
portador de 1 DNAc modificado y lo ligamos al vector generado al 
digerir pKbGH-N con EcoRI+ HindlII. 

Est rateg i a de sube 1 onac i ó n del DNAc de hGH en el vector de 
expresión pKK233-2. 

Dado el caso de que la expresión de bGH -Fuera muy pobre, no 
estaríamos en condiciones de detectarla mediante electroforésis 
en gel e incluso por inmunoelectrotransferencia usando antisueros 
contra la hormona bGH, Dec i di mos pués sube lonar en el mismo 
vector pKK233-2 el DNAc que da lugar a la hormona de crecimiento 
humano (hGH 22K). Lo anter ior, debi do a que dentro de nuestra 
i nst i tución cuenta con el sistema de detecci ón de hGH con 
anticuerpos anti hormona del crecimiento humano para ser 



utilizados en el radioinmunoensayo, mismo que se practica 
rutinaViamente y que tiene un nivel de sensibilidad mucho mayor. 
Obtuvimos la mayor parte del DNAc codificante para la proteína 
madura de hGH (640 pb) del plásmido pDRhGH22K. Esta región esté 
flanqueada por las enzimas AatlI y Smal en el extremo 5' y 3', 
respectivamente. Para completar la región faltante en el 5' 
correspondiente al péptido señal y parte de la proteina madura, 
construímos el plásmido p20KbGH, originado por la unión del 
vector pKK233-2 (PstI-EcoRI), un inserto de pKbGH-N (Smal-EcoRI) 
y un segundo inserto de pAVE2hGH20K (Smal-PstI). Este plásmido 
(p20KbGH) cuenta con un DNA híbrido formado por el DNA 
codificante para el péptido señal de lactógeno placentario humano 
(HPL3), 1 os pr imeros nucleóti dos (hasta PvulI) codi fi cantes para 
la proteí na madura de hGH y un segmento desde PvulI a HindIXI de 
bGH. Al eliminarse la región en p20KbGH desde AatlI hasta HindIII 
y sust i tuirla por la correspondi ente del plásmido pDRhGH22K, 
generamos el plásmido portador de toda 3a secuencia codificante 
para hGH 22K y péptido señal [pKhGH22K1, (ver estrategia en 
fi gura 8) . 

FIGURA 8. ESTRATEGIA PARA LA SUBCL0NACI0N DEL DNAc DE hGH EN 
pKK233-2. La presencia de un sitio PstI al inicio y otro interno 
en el DNAc de hGH completo, no perm i ti ó la subelonaci ón di recta 
de un fragmento PstI-HindIII a partir del plásmido pAVE2hGH22K 
(fragmentari a el inserto). Esta fué la razón por la cual 
construímos el plásmido intermediario p20KbGH, usando parte de la 
secuencia de hPL3-hGH 20K (de pAVE2hGH20K), la cual no tiene PstI 
i nterno y además proporciona el pépti do señal. Ya con el plásmido 
intermedio estuvimos en condiciones de sustituir el inserto 
Aat11—Hi ndlI*T por el correspondiente de pDRhGH22K o pDRhGH20K. 



Estrategia seguida para los ensayos de expresión de los DNAcs de 
hGH y bGH en pKK233-2 

Cultivamos las tres clonas de E. coli (cepa W3110) 
portadoras de los plásmidos recombinantes y llevamos a cabo la 
inducción del promotor de acuerdo a la metodología detallada en 
la sección de métodos. Extrajimos y analizamos los RNAs para 
detección de mensajeros para bGH o hGH. De igua1 manera, se 
analizaron las proteínas por "Western blotting" y por RIA (caso 
de hGH). 

Independi entemente de que en todas las construcciones 
tomamos muy en cuenta que al unir los -fragmentos de DNA no se 
al te rara la -Fase de lectura de 1 DNA, deci dimos veri-ficar la 
secuencia nucleotídica del DNA clonado en uno de los plásmidos y 
del promotor. 

Con toda esta serie de experimentos de clonación, expresión 
a nivel de RNAm y de proteínas y el análisis de la secuencia 
nucleotídica, estuvimos en condiciones de determinar si el vector 
de expresión con las secuenc i as de DNAc generadas de 1 as 
manipulaciones del DNAc podían expresar eficientemente tanto los 
RNAm que dan lugar a las hormonas como la proteína misma. 

d) ' Métodos: 
Después de recibir el plásmido comercial pKK233-2 procedimos 

a transformar células E.coli, cepa RR1 para obtener suficiente 
DNA que nos permitiera confirmar su identidad. El procedimiento 
consistió en preparar primeramente células calcio competentes 
para que pudieran ser transformadas con el plásmido en cuestión 
de acuerdo al método descrito por Hanahan en 1983t^.n> y 
modificado por nosotros: 

Preparación de bacterias Calcio—competentes de E.col i -

Este tratamiento permeabi1 iza la pared de las bacterias para 
oermitir la entra da del DNA p1 asm i di co transformante mas 
eficí entemente. 

Reactivos y soluciones: 

a) Me di o LB (luria-Bertani ) : Tr i p tona al IV., Extracto de 
Levadura al 0.5'/. y NaCI al 17., pH 7.5. 

b; Clorura de Calcio 0.1 M, estéril y enfriado a 4 aC. 
c) Cajas con agar LB-Ampicilina: Triptona al IV., Extracto de 



„Levadura al 0.5'/., NaCl al 1'/., Agar al 1.5'/. y Ampicilina a 
100 wg/ml). 

Procedimiento: 

a) Preparac i ó nt 

1) A partir de un cultivo puro de E. co1 i cepa RR1, 
inoculamos 10 wl- (de las alícuotas 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 agitación vigorosa a 37 °C. 

2) Diluímos el inóculo 1:100 en un matráz con 50 mi de medio y 
dejamos crecer con agitación hasta alcanzar una densidad 
óptica de 0.35-0.4 a 600 nm. 

3) Una vez alcanzada esta D.0., colocamos el matraz en hielo 
por 10 min. Cosechamos las células al centrifugar a 3,000 
rpm por 5 min. 

4) Desechamos el sobrenadante y resuspendirnos la pastilla 
celular en 20 mi de cloruro de calcio frío. Incubamos 20 min 
en hielo. 

5) Centr i fugamos en las mismas condiciones del paso 3 y 
resuspendimos en 2 mi de CaCl 2. Dejamos 10-20 min en hielo y 
ut i 1 i zainos 200 ul para cada transformac i ón. 

b) Transformaci ón: 

1) Transferimos 100 ul de bacterias competentes recién 
preparadas a un tubo eppendorf frío que contenía el DNA 
transformante (no más de 50 ng). Incluyendo además: 
un tubo con 1 ng de DNA superenrrollado (pBR322) para usarse 
como testigo positivo y otro conteniendo solo 10 jul de H = 0 
estéril (negativo). 

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

3) Sacamos los tubos del hielo y los introdujimos 1.5 min en un 
baño mar i a a 42"C. Los colocamos a T.A. y agregamos 200 y 1 
de medio LB precalentado a 37 "C e incubamos a 37 ®C/20 min. 

4) Transferimos el contenido de los tubos por decantación en 
cajas de petr i con agar LB+ ant i bi ót i co y extendimos con asa 
de vidrio. 

5) Dejamos secar 10 min y después las invertimos e incubamos a 
37®C/15 hr. 

6) Fi nal mente, levantamos 1 as colonias y anal i zamos 1 a 
presencia del plásmido por la técnica de mi nipreparación 
(minipreps) que se describe a continuación. 



Mini,pi-c?fiaración de plásmidos por el método de lisie álcalina: 

El presente protocolo está basado en el método de Morelle 
descrito en 1989<^.55> y fué utilizado para recuperar los plásmidos 
de las clonas transformada y caracteri zar 1 os con enzimas de 
restr i cc ión. 

Reactivos y soluciones: 

a) Caldo LB suplementado con ampicilina (100 wg/ml). 
b) Solución de lisis: Glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8, EDTA 

10 mM y Lisozima a 4 mg/ml. 
c) Solución alcalina: NaDH 0.2 N y SDS al 1'/.. 
d) Acetato de amonio 7.5 M. 
e) Isopropanol 
f) Etaño 1 al 70'/. 
g) TE: Tris-HCl 10 mM pH 8 y EDTA 1 mM. 
h) RNAsa a 10 mg/ml. 

Procedimiento: 

1) Inoculamos cuatro clonas bacterianas provenientes de la 
transformación con el plásmido pKK233-2 en 4 mi de caldo LB-
Ampicilina a 37°C/16 hr con agitación vigorosa. 

2) En tubos de microcentrífuga cosechamos 3 mi de cultivo 
bacter i ano medi ante dos centr i Nugaciones sucesivas a 10,000 
rpm por 1 min y posteriormente resuspendimos las pastillas 
bacterianas en 200 ul de solución de lísis. 

3) Después de 5 min a T.A. agregamos 400 u1 de soluci ó n 
a 1ca1 i na reci entemente preparada, mezc1 amos por i nvers i ó n 
los tubos 3 a 6 veces y los colocamos en hielo por 5 min. 

4) Agregamos 300 ti 1 de acetato de amo ni o 7.5 M y m e z c l amos 
suavemente el conteni do 3 a 6 veces. Colocamos nuevamente en 
hielo por 10 min para permitir la precipitación de 
proteínas, RNA de alto peso molecular y DNA cromosómico. 

5) Centr i fugamos a 12,000 rpm/10 min y transfer irnos 1 os 
sobrenadantes a otros tubos de microcentrífuga. Agregamos 
500 ul de isopropanol, mezclamos y dejamos reposar por 10 
min a T.A. 

6) Precipitamos a 14,000 rpm por 10 min. Decantamos el 
sobrenadante y lavamos las pastillas de DNA con 800 ul de 
etanol al 70*/.. Secamos las pasti 1 las en el evaporador 
centrífugo al vacío <SAVANT)/10 min. 

7) Disolvimos las pasti1 las en 25 «1 de TE y les agregamos 1 ul 
de RNAsa (10 mg/ml). Colocamos los tubos a 37°C por 15 min y 
por último tomamos alícuotas de 1 «1 para analizar el perfil 
e 1 ectrof orét ico de los pl .ísmi dos obten i dos . 

Con el DNA obtenido en el procedimiento anterior, procedimos 
a caracterizar exhaustivamente el vector de clonación pKK233~2 
con enzimas que cortan en el sitio de clonación múltiple (Ncol, 



Pstl^ Hindi11>, así como en otras regiones del vector, (EcoRI 
,PvulI5 Accl). Los tamaños generados al 11evar a cabo las 
di gestiones -fueron los esperados para el plásmi do en cuest i ón 
< ver -f i gura 4) , de aquí que deci diéramos pur i-ficarlo a grán 
escala en gradiente de cloruro de cesio, junto con pGEM3* bGH y 
p63, los cuales también intervinieron en la generación del primer 
plásmido de expresión de bGH. 

Preparación de plásmidos a grán e s c a l a . 

Una vez confirmada la identidad de los plásmidos, procedimos 
a prepararlos a gran escala para obtener una mayor calidad y 
cantidad del plásmido. Este procedimiento involucra una 
ultracentri fugación a 45,000 rpm/24 a 36 h que permite separar el 
DNA pi asmi di co del genòmico y de los RNAs. 

Reactivos : 

a) Medio LB 
b) Solución Is Glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris HC1 25 mM, pH 

8.0. 
c) Solución II s NaOH 0.2 N, SDS al 17,, 
d) Solución de RNAsa: RNAsa a 10 mg/ml en Tris-HCl 50 mM, pH 

8 . 0 . 
e> TE 
f> • Acetato de amonio 7.5 M 
g) Isopropanol 
h) Etanol al 95V. 
i) Etanol al 70% 
j) Solución de lisozima: 10 mg/ml en TE. 
k) Isopropanol 
1) Fenol (saturado con Tris HC1 0.1 M pH 8.0; Hidroxiquinoleína 

al 0.1V. y B-mercaptoetanol al 0.2'/., según SambrooK y 
C O l S < uié, > . 

m) Sevag: Cloroformo alcohol isoamí1 ico 24:1 
n) Fenol-sevag (v/v) 
n) Ampici1 i na en polvo 
o) Cloruro de Cesio 
p) Bromuro de Etidio (10 mg/ml) 
q) Aceite mineral 
r) Butanol saturado con TE (Butaño1 en fase superior) 
s) Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) al 10'/. 
t) Proteinasa K (50 ug/ml) 
u) Acetato de sodio 3 M pH 5.5 

Procedimiento: 

i) Propagamos la clona de E.col i portadora del plásmido en 4 mi 
de medio LB mas ampicilina 37°C toda la noche. 



2) Pasamos 1 mi del precultivo en un matráz conteniendo 500 mi 
de LB más antibiótico y dejamos crecer a 37°C/16-20 h con 
agitación vi gorosa. 

3) Colectamos las células al centr i-fugar a 7,000 rpm/10 min a 
4 °C, decantamos el sobrenadante hasta e1imi nar completamente 
(ayudándose con una p i peta Pasteur conectada al vacio) y 
resuspendimos las células en 18 mi de solución I -Fría. 
Agregamos 2 mi de solución de 1isozima, mezclamos y dejamos 
a T.A./10 min. 

4) Agregamos 40 mi de solución II recién preparada, mezclamos 
ráp i da y genti 1mente por i nversi ón de vez en cuando y 
dejamos 5-10 min a T.A. 

5) Adicionamos 20 mi de solución III -fría (4®C), mezclando 
perfectamente por inversión y dejando 10 min a 4°C. 

6) Centr ifugamos a 7,000 rpm/10 min a 4°C. Filtramos el 
sobrenadante con la ayuda de una tela de nyIon con porosi dad 
fina sobre un embudo en una probeta de 100 mi para medir el 
vol Cimen < todo estér i 1 > . Pasamos el filtra do a un matráz 
Erlenmeyer de 250 mi. 

7) Agregamos 0.6 vol de isopropanol a T.A. y mezclamos bién. 
8) Centrifugamos a 8,000 rpm/10 min a T.A. 
9) Elimi namos el i sopropanol por decantac i ón y escurr irnos sobre 

serví 1letas. 
10) Resuspendimos la pastilla en 3 mi de TE (con la 

resuspensión, el vol aumenta ligeramente). Ajustamos el vol 
a 3.35 mi con agua ultrapura (miliQ) en tubo Palcon de 15 mi 
y corrirnos 1 u 1 en gel de agarosa 0.8'/. para corroborar su 

• cantidad y calidad. 
11) Agregamos 3.85 g de CsCl (vol fi na 1 = 4.25 mi), di solvimos 

muy bién y transfer irnos a tubo de 7 mi de ul tracentr í-fuga 
(rotor VTI65). 

12) En condiciones de baja lumi nosi dad añadimos 500 ul de 
bromuro de eti dio a 10 mg/mi a cada tubo, mezclamos bién y 
agregamos aceite mi ñera1 hasta 1 leñar el tubo. Balanceamos 
los tubos por pares agregando i ncluso TE cuando fué y 
sellamos con calor. 

13) Colocamos los tubos en el rotor y centr i -Fugamos a 45,000 
rpm/36 h/a 25°C. 

14 > Sacamos 1os tubos con mucho cu i dado ev i ta ndo a 1terar el 
gradiente y los llevamos al cuarto oscuro para observar la 
preseñei a de bandas con la lámpara de luz u.v. de 1ong i tud 
de onda larga. 

15) De no observarse separaci ón de bandas, Centr i fugamos otras 
24 h, y en caso afirmativo procedimos a clavar una aguja de 
jeringa en la parte sup.erior del tubo para evitar la 
formación de vacio en el siguiente paso. 

16) Clavamos otra jer i nga en la parte i nferi or de la segunda 
banda (plásmido) con el bisel hacia arriba y reti ramos toda 
la banda por succión. 

17) Qui tamos la aguja a la jeri nga y vaci amos el contení do en un 
tubo eppendorf de 1.5 mi. Practicamos 5 extracciones con 
butanof saturado con TE para eliminar el bromuro de et i dio 



de las muestras. 
18) Dial izamos contra 2 litros de TE/2 h. Agregamos RNAsa a una 

concentración final de 10 ug/ml (10 «1 en un vol de 1 mi) e 
incubamos a 65°C/30 min. 

19) Añadimos SDS a una concentrac i ón f i na 1 de 0.5"/., y 
Proteinasa K a una concentración final de 50 ug/ml. 
Cont i nuamos la i ncubaci ón a 65 °C por una h. 

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

21) Divi dimos la soluci ón de DNA en dos partes iguales y 
agregamos acetato de sodio 3 M a una concentrad ón fi nal de 
0.3 M (1/10 de vol). Agregamos 2.5 vol de etanol al 95-100'/., 
mezc1 amos e i ncubamos 1 h a -20 0 C. 

22) Centr i fugamos a 14,000 rpm/15 min y ti ramos el sobrenadante. 
Disolvimos la pastilla en un vol final de 400 m 1 de Acetato 
de sodio 0.3 M y agregamos l mi de etanol. 

23) Dejamos 1 h a -20°C y centrifugamos 15 min/14,000 rpm. 
Agregamos 1 mi de etanol al 70 */. , mezclamos y centrifugamos 
5 min/14,000 rpm. 

24) Eliminamos el etanol y secamos los tubos en el Savant/5 min. 
Disolvimos la pastilla en 200 «1 de TE y diluímos 2 y 1 en 1 
mi de agua (dil 1:500) para leer absorbancia a 260 y 280 
nm. Ajustamos la concentración a 1ug/u1 final. 

25) Corrimos una al ícuota de 200 ng en gel de agarosa 0.8- 1 V. 
para verificar integridad del DNA. 

tlectroelución de DNA de fragmentos de restricción. 

El que se describe a continuación es un método eficiente de 
electroseparaci ón de DNA a partir de un gel de agarosa o 
poliacri 1ami da. Fué publicado por Gobei y cois, en 1987,^XJ y su 
aplicación requiere de un di spos itivo (ver -Figura 9) ya 
comercial izado conocido como "elutrap" \Schleicher Schuell). 
Este método fué utilizado para recuperar los fragmentos de DNA 
usados en las diferents construcciones. Su aplicación mas 
eficiente la encontramos con fragmentes oequeños (menos de 500 
pb) o provementesae geles de pol aacr 11 am i da 

Reactivos, soluciones y materiales: 

a> TAE 1: Tris-acetato 0 
b) Fenol saturado, 
ci Sevag. 
d) Acetato oe amonio 7.5 
ej Etanol al 95V. v al 70 
f) Membranas BT1 
y > Membranas BT2 
hj TE. -

04 M pH 8.2 y EDTA 0.002 M. 

M. 
'/. fríos (a -20 5C). 



FIGURA 9. RECUPERACION DE FRAGMENTOS DE DNA MEDIANTE EL SISTEMA 
DE "ELUTRAP".Colocamos una membrana BT1 en el cátodo <-) y otra 
en el ánodo < +). De igua1 manera, colocamos otra intermedia (BT2) 
que solo permite el paso de DNA y retiene la agarosa o 
pol iacr i lami da. Introdujimos el -fragmento de agarosa portador del 
DNA lo más cercano a la membrana BT2 y agregamos el amortiguador 
de corrida. Corrimos la electroforésis y precipitamos el DNA para 
resuspenderlo en TE. 

Procedimiento: 

1 Colocamos una membrana BT1 en cada extremo de la cámara y 
una BT2 i ntermedia <1 a posici ón de esta membrana está dada 
por el vo 1 Limen en el que se quiera colectar el DNA eluído). 

2 Introdujimos el trozo de gel en el depósito mayor, formado 
por las membranas BTI y BT2. El trozo de gel debe quedar lo 
más cerca de la membrana BT2 (extremo +). 

3 Colocamos el dispositivo de electroelución orientado de 
negativo a positivo en la cámara de electro-forésis. 

4 Agregamos el amortiguador de corrida TAE IX tanto a la 
cámara de electroforésis, como al dispositivo de 
electroelución hasta un nivel que cubría el trozo de gel. 

5 Aplicamos 150 v por 2 h y al final de la corrida invertimos 
la polaridad y apiicamos,200 v por 20 seg para despegar el 
DNA de las membranas. Recuperamos la solución conteniendo el 
DNA con punti 1las de 200 ni y la colocamos en un tubo 
eppendorf. 

ó Hicimos dos extracciones fenó1 i cas y una con sevag. 
Agregamos medio volúmen de acetato de amonio 7,5 M y 2.5 
vol. de etanol al 95% frío. 

7 Colectamos el DNA por centrifugación a 15,000 rpm/15 min. 



Lavamos la pastilla con etanol al 70 */. y iresuspendimos en 20 
** «1 de agua ultrapura. 

8 Tomamos una al í cuota para analizar su per-Fi 1 e lectro-Forét i co 
y la cantidad del fragmento recuperada. 

NOTA; Para determinar los tiempos de corrida mínimos para 
recuperar un fragmento dado es conveniente tomar en cuenta los 
siguientes valores: * 

Tiempos de corrida 

tamaño del fragmento (en pb) tiempo (en hs) 
18 1 - 2 
564-2028-2322 2-3 
4371 3-4 
6557 4-5 

Extracción Fenó1ica. 

Como lo mencionamos anter iormente, e1 DNA obteni do de la 
electroeluc ión lo sometimos a una seri e de extracc iones fenó1 i cas 
para pur ificar los. El método uti 1 i zado está tomado de la técnica 
descrita por Sambrook y cois, en 1989<A<fa>. 

React ivos y soluciones: 

a) TE 
b) Fenol saturado 
c) Sevag 
d) Acetato de amonio 7.5 M 
e) Etanol al 95'/. 
f> Etanol al 70'/. 

Procedimientos 

1) Para una muestra de ONA de 100 ul» añadimos un volumen de 
fenol, mezclamos bién al vortex por al menos un minuto. 

2) Centr i fugamos a 10,000 rpm/3 mi n y recuperamos 1 a fase 
acuosa, repetimos la extracción pero ahora con un vol ú.men de 
sevag. 

3) Recuperamos el sobrenadante (fase acuosa) con una 
mi crop i peta y lo transfer irnos a otro tubo 1imp i o. Repetimos 
el procedimiento, pero ahora usando solo sevag (100 íu 1 > . 

4) Transfer irnos 1 a fase acuosa (superior) a otro tubo 1 i mp io, 
dejando un pequeña i nterfase para evitar colectar sevag 
junto con el DNA. Llevamos a cabo una precipitación con 
acetato de amonio y etanol de acuerdo a 1 protocolo que se 
descri be más adelante. 

5) ResuSpendi mos en 20 ul de TE. 



Precipitación de DNA con etanols 

Durante el curso del presente trabajo en muchas ocaciones 
•Fué necesar i o concentrar so luc iones de áci dos nuclei eos, cambi ar 
de amortiguador de reacción o simplemente elimi nar 1 as sales del 
DNA mediante precip i tacion con etanol. El que ut i 1 i zamos fué 
tomado de la técnica descrita por Wallace en ( 1 9 8 7 ) . 

Reactivas y soluciones: 

a) Acetato de sodio 3 M pH S.5. 
b) Etanol al 95'/. (frío). 
c) Etanol al 70'/. (frío). 
d) TE 

Procedimiento: 

1) Agregamos 2 y 1 de acetato de sodio 3 M a una solución de 20 
U.1 de DNA en un tubo Eppendorf y 55 ul de etanol al 95*/.. 

2) Mezclamos bién al vortex y mantuvimos a -20"C/10-20 mi n o a 
temperaturas i nfer iores. La mezcla formó escarcha. 

3) Centr i fugamos el DNA a máx ima velocidad por 10 min. Apareció 
una pastilla blancuzca de DNA en el fondo del tubo (en 
general, 1 as pasti 1las de 10 wg o más son visibles). 

5) Tiramos el sobrenadante y lavamos la pastilla con 500 ul de 
etanol al 70'Á (-20 °C> . Este paso ayuda a remover cualquier 
soluto atrapado en el precipitado y paredes del tubo. 

6) Preci pitamos la pasti lia al centri fugar 2-3 mi n a 12,000 rpm 
y retiramos el sobrenadante de la manera mencionada, secando 
los bordes del tubo con una servilleta. 

7) Secamos 1 a pasti lia de nucleót i dos al Savant por 5-8 min. 

Des-Fosforilación de los extremos Pvu II del vector pKKoligo: 

Durante la 1igaci ón de fragmentos la enz ima DNA 1 i gasa 
cataliza la -formaci ón del enlace fosfodiéster entre nucleóti dos 
adyacentes solo si en los extremos de las cadenas existe un grupo 
•fosfato en el 5' y un hidroxilo en el 3*. Por lo tanto cuando 
quer íamos evi tar que el vector se reci reulari zara lo tratamos con 
fosfatasa alcalina para eliminar los fosfatos de extremos 5' del 
DNA. De esta manera solo se ligaba el plásmido que incluía un 
inserto portador de fosfatos en sus extremos 5*. 

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

Reactivos y soluciones: 



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

b) Etanol al 70*/. 
c) Etanol al 95*/. 

d) T.E (10 mti de Tris-HCl, pH 8 y 0. 1 mM EDTA. 

Procedimiento: 
1) Digerimos 2.3 ug del vector y 1 os disolvimos en 30 ul de 

amortiguador T.E. Posteriormente los 1 levamos a un volúmen 
Ni nal de 100 ul al agregar 68.7 ul de agua y 2.3 ul de tris 
HC1 0.075 M, pH 8.8 (para tener una solución 10 mM Final). 

2) Agregamos 3.5 ul de Fosfatasa alcalina (1 U/ul > para 
extremos romos o 0.035 ul para extremos pegajosos e 
incubarrios 1 h a 50°C. Suspendimos la reacción al remover 1 a 
enzima CIAP mediante extracciones con Fenol y con Fenol-
sevag. 

3) Finalmente, precipita/nos el DNA agregando 3 volúmenes de 
etanol Frío <-20 y colocando a -70'C/IO min. 

4) Remov irnos el etanol al centr i fugar 5 min a 12,000 rpm. 
Lavamos el preci pi ta do con 300 ul de etanol al 70'/, y 
centrifugamos 5 min a 12,000 rpm. 

5) Secamos en savant 5 a 8 min y resuspendimos en TE. 

Formación de extremos romos usando DNA polimerasa de T4: 

Esta enzima fué usada para generar extremos romos tanto en 
el extremo HaelI del inserto de bGH como en el PstI del vector y 
de esa manera poder 1 levar a cabo la unión de extremos no 
compatibles en la construcción del plésmido de expresión pKbGH-N. 
Este reactivo fué usado de acuerdo a las indicaciones del 
proveedor Boehri nger Mannhei n. 

Reactivos y soluciones: 

a) dNTPs (buffer T4 lx con 50 mM de cada nucleótido). 
b) Buffer T4 lOx (330 mM tris-acetato a pH 7.9, 660 mM de 

acetato de potasio). 
c> TE 
d) Etanol al 95%. 
e) Etanol 70*/.. 
f) Acetato de amonio 7.5 M. 

Procedimientos 

1) En un tubo Eppendorf mezclamos lo siguientes 
Fragmento de DNA 1-2 ug 
Buffer T4 lOx 5 ul 
DNA polimerasa de T4 5-10 unidades 
Agua miliQ (llevar a) 50 ul 



2) I ncubamos a 37° C/20 m i n. Después agregamos 6 í¿1 de dNTPs. 
3) Incubamos a 37®C/40 min y detuvimos la reacción poniendo los 

tubos a 70°C/5 min. 
4) Precipitamos el DNA con etanol y resuspendimos en TE. 

Purificación de DNA, de fragmento de agarosa de bajo punto de 
fusión por el método de "Gene Clean" < 4^>. 

Cuando los fragmentos usados en las diversas construcciones 
tenían un tamaño superior a los 500 pb, usamos el método de Gene 
Clean para elui ríos ya que es muy rápi do y efi c iente. E1 
protocolo siguí do fué el recomendado por el proveedor "BIO 101 
I nc" . 

React ivos y soluci ones. 
a) loduro de Sodio saturado 
b) Solución de lavado: Etanol al 50'/., Tris HC1 20 mM pH 7.2, 

NaCl 0.2 M y EDTA 2 mM. 

Procedimiento: 

1) Preparamos un gel de agarosa de bajo punto de fusi ó n (LMP) 
al 1 '/.en TAE IX y dejamos que se enf r i ara hasta 50-60 
para agregar bromuro de etidio a una concentración final de 
0.5 ug/ml. 

2) Dejamos gelificar a T.A. y colocamos las muestras de DNA 
diger i do y con "jugo azul" 6X a una concentración fi nal IX. 
Jugo azul 6X: 

Azul de bromofenol 0.25 % 
Xilen cianol FF 0.25 '/. 
Glicerol en TE 30.00 % 

3) Seguimos la migración de los fragmentos de DNA con ayuda de 
una lámpara de luz u.v. de longitud de onda larga. Cuando se 
resol vieron 1 os fragmentos, cortamos la banda de gel con 
bisturí y la colocamos en un tubo eppendorf. 

4) Centr ifugamos 30 seg y medi mos el vol. (aprox imado) de la 
agarosa en el tubo. La eficiencia del método es mayor en 
volúmenes i guales o menores a 400 u1 y a concentrad ón de 
DNA de 5 ug o menores. 

5) Agregamos 2.5 vols de ioduro de sodio frío (Nal) y colocamos 
el tubo a 70°C hasta tota 1 di soluci ó n de la agarosa. 

6) Adi c i onamos 5 «1 de s í1 i ca gel fr ía por tubo y mezclamos el 
contenido en vortex 20 seg. 

7) Incubamos 5 min en hielo y centri fugamos 5 seg al máx imo. 
8) Reti ramos el sobrenadante y resuspendimos la pastilla en 300 

y 1 de solución de lavado fría. 
9) Centr ifugamos 5 seg al máx imo y repet i mos la operación dos 

veces más. 
10) Después del tercer 1 avado, resuspendimos la pastilla en 10 

iu 1 desagua mi 1 iQ e i ncubamos 2-3 mi n/50 °C. 



11) Gentr i-fugamos esta vez 30 segundos y recuperamos el 
sobrenadante. Resuspendimos la pastilla en 10 ul de agua y 
repetimos la operación. 

12) Juntamos ámbas alícuotas (20 ul totales) y corrimos el 
volumen necesario para ver el -Fragmento y calcular la 
concentración aproximada. Guardamos a -20 aC hasta su uso. 

Ensayos de expresión para las clonas de E.col i portadoras del 
DNAc de bGH y hGH. 

Una véz construí dos los diversos plásmi dos de expresi ón de 
bGH o hGH, 1 levamos a cabo los ensayos para inducir el promotor y 
analizar la pos i ble presencia de RNAm cod i -Ficante para 1 as 
hormonas y/o la hormona misma. El método segui do para i nducir el 
promotor asi como los p1ásmi dos testigos posi tivos de expres i ón 
de hGH, fueron amablemente proporcionados por el Dr Daniel Baty 
del Centre de Biochimié et de Biologie Moléculaire du C.N.R.S., 
Marse i lie, France. 

Reactivos, soluciones y plásmidos: 

a) Inductor (IPTG): Isopropil R-D-t iogalactós i do 100 mM en agua 
ultrapura. 

b) Medio de cultivo LB 
c) Amp i ci1 i na a 100 ug/ml (fi nal) 
d) Amortiguador de muestra: Tris HC1 50 mM pH 6.8, DTT 100 mM, 

SDS al 2'/., G1 i cero 1 al 10% y azul de bromofenol al 0.1"/.. 
e) Sales H 5X: Cpara 100 ml3: K 2HP0 A, 12.0 g; KH 2PCU, 5.0 g, 

<NHU>aS0„f 2.5 g. 
f) Medio H complementado Epara 100 ml3: Sales H 5X, 20 mi; H 2 0 

62 mi; MgSCU.7H =0 40 mM, 1 mi; Vitamina 81 1%, 10 ul; 
Glucosa 20'/., 10 mi; Casami noác i dos 20'/., 5 mi; Ampicilina 10 
mg/ml), 1 mi y FeSCU.7H =0 10 mM, 1 mi. 

g) Plásmi do de expresión BHX: portador del DNAc de hGH de 22Kd 
h) Plásmido de expresión p270: portador del DNAc de hGH de 

22Kd. 

Procedimientos 

1) Sembramos un inóculo de la cepa portadora del plásmido en 4 
mi de medio LB con el antibiótico (ampicilina al 100 ug/ml). 
y dejamos crecer con agitación toda la noche a 37°C. 

2) Al siguiente día, hicirnos una dilución 1:10 del i nóculo y 
leímos absorbancia a 600 nm. Diluimos las células a una 
dens i dad ópt i ca de 0.5 U Abs//ml en matraces con 20 mi de 
medio H. 

3) Dejamos crecer a 37°C con agitación vigorosa por 30 min y 
repartirnos los 20 mi de cada matréz en dos con 10 mi c/u 
(uno que serviría como testigo negativo sin inducir y el 
otro -ser ía i nduci do con IPTG). 



4) Agregamos IPTG (O. 1 mli de conc. f i nal ) a uno de los matraces 
de cada par en el exper imentó, y se dejaron crecer a 37®C/3 
h. 

5) Una vez transcurr i do este tiempo, tomamos 200 u1 de cult i vo 
de cada tubo y los 1 levamos a 2 mi con agua para leer 
a bsor ba nc i a a 600 nm. 

6) Tomamos 1 mi de cada muestra, se puso en un tubo eppendor-F y 
centrifugamos 2-Z min/10,000 rpm. Tiramos el sobrenadante y 
resuspendimos en el volumen adecuado de amortiguador de 
(nuestra para tener una concentración celular final de 0.01 U 
abs/ul. 

7) Centr i fugamos el resto de 1 as células 2-3 min/10,000 rpm y 
t i ramos el sobrenadante. Estas células se procesaron 
inmediatamente para extracción de RNAs. 

8) De 1 as - muestras para análisis de proteínas, corr irnos 
genera 1mente 10 ul para detección de bGH o hGH con 
anticuerpos y 40 ul para coloración con azul de Coomassie. 

Después de crecer las cepas portadoras de los plásmidos de 
expresión, extrajimos los RNAs por el método desarrollado por 
nosotros. 

Extracción de RNA de bacterias: 

Esta metodología que combina el uso de una solución de lísis 
con cambios bruscos de temperatura permite una lisis eficiente y 
rápida de las células. El pH ácido del fenol permite la 
separaei ón diferencial de los RNA en la fase acuosa mi entras que 
en la fase orgánica se retienen las proteínas. 

Reactivos y soluciones: 

a) Agua-DEPC: Solución de Díetil Pirocarbonato al 0.155 en 
agua ultrapura, incubamos al menos a 37°C/12 h 
ester ili zamos por autoclave. 

b) EDTA 0.5M 
c) Tris HC1 1M, pH 8.0 
d) SDS al 10% 
e) Tris HC1 50mM, pH 8.0 
f) Fenol Saturado (con Tris HC1 lOmM, pH 8.0, EDTA lmM, NaCl 

lOOmM o agua miliQ) 
g) Agarosa 
h) Azul de Bromofenol 
i) Nitrógeno Líquido o CO^ sólido 
j) Cloruro de Litio LiCl 4 M 
k) Etano 1 al 95'/. 
1) Etano 1 al 70'/. 
m) Citrato de Sodio 0.25M, pH 3.5 
n) Citrato de Sodio 0.025M, pH 3.5 



o) Urea 10 M 
p) Bromuro de Etidio a 10 mg/ml 
q) Amortiguador de Lísis Cpara 10 mi de cultivo]: 

950 ul Tris HC1 50 mM pH 8.0 
1.0 ul MgC12 4.9 M (2 mM final) 
1 mg de Lisozima en 50 ul de Tris HC1 50 mM pH 8.0 
(1 mg/ml fi nal) 
10 ul DNAsa de lug/ml (10 ug/ml final) 

NOTA: Todas aquellas soluciones que fué posible tratarlas- con 
DEPC se trataron directamente, las que no, se prepararon en agua 
previamente tratada con DEPC. 

P r oc e d i m i e nt o s 

1> A partir de un cultivo celular de 10 mi, centrifugamos a 
7,000 rpm/5 min para recuperar las células libres de medio 
de cultivo. 

2) Resuspendimos la pastilla celular en 950 ul de Tris HC1 50 
mM (al vortex), agregamos 1 ul de MgCl-., 50 ul de lisozima y 
10 ul de DNAsa. Mezclamos e incubamos 5 min en hielo. 

3) Congelamos por inmersión en nitrógeno líquido Co hielo seco 
con etanol3 y descongelamos la pastilla introduciendo los 
tubos en baño de 37"C. Repetirnos el ciclo dos veces más (se 
obtuvo un lisado claro). 

4) Agregamos 10 ul de SDS al 10'/. y 40 ul de EDTA 0.5 M y 
mezclamos al vortex. Pasamos el contenido de cada tubo 
(1,100 a 1,200 ul) a dos tubos Eppendorf (550 ul c/u) para 
llevar a cabo las extracciones fenólicas más rápida y 
eficientemente. 

5) Agregamos un volumen de fenol saturado y mezclamos al vortex 
por al menos 1 min (se obtiene una solución blancuzco 
lechosa). Centri fugamos a 10,000 rpm/2 min y recuperamos el 
sobrenadante en otro tubo. 

t¡) Repetimos las extracciones 3 veces más. Precipitamos los 
ácidos nucleicos con 1 volumen de isopropanol a cada tubo 
(mezclamos al vortex) y centrifugamos a fc, 500 rpm/7 min. 

7) Resuspendimos el precipitado e n l O O ul de agua DEF y 
agregamos un voiúmen de LiCl 4 M . Mezclamos al vortex (se 
formó una solución blancuzca) y centrifugamos a 14,000 rpm/5 
min. Resuspendimos en 100 ul ne agua DEPC y repetimos la 
o D e r" a c i or>. 

8) Resuspendimos la pastilla de RNAs er ! 00 ul de etanol 70'/. y 
centri fugamos a 12,000 rpm/5 min. 

9) Secamos los RNAs en el evaporador centrífugo (SAVANT) por 5 
min v resuspendimos en 200 ul de agua DEPC. 

10) Tomamos 2 ul de la solución de RNAs y la llevamos a 1 mi con 
agua destilada para medir concentración y pureza de los RNAs 
en el espectro-Fotómetro a 2^0 rm y 280 nm. Una relación 
260/2B& igual o mayor a 1.8 indica que la preparación es 
aceptablemente pura. 



•» A justamos la concentración de RNAs a 1 u g/w 1, tomando en 
cuenta las lecturas de absorbacia del espectro-Fotómetro y 
corr irnos un gel urea-áci do para visual i 2ar tanto 1 a concentrae i ón 
como la integridad de los RNAs obtenidos. Pudimos apreciar 
claramente la separación de las tres fracciones de RNA r i bosoma1 
bacteriano (23S, 16S y 5S). 

Separación de RNAs en gel de agarosa urea—ácido: 

Utilizamos el método descrito en su forma original por Rosen y 
col s. en 1975 < =r»> . Esta técni ca de sepa rae i ón de RNAs en 
condi ci ones desnatural i zantes nos permitió apreciar la calidad y 
cant i dad del RNA obtenido asi como sus tres frace iones 
r i bosomales bacterianas. 

Reactivos y soluciones:: 

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

Procedimiento: 
a), Preparación del gel de agarosa 1 .5'/. : 

1) ~ Pesamos 0.4 g de agarosa y los disolvimos en 7.8 mi de agua 
DEPC. Fundimos con calor y agregamos 15.6 mi de Urea 10 M, 
seguimos calentando hasta fundi r completamente la agarosa y 
dejamos enfriar a aproximadamente 65*C. 

2) Agregamos 2.6 mi de amorti guador ci tratos 0.25 M, pH 3.5 y 
vaci amos en los mol des verti cales de vidrio (14 x 18 cm). 
Dejamos gelificar a 4°C por al menos 4 horas (puede 
conservarse uno o dos días en estas condiciones). 

b) Preparación de la muestra: 

20.0 ul de RNA (1wg/ul) 
30.0 ul de Urea 10 M 
Q6.0 n 1 de Azul de Bromofenol al. 5*/. 

Total 56.0 jul. 

c) Electroforesis; 

1) Calentamos las muestras a 65°C por 
ráp i damente en hielo. Las apli camos 
corr i mos a 80 voltios hasta que 
partes del gel. 

2) El amortiguador de corri da empleado 

10 min y las colocamos 
a las casi 1 las del gel y 
el colorante migró 3/5 

fué citratos 0.025 M. 



Una vez terminada la corrida, pasamos el gel al recipiente 
con 200 mi de EtBr a lug/ml por 20 min y observamos la 
preseñei a de RNAs en el transiluminador de luz ultravioleta. 

Análisis de RNAs tipo "Northern",. 951 

Para realizar la detección de secuencias específicas en los 
RNAs aislados, los separamos electroforéticamente, transferimos a 
filtros de ni trocelulosa e hi br i damos con sonda radiactiva 
espec í fi ca (ver estrategi a general en la figura 10). 

Reactivos y soluciones: 

a) Agua DEPC 
b) Glioxal. Solución al 40'/. (6 M) 
c) Dimetilsulfóxido (DMSQ). 
d) Amort i guador fosfatos (NaH 2P0 4) preparado disolviendo 10.7 g 

de fosfato monobásico de sodio en el mínimo volumen de agua 
y ajustando el pH a 7.0 con ácido fosfórico y luego 
aforarando a 1 lt y esterilizando por autoclave. 

e) Agarosa al 1.2 '/• amortiguador fosfatos 10 mM. 
f) NaOH 50 mM. 
g ) Amor t i guador de muestra: G1i cero 1 50'/., azul de bromof enol a 1 

0.25%, Fosfato de sodio 10 mM pH 7.0 y xilen cianol al 
0.25'/.. 

h) Solución salina citratos SSC20X Preparada disolviendo 
175.3 g de NaCl y 88.2 g de Citrato de sodio en 800 mi de 
agua y luego ajustando el a pH 7.0 con NaOH 10 N para 
finalmente aforar a 1 lt con agua y esterilizar por 
autoclave. 

Procedimiento: 

I_ Electroforés i s de RNA desnatura lizado con glioxal. 

a) Preparación de la muestra: 

Ajustamos el volumen de la muestra (15 u1 de RNA de 1 ug/u1> 
a un volumen final de 4.2 u 1 en agua DEPC re-precipitando con 
acetato de amonio 7.5 M y etano1. Tratamos las muestras con 
glioxal de la manera siguiente: 

RNA 4.20 ul 
Sol. N a H 3 P 0 4 0.1 M, pH 7 1.95 ul 
DMS0 • 10.35 ul 
Glioxal 6 M 3.50 ul 
Volumen total 20.00 ul 

Cerramos y colocamos los tubos a 70°C/3 min. Los 
pasamos rápidamente a hielo y les agregamos 5 ul de 
amo r tj*gua dor de mués tr a 
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FIGURA 10. ESTRATEGIA PARA ANALISIS DE RNAm , "NORTHERN". Para 
analizar la expresión de RNA mensajeros de las hormonas, 
pri meramente separamos los RNAs en un gel de agarosa, 
transfer irnos a fi 1 tro de ni troceluíosa, prehibri damos, hi bri damos 
con la sonda de DNA de bGH marcada radiactivamente con 3 = P y 
fi nalmente expus irnos a peí¿cula de rayos X.. 

b> Gel hor i zonta 1 de agarosa 1.2 54 para transferencia: 

i) Preparamos un gel horizontal en solución de Pos-Patos 10 mü y 
con pei ne de dientes anchos y gruesos. Una vez geli ficado lo 
sumergimos en una cámara hor i zonta 1 con amort iguador 
fosfatos 10 mM y colocamos las muestras. Se aplicaron 5—6 
voltios/cm (aprox 80 voltios). 

i i) Ya que entraron las muestras al gel, conectamos un sistema 
de reci reulaci ón de amort i guador para mantener el pH >8.0. 
Permi timos que el azul de bromofenol migrara 4/5 partes del 
gel. 

i i i) Usamos una de las muestras de la orilla para cortaría y 
colorearla con bromuro de etidio para observar la apariencia 
del RNA separado en el gel glioxal, antes de la 
transferenc i a. 



11 Transferencia a filtro de nitrocelulosa: 

1) Primeramente desmontamos el sistema de electroforésis y 
colocamos el gel en una solución de NaOH 0.05 N/30 min, y 
después enjuagamos rápi damente en agua destilada y 
esterilizada en autoclave. 

2) Posteriormente, sumergimos el gel en una soluc i ón de 
SSC20X/20 min. C i neo min antes de terminar este per iodo, 
.recortamos y humedecimos en el agua anterior un trozo de 
papel de nitrocelulosa del tamaño del gel. 

3) Posteriormente, sumergimos el filtro, junto con dos trozos 
de papel filtro en solución SSC 20X/20 min. Se montó el 
sistema de transferencia de la manera siguiente: 
arriba: Objeto pesado (aprox 500-1000 gr) 

Vi drio plano. 
Columna de servilletas de aprox 10 cm 
2 trozos de papel filtro (del tamaño del gel) 
Trozo de nitrocelulosa 
Gel de agarosa (i nvert i do y con marca en una 
esqui na) 
Hoja de plástico o rayos X con una ventana del 
tamaño 1igeramente menor al gel 
Puente de papel fi 1 tro con extremos sumerg i dos en 
SSC20X 
Soporte de vidrio o acrílico. 

aba jo Reci piente con e1 amort iguador de transferencia 

4) Dejamos transferir por 15-18 hr, haciendo un cambio de 
serví 1letas a las 8 hr. Pasado este tiempo, desmontamos el 
filtro y el gel y teñimos este último en bromuro de eti di o 
para verificar la eficiencia de transferencia. 

5) Para hibridar la sonda radiactiva con el RNA uni do a la 
matriz de nitrocelulosa, primeramente tratamos y 
prehi br i damos el filtro de acuerdo a 1 siguí ente protocolo: 

III Prehibridación del filtro de ni trocelulosa 

1> Colocamos el filtro de nitrocelulosa en SSC6X por 5 min. 
Posteriormente, secamos entre dos servi1letas por 15 mi n y 
horneamos a 80*C/2 hr con vacio. 

2) Sacamos el filtro y lo introdujimos en Tris-HCl 20 mM pH 8.0 
a 65°C/20 min, seguí damente lo secamos sobre servi 1letas a 
T.A. e introdujimos enrro-llado en un tubo de vidrio con tapa 
de rosca. 

3) Agregamos la soluci ón de prehibridación e i ncubamos 8 h/25°C 
en 1 a i ncubadora de hi br i daci ó n modelo 310 de Robbins 
Sci ent i fi C. 



SOLUCION DE PREHIBRIDACION Conc. -Final 
2.500 mi de Formamida al 100'/. 50'/. 
1.025 mi de SSPE 20X 5X 
0.050 mi Denhart 100X IX 
0.025 mi SDS 20% 0.1% 
1.250 mi Agua DEP 
Volumen Final 5.0 mi 

Mientras se llevaba a cabo la prehibridación, 
procedimos a marcar la sonda de DNA con toe-"53?] dCTP de la 
manera siguiente: 

IV MARCAJE RADIACTIVO DE bGH POR EL METODO DE 
OLIGONUCLEOTIDOS AL AZAR. 

Uti 1 i zamos como sonda el Fragmento PvulI de 1 DNAc de bGH del 
plásmido pKbGH-N. Para reducir al máximo la posibilidad de 
contaminación del Fragmento de DNAc con vector al llevar a cabo 
1 a digestión y purificación del mi smo real i zamos dos 
puriFicaciones del Fragmento. 

1 ) Pr i meramente cortamos 10 ug de p1ásm i do pKbGH-N con 1 as 
enz imas EcoRI y HindIII y recuperamos el Fragmento de 1240 
pb. 

2) Posteriormente recortamos dicho Fragmento con PvuII y 
recuperamos el DNA de 494 pb. 

3) Ajustamos su concentración a 5 ng/ul y procedimos con la 
reacci ó n de marcaje utilizando el Kit de Amersham 
"Muíti pr i me DNA Labelling System RPN 16012", de la manera 
siguiente:" 

DNAc de bGH 5 ng/ul (ebullido 5 min) 10.00 ni (50 ng) 
dNTPs 10.00 u1 
cebador 5.00 u1 
Ca- 3 2P]dCTP, 10 mCi/yl 8.72 ul * 
Klenow 1 U/«l 1.50 «1 
Agua miliQ 15.28 u1 
Volumen final de la reacción 50.00 ul 

* La actividad de la marca hasta este día era de O.573 (casi 
una vida media), asi que fué necesario usar doble cantidad para 
obtener los uCi deseados. 

•incubamos 3 horas a T.A. . Durante ese tiempo preparamos una 
columna Sephadex G-50 para purificación de la sonda: 



V Eva lúaci óo del marca je de la sonda por absorció n a 
filtros DE-81: 

lo colocamos en un 
secar para después 

de cuentas tota les 

1) Después de marcar la sonda, aumentamos el volumen a 200 u1 
con el amortiguador NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, SDS 0.1*/. y 
Tris-HCl 50 mM pH 7.5. 

2) Tomamos 1 ul de la solución marcada, 
trozo de papel filtro DE-81 y dejamos 
colocarlo en un tubo Eppendorf de 1.5 mi 

3) Este microlitro dió una lectura directa 
de 2,105 en el contador modelo "BIOSCAN/QC-2000". De igual 
manera, tomamos dos a1 icuotas de l u í y 1 as co1ocamos en 
trozos de papel filtro <lcm x lem). 

4) Estos últimos fueron lavados 3 veces con solución de fosfato 
de sodio di bás i co (Na^HPO^) 0.5 M/5 min, una vez con agua 
ultrapura/1 min y finalmente dos veces con etanol al 95'/./l 
min. 

5) Dejamos secar al aire e introdujimos los trozos de papel en 
tubos Eppendorf para leer la radiactividad i ncorporada o 
reteñí da por la sonda (850 cpm). Con las lecturas 
anteriores, procedimos a evaluar la eficiencia del mareaje 
de la manera siguiente: 

'/. INCORPORACION 
Lectura promedio de los dos fiItros lavados 

Lectura de la muestra directa 

Sustituyendo valores: 

X 100 

850 com =« 40. 354 
2105 cpm 

MASA DE LA SONDA MARCADA 
¿tCi a na di dos x 13.2 x V. i ncorporaci ón + DNA de sonda 

Actividad del isótopo(Ci/mM) 

Sustituyendo valores: 

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

RADIACTIVIDAD INCORPORADA 
«Ci añadidos x 2.2x- 10 x V. incorporación 

Sust i tuyendo va lores: 
4 7 (50)(2.2 x 10 )(40.3) ss 4.4x 10 



ACTIVIDAD ESPECIFICA 
Ra di act i v i dad i ncorporada en la sonda x 30 cpm/ua 

Masa de la sonda marcada 

Sustituyendo valores: 

4.4 x 107 x <103 /60.0 == 7.3 x 10® 

q 
Este resu1tado está muy cercano al 10 que es una buena 

actividad especifica. 

VI Purificación de la sonda radiactiva 

Purificación en columna de Sephadex G-50: 

Preparamos una columna de filtración en gel de la siguiente 
manera: 
1) A una jeringa de 1 mi (usadas para i nsuli na) le colocamos 

fibra de vidrio siliconizada y seca en el fondo (aprox. 1 cm 
de al tura). 

2) La cargamos con una solución de sephadex G-50 y la colocamos 
en un tubo Falcon de 15 mi para centriFugar a 7,000 rpm/5 
min. Repetimos el proceso hasta que el gel llenó la jeringa 
a un cm del borde superior. 

3) Lavamos la columna dos veces con 300 jul de amortiguador de 
corrimiento (NaCl 150 mil, EDTA 10 mM, SDS al 0.1'/. y Tris-HCl 
50 mM pH 7.5) y centrifugamos a 6,000 rpm/5 min. 

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

5) Agregamos la sonda radiactiva (200 ul> y centrifugamos a 
6,000 rpm/10 min para colectar la solución marcada en el 
tubo Eppendorf i nferior. 

VI I Hibridación con sonda del DNAc de bGH. 

1) Calentamos la sonda a 100°C/5 min y agregamos 1/4 del 
volúmen total C50 til) a l a soluci ón de prehibr i dación e 
incubamos primeramente a 42°C/12 h y después al darnos 
cuenta que las condi ciones debían ser re lajadas, deci dimos 
incubar otras 6 hr a T.A. 

2) Recobramos la solución, de hibridación para reusarse y 
procedimos a lavar el filtro en condiciones relajadas (SSC 
0.5X, 0.1% SDS a T.A./30 min). 

3) Hicimos 4 lavados en estas condiciones y finalmente uno con 
SDS al 0.1%, secamos a T.A. sobre servilletas, envolvimos el 



-Filtro en plástico 
X. « 

4) De jamos exponiendo 
películas, la otra 

y lo expusimos a 

a -20'C/16 h y 
a las 50 h. 

dos películas de rayos 

revelamos una de las 

Gel de poliacri l amí da—SDS: 

Paf a separar las proteínas en los experimentos de expresión 
y llevar a cabo la detección de la hormona mediante tinción con 
azul de Coomassie, usarnos una combinación de los protocolos 
reportados oor Sambrook y cois, en 1989 < A A > y Towin y cois. en 

Reactivos y soluciones: 

a) Sol uci ón de poliacrilamida al 30'/.: Acrilamida al 29'/. y 
Bisacrilamida al 1% en agua. 

b) Lauril sul-Fato de sodio (SDS) : Solución al 10 % en agua. 
c) Amor t i gua dores Tris para preparación de las dos -Fases del 

gel (usar solo tris base): 
Tris-HCl 1.0 M pH 6.8 (-Fase superior o gel concentrador) . 
Tr i s-HC 1 1.5 M ph 8.8 (-Fase i n-Fer i or o gel de resol uci ó n) . 

d) N,N,N'.N' -tetrametilendiamino (TEMED). 
e) Persul-Fato de Amonio (PSA) : Al 10 '/. en agua. 
f> Amortiguador de Electroforésis Tris-glicina: Tris base 125 

mM, Glicina 1250 mM, SDS 0.5'/.. Ajustamos pH 8.3. 
g) Amortiguador para muestra: Tr i s-HCl 50 mM pH 6.8, B-

mercaptoetanol 5'/., SDS al 2'/., Azul de bromo-Fenol 0.1'/., y 
Glicerol al 10'/.. 

h) Solución de tinción de geles: H a 0 al 45*/.; Metanol al 45'/., 
Acido acético al 10"/. y Coomassie brillant blue R250 al 0.25 
'/... 

i) Solución de desteñido: Misma formulación que la de tinción 
pero sin Coomassie. 

j) Solución fijadora: Solución de desteñido pero con glicerol 
al 1'/.. 

k) Gel de poliacril ami da al 15"/. (25 mi ) : Agua, 5.7 mi; Sol uci ón 
de poliacrilamida al 30%, 12.5 mi; Tris HC1 1.5 M pH 8.8, de 
6.3 mi; SDS al ÍO'/., 0.25 mi; PSA al 10'/., 0.250 mi y TEMED, 
0.015 mi. 

1) Gel de piliacrilamida al 5'/. (8 mi) : Agua, 5.5 mi; Solución 
de pol iacr i 1 ami da al 30'/., 1.3 mi; Tris HC1 1.0 M pH 6.8, 1 
mi; SDS al 10'/., 0.080 mi; PSA al 10%, 0.080 mi y TEMED, 
-€».008 mi. 

Procedimiento: 

a) Preparación del gel y electroforésis. 



1) Ensamblamos el par de vidrios 14 cm x 18 cm y agregamos 25 
mi de solución de pol iacr i lami da al 15 V. (fase de 
resolución). Vaciamos una capa delgada de isopropanol en la 
parte superior para para evitar la inhibición que ejerce el 
ai re sobre la polimerizaci ón. 

2) Dejamos polimerizar y vaciamos los 8 mi de solución de 
pol iacri lami da al 5V. (Concentradora) . 

3) Colocamos el pei ne y dejamos polimeri zar a T.A. 
4) Cuando hubo polimerizado, retiramos el peine lentamente y 

montamos el gel en la cámara de electroforésis vertical. 
5) Llenamos tantb el depósi to superior como el i nfer ior de la 

cámara con amorti guador de corr i da IX. 
6) Ebul1 irnos 1 as muestras (0.4 uni dades de absorbancia a 600 

nm)2-3 mi n. Las apiicamos en el gel con jeri ngas Hamilton de 
10 y 50 ul. 

7) Corr i mos la electroforési s i ni c i almente a 60-80 voltios y ya 
que entraron las muestras al gel aumentamos a 150-200 
volti os hasta sa1 i r el azul de bromofenol en la parte 
i nfer ior. 

b) Tinción con azul de Coomassie 

1) Ret i ramos el gel de los vi dr ios y lo sumergimos en la 
solución colorante por 30-40 min (se obtienen mejores 
resultados dejando colorear toda la noche). 

b) Recuperamos la solución colorante y agregamos la de 
desteñí do. Un lavado rápi do y después cambiamos la solucí ón 
cuando estaba muy teñida (cada 1-2 horas) hasta eliminar el 
fondo azul. 

c) Secamos el gel a 80 °C con vacio. 

Inmunoelectrotransferencia <Western blott ing): 

Después de anal i zar 1 as prote í ñas de 1 os extractos celulares 
originados de los experimentos de expresión por el método de 
coloración con a2ul de Coomassie, decidimos aumentar la 
sensi bi1 i dad nuestros experimentos al usar anti cuerpos. Usamos 
una combi naci ó n del método de i nmunoelectrotransferencia 
reportado por Towi n y cois. en 1979 ( S S> y el de Sambrook y cois 
de 1989 t ^ y . Los componentes separados electroforéticamente son 
transferidos de un gel de poliacrilamida a un soporte sólido para 
seguidamente ser expuesto a reactivos que son específicos para 
secuencias de ami noácidos determi nadas (ver estrategia general en 
figura 11). 



TECNICA DE INMUN0ELECTR0TRAN5FERENCIA 

"LTULT 

Gel de 
Poliacrilamida 

Electrotronsf erencia 

Primer 

A A 
t • anticuerpo 

a nitroceiuloso. 

intígeno^ / A A A \ 
Y V 

Revelado 9 v 9 
segundo anticuerpo 

FIGURA 11. ESTRATEGIA SEGUIDA PARA PRACTICAR "WESTERN BLQTTING" A 
LOS EXTRACTOS CELULARES. Primeramente separamos las proteínas en 
un gel de poliacrilami da-SDS, transfer irnos a Piltro de 
ni troce 1ulosa, y detectamos la proteí na usando dos anti cuerpos. 

Reactivos y soluciones: 

a) Amorti guador de transferencia: G1 i ci na 39 mM, Tr i sma base 48 
mM, SDS al 0.037*/., Metanol al 20*/., ajuatar pH 8.3. 

b) Amortiguador Tris-salino (TBS): Tris 50 mM pH 7.4, NaCl 150 
mM. 

c) TBST: Tween-10 al 0.05'/. en TBS. 
d) Solución de bloqueo Leche Sveltex al 5*/. en TBST. 
e) Solución PA IX: Tris HC1 0.1 M oH 9.5, NaCl 0.1 M. 
f) Solución reveladora: 10 mi de PA IX, 1 m! de MgCls.óH^O 4.9 

M, 40 ul de NBT (nitro a2ul de tetrazolio al 50*/. en 
dimetilformamida), 40 u1 de BCIP (5-bromo-4—cloro-3-indoli 1 
fosfato al 50'/. en dimeti 1 formami da ) . 

g) Pr i mer Ant i cuerpo: Ant isuero de conejo contra bGH (di 1uc i ón 
1:1000 en 7BRT+ leche al 5'/.). 

h) Segundo Anticuerpo: Conjugado de antinmunog1obuli ñas de 
conejo acop1 ado a fosfatasa alcalina (dilución 1:1000 en 
TBST+5V. de leche). 



Procedimiento: 

1) Una vez corrido el gel de poliacrilamida-SDS, montamos el 
s istema de transferencia de prote í ñas, colocando en 
secuencia del cátodo(-) al ánodo(+) lo siguiente: 

(+) -Rejilla de plástico 
-Esponja humedecida 
-Papel -filtro recién humedeci do (2) 
—Filtro de nitrocelulosa humedecido previamente. 
—Gel humedecido en amortiguador de transferencia 
-Papel filtro húmedo (2) 
-Esponja 

(- > -Rejilla de plástico 

Después de colocar el filtro de ni trocelulosa ( humedec i do en 
soluc i ón tampón) sobre el gel, pasamos una pi peta rodando 
para eliminar burbujas. Usamos guantes para evitar el 
contacto del filtro de ni trocelulosa can los dedos. 

2) Colocamos el sistema en posición vertica1 en las ranuras de 
la cámara de transferencia (el lado correspondiente al gel 
debe quedar hacia el polo negativo (negro). 

3) Llenamos la cámara con amortiguador de transferencia (de 
preferencia frío) y apiicamos voltage a 100 v por 2-3 h. 

4) Desmontamos el filtro de nitrocelulosa y lo colocamos en 
solución de bloqueo (15-20 mi) con movimiento rotatorio 
lento al menos 30 min. Al mismo tiempo, colocamos el gel en 
azul de Coomassie para verificar transferencia de proteínas 
al filtro. 

5) Recuperamos la solución de bloqueo y agregamos el pr imer 
anticuerpo (que cubra el filtro). Incubamos con movimiento 
rotatorio lento por 6-12 h a T.A. 

6) Recuperamos la solución de anticuerpos y practicamos un 
lavado rápi do con 15-20 m1 de TBST y 3 más le ntos de 10 min. 
Incubamos con el segundo anti cuerpo (ant i-IgG de conejo 
acoplado a fosfatasa alcalina) 1 h a T.A. 

7) Otro lavado rápido con TBST y tres de 10 min. 
8) Dos lavados con solución P.A. IX de 10 min c/u. 
9) Cuando el filtro se encontraba en el segundo 1 avado, 

preparamos ÍO-I5 mi de solución reveladora y la agregamos 
después del último lavado. 

10) Observamos la aparición de bandas y suspendimos la reacción 
al introducir el filtro en agua destilada. 

Determinaci ón de la secuencia nucleotí dica del DNAc de bGH y el 
promotor ptrc. 

Ver ifi camos el i ntercambio de los extremos del DNA natura 1 
de bGH por DNA sintético recurr iendo a determi nar la secuencia 
nucleotídica del DNAc de bGH en su verificación final (en el 



plásmi do pKbGH-S) mediante el método enzimáti co desarrolla do por 
Sanger en 1977 < S A>. Determi nar la secuencia nucleotí dica 
requiere una serie de etapas como son las siguientes: a) 
Subclonación del inserta en el vector M13; b) trans-farmaci ón de 
células calcio competentes <JM101); c> análisis de la forma 
replicante de fagos recombinantes en las clonas; d) obtención del 
DNA de cadena sencilla de fagos recombinantes; e) reacción 
enzimàtica de secuenciauión; f) preparación y corrimiento del gel 
de secuencia; g) secado y exposición de este a película de rayos 
X para la autoradiografía. 

a) Calcio competentes de E.cali 
M13. 

JM101 y transformación con fago 

Esta cepa de E.col i es hueped para la serie de fagos M13. ya 
que debi do a su genotipo (lac-proB) F'traD36proAB+lacIqZM145 tiene 
la capacidad de complementar al operon lac del fago M13 y 
producir la enzima (3-ga 1 actos i dasa. Esta enzima es expresada por 
la i nduccion de 1 promotor lac con la adición de I P T G y su 
act ivi dad es moni tor i ada por rompimiento enz iméti co del compuesto 
incoloro 5-bromo-4-cloro-3-indolil-{3-D-galactósido (X-Gal), para 
formar galactosa y un compuesto azul oscuro. La i nfecci ón del 
fago se lleva acabo a través del pili de la bacteria. 

a) 

b) 

c) 

d) 
e) 
f ) g) 

1 ) 

2 ) 

React ivos y soluci ones 

2YT : 
g/1. 
B: 

Tri ptona, 

Tri ptona, 

B: Tr i ptona, 

16 g/1; Extracto de levadura, 

10 g/1; NaCl, 8 g/1; Agar, 6 

10 g/1; NaCl, 8 g/1; Agar, 15 

Tubos con caldo 
10 g/1; NaCl, 5 
Tubos con medio 
g/1. 
Cajas con medio 
g/1. 
Cloruro de calcio 0.05 M (frío). 
X-Gal 20 mg/ml (en dimeti 1formamida) 
IPTG 100 mM en agua. 
Medio mínimo (para 100 mi lOx): K^HPCU, 10.5 g; KH^PO*, 4.5 
g; (NH4.)=>S0^, 1 g; Citrato de sodio 2H 30, 0.5 g. Llevar a 
88.5 mi con agua y esterilizar. Agregar por separado: 1 mi 
MgSCU.7H 30 al 20 '/.; 10 mi de Glucosa al 20 % y 0.5 mi de 
solución Tiamina al 1'/. y 10 mi de solución de Glucosa al 
20V.. 

Procedimiento: 

A) Calcio competentes 

en una caja con medio mínimo e Sembramos E.col i (JM101) 
incubamos a 37°C/12-14 h. 
Levantamos una colonia e i noculamos un tubo 
mi de medi o 2YT. De j amos crecer a 37°C/12 
v i garosa. 

de ensaye con 4 
h con ag i taci ón 



3) Inoculamos un matraz conteniendo 50 mi de 2YT con una 
di 1uci ó n 1:100 de culti vo de célu1 as del tubo de ensaye y 
permitimos crecimiento hasta una densidad óptica <a 600 nm) 
de 0.30 -0.35 (1 a 1.5 h). 

4) Colocamos el matráz con células 10 minutos en hielo. 
Sembramos una dilución 1:100 en un tubo con 4ml de 2YT para 
uso posterior y vaciamos el resto en un tubo Falcon -Frío de 
50 mi. 

5) Centrifugamos a 5,000 rpm/5 min y decantamos el sobrenadante 
(todo en hielo y frente ai mechero). 

6) Resuspendimos la pasti1 la en 20 mi de cloruro de calcio 50 
mM e i ncubamos 20 min en hielo. Repet irnos paso 5 y 
resuspendimos en 2 mi de CaC12 0.050 M. 

7) Dejamos en hielo 10 a 20 min y transformamos usando 200 ul 
de células (se ha observado muy buena ef i cienci a aún a las 
24 h, al conservar 1 as células en una charol a con hielo y 
guardada en el refrigerador). 

B) Transformación de JM10Í con Fago Mi3 

1) Colocamos en diferentes tubos nuevos, fr ios y estériles lo 
si gui ente: 

del producto de 1 i gaci ón 
del producto de ligación 
de M13 superenrro 11 ado (test igo pos i t ivo) 
de MI 3 lineal (test igo negat ivo) 

2) Agregamos 200 «1 de bacterias calcio competentes a cada tubo 
y mezclamos suavemente. Incubamos 30-40 min en hielo, 
mezclando cada 10 minutos. 

3) Diez o quince min antes de terminar la incubación, fundimos 
el medio B suave de los tubos y los mantuvimos a 47°C en 
baño María. Al mismo tiempo colocamos las cajas con medio B 
a 47°C en la i ncubadora. 

4) Una vez terminado el período de incubación del paso 2, 
colocamos 1 os tubos con células + DNAs en un bañó a 42°C/2 
min y los retí ramos poniendo 1 os en una gradilla a T.A. 

5) Agregamos a cada tubo lo siguiente: 
a) 100 u 1 de bacterias no competentes de jadas creciendo en 

el paso A-4 anterior. 
b) 50 ul de X-Gal a 20 mg/ml 
c) 10 u1 de IPTG de una concentrae i ó n 100 mM. 
d) 4 ul de tiamina de la solución al 1'/.. 

6) Mezclamos suavemente y vaciamos el contenido en un tubo con 
4 mi de agar suave fundi do y conservado a 47®C. Mezclamos 2 
o 3 veces por inversión. 

7) Vaciamos el contenido inmediatamente en una caja con medio B 
recién sacada de la estufa. Distr i buímos homogéneamente e1 
agar con células transformadas con movimiento circular sobre 
la mesa. 

8) Dejamos solidificar a T.A. (10-15 min) e incubamos las cajas 
invertidas a 37°C/6-8 h. Observamos la aparición de colonias 

- 1 ul 
- 5 ul 
- 1 ng 
- 1 ng 
200 ul 



azules en el testigo positivo (M13 superenrrollado), 
ausencia en el negativo y transparentes y azules en las 
ligaciones. Tomamos en cuenta lo siguiente: 

1 ng de moléculas de MI3 superenrrol lado produce 
1000 transformantes, moléculas 1 i neai zadas 
transforman con una eficiencia cercana al 0'/. y 
moléculas ligadas, con una eficiencia aproximada 
del 50 "/. (según instructivo de la compañía 
Pharmacia P-L Biochemica1s). 

b) Análisis de DNA de clonas fágicas recombinantes: 

Después de llevar a cabo la transformación de bacterias e 
incubado a 37®C, pudimos apreciar la parición de colonias opacas 
desde las 4 h, tanto en el testigo positivo como en la ligación. 
A las 6-8 h las cajas correspondientes al positivo ya tenían una 
apariencia azúl y en las ligaciones la mayoría eran opacas 
(posibles recombinantes) y una pocas azules (vector 
recircu lar izado). Las recombinantes portadoras del o los 
fragmentos de DNA 1 as creci mos y carácter i zamos para despues 
proceder secuenciar1 as. 

Material y soluciones: 

a) Tubos con 4 mi de cal do 2YT 
b) Pal i 11 os de madera (de di entes) estér i les 

Procedimiento: 

1) Crecimos JM101 toda la noche en tubo con caldo 2YT. 
2) Al otro día, inoculamos nuevos tubos de 2YT con una dilución 

1:100 del inóculo anterior y permitimos crecer 30 min. a 
370 C con agitación. 

3) Picamos con un palillo una colonia y lo arrojamos en un tubo 
con el cul11vo fresco de bacteri as. Dejamos crecer a 37"C/5 
a 8 h con agitación vigorosa. 

4) Empasti 11 amos 3 mi de cultivo mediante dos centrifugaciones 
sucesivas de 1.5 mi (a 10,000 rpm/2 o 3 min). 

5) Recuperamos 200-300 ul del sobrenadante con puntilia estéri1 
y lo colocamos en un tubo Eppendorf estér i 1 (conservamos el 
tubo con el sobrenadante a 4°C). Desechamos el resto del 
sobrenadante y practicamos minipreparación de plásmidos al 
paquete bacter i ano como se describió anteriormente. 

5) Caracteriza/nos con las enzimas de restricción más 
ilustrativas para para cada caso y selecc i oramos la el ona 
respectiva. 

c) Obtención del DNA de cadena sencilla del -i-ago M13. 

Es escencial que el DNA de cadena sencilla sea de buena 



calidad para la obtención de exelentes resultados en la 
secuenci ación. Existen varios métodos reportados para pur i fi car 
DNA de cadena senei 11 a a parti r de vectores M13 e híbri dos 
plásmi do—Fago. El siguiente método nos -funcionó muy bién en el 
presente trabajo: 

Reactivos y soluciones: 

a) Matraces con cal do 2YT 
b) Polieti lengl icol al 30 '/. + NaCl 1.8 M 
c) Fenol saturado 
d) TE 
e). Eter etílico anhidro 
F) Acetato de sodio 3 M, pH 5.5 
g) Etanol al 95'/. 
h) Etanol al 70 '/. 

Procedimiento 

1) 

2 ) 

3) 

4) 

5) 

6 ) 

7) 

8 ) 

9) 

10) 

11 ) 

Inoculamos 11 mi de 2YT (en matráz Erlenmeyer de 200 mi) con 
0.3 mi de la cepa JM101 de £. col i en Fase estacionaria y 
dejamos crecer 30 min a 37°C. 
Agregamos 4-6 p1acas de fago recombi nante deseado (o 10 u1 
del sobrenadante apartado al ana 1 i zar las clonas 
recombi nantes). Crecimos 5-8 h a 37'C con agitación 
vigorosa. 
Centrifugamos 1.2 mi del cultivo en 6 tubos Eppendorf de 1.5 
mi a 12,000 rpm/10 min y recuperamos e1 sobrenadante sin 
tocar las paredes del tubo procurando dejar de 50 a 100 «1 
para evitar material de la pastilla. 
Procesamos el precipitado para obtención y caracterización 
del DNA de doble cadena. 
Agregamos 200 ul 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/5 min y eliminamos el sobrenadante. 
Resuspendimos la pastilla en 100 ¡ul de TE y agregamos 100 u 1 
de fenol saturado. Mezclamos al vortex por 2 min y 
Centr ifugamos 5 min. Recuperamos 1 a Fase super ior con 
extremo cuidado. 
Juntamos el contenido de los tubos 
3 tubos finales con 180 u1 c/u. 
etílico y mezclamos. 
Centrifugamos a 12,000 rpm/10 min 

romper la i nterfase 
contenido de cada 

(90 u1 c/u) en uno 
Agregamos 1 mi de 

o sea 
éter 

y ret i ramos el éter (fase 
Repetirnos esta operación, 
juego de tres tubos en 2 

p1 cada uno. Agregamos 90 u 1 de acetato de 
mezclamos. Agregamos 800 JJ 1 de etanol al 95'/. 

mezclamos y dejamos a -20C>C/1 h. 
Centr ifugamos 14,000 rpm/10 min 
Lavamos el precipitado con 1 
centrifugamos 5 min. 
Secamos en el Savant por 5 min 

superior) sin 
Mezclamos el 
tubos de 270 
sodio 3 M y 

y tiramos el sobrenadante, 
mi de etanol al 70*/. y 

y Resuspendimos en 20 ul de 



TE. Corrimos 0.5 «1 y 1 ul de DNA un gel de agarosa 0.8'/.. 
12) Determinamos la concentración de DNA y la pureza en el 

espectro-Fotómetro a 280 nm y 260 nm. 

d? Reacción enzimática de secuenciación de nucleótidos. 

Método desarrollado por Sanger<=¿,>, recomendado por USB, 
Uni ted Sates Bi ochemi ca1 Corporation en su "estuche" de 
secuenci aci ón. 

Reactivos y soluciones: 

a) Amortiguador de secuenasa: Tris HC1 200 mM pH 7.5, MgCl 50 
mM, NaCl 250 mM. 

b) Cebador (0.5 pmol/«l (5'-GTAAAACGACGGCCAGT) 
c) Ditiotreitol (DTT 0.1 M) 
d) Mezcla de oligonucleóti dos marcados como dGTP 5x: dGTP 7.5 

uM, dCTP 7.5 uM, dTTP 7.5 uM. 
e) Mezcla terminadora ddG: dGTP 80 aM, dATP 80 uM, dCTP 80 ¿*M, 

dTTP 80 uM y ddGTP 8 yM. 
f) Mezcla terminadora ddA: dGTP 80 uM, dATP 80 uM, dCTP 80 «M, 

dTTP 80 «M y ddATP 8 uM-
g) Mezcla terminadora ddT: dGTP 80 MM, dATP 80 «M, dCTP 80 MM, 

dTTP 80 «M y ddTTP 8 tfM. 
h) Mezcla terminadora ddC: dGTP 80 uM, dATP 80 uM, dCTP 80 uM, 

dTTP 80 uM y ddCTP 8 «M. 
i) Enz ima secuenasa 
j) Mezcla termi nadora de la reacci ón: Formami da al 95%, EDTA 20 

mM, Azul de bromofenol al 0.5% y Xilen cianolal al 0.5%. 
k) Nucleósido radiactivo: (oc-3=S) dATP 10 mCi/ul. 
1) Agua grado miliQ. 
m) Amortiguador TE: 

X Apareamiento del templado v cebador. 

1) En un tubo Eppendor-F colocamos lo siguiente: 
-Cebador 1 «1 
-Amortiguador de secuenasa 2 ul 
-DNA (150 ug/jj 1) 7 ul (aprox. 1 «g) % 

£ Si está más concentrado, ajustar volumen a 7 yl con agua 
ultrapura. 

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

IL Reacción de polimer i zac i ó n. 

1) Para reacciones normales (secuencia de aprox. 500 
nucleó ti dos) el proveedor recomienda diluir la mezcla de 
nucleótidos de po1 imerización seis veces con agua ultrapura 
(4 ul de nucleótidos y 20 ul de agua). 

2) Di luímos la enzima "secuenasa" 1:8 con TE frío (solo 



preparamos la enzima necesaria para cada corrida) 
3) Mezclamos en un tubo lo siguiente: 

-Planti1 la-cebador apareados 10 «1 
—DTT 0.1 M 1 ul 
-Mezc1 a de nucleóti dos dilui dos 2 Mi 
-Ca- 3 SS]dATP (10 «Ci/«1)* 0.5 u 1 
-Secuenasa di luí da 2 «1 

Volúmen total 15.5 «1 

* El volumen ut'i 1 i zado de 1 nucíeóti do marcado 
dependió de la actividad en el momento de su uso 
aunque se recomienda usar 5 «Ci por reacci ón. 

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

III Reacc i ó n de term i nac i ón. 

1) Preparamos cuatro tubos marcados con las letras G, A, T y C 
respectivamente; les agregamos 2.5 ul de la mezcla de 
terminación ddGTP en el tubo marcada con 6; ddATF" en A; 
ddTTP en T y ddCTP en C . 

2) Precalentamos los tubos anteriores a 37°C al menos un min. 
Una vez terminada la incubación de la reacción de -formación 
de la cadena complementari a, sacamos 3.5 ul de la solución 
marcada radiactivamente y los agregamos a cada uno de los 
tubos del punto 1 (que contienen los terminadores). 
Centrifugamos (para bajar las muestras) y continuamos la 
incubación a 37°C por un total de 5 min (se pude continuar 
hasta 30 min). 

3) Agregamos 4 u1 de la solución para parar la reacción; 
mezclamos y mantuvimos en hielo hasta su uso en el gel de 
secuenceo o guardamos a -20°C por un tiempo mayor. 

4) Cuando el gel estaba listo, ca1entamos 1 as muestras a 75-80 
aC/2 min y usamos 2-3 u1 por carril. 

5) Lavamos con una jeringa los carriles del gel y colocamos las 
reacciones de cada plantilla en el órden G,A,T,C,. 

e) Preparación y corrimiento del gel de secuenciación. 

La duración de la corrida y la concentración del gel de 
secuenciación son los principales -factores que determinan la 
región de la secuencia clonada que podrá ser leída. Bajo 
condi ciones óptimas, se pueden 1eer 300-400 bases comenzando a 
leer desde la parte inferior del gel. Desafortunadamente, son 
muchos los factores que reducen esta resolución. Entre éllos 
están la calidad de los reactivos usados, la velocidad con que 
ocurre la polimerización, la temperatura del gel durante la 
electroforésis y un secado apropiado del gel despuôs de la 
corr i da. 



Recomendac i ones: 

i) El gel se deberá preparar de 1 a 20 h antes de su uso y pre-
correrlo 30-60 min a 55-60 watts. 

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

i i i) Colocar 1 as muestras en el ór den G, A, T,C. 
i v) Para geles en 1 os que se usa < 3 S S ) , 1 a exposi ci ón deberé 

hacerse con contacto di recto entre el gel seco y la película 
fotográfica de rayos X. 

v> Evitar que al vaciar la poliacri 1amida en los vidrios, se 
derrame hacia la cinta autoadheri ble que sel la los bordes de 
los vidrios, porque se despega y hay fugas. 

Reactivos, soluciones y materiales: 

a) Solución de silicón: Diclorodietil silano al 5 '/. en 
cloroformo. 

b) Cinta adhesiva ancha 
c) Ci nta masking-tape 
d) TBE 5X (para 1 1): Tris-base, 54.0 g; Acido Bórico, 27.5 g 

y EDTA 0.5 M pH 8.0, 20.0 mi. 
e) Solución de urea (para 500 mi): Urea, 233.5 g; TBE 5X, 100.0 

mi; Agua, hasta 500.0 mi. 
f) Solución de pol iacr i lami da 20'/, (para 500 mi): Acrilamida 

96.50 g; Meti 1en-Bis-Acrilamida, 3.35 g; Urea ultrapura, 
233.00 g; TBE 5X, 100.0 mi, Agua hasta 500.0 mi. 

GEL AL 6 '/. (120 m 1) : 
So 1 uc i ó n de pol iacr i 1 ami da al 20'/. 38. 560 m 1 
Solución de Urea (7.77 M) 72.000 mi 
Urea en polvo (ajuste de conc.) 6.240 g 
Persulfato de amonio al 10 */í(PSA) 0.500 mi 
TEMED 0.060 mi 

GEL AL 8 '/. (120 mi ) : 
Solución de pol iacr i lami da al 20'/. 48.20 mi 
Solución de Urea (7.77 M) 72.00 mi 
Persulfato de amonio al 10 % (PSA) 0.57 mi 
TEMED 0.065ml 

$ Polimeriza en 15 minutos aproximadamente. Es recomendable 
filtrar la solución de gel antes de agregar el TEMED. 

Procedimiento: 

1) Lavamos los vidrios con jabón, agua y finalmente con 
alcohol. El vidrio mas grande lo colocamos en la campana de 
extracción, agregamos unas gotas de solución de silicón y 
la distribuímos con una gasa. Dejamos secar 30 min. Lavamos 



con etanol y dejamos secar a T.A. Repet irnos el tratamiento 
con la otra cara del vidrio. 

2) Ensamblamos los vi drios con los separadores con la parte más 
gruesa (1.2 mm) en la parte i n-fer ior y la más delgada (0.4 
mm > en la super i or. Pegamos c i nta a dhes iva en los la dos de 
los vi drios y los sujetamos con dos pi nzas en cada lado. 

3) Moldeamos con Masking—tape los bordes superiores de los 
v i drios para evi tar derrame de la poliacrilamida al 
vaciarla. Preparamos la solución de poliacrilamida en un 
matraz Erlenmeyer de 200 mi y mezclamos suavemente. 

4) Vaciamos la poliacrilamida ' poniendo los vidrios en una 
i ncl i nación de 10-15° . Si al 1 leñar lo se -formaban bur bu jas 
en el -Fondo, lo pon i amos ver ti cal hasta deshacerse de éstas 
al -flotar y lo volvíamos a inclinar. 

5) Una vez 11 eno, colocamos el pei ne tipo "diente de ti burón" 
i nvert i do (con los dientes haci a arri ba). El pei ne debe 
i ntroduci rse unos 7-8 mm en el gel, si se i ntroduce más no 
es posible poner las muestras. Nos aseguramos de que el 
pe i ne no quedara -Flojo colocando una o dos p i nzas en la 
parte super ior. 

6) Dejamos polimerizar con la misma inclinación (de ser 
necesario lo dejamos hecho hasta otro día seliando la parte 
super i or con todo y pe i ne con agarosa -fundi da o simplemente 
colocando toallas absorbentes empapadas con agua y luego 
cubriendo con plástico autoadheri ble). 

7) Retiramos cinta in-ferior del gel y el peine, quitamos los 
restos de poli acr ilami da y urea y rei ntroducirnos el pei ne 
pero ahora con los dientes hacia abajo hasta p i nchar 
1igeramente el gel. 

8) Montamos el gel en la cámara de secuenciación y 1 leñamos los 
depósitos con amortiguador TBE IX. Llevamos a cabo una pre-
corr i da a 40-60 watts por 30 a 60 mi n. 

9) Lavamos los carriles con una jeringa con solución de corrida 
para eliminar el exceso de urea, inmediatamente antes de 
poner las muestras; de lo contrario las muestras no mi graban 
a de cua dame nt e. 

10) Corrirnos el gel a 50-60 watts por 4 u 8 h. 

•F) Secado y exposición del gel a película de rayos X. 

Reactivos, soluciones y material: 

a) Charola de plástico o vidrio (40x50x3 cm) 
b) Papel Wattman 3MM (46x57 cm) 
c) Plástico autoadher i ble (Kleen pack) 
d) Cartucho para rayos X (30x38 cm) 
e) Equipo de secado con vacio y calor 
•f > So 1 uci ón de 1 avado: meta no 1 o al coho 1 al 10*/. y ác i do acét i co 

al 10 "/. en agua. 

Procedimiento: 



1) Después de correr la electroforésis el tiempo necesario, 
retiramos de la cámara de electroforésis los vidrios con el 
gel. 

2) Despegamos el vidrio grande haciendo palanca entre los dos 
vidrios suavemente y en seguida los separadores tíe plástico. 

3) Sumergimos el vidrio con el gel adher i do en la cara superior 
en una charola del mismo tamaño con solución de lavado. 
Primero introdujimos un extremo y después bajamos el otro 
lentamente (de lo contrar io se forman burbujas). Dejamos en 
la solución por 30 min. 

4) Sacamos el vidrio con el gel levantándolo de un extremo 
lentamente y lo dejamos a escurrir en un ángulo de 60-70° 
sobre servi1letas/10 min. 

5) Colocamos el vidrio hori zonta 1mente (con el gel en la cara 
super ior) y colocamos la hoja de papel filtro Wattman 3MM 
sobre el ge 1 empezando de 1 centro de uno de los extremos y 
avanzando gradúa 1mente hasta cubr i r todo el gel. Extendimos 
bién al pasar una pipeta rodando sobre el papel. 

6) 1nvertimos todo el conjunta (el papel quedó abajo) y 
levantamos suavemente el vidrio si gu i endo e1 mov i mi ento con 
una mano aba jo de la hoja de papel hasta despegar 
completamente el gel del vidrio. 

7) Recortamos los excesos de papel (dejando un márgen de 1-2 
cm) y cubrimos con plástico kleen pack todo el gel. 

8) Ensamblamos el sistema de secado del gel en el aparato para 
este propósito (BIQ-RAD Dua1 temperature siab gel dryer, 
Model 1125B) conectado a una bomba de vacío potente en el 
órden siguiente: 

- aparato de secado con hoja de acero perforado 
- dos hojas de papel filtro whatman 3MM 
- papel filtro con el gel hacia la cara superior 
- hoja de plástico rígido con cara lisa hacia abajo. 
- Cubierta de hule -Flexible (del aparato) 

9) Conectamos 1 a bomba de vacio al aparato de secado y la (con 
trampa condensadora y secadora). 

10) Encendimos el vacio del secador y lo ajustamos a 3-4 h. De 
igual manera seleccionamos 80®C y programamos el mismo 
tiempo en el calentador de geles. 

11) Una vez secado el gel (se sabe porque ya no se siente 
pegajoso al contacto), retiramos el papel portador del gel y 
eliminamos el clástico autoadheri ble. 

12) Recortamos los bor des super ior y laterales del gel a la 
medi da del chasis para expos ición con pe1í cula de rayos X. 
Dejamos exponer con la película a T.A. por 3 o 4 días. 



III- RESULTADOS 

Después de obtener el p1ásm i do por minipreparación de las 
diferentes construcciones (pKbGH-N, pKbGH-S y pKhPLhGH22K > los 
caracterizamos para seleccionar las clonas portadoras del DNAc 
buscado para cada caso. Acto seguido, los purificamos a grán 
escala en gradiente de cloruro de cesio para obtener suficiente 
plásmido y de buen grado de pureza para manipulaciones 
subsecuentes. Cuantifi camas por el método espectrofotométrico, 
tomando en cuenta que una unidad de absorbancia a 260 nm es 
equivalente a tener 50 ug de DNA/m1. La relación de absorbanc i as 
260/280 en las lecturas da el grado de contaminación con 
proteínas. De aqui que una relación igual o mayor de 1.8 es 
indicativo de DNA de buena calidad, tabla 2. 

TABLA 2. Cantidad y calidad de los DNAs obtenidos a gran escala. 

PLASMIDO 
diluc. 1:500 

LZL l'URA 
260 nm 

DE ABS 
280 nm 

RELACION 
260/280 

U de ABS 
totales 

UQ DNA 
obtenido 

pKbGH-N 0. 150 0. 080 1 .87 15 0,750 «g 
pKbGH-S 0.200 0. 120 1 .66 20 1,000 ug 
pKhPLhGH22K 0.410 0. 210 1 .95 4 1 2,050 ug 

Ca'-actsr i z&c i <5n er z i mát i ca del p 1 ásmi de qKbhH—N, 

Después de construir el plásmido pKbGH-N a partir de 
pGEM3'bGH, p63, pGEMbGH y pKK233-2, procedimos a carácter i zar lo 
con las enzimas que nos dieran más información de su identidad. 
Para lo anterior, analizamos el mapa de restricción con el 
programa Puste¡1 en una microcomputado^a IBM sistema personal 2 
mode1 o 70/386. Con el análisis de la secuencia pudimos predecir 
los fragmentos generados al llevar a cabo las digestiones con 
las enzimas de restricción más informativas para cada plásmido. 
Esta clona portadora del DNAc nativo fué raracterizada 
primeramente con Eco T.I para linearizar y a partir de este corte 
llevamos a cabo digestiones con otra enzima en cada caso para 
liberar -fragmentos de diferentes tamaños y compararlos con los 
calculados teóricamente (figura 12). uní véz caracterizada, la 
usamos para los e*oerimentos de exoresión y obtuvimos tanto los 
RNAs totales como las proteínas para i.,5a> se en los experimentos 
Que se detallan mas adelante. 



Caracter i zaci ón enzimàtica del plásmido pKbGH—S» 

Este plásmido lo construímos con el -Fin de expresar o 
mejorar la expresión de bGH intracelular en E. co li. Para su 
obtención, llevamos a cabo la construcción de una serie de 
p1ásmidos i ntermedi ar i os, necesar ios para integrar el DNA 
si ntéti co, proporcionar los siti os de restricción que facilitaran 
la i nserci ó n del DNA de bGH en fase de lectura con el oligo,etc. 
Las p1ásmi dos generados en esta construcción fueron, pKKAAccI, 
PKKoligo, pKolibGH (ver apéndice A para los mapas de restricción) 
y finalmente pKbGH-S (figura 13). 

Caracter izac i ón enz imát ica del p1ásmidos pKhPLhGH22K. 

El presente plásmido lo construímos 
gen test i go que nos permitiera saber si 
capáz de dirigir la transcri pe ión y 
crecimiento humano, sin importar que 
que estarí amos en condi c iones de 
radioi nmunoensayo (figura 14). 

con el fin de tener un 
el vector pKK233-2 era 

expresión de la hormona del 
los niveles fueran bajos ya 
detectar la hormona por 

Extracción de RNAs de E.coli. 

Extrajimos los 
transformadas con los 
para hGH. Siguiendo 
métodos, indujimos el 

8 
de 

RNAs de 
p1ásm i dos 
la metodología 
promotor ptre 

plasmidicas asi como el ptac del 
mM conc. final). Usamos las 
pKbGH-N, pKbGH-S, pKhPLhGH22K, 
(negativos) e inducidos. 

mi de cultivo 
expresión tanto 

detallada en 
de nuestras 

usado como testigo con IPTG (0.1 
clonas portadoras de los plásmi dos 

y pBHX (positivo), sin inducir 

de bacter ias 
para bGH como 
la sección de 
construcciones 

Después de inducir la expresión por tres horas a 37®C con 
agitación vigorosa, centrifugamos las células apartando 1 mi para 
análisis de proteínas y 8 mi para analisis de RNAs. Extrajimos 
los RNAs totales por el método descrito y resuspendimos la 
pas tilla Piñal por 30-60 min para después cuant i-ficar la 
concentración por el método espectrofotométrico y a su véz 
determinamos el grado de pureza con lecturas a 260nm y 280 nm, 
respectivamente (ver tabla 3). 
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FIGURA 12. CARACTERIZACION ENZIMATICA DEL PLASMIDO pKbGH-N. El 
plásmido lo digerimos con las en2imas de restricción que se 
detallan más adelante y los fragmentos generados, asi como los 
marcadores de peso molecular, los separamos en un gel de agarosa 
al 1.5 '/.. Los marcadores de PM p8P322-AluI y fago lambda 
EcoRI+HindlII los colocamos en los carriles del extremo izquierdo 
y derecho, respectivamente. El segundo carri 1 muestra e 1 producto 
de la digestión con EcoRI^ Ncol (5.928 y 278 pb); el tercero, 
EcoRI+PvuíI (2767, 1698, 494 y 278 pb); el cuarto, EcoRI+PstI 
(4756 y 552 pb) : el quinto, EcoRI+Smal (4631 y 677); sexto, 
EcoRI+Hindl11 (4301 y 1007 pb); séptimo, EcoPI (1 inear i zac i ón); y 
fi na 1mente co locamos 300 ng de DNA superenrrollado (debido a la 
concentrae i ó n del gel, no se reso 1v i ó adecuadamente). 
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FIGURA 13. CARACTERIZACION DEL PLASMIDO pKbGH-S. Separamos los 
productos de las digestiones enzimáticas en un gel de agarosa al 
1.5 %. Las bandas de los extremos reoresentan los marcadores de 
PM, pBR322-AluI y -fago lambda EcoRI+Hindl II, respectivamente. En 
el segundo carril se muestran los Fragmentos EcoRI+NcoI (4882 y 
278 pb); en el tercero, EcoRI+PvuII (2619, 1698, 494 y 349 pb); 
en el cuarto, EcoRI+PstI (4608 y 552 pb); quinto, EcoRI+Smal 
(4483 y 677 pb); sexto. EcoRI+Hindl11 (4301, 859 pb) ; séptimo, 
EcoRI (lineariza) y Finalmente nlásmido superenrrollado. 
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FIGURA 14. CARACTERIZACION DEL PLASMIDO pKhGH22K CON ENZIMAS DE 
RESTRICCION. Para caracterizar el presente o 1ásmido, hicirnos los 
cortes con las mismas enzimas y en el mismo orden que las 
caracterizaciones anteriores, tomando en cuenta que los 
fragmentos 1 iberados son di ferentes en cada caso. En los extremos 
colocamos los marcadores de PM que se indican y en el primer 
carril colocamos la doble digestión con Ecol+Ncol (4995 y 278 
pb) ; en el tercero, EcoRI+PvuII (2837, 1518, 497 y 421 pb); 
cuarto, EcoRI+PstI (4313, 470, 284 y 206 pb); qui nto carr i 1, 
EcoRI+Smal (4336 y 937 pb); sexto, EcoRI+HindlII (4301 y 972 pb); 
sépt imo, EcoRI (lineariza) y finalmente 300 ng de DNA. 



TABLA 3. Cuantificación y calidad de los RNAs obtenidos. 

PLASMIDO ABSÜRBANCIA RELACION UNIDADES DE CANTIDAD 
Dil. 1:500 260 280 260/280 ABS0RBANCIA RNA < ug), 

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-S (n.i) 0.31 0. 17 1 .80 07.7 0,308 
pKbGH-S (ind) 1 . 32 0.74 1 .77 33.0 1,320 
pKhPLhGH (n.i) 1 .60 0. 76 2. 10 40. 0 1, 600 
pKhPLhGH (i nd) 1.48 0. 82 1.80 37.0 1 ,480 
pKhPLbGH (n. ) 0. 75 0. 45 1 .66 18.9 0,754 
pKhPLbGH (ind) 0. 39 0. 25 1.60 9. 87 0,394 
pKK233-2 (n.3 ) 0. 27 0. 16 1.70 6. 77 0,270 
pKK233-2 (i nd) 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.i= no inducido (negativo) 
ind= inducido 
pBHX = test igo posit ivo < hGH) 

* 1 uni dad de absorbanei a se considera equivalente a 40 Mg 
RNA/ml. 

* Una relación 260/280 igual o mayor a 1.8 indica una buena 
cal i dad de 1 RNA (baja concentración de proteínas 
contami nantes) 

Electroforésis de los RNAs en gel de agaresa urea-aci do. 

Los RNAs asi obteni dos y cuantificaaos, los separamos en un 
gel agarosa urea-ácido vertical. Pusimos 20 wg ae RNA para cada 
caso y después de dejar migrar el azul 3/5 part«s del gel, 
paramos la electro-forésis y pusimos a teñir el gel en bromuro de 
etidio (2 yg/ml) por 15 min. Pasado este tiempo, observamos la 
calidad del RNA obtenido al colocar el gel en un t,r a ns i 1 um i nador 
de luz u.v.. Pudimos apreciar- claramente las 3 bandas prominentes 
correspondientes a los tres RNA ribosomal bacteriano (23S, 16S y 
5S), -figura 15. Con esta observación pucimos darnos cuenta que no 
existía cegradación abajo de la banda correspondí ente a 5S. La 
pureza promedio de los RNAs fue buena, razón por la cual 
decidimos analizar la presencia de R^jAm para bGH y hGH por 
hibridación con una sonda radiactiva cié DNAc de bGH (ensayo tipo 
"Northern"). 
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FIGURA 15. SEPARACION DE RNAs EN GEL ACAROLA UREA-ACIDO 1,4 '/. 
Separamos 20 ua de RNA de cada muestra en un gel vertical dé 
agarosa urea-ácido al 1.4 "/.. En A. el primero y segundo carril 
corresponden al RNA de pKbGH-N; el tercero y cuarto a pKbGH-S* 
qui nto y sexto a pKhPLbGH sin inducir e i nduci do¡ 
respectivamente. En 3, corrimos la misrr.a cantidad y en las mismas 
condiciones de RNA de pKhPLhGH22K. DKK233-2. pBHX sin inducir e 
inducidos, respectivamente. Las bandas más prominentes 
carresponden a las subunidades 23S, 1 y 5S, respectivamente. 



Detecci6n de RNA mensajeros para hormonas del crecimiento por el 
ensayo tipo "Northern". 

El primero y más importante paso en la expresión de genes 
bacterianos es el evento de transcripción, un proceso catalizado 
por la enzima RNA polimerasa. Nos aseguramos de la presencia de 
RNAm para las diferentes versiones de la hormona mediante el uso 
de una sonda homóloga de DNA radiactiva. Como testigo positivo 
para estos experimentos usamos RNAs de bacterias transformadas 
con el DNA de 1 plásmi do pBHX; como testi go negati vo usamos RNAs 
de Jos mismos plásmidos pero sin inducción con IPTS. Como testigo 
positivo para la hibridación de la sonda radiactiva usamos 500 ng 
de DNA del plásmido pKbGH-N digerido con Ncol+Hindl11. Esta 
digestión libera un fragmento de 732 pb, el cual es ligeramente 
mayor que 1 os mensajeros esperados para la proteína madura de las 
GHs (581 pb) , excepto para aquellos de pKhPLhGH22K que expresa la 
prehormona (217 aminoácidos). 

Colocamos las muestras en el mismo orden que en el gel 
agarosa urea-ácido pero ahora en un gel agarosa fosfatos 
hor i zontal al 1.2 */. y la cant i dad de muestra fué menor (15 ug) La 
primera muestra del lado izquierdo la pusimos por duplicado, y 
llevamos a cabo la separación de los RNAs hasta una migración del 
del col orante (azul de bromofenol> de 4/5 de la longitud del gel. 
Cortamos el primer carril y lo teñimos para ver la separación de 
RNAs en luz u.v. y saber si la separación se llevó a cabo 
eficientemente. Pudimos apreciar buena separación, aunque no se 
veían con la misma nitidéz que en gel agarosa urea-ácido. 

Transferimos el resto de RNAs a filtro de ni troce 1ulosa, 
prehibri damos e hibridamos y expusimos a película de rayos X por 
24 h obteniendo los resultados que se aprecian en la figura 
1 6 . 



FISURA 16, ANALISIS TIPG "NORTHERN" DE uüS *NAs DE Escherichia 
col i TRANSFÜFMADA CON LOS DIFERENTES PLASMIDOS DE EXPRESION. 
Separamos los RNAs en un gel agarosa-fcsfatos ai IV. (hori zonta 1 ) 
usando 15 ttg de RNA de cada muestra. Los carriles 1,3,5 y 7, 
representan RNAs totales de cuitivos en los que no agregamos 
IPTG. En cambio las muéstras en 1 os númpros 2,4,6 y 8, 
corresponden a RNAs de cultivos que si recibieron IPTG. El último 
carril (10) cor responde a 500 ng de plásmido de pKbGH-N digerido 
coa, Ncol+Hi ndl 11. 



A n á l i s i s de p r o t e í n a s , 

a) Por poli acr i 1ami da-SDS 

Procesamos 1 mi de células obtenidas del mismo experimento 
usado para extracción de RNAs, las centri-Fugamos y resuspendimos 
el paquete celular en un volúmen de tampón de lisis equivalente a 
0.01 U de Abs/yl. En un primer experimento, colocamos 40 u1 de 
muestra de proteínas (0.4 U> por carril en un gel de 
po 1 i acr i lam i da al 15 */.. Ademas, agregamos en el primer carril 30 
wg de bGH purificada y en el segundo 10 ul de marcador de PM para 
proteí ñas preteni do. Lo corr irnos como se descr i be en métodos, y 
pudimos visualizar las bandas correspondientes a las proteínas 
tota 1 es de 1 as bacter i as además de una banda gruesa y teni da muy 
fuerte correspondiente a la hormona de crecimiento humana (hGH), 
expresada por el plásmi do usado como posi tivo. También pudimos 
apreciar una banda i ntensa y una tenue correspondientes a la 
muestra de bGH purificada que usamos como testigo y marcador de 
tamaño de la hormona (figura 17). 
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FIGURA 17. ELECTROFGRESI5 DE PROTEINAS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-
SDS. Las 0.4 U de Absorbancia usadas para cada muestra 1 as 
separamos en un gel de pol i acr i 1 am i da-SDS al 15 V,. En el primer 
carril pusimos 30 ug de bGH purificada, en el segundo 10 u 1 de 
«arcador de PM pre-teñi do. Los carriles 3,5,7 y 9 corresponden a 
proteínas de los. plásmidos pKbGH-N, pKbGH-S, pKhGH22K y pBHX, 
respectivamente, sin inducir con IPTG. En cambio las muestras 
correspondí entes a 4,6,8 y 10 son muestras inducidas. 



La se 1 ecci ó n de 1 a cepa bacter i a na a decua da j Liega un papel 
muy importante en la expresión de proteínas heterólogas, de aqui 
que decidiéramos hacer un experimento en el cual transformamos 
otra cepa con los mismos plásmidos para saber si mejoraba la 
exprési ón. Usamos dos test i gos pos i t ivos que expresan hGH 22K en 
abundanci a, p270 y pBHX amablemente proporcionados por el Dr 
Daniel Baty. Se puede apreciar claramente que la expresión de 
hormona es mayor en W3110, siguiéndole JM101 y fi na 1mente VG12. 
También incluímos el plásmido pPROKbGH, el cual consiste del 
vector pPROK-1 (facilitado por el Dr. Franciseo Xavier Arredondo, 
de la Uni versi dad de Duke en Carolina del Norte, E.U.A.). A este 
vector, que porta el promotor tac, le introdujimos el inserto 
EcoRI+HindIII de 1 plásm i do pKo1 i bGH (ver gel en figura 18). 

FIGURA 18. EXPRESION DE PROTEINAS EN TRES CEPAS DE Escherichia 
coli.Preparamos un gel con las mismas condiciones de la figura 18 
pero en este caso con tres cepas diferentes de E. coli. En el 
carril 1 y 2 el plasmido positivo p270 sin y con i nducc ión, 
respectivamente, en la cepa VG12: el 3 y 4 corresponden al 
plasmido pBHX y p270' inducidos, respect ivamente en la cepa VJ3110; 
en el 5,6,7,8 usamos los plásmidos pBHX, p27o, pProkbGH, pKbGH-S 
y pKbürl-N inducidos, en la cepa JM101. 



b> Inmunoelectrotransferenci a (Western blottinq). 

De la misma -Forma, una vez que v irnos que 1 a sepa rae i 6n de 
prote í ñas era ef i c i ente, y que solo los testigos pos i t i vos 
mostraban la hormona, decidimos usar anticuerpos y el método de 
i nmunoelectrotransferene i a, ya que el ni ve 1 de sensi bi1 i dad es 
mayor con esta técnica. Preparamos un gel en las mismas 
condiciones anteriores, pero esta véz solo usamos 10 ul de lisado 
celular y 0.5 wg de bGH pur i Fi cada. En este ensayo de expresión 
también incluímos las proteí ñas de la clona portadora del 
p1ásmi do phPLbGH. Este p1ásmi do, lo construímos en pKK233-2 para 
probar si la sustitución de los primeros 72 pb del DNAc de bGH 
por 1 os correspondientes del DNAc de lactógeno placentario (hPL3> 
y el péptido señal podría dar expresi ón de hormona hí br i da. Esta 
mi sma secuencia de DNA ya fué subel onada en el vector pAVE2 y se 
obtuvo buena expresión en células eucari óti cas f A O>• 

Después de separar las proteínas en un gel de 
pol i acr i 1 ami da—SDS al 157. hasta salirse el colorante indicador, 
las transferimos al filtro de nitrocelulosa, incubamos 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 correspondí ente a la hGH de BHX, que 
migró a la misma altura que la muestra de bGH purificada. También 
se aprec i a una banda tenue en el testigo positivo sin inducir, lo 
cual nos demuestra que la represión del promotor tac no es total. 

En los carriles correspondientes a los olásmidos construidos 
en pKK233-2 no se observan Dandas a esta altura. 

Análisis de la secuencia nucleotídica del inserta de pKbGH—S y el 
promotor pt"c. 

Verificamos el intercambi? de los primeros 71 pb 
codificantes para la proteína madura por el DNA sintético, 
mediante una técnica mas fina de caracterización como es el 
método enzimàtico de análisis de secuencias de DNA «SA»• Este 
método nos permitió leer toda la región del DNA desde -251 pb 
hasta 581 pb (el signo negativo indica la parte rio arriba o 
anterior al primer codón de iniciación, ATG). El DNA desde -251 a 
+1 corresponde al promotor, de +1 a 71 es el DNA sintético y lo 
que si gue es DNA natura 1 de bGH (ver estrateo i a genera 1 de 
subclonacidn en fago Mir5; er figura 20). Los diferentes fragmentos 
secuenc radas se muestran en i as f i au»-<3s 21, 22 23, 24, 25, 26 y 
27 



FIGURA 19. "WESTERN BLOTTINS" DE LOS EXTRACTOS CELULARES DE LOS 
EXPERIMENTOS DE EXPRESION DE HORMONAS DEL CRECIMIENTO. Usamos 0 1 
U de Abs ( 1 0 « 1 ) de cada muestra en cada carril. Colocamos 0.5 ¿g 
de bGH purificada en el último carril del lado derechos en el 
penúltimo, 10 «1 de marcador de PM cuyos tamaños se indican en el 
margen derecho. En el 1,3,5,7 y 9 corrimos 10 «1 de extracto de 
Clonas PBHX, PKbSH-N, PKbGH-S, pKhGH22K y pKhPLbGH inducidos con 
IPTG, respectivamente. Las muestras en el 2,4,6,8 y 10 son de las 
mismas clonas, pero sin inducir. 
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FIGURA 20, ESTRATEGIA GENERAL DE SUBCLDNACION DEL DNAc EN FASO 
M13. Digerimos el DNA con enzimas de restricción que nos 
generaran fragmentos de tamaño adecuado para secuenciación- En la 
mayoría de los casos, subclonamos en el fago M13 mpl8 y cuando 
la lectura no era clara, introdujimos en mpl9 para leer la cadena 
complementaria. 
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- 5 5 1 a - 1 8 4 

1-124 

jtaataggtcttgccctcacgcggaactcgctgtg 

cttaatacgtcactaaatgctggacgtgtcggtat 

ggtgtcgaaggctaccgacggactgcggtcttgct 

laccacgtggcacgtcagctact -251. 

FIGURA 21. SECUENCIA NUCLEGTIDICA DE LA REGION DEL PROMOTOR Ptac 
DE -251 a -124. En la figura A mostramos el gel de secuenciación 
al 6 "/., leyendo de aba jo hac i a arriba se avanza desde el 
nucleótido -251 hasta el -124 del p r o m o t o r . E n B se muestra 1 a 
secuenci a nucleotí di ca leí da en el gel de la figura A. En este 
fragmento no encontramos discrepancia con la misma región 
reportada original mente. 



G A I C 

B 

- 1 2 3 a + 4 

jgtaccagacaaaggXXacactttaacaat 

aggcgagtgttaaggtgtgtaatatgctcg 

g(C)ctactaattaacagttgtcgagtaaa 

tcttataaacggtcttggcaatactacagc 

cgcgtttttt -123. 

A 
MRECOOHOC 

LECTURA 

FIGURA 22. SECUENCIA NUCLEOTIDICA DE LA REGION DEL PROMOTOR Ptac 
BE -123 A +4. En la Figura A mostramos el gel cíe secuenc i ac i ó n al 
6 '/., leyendo de abajo hacia arriba se avanza desde el nucleótido 
-123 hasta el +4 del p r o m o t o r . E n B se muestra la secuenc i a 
nucleotídica leída en el gel de la Figura A. En este Fragmento 
encontramos 3 mutaciones (inserción de C en -156 y deleción de Cü 
en -13) al comparar dicha secuenc ia leí da con la misma región 
reportada del promotor. Las deleciones las representamos con X 
mayúscula en negritas y la inserción entre paréntesis en 
mayúculasd y negritas. 



WRECOOH DE C I T T 
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- 1 0 & + 7 0 

- 1 0 

aaacagaccatggctttccca Xctatgtc 

tctatctggtctattcgctaac(C)gctgt 

tcttcgtgctcagXctcttcatca +70 

A 

FIGURA 23. SECUENCIA NUCLEGTIDICA DE LA REGION 5'DEL DNAc DE bGH 
-10 A +70. En la figura A mostramos el gel de secuenciación al 6 
•/., leyenda de abajo hacia arriba se avanza desde el nucleótido -
10 del promotor hasta el +70 del DNAc de bGH. En B se muestra la 
secuencia nucleotidica leída en el gel de la figura A. En este 
fragmento encontramos 3 mutaciones (deleción de una G, inserción 
de una C y deleción de una A), respectivamente. Las deleciones 
las representamos con X mayúsculas en negritas y las inserciones 
con mayúsculas y negr i tas entre paréntesis. 
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e o a t e o 

160 
tggacccacaagacctacctcatagagac 

agggaggccctacatccacgcgagtttgag 

aaacttccacagtcgtcggtcgactacttc 

„tacgactcgtg 60 

DETECCIÓN DE LECTURA 

A 
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FIGURA 24. SECÜENLIACION DEL DNAc DE bGH DESDE EL NUCLEOTIDO 60 A 
160. Este Fragmento lo subclonamos e n M 1 3 m p l 9 y separamos los 
productos de la reacción de secuenciación en un gel al 6 '/.. No se 
observan mutaciones al comparar la secuencia con la esperada. En 
A mt5s tramos la radiograFía del gel de secuenciación y en B la 
secuencia obtenida. 
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160 

ccttctgcttctctgaaaccatcccggcc 

cccacgggcaagaatgaggcccagcagaaa 

tcagacttggagctgcttcgcatctcactg 

ctcctcatccagtcgtggctTgggcccctg 

cagttcctcagcagagtcttcaccaacagc 

ttggtgtttggcacctcggaccgtgtctat 

gagaagctgaaggacctggaggaaggcatc 

ctggccctgatgcgggagctggaagatggc 
400 

A H 

FIGURA 25. SECUENCIA NUCLEO!1DICA DESDE LAS POSICION 160 HASTA 
400 DEL DNAc DE bGH. Con esta construcción en M13 iogramos leer 
aproximadamente 240 pb un una so la dirección, encontrando una 
sustitución en la tercera posicion del codón u i L para dar lugar 
pTT 
'-<•, el cual codifica para el mismo ami noáci do: leuc i na. En la 
figura A se muestra la radiografia del gei de secuenc iaci ó n y en 
B la secuenc ia obtenida. La sastituci ó n se representa en 1etra 
grande y en negritas en posición 271. 
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FISURA 26. SECUENCIA NUCLEOTIDICA DESDE LA POSICION 400 HASTA LA 
476. Aquí tampoco encontramos discrepancia en la secuencia leí da 
con la ya reportada. El la Figura A representamos la radiograFía 
del gel de secuenciación y en B la lectura en el orden que se 
indica con Flechas. 



OKCOONK C i T T LECTURA » B I l 

477 a 5 7 S 

477 
caagaactacggtctgctctcctgcttcc 

ggaaggacctgcataagacggagacgtacc 

tgagggtcatgaagtgccgccgcttcgggg 

agggcagctgcgcattctagaagctt 575 

a 

S H ^ L a r m ^ t ^ ^ N U C L E D T I D I C A DESDE 477 HASTA 57= DEL DNAc DE 
oel ai s m u e s y r a s d e reacción enzimàtica las separamos en un 
lxac+ìi-7,H ¿ Q U e n O S perfflitió leer hasta la posición 575 con exactitud. No encontramos diferencias al comparar la 
ÍÍ t J 1 V ? P ° ' " t * d a - B n A ^ t r a m o s el la película 
•tei gel y en B la lectura en la dirección indicada. 

secuenci a 
de rayos X 



-250 

catcgactgcacggtgcaccaatgcttctggcgtcatgcagccatcggaagctgtggtat 

ggctgtgcaggtcgtaaatcactgcataattcgtgtcgctcaaggcgcactcccgttctg 

gataatgttttttgcgccgacatcataacggttctggcaaatattctgaaatgagctgtt 

gacaattaatcatc(C> ggctcgtataatgtgtggaattgtgagcggataacaatttcac C. I 
() ()aqqaaacaqaccatqqctttccca()ctatgtctctatctqqtctattcqctaa<C 

)cqctqttcttcqtqctcagc()tcttcatcaqctQQctactaacaccttcaaaQaattt 

gagcgcatacatcccggagggacagagatactccatccagaacacccaggttgccttctg 

cttctctgaaaccatcccggcccccacgggcaagaatgaggcccagcagaaatcagactt 

ggagctgcttcgcatctcactgctcctcatccagtcgtggcTtgggcccctgcagttcct 

cagcagagtcttcaccaacagcttggtgtttggcacctcggaccgtgtctatgagaagct 

gaaggacctggaggaaggcatcctggccctgatgcgggagctggaagatggcaccccccg 

ggctgggcagatcctcaagcagacctatgacaaatttgacacaaacatgcgcagtgacga 

cgcgctgctcaagaactacggtctgctctcctgcttccggaaggacctgcataagacgga C.T 
Gacgtacctgagggtcatgaagtgccgccgcttcggggaggccagctgcgcattctag 

FIGURA 28. RESUMEN DE LAS MUTACIONES ENCONTRADAS EN EL DNA 
SECUENCIADO. La figura muestra la secuencia correspondiente al 
promotor y el DNAc de bGH modi ficado. En la comparación de las 
secuenc ias encontramos discrepancia en seis pos icí ones. Las 
de leeiones las representamos con paréntesis, las i nserciones las 
marcamos en negritas entre paréntesis y finalmente las 
sustituciones en mayúsculas y negritas. C.I.= codón de 
iniciación; C.T.= codón de terminación. La parte correspondiente 
a 1 DNA si ntét ico está subrayada. 



IV. DISCUSION 

Durante el presente trabajo construimos una serie de 
pl ásmi dos de expresión con el -Fin de expresar en E. col i los 
DNAcs de bGH y hGH. Cabe mencionar que ya existe el antecedente 
de expresi ón de estos DNAcs en células en cultivo en nuestro 
labOK"atorio<4o>- El P^i mer p 1 ásmi do que constru irnos (pKbGH-N) con 
el DNAc nat i vo de bGH nos permitió detectar al tos ni veles de RNAm 
en el "Northern", aunque no detectamos la proteína en los geles 
de poliacrilami da y con anticuerpos. 

En segundo plásmido (pKbGH-S) sustituímos con el fragmento 
de DNA si ntético los pr imeros codones del DNAc con el -f í n de 
expresar o mejorar la expresión de este DNAc. 

También i ncorporamos e1 DNAc de hGH 22K en este vector 
pKK233-2 para estar en posibilidades de detectar bajos niveles de 
la hormona por radioinmunoensayos. 

En todos 1 os p1ásmi dos construí dos, se pudo apreci ar un buen 
ni vel de transcr i pei ó n de RNAs mensajeros para 1 as hormonas (en 
el caso de hGH los niveles de RNAm fueron más bajos). Estos 
resultados nos permitieron afirmar que el proceso transcripcional 
es eficiente y que los ensayos de expresión los realizamos 
adecuadamente, evidenciado esto último el alto nivel de expresión 
del plásmido usado como testigo positivo. También nos permitió 
saber que nuestro método de extracción de RNAs bacterianos 
funciona sat isfactor i ámente. 

Uno de los factores que mas influyen para construir un buen 
plásmido de expresión es que el promotor sea regulable de manera 
eficiente, esto es, que el nivel máximo de represión versus el 
nivel máximo de inducción difieran por más de 1000 órdenes de 
magnitud{Bv.>. La regulación del promotor de nuestros p 1 ásmi dos 
no es eficiente (como se puede apreciar en la figura 16), ya que 
aunque la mancha correspondiente al testigo negativo (sin 
inducir) de los plásmidos pKbGH-N, pKhPLhGH22K y pBHX es menor, 
no deja de ser indicativo de que el promotor se sigue expresando. 
Esta falta de regulación estricta del promotor puede ser debida a 
que el plásmido por- ser multicopia, de origen a más copias del 
operador lac de las que pueden ser reguladas eficientemente por 
las moléculas del represor <-,,=,> . 

Asimismo, la presencia de moléculas del tipo del inductor 
IPTG como contaminantes de los medios de cultivo puede causar que 
el nivel de transcripeión basal sea muy alto en sistemas basados 
en el promotor-operador tr i ptóf ano- lactosa«-,^, . 

Desde la construcción de las primeras moléculas 
recombinantes de DNA para producir proteínas en E. co1 i. la causa 
pij^cipal de la baja o nula expresión de las proteínas ha sido de 
tipo traduccional y podría ser quiza deoido a factores tales como 



la presencia de codones no usuales en bacterias y las estructuras 
secundar i as del transcr i to de RNAm que i nter-Fieren con el inicio 
de la traducció n t ¿»o> « Se ha descr i to < xe. , > que dentro de 1 a 
secuencia de DNA de bGH existen regiones nucleotídi cas que 
previenen su alto nivel de expresión en E. col i. 

La determinación de la secuencia nucleotídica de toda la 
región involucrada en la expresión de RNAms y proteínas nos 
permi t i ó detectar dos mutaciones dentro de la regi ón promotora, 
de las cuales una queda -Fuera de la región consenso del promotor 
y la otra entre la posición -35 y -10. De acuerdo al nivel de 
transcr i pei ó n detectado en nuestros exper imentos, estas 
mutaciones no tienen efecto en la producción de mensajeros para 
las hormonas; en cambioy las tres mutaciones puntuales dentro del 
oligo < dos deleei ones y una i nserci ó n) cambian 1 a fase de 1ectura 
para dar lugar probablemente a un producto aberrante. Al revisar 
el corrimiento de fase de lectura en la secuencia nucleotídica no 
encontramos la generación de un codón de terminación prematuro 
que diera lugar a una proteína de tamaño menor. 

Debido a las mutaciónes presentes en el DNA s i ntéti co usado, 
esta opción de expresión de bGH queda abierta para ser explorada 
con más detalle, ya con un análisis de secuencia de varios oligos 
de 1 os usados en el presente trabajo, se podría localizar uno o 
más con la secuencia correcta y entonces proceder a clonarlo en 
uno de los plásmidos construidos para este propósito. 



V. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Como resultado del trabajo desarrollado podemos concluir 
que: 

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

b) Los RNAms produci dos no son traduc i dos a proteínas en 1 os 
casos de los DNAcs clonados en pKK233-2, al menos a niveles 
que nos permitan su detección con las técnicas aquí 
empleadas. 

c) La maquinaria traduccional funciona eficientemente en los 
casos de los plásmidos usados como testigos positivos, p270 
y pBHX. 

d) El promotor trc no es regulado ya que los niveles de RNAm en 
las clonas sin inducir son muy similares a los observados en 
los experimentos donde se indujo el promotor. 

e> Los ensayos de expresión los llevamos a cabo correctamente, 
como lo demuestra la buena expresión tanto a nivel de RNAm 
como de prote í ñas obteni das con 1 os plásmi dos usados como 
test i gos posi tivos. 

f) La secuencia nucleotídica desde el promotor hasta el extremo 
3' de 1 DNAc de bGH, presenta un tota 1 de sei s mutaci ones ( 
dos inserciones y cuatro deleciones), de las cuales tres 
están localizadas dentro de la región del promotor y las 
otras tres en la región del DNAc correspondiente al DNA 
s i ntéti co. 

g) Las mutaciones en el DNA sintético (dos deleciones y una 
inserción) podrían causar un corrimiento en la fase de 
1ectura de una base dando lugar a una proteína aberrante. 

h) Montamos y estandarizamos la metodología de secuenciación de 
DNA y desarro11 amos un método eficiente para la extracción 
de RNA bacter i ano. 

Como se menciono anteriormente las cosibles causas de la 
Fa 1 ta de e xp res i ó n a ni ve 1 de proteiñas DOeden tener su orí ge n en 
problemas con: 

1) La secuencia nucieotidica de la región de unión al ribosoma 
(SD> . 

2) La distancia entre la secuenc ia de unión al ri bosoma y el 
codón de inicio de la traducción. 

3) Las secuencias nucleotídicas rio arriba de la región de 
unión al ribosoma que afectan la eficiencia en la traducción 
del RNAm. 

4) Las secuencias inmediatamente rio arriba del codón de inicio 
de la traducción, mismas que afectan pro-fundamente la 
eficiencia de traducción de los RNAms. 

5) La composicion de los codones enseauida del AUG de inicio de 



la traducción y sus efectos sobre la traducción. ( Sa>• 

Dentro de las estrateg i as imp1 ementadas en nuestro grupo 
para buscar resolver los bajos niveles de traducción se 
encuentran 1 os siguientess 

i) Producir bGH como proteína de-fusión. 
i i > Clonar el DNAc de bGH enfrente del promotor P|_ y a otra 

región de unión al ribosoma del fago lambda, 
i i i) Determinar la secuencia nucleotídica de varias de las clonas 

portadoras del DNA si ntéti co que mandamos construir para 
este trabajo, con el fin de definir si las mutaciones 
detectadas están presentes desde su sí ntesis o surgieron 
durante la clonación. Se sabe ahora que es común que 
aproximadamente el 70% de los oligos si ntét icos puedan 
sufrir mutaciones al momento de su síntesis (comunicación 
personal del Dr. Daniel baty. 



VI APENDICE 

Plásmidos involucrados en el 
pGEfV 3bGH, pDRhGH22K y pAVE2hGH20K ya 

la ULIEG. Los otros plásmi dos de 
estrategias de trabajo 
objetivos planteados. 

presente trabajo, p63, 
eran parte de la genoteca 
que se indican en las 

se generaron para el cumplimiento de los 
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