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I) RESUMEN.

La hormona de crecimiento humana (hGH) es una proteina con
un amplio espectro fisioldégico y terapéutico. En la practica
clinica, la hGH ha sido utilizada para el tratamiento de
pacientes que sufren de hipopituitarismo, hipoglicemia,
fracturas de huesos, quemaduras de la piel y dulceras.
Recientemente se demostrdé que algunos pacientes que habian
recibido hGH de origen hipofisiario fallecieron como
consecuencia de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob lo cual
motivé a la produccién de hGH de origen recombinante. Dado que
la hGH disponible en nuestro pais es ya insuficiente para
satisfacer la demanda de los pacientes que la requieren, y
puesto que cada dia es mas dificil importarla, emprendimos el
presente trabajo.

Utilizando técnicas de Ingenieria Genética y partiendo de
los acidos ribonucleicos mensajeros (RNAm) que extrajimos a
partir de tejido hipofisiario humano, construimos moléculas de
DNAs complementarios (DNAc). Posteriormente disehamos una
estrategia para enriquecer el DNAc de hGH y favorecer su
insercién en el plasmido pUC19. Los plasmidos obtenidos de
esta manera fueron propagados en Escherichia coli para generar
una bacterioteca recombinante. Por hibridacion de DNA en gota
seca detectamos tres clonas positivas. Después de un minucioso
andlisis de restriccidén descubrimos que dos de las clonas
(pDRhGH3 y pDRhGH7) portaban el DNAc de hGH de 22 Kd, mientras
que la otra (pDRhGH10) portaba el DNAc de la variante hGH de
20 Kd. Por el método enzimatico de Sanger determinamos la
secuencia nucleotidica del DNAc de hGH con lo cual
inequivocamente demostramos su identidad e integridad plena.
Esta es la primera vez que se logra la obtencion de los DNAs
complementarios de ambas formas de hGH hipofisiaria en un solo
paso de clonacién preferencial.



II) INTRODUCCION.

A partir de 1la dltima década hemos presenciado una
revolucién en 1los campos de 1la Biologia Moderna. Esta
revolucién no solo ha sido el resultado de un avance
instrumental o un progreso en el conocimiento tedrico, sino
mas bien fue consecuencia de la aplicacién de una variedad de
técnicas colectivamente denominadas Ingenieria Genética o
tecnologia del DNA recombinante. Esta tecnologia implica la
manipulacién y recombinacién in vitro del material genético de
diferentes organismos para crear nuevas combinaciones
genéticas, lo cual puede lograrse actualmente en dias o
semanas y no a través de millones de afos como lo ha venido
haciendo la naturaleza.

El impacto que en la ciencia bdsica ha causado 1la
Ingenieria Genética ha sido dramatico, ya que grandes enigmas
de la Biologia Molecular han sido o estdn siendo elegantemente
dilucidados. Pero junto a estos estudios fundamentales, lo que
mas interesa al mundo médico o comercial es que la Ingenieria
Genética proporciona los medios para producir en abundancia
sustancias escasas o dificiles de extraer del organismo humano
y que representan un ilimitado valor terapeutico o
diagnostico. En la actualidad, el aislamiento de un gen que
gobierna la sintesis de una proteina de interés para la
medicina, no plantea ya muchos problemas al investigador.
Gracias a un esfuerzo técnico sin precedentes, cualquier
laboratorio puede aplicar la tecnologia del DNA recombinante
puesto que se dispone comercialmente de todo lo necesario, a
veces incluso en forma de paquetes listos para ser usados, lo
cual se ha reflejado en un desarrollo vertiginoso de esta
nueva y prometedora biotecnologia.

a) Ingenieria Genética y clonacidn molecular.

El descubrimiento del cédigo genético como base quimica de
la herencia asi como las técnicas enzimaticas capaces de
modificar al DNA, han ampliado el espectro de investigaciones
badsicas en 4reas como la Genética, 1la Bioquimica, 1la
Microbiologia y la Biologia Molecular. Como una consecuencia
de ello, en la actualidad es posible reprogramar el legado
genético de los microorganismos al gusto del investigador.

El éxito de este suceso depende, en principio, de 1la
disponibilidad de un amplio repertorio de enzimas que actuan
sobre los dcidos nucleicos. Se requiere bdsicamente de enzimas
para cortar, unir y modificar el DNA. Los cortes sobre la
molécula de DNA fueron posibles gracias al descubrimiento de
una serie de proteinas denominadas enzimas de restriccion.
Estas son endonucleasas capaces de reconocer secuencias
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precisas de DNA y de provocar una escicién a nivel de ellas.
Un fragmento de DNA originado por la accién de una enzima de
restriccién puede ser especificamente cortado por la accién
sucesiva de una o mas enzimas. Los fragmentos obtenidos de
esta manera pueden ser analizados para generar un mapa de
restriccién, el cual funciona como una cartilla de identidad
para la molécula de DNA que se estd inspeccionando. La
disponibilidad de un gran numero de enzimas de restriccioén y
de DNA ligasas (enzimas que unen segmentos de DNA) hace
factible tratar a una determinada secuencia génica como un
médulo, de tal manera gue se pueda mover de una molécula de
DNA a otra en forma premeditada.

Puesto que pueden hacerse las mismas operaciones de corte
y ligacion en dos DNA's de origenes distintos pero que han
sido producidos por 1la accién de una misma enzima de
restriccioén, resulta posible insertar un fragmento cualquiera
de DNA extranc en un vector de clonacién (plasmidos o
bacteriofagos) proceso conocido como clonacion molecular. Una
vez hecha la recombinaciéon del material genético, basta luego
con introducir 1las moléculas recombinantes a células
apropiadas, de tal manera que puedan amplificarse al utilizar
la maquinaria sintetizadora de DNA de la célula huésped. A
este respecto los pldsmidos son los vectores mas utilizados
para la clonacién en Escherichia coli. Estos son pequenas
moléculas de DNA circular con replicacion independiente que
existen naturalmente en algunas bacterias y que les confieren,
por lo regular, resistencia a un antibidético. Durante el
mencionado proceso de clonacién, y cuando se trata de clonar
todo el DNA del genoma celular, se originan miles de clonas
bacterianas cada una de las cuales acarrea un recombinante con
un inserto de DNA diferente. A esta coleccién de clonas se le
conoce como banco de DNA genémico o genoteca. E1 siguiente
paso es identificar la clona que contiene el pldsmido deseado
para lo cual se requiere el empleo de un fragmento de DNA cuya
secuencia de nucledétidos sea complementaria al gen de interés,
de tal manera que pueda ser utilizado como sonda radiactiva
para detectar, mediante hibridacién de acidos nucleicos y
autorradiografia, a 1la bacteria que porta el pldsmido
recombinante que interesa al investigador.

Una estrategia alternativa para simplificar el proceso de
clonacién de secuencias génicas es seleccionar aquellas
secuencias de DNA transcritas a RNA mensajero (RNAm). Esto es,
en un grupo celular dado, de los cientos de miles de genes
existentes en el genoma sélo unos cuantos miles son copiados
a RNAm. La obtencién de un banco que sea representativo de los
RNAm de estas células contiene pues menos miembros distintos
y estarian mas representados aquellos RNAm caracteristicos del
tejido en cuestién. Lo anterior se lleva a cabo purificando
los RNAm y a partir de cada una de esas moléculas se fabrica
una copia de DNA conocida como DNA complementario (DNAc). La
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clave para formar el DNA complementario es la enzima
transcriptasa inversa. Dicha enzima cataliza la sintesis de
una cadena de DNA complementario a una plantilla de RNAm. E1l
DNAc monocatenario proveniente de 1la accién de 1la
transcriptasa inversa, puede convertirse ahora a DNAc de doble
cadena mediante un tratamiento con las enzimas RNAsa H y DNA
polimerasa. Los DNAs complementarios asi obtenidos son mas
estables y mas manipulables que los RNAm y pueden insertarse
en algun vector de clonacién dependiendo de la estrategia y
los propésitos del investigador, para generar asi finalmente
lo que se conoce como un "banco de DNAs complementarios®,

b) Ingenieria Genética y Balud.

Existe un buen numero de productos biolégicos de uso en la
médicina cuya utilidad en el tratamiento y prevencidon de
muchas enfermedades se ha visto severamente limitada por dos
razones principales: 1) las concentraciones tan bajas en que
estos productos se hallan presentes en sus fuentes naturales
Y 2) la insuficiente disponibilidad de las fuentes naturales
de estos productos.

En este momento, los ingenieros genéticos enfrentan 1la
dificil mision de incrementar el actual y ya insuficiente
ritmo de produccién de algunas proteinas de importancia médica
que, dadas las limitaciones de sus fuentes naturales, su
produccién por técnicas bioquimicas convencionales solo
permite el tratamiento de muy pocos de los enfermos que las
requieren. Actualmente, en los paises industrializados, 1la
Ingenieria Genética ha desarrollado una biotecnologia cuyos
principales esfuerzos se han dirigido, con un éxito sin

precedentes, a la utilizacion Y manipulaciodn de
microorganismos a fin de obtener hormonas, factores de
coagulacién, factores de crecimiento, vacunas, drogas

antineoplasicas, drogas antivirales asi como otros factores
biolégicos y farmacéuticos para los cuales la Ingenieria
Genética representa la mejor y en ocasiones la tunica
alternativa para su produccién.

En México, la explotacién de la Ingenieria Genética en
beneficio del sector salud se encuentra sumamente retrasada
con respecto a los paises desarrollados. Por ello es
imperativo establecer sistemas para la produccién de proteinas
de importancia biomédica mediante la tecnologia del DNA
recombinante. Probablemente uno de los mejores ejemplos de
todas las posibles contribuciones que la Ingenieria Genética
tendrda en el 4rea de la salud para nuestro pais, sea la
produccién de hormona de crecimiento humana recombinante.



¢c) Antecedentes particulares @

La hormona de crecimiento humana (hGH) o somatotropina, es
una proteina con un peso molecular de 22,000 daltones
constituida por una sola cadena polipeptidica de 191
aminoacidos unida por dos puentes disulfuro (1). Esta hormona
se sintetiza en la hipéfisis o pituitaria, que en los seres
humanos es una gldandula de 1 cm de diametro situada en la base
del crdneoc como una prolongacién del hipotdlamo: dicha
estructura pesa alrededor de 0.5 g y desde el punto de vista
histolégico, se reconocen tres 2zonas en ella: el 1ldébulo
anterior o adenchipéfisis, el 16bulo posterior o neurochipéfi-
sis y la parte intermedia (2,3). Es precisamente en el 1lébulo
anterior o adenohipéfisis donde se sintetiza la hormona de
crecimiento asi como también 1las hormonas foliculo
estimulante, 1luteinizante, prolactina y diversas hormonas
tréoficas (2).

La hGH es codificada por un gen que forma parte de un
complejo génico integrado también por los genes de la hormona
lactogénica placentaria (hPL) (4). Los genes que codifican
para hGH y hPL se encuentran agrupados en las bandas gq22-24
del cromosoma 17, son cinco y se disponen en el siguiente
orden: 5'* hGH-N % hPL-1 * hPL-4 * hGH-V * hPL-3 * 3' (5). El
gen hGH-N (normal) tiene una longitud de 1,653 pb y esta
compuesto de 5 exones y 4 intrones. Este gen es expresado
exclusivamente en la hipéfisis y codifica para una proteina de
22 Kd. Ademdas de esta forma predominante, el 10% de la hGH
hipofisiaria estd presente como una proteina de 20 Kd, la cual
carece de los residuos amincacidicos 32 al 46 como
consecuencia de un "splicing™ diferencial (6) (Figura 1). Por
otra parte, el gen hGH-V (variable) difiere del gen hGH-N en
la informacién para 13 residuos aminoacidicos; recientemente
su transcrito fue detectado en tejido placentario (7) pero el
productoc proteico de ese gen no ha sido aun identificado por
lo tanto su fisiclogia permanece desconocida.

La hGH de 22 Kd presenta una gran cantidad de funciones
entre las que destacan la actividad impulsora del crecimento,
actividad promotora de la sintesis de proteinas, DNA y RNA,
efectos diabetogénicos y acciones lactogénicas y mamotréficas
(1,4). Asi mismo esta involucrada en la regqulacién de una
variedad de procesos metabdlicos que incluyen el metabolismo
del Nitrégeno, Lipidos, Minerales, Carbohidratos y adenmas
actua como elemento sinérgico para reforzar el efecto de otras
hormonas (8).

En la practica clinica la hGH de 22 Kd tiene un amplio
potencial farmacolégico, el cual ha sido aprovechado
principalmente para el tratamiento de nifios con problemas de
crecimiento debido a una deficiencia de dicha hormona y
también para el tratamiento de pacientes que sufren de



PROCESAMIENTO DEL RNAm DE hG‘H

hGH 22K hGH 20K
90 % 10 %

Figura 1.- Mecanismos de "splicing" alternativo en los RNAm de
hGH. La expresion del gen hGH ha sido detectada unicamente en
hipéfisis. El1 transcrito primario sufre dos clases de
"splicing" cada uno de los cuales produce un RNA mensajero que
da origen a diferentes proteinas. La hormona 22 Kd constituye
el 90% y la variante 20 Kd, el restante 10% de la producciodn
total de hGH.Esta ultima se origina como una consecuencia de
una delecién de 45 nucledtidos localizados en el extremo 5!
del tercer exoén.
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hipoglicemia, fracturas de huesos, quemaduras de la piel y
dlceras (9). A pesar de los enormes avances cientificos y
tecnolégicos, el papel terapéutico de la hGH 20 Kd no ha sido
aun esclarecido.

Desde hace mas de 25 anos la hormona utilizada para
propésitos clinicos en E.U.A. fue obtenida a partir de
hipé6fisis extraidas de caddveres humanos (10). Hasta antes de
1977 esta hormona habia sido purificada y proporcionada por
tres Universidades diferentes. Posteriormente fue distribuida
por el National Hormone and Pituitary Program y desde entonces
estuvo disponible comercialmente como Asellacrin (Serono Labs)
y Crescormon (Kabi Vitrum) (9). Sin embargo, ya que la hormona
de crecimiento es especie-especifica en su accién y puesto que
los caddveres humanos eran la unica fuente de obtencién de
dicha hormona, esto representé obviamente una limitante muy
marcada para el suministro y el abasto de los miles de ninos
que la requieren, ya que para tratar a un nifio hasta 1la
pubertad pueden ser necesarios varios centenares de hipéfisis
(11) . Aunado a ello se demostré recientemente que cuatro
adultos jovenes que habian recibido ese tipo de preparados
fallecieron como consecuencia de la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob, una infeccién letal causada por un virus lento que se
caracteriza por demencia, sintomas cerebelares, ataxia,
mioclonia y muerte inexorable (10,11,12,13,14). Esto condujo
a que el 19 de Abril de 1985 un grupo de expertos del National
Institute of Health prohibiera 1la utilizacién de estos
productos debido a que muy prcobablemente las preparaciones de
la hormona estaban contaminadas con ese virus (10).

La necesidad de utilizar el potencial terapeitico de la
hormona de crecimiento humana motivé a 1los bidlogos
moleculares para que solucionaran este problema haciendo uso
de las poderosas herramientas gque nos proporciona la
tecnologia del DNA recombinante. En este caso, dicha
tecnologia ha jugado un papel importante ya que fue aplicada
exitosamente para producir hormona de crecimiento humana en
Escherichja c¢oli sin riesgo de contaminacién viral y en
cantidades ilimitadas (15,16,17) dando solucién definitiva al
grave problema de disponibilidad e inseguridad terapéutica.
Ademas de ello, se ha logrado también la clonacién del gen de
la hormona de crecimiento de especies diferentes incluyendo a
la rata (18), bovino y porcino (19). Las secuencias del RNAm
de la hormona de crecimiento de estas especies han sido
analizadas a través de sus DNAs complementarios y han mostrado
sexr moléculas de aproximadamente 800 nucledtidos que codifican
para un precursor de esta hormona (18,20, 21,22). El1 precursor
contiene un péptido sefialador hidrofébico de 26 residuos
aminoacidicos covalentemente unido al extremo amino terminal
de la hormona madura. Este péptido sefialador estd involucrado
en el mecanismo de secrecién de la hormona de crecimiento por
las células somatotrépicas de la hipéfisis (1).



Puesto que 1la administracién de 1la prehormona es
afuncional en el organismo debido a la conservacion del
péptido senalador, nuevamente 1los bidlogos moleculares
buscaron la manera de producir 1la hormona madura en
microorganismos programados por Ingenieria Genética. En 1979,
Goeddel y colaboradores lograron la expresién directa en E.
coli de la hormona de crecimiento humana sin su péptido
senalador, al construir un gen hibrido mediante la combinacion
de un segmento de DNA sintético y otro segmento de DNAc
derivado del RNAm de hGH (15). El1 uso del DNA sintético
facilité el disefo conveniente de una nueva secuencia
codificadora para la regién amino terminal de hGH. En este
diseno el codén de iniciacién de la traduccidén (ATG) precede
directamente al codén del primer aminodcido de hGH (15). Por
lo tanto la forma biosintética de la hormona de crecimiento,
la cual fue manufacturada por la compania Genentech, difiere
de la hormona natural en que posee un residuo de metionina
extra en su extremo amino terminal (12). E1 producto de
Genentech denominado " Protropin " fue sometido a pruebas de
experimentacién desde 1981 (23). Olson y colaboradores
demostraron que produce los mismos efectos que la proteina
nativa ya que mantiene las actividades biolégicas promotoras
del crecimiento (24). En 1983, Jonsdottir realizé un estudio
con anticuerpos monoclonales para saber si existia variacién
entre los determinantes antigénicos de la hormona biosintética
y la hormona nativa y no encontré diferencia significativa con
lo cual se descartd 1la posibilidad de wuna reaccion
inmunolégica secundaria a su administracién (25).

En una prueba clinica contundente en la que se utilizo
hormona de crecimiento producida por Ingenieria Genética, se
demostré que de 84 pacientes voluntarios con hipopitui-
tarismo solamente uno no respondié al tratamiento y no se
observaron efectos secundarios a la administracién (23). Fue
asi como en Octubre de 1985, finalmente la Food and Drugs
Administration en E.U.A. aprobé la venta de la metionil-
hormona de crecimento para el tratamiento terapeutico de las
personas con deficiencia de dicha hormona (23,26). Protropin
representa el segundo producto de 1la tecnologia del DNA
recombinante disponible comercialmente en el mercado. El
primero fue una versién biosintética de la insulina humana que
también fue manufacturada por Genentech.

En Europa,la versién biosintética de hGH es suministrada
por Kabi Vitrum con el nombre de Somatonorm y en E.U.A. por la
compania Genentech bajo el nombre de Protropin. A medida que
se acumulan datos clinicos sobre eficacia y seguridad, 1las
autoridades recomiendan el empleo del producto recombinante.
Por lo anterior es claro que la hormona de crecimiento humana
biosintética cubre todas las posibilidades terapéuticas de su
homéloga de procedencia extractiva. Su produccién por
fermentacién bacteriana constituye un rotundo ejemplo del
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enorme potencial que tienen las técnicas de la Ingenieria
Genética para la solucién de problemas clinicos, abriéndose
consecuentemente un futuro esperanzador para la explotacién de
secuencias proteicas de importancia biomédica.

d) Justificaciénm :

Actualmente no es posible suministrar ninguna garantia de
seguridad en 1la administracion de 1la hGH de origen
hipofisiario, sean cuales sean las precauciones tomadas en su
fabricacién. Ademas dado que 1la hormona del crecimiento humana
disponible en nuestro pais es insuficiente para satisfacer la
demanda de los pacientes que la requieren y puesto que cada
dia es mas dificil importarla por su alto costo, emprendimos
el presente trabajo. Su propésito fue el de sintetizar
enzimaticamente el DNAc de hGH e introducirlo a un vector de
clonacién molecular. El logro de esta meta es el requisito
para que en un proyecto subsecuente se pueda producir hGH en
bacterias, y de esta manera se produzca una fuente
virtualmente inagotable de hormona de crecimiento humana sin
riesgo de contaminacién.
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III) OBJETIVOS8 E HIPOTEBIS. ‘

Objetivo General:

Con el presente trabajo pretendemos contribuir al
surgimiento y desarrollo de la biotecnologia para la salud
humana, mediante la obtencién de la informacién genética
requerida para la produccién de hGH de origen biosintético.

Objetivos Particulares:

La estrategia general que utilizamos para la realizacién
del presente trabajo estuvo integrada por seis objetivos
experimentales los cuales se describen a continuacioén :
a.- Obtencién de las moléculas de RNA's mensajeros a partir

de hipo6fisis extraidas de caddveres humanos.

b.- Sintesis de 1los DNA's complementarios a estos RNA's
mensajeros.

c.~ Insercidén selectiva del DNAc de hGH en un vector de
clenacién molecular y su propagacién en E. c¢olj.

d.- Identificacién de la clcona bacteriana portadora del

plasmido recombinante que contiene la informacién para
hGH.

e.— Caracterizacién del DNAc de hGH con enzimas de
restriccién especificas.

f.- Determinacién parcial de la secuencia nucleotidica del

DNAc de hGH para demostrar su identidad e integridad
plena.

Hipotesis 3

Después de analizar la secuencia nucleotidica previamente
reportada del DNAc de hGH (22) y construir su mapa de
restriccion (Figura 2), nos percatamos de que la informacién
que codifica para la hGH madura estaba flanqueada por sitios
unicos para las enzimas de restriccién Aat II y Xma I. Puesto
que dichas enzimas reconocen secuencias nucleotidicas

raramente encontradas a lo largo del genoma humano (27),
propusimos lo siguiente :

"La digestién enzimdtica de los DNA's complementarios
derivados de hipéfisis humanas con las enzimas de restriccioén
Aat II y Xma I y su posterior insercién en un vector de
clonacién, similarmente digerido, nos permitira obtener rapida

y eficientemente a las clonas recombinantes portadoras del
DNAc de hGH".
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MAPA DE RESTRICCION DEL DNAc DE hGH

ATG ¥* TAG

500 600 700 800

I\Xma 1

Pst I Alul Nar 1 Bgl II Alu I

Alu 1 Alu I
Aat 11 Pvu II vy 11

ATG Coddén de iniciacién

TAG Coddn de terminacidn

E Regién codificante pam la hormona madura
_ Regidn codificante pam el péptido sefialador

no traducible

* Primer aminoadcido de B hamona madura

Figura 2.- Organizacién del DNAc de la hormona de crecimiento
humana. Se muestra la estructura anatémica del DNAc de hGH y
se indican los sitios de restriccién diagnésticos para su
identificacién. Se observa que la informacién que codifica
para la proteina madura es flanqueada por los sitios Aat II y
Xma I hacia los extremos 5' y 3' respectivamente.
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IV) MATERIALES Y METODOS.
A) ORIGEN DE LOS REACTIVOS 3

Las enzimas de restriccién y modificacién de 4cidos
nucleicos fueron obtenidas de varias casas comerciales:
Bethesda Research Laboratories, New England Biolabs, Pharmacia
y Boehringer Mannheim y se utilizaron de acuerdo a 1las
condiciones especificadas por el proveedor.

La celulosa 0ligo-dT utilizada para la purificacién de los
RNA mensajeros fue adquirida de Collaborative Research Inc.

El conjunto enzimdtico para 1la sintesis de DNA's
complementarios fue obtenido de Bethesda Research Laboratories
y el nucleétido radiactivo (**s-a-dATP) utilizado para este
propésito fue obtenido de Amersham.

De igual manera el nucleétido radiactivo 3?P-a-dCTP
utilizado para marcar el DNAc de hPL fue adquirido de Amersham
International.

Para la determinacién de la secuencia nucleotidica del
DNAc de hGH se utilizdé el conjunto de reactivos "Sequenase
kit®™ de la compania United States Biochemical.

Los reactivos empleados en la elaboracion de
amortiguadores, soluciones diversas y medios de cultivo fueron
obtenidos de distintas casas comerciales: Sigma, Merck,
Aldrich, IBI y Casa Rocas, procurando cuando fue posible
emplear los de mayor calidad disponibles.

B) MATERIAL BIOLOGICO :

5 g de tejido hipofisiario humano fueron recuperados de
autopsias por el personal del Anfiteatro del Hospital
Universitario "Dr. José Eleuterio Gonzalez". Estas hipéfisis
fueron extraidas en el menor tiempo posible para evitar la
degradacién del RNA Yy se congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido donde fueron almacenadas hasta su uso.

Se utilizé el plasmido pUC19 para la clonacidn de los
DNA's complementarios y la bacteria Escherichia coli cepa RR1
para la propagacién de los pldsmidos recombinantes.

El marcador de peso molecular 1Kb Ladder fue donado por el
Dr. Randy Lejersky (Departamento de Genética, M.D. Anderson
Hospital and Tumor Institute, University of Texas).

El DNAc de hPL, fragmento de 785 pb utilizado como
rastreador molecular, fue derivado del plasmido phPL815 (28)
mediante una digestién con la enzima de restriccién Pst I y
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posterior purificacién. Para la hibridizacién dé RNA-DNA en
gota seca se utilizé phPL815 linearizado con Eco RI. El
marcaje radiactivo de ambas secuencias génicas fue realizado
genercsamente por el M.C. Ramiro Ramirez Solis (Institute for
Molecular Genetics, Baylor College of Medicine).

Para la preparacién de los fagos recombinantes durante el
protocolo del secuenciamiento nucleotidico utilizamos 1la

bacteria Escherjchia coli cepa JM103.

Tanto los pldsmidos y los fagos asi como las bacterias
utilizadas provienen de la genoteca y la bacterioteca de la
Unidad de Laboratorios de Ingenieria y Expresién Genéticas.

C) METODOS 3

Extraccién de RNA total de hipéfisis humanas por el método
de Isotiocianato de quanidina-Fenol-Cloroformo:

El método que utilizamos es una modificacién de la técnica
descrita por Chomczynsky y Sacchi en 1987 (29).

Materiales, Reactivos y Soluciones : Para eliminar las
RNAsas, todo el material de plastico utilizado se sometié a un
lavado con NaOH 1N por 10 min y se enjuagé exhaustivamente con
agua tratada con dietil pirocarbonato (H,0-DEP). Todo el
material de vidrio empleado (tubos y botellas de centrifuga,
probetas, pipetas, vasos,etc.) fue horneado a 250°C por 4 h.

Las soluciones de los incisos a hasta e fueron tratadas
con dietil pirocarbonato (DEP) al 0.1% por al menos 12 h a
37°C y posteriormente esterilizadas en el autoclave.

a) Acetato de sodio 2 M pH 4.

b) Citrato de sodio 0.75 M pH 7.

Cc) Acetato de sodio 4 M pH 6.

d) Cloruro de litio 4 M.

e) Agua ultrapura (Milli Q).

f) Sarcosil al 10%.

g) Fenol saturado con H,0-DEP.

h) Solucidén Sevag (cloroformo-alcohol iscamilico, 24:1).

i) Etanol absoluto y etanol al 70% almacenados a -20°C.

j) Solucién D (isotiocianato de guanidina 4 M, citrato de
sodio 25 mM pH 7, sarcosyl 0.5% y B-mercaptoetanol 0.1 M).

Procedimiento:

Las hipéfisis fueron colocadas sobre hielo seco inmediatamente
después de sacarse del Nitrégeno liquido. Se pesdé una alicuota
de 5 g y se procesé ridpidamente para evitar cualquier
descongelamiento.



2)

3)

4)

3)

6)

7)

8)

14

Se homogenizaron 5 g de tejido hipofisiario en una licuadora
de vidrio que contenia 50 ml de solucién D. Se mezclé a alta
velocidad durante 3 min encendiendo y apagando cada 20 s para
permitir que los trozos que quedaban en la superficie bajaran
y fueran alcanzados por las aspas.

Se pasé el homogenizado a un frasco de vidrio de 500 ml con
tapén esmerilado y se agregaron 5 ml de acetatc de sodioc 2 M
pH 4, se agitd 1 min. Luego se anadieron 50 ml de fenol
saturado con H,0-DEP y se agité por 2 min. Por ultimo, 10 ml
de Sevag y se mezclé vigorosamente por 3 min. Se repartié la
mezcla en dos botellas Corex de 150 ml y se colocaron en hielo
durante 15 min.

Se centifugé a 8,000 rpm durante 20 min a 4°C en una
centrifuga B-20A de DAMON/IEC DIVISION utiliza&ndose el rotor
872. Al terminar la centrifugacién se recuperaron las fases
acuosas de ambas botellas utilizando una jeringa de vidrio de
20 ml y se transfirieron a otras dos botellas Corex. Se les
agregaron dos volumenes de etanol absoluto frio, se agitaron
suavemente por inversién y se colocaron a -20°C por al menos
1 h para precipitar los &cidos nucleicos.

Se centrifugd bajo las condiciones especificadas en el punto
anterior. Se decantaron los sobrenadantes y se invirtieron las
botellas a 4°C por 10 min para que escurrieran las pastillas.
Se disolvidé completamente cada una de las pastillas en 3 ml de
solucién D y se transfirieron a un solo tubo Corex de 30 ml
horneado. Se agregaron dos volumenes de etanol absoluto frio
Y se colocé el tubo a -20°C por 1 h.

Posteriormente se centrifugé a 10,000 rpm en la centrifuga B-
20A utilizandose el rotor 870 durante 25 min a 4°C. Se decanté
el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 5 ml de H,0-
DEP. Se agregd un volumen de cloruro de litio 4 M y se colocé
el tubo a 4°C por un minimo de 4 h con el propésito de
eliminar residuos de DNA.

Se centrifugé al igual que en el punto 6 y se decanté
cuidadosamente el sobrenadante. La pastilla se lavé con etanol
al 70% frio y se secéd a 4°C con el tubo en posicién invertida
durante 10 min.

Finalmente, la pastilla de RNA se disolvié en 5 ml de H,0-DEP
Y se tomdé una alicuota (50 pul) para efectuar lecturas en el
espectrofotémetro a 230, 260 y 280 nm, asi como para verificar
su calidad electroforética. Se agrego acetato de sodio 4.5 M
PH 6 para dar una concentracién final de 0.3 M y dos volumenes
de etanol absoluto frio. La solucidén se transfirié a un tubo
Falcon de 15 ml y se almacendé a -20°C hasta su uso posterior.
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lectrofores de en geles de agarosa-urea-dcido:

Se utilizé el método descrito en su forma original por
Rosen y cols. en 1975 (30).

Reactivos y soluciones :

a) Agqua tratada con DEP.

b) Urea 10 M.

c) Amortiguador de citrato de sodio 0.25 M pH 3.5.

d) Amortiguador de citrato de sodio 0.025 M pH 3.5.
e) Agarosa al 1.5 % (ver inciso 1 del procedimiento).
f) Amortiguador Tris-HCl 50 mM pH 7.6.

g) Solucioén de bromuro de etidio a 10 mg/ml.

Nota: Las soluciones c y d fueron tratadas con DEP.
Procedimiento:

Preparacién del gel de agarosa al 1.5 %¥.—- 1.5 g de agarosa se
anadieron a 60 ml de urea 10 M y 30 ml de H,0-DEP. La mezcla
se calentdé a ebullicién hasta disolver la agarosa Se dejoé
enfriar hasta aproximadamente 60°C y luego se anadieron 10 ml
de amortigquador de citratos 0.25 M pH 3.5. Posteriormente se
vacié en el molde para el gel (de preferencia en placa
vertical) y se mantuvo a 4°C por lo menos 4 h para que
solidificara.

Preparacién de la muestra:

10 pul de RNA (1 pg/ul)

5 pl de H,0-DEP

30 ul de Urea 10 M

5 ul de Azul de bromofenol al 0.5%

Electroforesis.- Las muestras se calentaron a 65°C por 10 min
Yy se colocaron rapidamente en hielo. Se aplicaron en las
casillas del gel y se realizo la electroforesis a 80 volts por
3 a4 h atemperatura ambiente. Al término de la misma, el gel
fue sumergido en 200 ml de una solucién de amortiguador Tris-
HCl 50 mM pH 7.6 conteniendc 1 ug/ml de bromuro de etidio
durante 20 min. Finalmente se destind el gel durante 5 min en
agua y se analizé bajo luz ultravioleta.

Criterios para establecer cantidad, pureza e integridad del
RNA extraido:

Para determinar la concentracién del RNA se tomé en
cuenta que un valor de absorbancia de 1.0 a 260 nm equivale a
40 ug/ml de RNA; de manera que la concentracién de RNA se
obtiene al multiplicar el valor de la absorbancia obtenida por
40 y por el factor de dilucién que generalmente corresponde a



a)
p)

d)
e)
f)

h)

i)

3)

lé

un valor de 101 ( una alicuota de 10 ul de RNA se diluye en
1000 ul de H,0-DEP para hacer las lecturas al
espectrofotémetro, por lo tanto al dividir el volumen final
entre el volumen inicial obtenemos un factor de dilucién de
101).

Para determinar la pureza del RNA, generalmente se obtiene
la razén de la absorbancia a 260 nm UV entre la absorbancia a
280 nm UV. Una razén de 1.8 o mayor indica que la preparacion
es aceptablemente pura.

Para establecer la integridad de las moléculas de RNA
obtenidas se visualiza el gel que contiene las preparaciones
de RNA después de someterlo a electroforesis y posterior
tincién con bromuro de etidio. Debe observarse una relacién en
el patrén de fluorescencia de 2:1 entre las bandas 28 y 18 §
(respectivamente) de los RNA ribosomales. Aunque éstos son
sintetizados en cantidades equimoleculares en la célula ya que
son derivados a partir de un precursor comun, el RNAr 28 S es
aproximadamente dos veces mayor en longitud que el RNAr 18 S
por lo que atrapa dos veces mas la cantidad de bromuro de
etidio y por ello presentara una fluorescencia de mayor
intensidad.

Bibridacion de RNA-DNA en gota seca:

El presente método, basado en la descripcién de Davis y
cols. (31), fue utilizado para analizar los RNA's totales y
detectar la presencia de secuencias génicas que codifican para
hGH.

Reactivos y Scluciones:

Formamida desionizagda.

SSC 20 X (Cloruro de sodio 17.53% y citrato de sodio 8.82% pH
7).

Solucién Denhardt 100 X (Albumina sérica bovina 2%, Ficoll
tipo 400 2% y polivinil pirrolidona 10%).

Fosfato de sodio 1 M pH 8.

SDS al 10%.

Dextran sulfato al 50%.

Agua tratada con DEP.

Solucién de prehibridacién (Formamida desionizada 50%, SSC 5
X, Solucién Denhardt 5 X, Fosfato de sodio 50 mM pH 8, SDS
0.1% y DNA de esperma de salmén 250 ug/ml).

Solucién de hibridacién (Formamida desionizada 50%, SSC 5 X,
Solucién Denhardt 5 X, Fosfato de sodio 50 mM pH 8, SDS 0.1%,
Dextrdn sulfato 10% y 3 %x10°% cpm del plasmido phPL815 marcado
con ““P).

Soluciones de RNA's totales de placenta, higado e hipéfisis
humanas a una concentracién de 2 ug/pl.
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Procedimiento:

En tubos de microcentrifuga debidamente rctulados se hicieron
las siguientes mezclas:

BLACENTA —HIGADO HIPOFISIS
RNA 10 ul 10 ul 10 ul
SSC 20 X 4 ul 4 pl 4 ul
H,0-DEP 6 ul 6 ul 6 ul
20 ul 20 pl 20 ul

Posteriormente se calentaron a 65°'C para desnaturalizar 1los
RNA's y se colocaron rapidamente en hielo.

A un papel filtro de nitrocelulosa previamente recortado a una
dimensién de 6 x 2 cm se le hicieron 6 divisiones de 2 cm’ con
la ayuda de un boligrafo. De esta manera se obtuvieron 3
columnas de 2 compartimientos cada una con el objeto de
colocar cada muestra por duplicado. Este papel fue humedecido
en agua destilada estéril por 5 min y posteriormente en SSC 20
X por otros 5 min. Se dejd secar a temperatura ambiente.

Se depositaron por duplicado cada una de 1las muestras
desnaturalizadas en su respectiva columna y se aplicd aire
caliente con una pistola secadora. Se colocd el papel de
nitrocelulosa entre papel Whatman 3 MM y se horneé al vacio
por 2 h a 80°C.

Se colocéd el papel filtro en una bolsa de plastico y se
agregaron 5 ml de la solucién de prehibridacién. Se eliminaron
las burbujas de aire, se selldé la bolsa por calentamiento y se
prehibridizé a 42°C por 12 h.

Se calenté la solucién de hibridacién a 100°C por 10 min para
desnaturalizar la sonda y se colocé subitamente en hielo.

Se hizo un orificio en una esquina de la bolsa que contiene el
papel de nitrocelulosa y se deseché 1la solucién de
prehibridacién. En su lugar se agregaron 1.5 ml de la solucidn
de hibridizacién (con la sonda previamente desnaturalizada),
se selld nuevanmente la bolsa y se colocd en un bafno de agua a
42°C por 16 h con agitacién suave.

Se recuperé el papel filtro de la bolsa y se sometié a 3
lavados de 15 min cada uno en 400 ml de SSC 2 X y SDS 0.1%.
Los dos primeros a temperatura ambiente y el ultimo a $0°C.

Posteriormente se hicieron 2 lavados en 400 ml de SSC 0.1 X y
SDS 0.1% a 50°C por 45 min con agitacién suave. En seguida se
enjuagd el filtro en 200 ml de SSC 0.1 X por 10 min y se dejo
secar a temperatura ambiente sobre una hoja de papel Whatman
3 MM,
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Finalmente se cubrié el papel filtro con plastico adherible y
se colocé en un cartucho para exposicién radiactiva
conteniendo una pelicula ultrasensible. Se permitié 1la
exposicién por 12 h a -70°C, se reveld la autorradiografia y
se interpretaron los resultados.

islamiento de A's mensajerocs po * po omatografia
de afinidad olumnas de celulos o=-4aT:

Se utilizé el método originalmente descrito por Aviv y
Leder (32) y fue tomado de Maniatis y cols. (33).

Materiales, reactivos y soluciones:

Para eliminar la presencia de RNAsas, todo el material de
plastico utilizado se sometié a un lavado con NaOH 1 N por 10
min y se enjuagé exhaustivamente con agua tratada con DEP.
Todo el material de vidrio empleado (probetas, pipetas, vasos,
etc.) fue horneado a 250°C por al menos 4 h. Se utilizaron
guantes de latex durante todo el procedimiento.

Las soluciones de los incisos a hasta d fueron tratadas
con dietilpirocarbonato (al 0.1%) por al menos 12 h a 37°C y
posteriormente esterilizadas en el autoclave.

Cloruro de sodioc 5 M.
Sarcosil al 10%.

EDTA 0.2 M.
Acetato de sodio 4.5 M pH 6.
H,0-DEP.

Tris-HC1l 1 M pH 7.5 (Se prepard en H,0-DEP y posteriormente se
esterilizé en el autoclave).

Hidréxido de sodio 0.1 N.

Amortiguador de unién 4 X (NaCl 2 M, Tris-HCl 40 mM pH 7,
Sarcosil 2% y EDTA 4mM en H,0-DEP).

Amortiguador de elucién 4 X (Tris-HCl 40 mM pH 7, Sarcosil 2%

EDTA 4 mM en H,0-DEP).

J)

1)

2)

Etanol absoluto y etanol al 70% almacenados a -20°C.
Procedimiento:
Preparacién del RNA total.

El RNA total almacenado a -20°C en una solucién de etanol y
sales fue centrifugado en una microcentrifuga (Eppendorf) por
10 min a 15,000 rpm. Se lavé con etanol al 70% y se secd en un
evaporador centrifugo al vacio (Savant) por 5 min.

La pastilla se resuspendié en 1 ml de H,0-DEP y la solucién
fue transferida a un tubo Falcon de 50 ml. Dicha solucién se
ajusté de tal manera que la concentracién de RNA fuese de 1
mg/ml.
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La solucién de RNA se calenté a 65°C por 5 min ¥y se colocéd
rapidamente en hielo. Después de 5 min se agregdé amortiguador
de unién a una concentracién final de 1 X.

Preparacién de la celulosa oligo-4T.

0.5 g de celulosa oligo-dT tipo III (Collaborative Research
Incorporation) fueron suspendidos en 10 ml de amortiguador de
unién 1 X mezclando suavemente la solucién con una pipeta
pasteur.

Después de 5 min de sedimentacién se descarté el sobrenadante
por aspiracién y la celulosa se resuspendié nuevamente en 10
ml de amortiguador de unién 1 X.

Preparacion de la columna.

Una columna de 5 ml (Dispocolumn de BIORAD) fue sujetada a un
soporte universal mediante unas pinzas para bureta. Asi mismo
un tubo Falcon de 50 ml, el cual fue utilizado como depdsito
para las soluciones gque se pasarian a través de la columna,
fue sujetado también al soporte con otras pinzas para bureta.
En la tapa de dicho tubo se hizo un pequefio orificio y a
través de él1 se introdujo un extremo de una manguera de
plastico de 5 mm de diametro por 30 cm de largo. El1 otro
extremo de la manguera fue conectado a la tapa de la columna.
Se colocaron unas pinzas de presién regulable sobre 1la
manguera para controlar la velocidad de flujo hacia 1la
columna. Se aplicé 1la solucién de celulosa o©ligo-dT
directamente en el dispositivo de BIORAD y se dejdé reposar
para que se empaquetara fuertemente hasta formar una columna
de aproximadamente 2 ml.

Se agregaron al depésito 5 volumenes de columna de una
solucioén de NaOH 0.1 N y EDTA 5 mM permitiéndose un flujo de
250 pl/min. Posteriormente se aplicaron 5 volumenes de H,0-DEP
y luego 3 volumenes de amortiguador de unién verificandose que
el pH del liquido eluido fuese neutro.

Cromatografia de afinidad.

El RNA total previamente desnaturalizado fue aplicadeo a la
columna y el RNA no unido se colecté en un tubo Falcon de 15
ml sumergido en hielo. Se dejé de colectar hasta que la
absorbancia de la solucién eluida era igual a cero a 260 nm.

Se lavé la columna con 3 volumenes de amortiguador de unioén 1
X y posteriormente se aplicaron 5 volumenes de amortiguador de
elucioén 1 X para eluir los RNA mensajeros. Se dejoé de colectar
hasta que la absorbancia del liquido eluido era igual a cero.
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Los RNA mensajeros colectados se desnaturalizaron a 65°C por
S min y se colocaron rdpidamente en hielo. Se les agregd
amortiguador de unién a una concentracién final de 1 X. Se
equilibré la columna con 3 volumenes de amortiguador de unién
1 X y se aplicaron nuevamente estos RNA's para realizar una
segunda cromatografia.

Se lavé la columna con 3 volumenes de amortiguador de unién 1
X Yy posteriormente se aplicaron 3 volumenes de amortiguador
de elucién 1 X. En esta etapa se colectaron 10 fracciones de
1.5 ml cada una, se midié la absorbancia de cada una de ellas
y se mezclaron aquellas con mayor densidad 6ptica. Se agregéd
acetato de sodio a una concentracién final de 0.2 M y se
anadieron 2 volumenes de etanol absoluto frio. Esta solucion
se colocéd a -20°C durante toda la noche.

Los RNA's mensajeros fueron colectados por centrifugaciones
sucesivas en un solo tubo de microcentrifuga a 15,000 rpm por
10 min. La pastilla de RNA se lavé con etanol al 70% y se secd
en un evaporador centrifugo al vacio. Finalmente los RNA's
fueron disueltos en 100 upl de H,0-DEP, se determiné su
concentracién por espectrofotcometria a 260 nm y se verificé su
calidad por electroforesis en un gel de agarosa-urea-acido.

8intesis de DNA's Complementarios:

Para la sintesis de los DNA's complementarios utilizamos
un conjunto enzimatico de la compania BRL (cDNA Synthesis
System, catdlogo 8267SA) cuya aplicacién estd basada en 1la
técnica descrita por Gubler y Hoffman en 1983 (34).

Reactivos y soluciones:

TE pH 7.6 (Tris-HCl 10 mM pH 7.6 y EDTA 1 mM).

EDTA 250 mM pH 7.5.

Acido tricloroacético (TCA) al 5 y al 10% almacenados a 4°C.
Etanol absoluto y etanol al 70% almacenados a -20°C.
Acetatato de amonio 7.5 M

Fenol-sevag (1:1).

355-a-dATP a 10 uCi/ul.

RNAm's de hipéfisis humanas a 1 pg/ul.

Componentes del conjunto enzimatico:

Transcriptasa inversa MMLV (virus de la leucemia murina de
Moloney) a 200 U/ul.

Amortiguador para sintesis de la primera cadena 5 X.
0ligo-dT,.qs 0.5 mg/ml.

DNA polimerasa I de E. coli a 10 U/ul

Amortiguador para sintesis de la segunda cadena 10 X.

RNAsa H de E. coli a 2 U/ul.
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Mezcla de A4dNTP's a 10 mM cada uno.
Agua tratada con DEP.

Procedimiento:

En un tubo de microcentrifuga sumergido en hielo se hizo la
sigquiente mezcla de reaccién:

Amortiguador para sintesis de la primera cadena 5 X. 10 ul
Mezcla de ANTP's a 10 mM cada UNO .ecccecvecoacansaces 2.5 pl
01igo-dT,, 4y 0.5 HG/BLl ceeieeunacntceaanarsacannaans 5 wul
RNAn's de kipéfisis humanas a 1 4g/pl ...ccvveeassse 5 pul
Transcriptasa inversa MMLV a 200 U/l ....ceevnecess 5 pl
Agua tratada cOnN DEP .cccvsccassnvcosescsssccernssnns 22.5ul

Después de realizar la mezcla se tomé una quinta parte (10 ul)
Yy se pasé a un segundo tubo de microcentrifuga que contenia
0.2 uxl de una solucién del radioisétopo ¥S-a-dATP (10 uCi/pl),
el cual fue utilizado como trazador radiactivo. De esta
fraccién radiactiva se tomd 1 ul y se colocéd sobre un filtro
de fibra de vidrio (Whatman GF/C) rotulado como "TCA antes".

Ambos tubos se colocaron a 37°C por 1 h. Después de este
tiempo se detuvo la reaccién radiactiva mediante la adicién de
0.2 4l de EDTA 0.25 M pH 7.5.

La reaccién no radiactiva fue sometida a una extraccidn
organica con un volumen (40ul) de una solucién de fenol-sevag
(1:1), se centrifugé a 10,000 rpm por 3 min y se recuperd la
fase acuosa, La fase organica fue sometida a una segunda
extraccién con 40 ul de TE y al final se mezclaron ambas fases
acuosas. Se les agregé medio volumen de acetato de amonio 7.5
My 2.2 volumenes de etancl absoluto frio. Se coloco la mezcla
a -20°C por al menos 1 h. Se centrifugé a 15,000 rpm por 15
min, se lavé la pastilla con etanol al 70%, se seco y se
resuspendié en 30 gl de H,0-DEP. Esta solucién (hibrido RNAm-
DNAc) fue utilizada para la sintesis de la segunda cadena como
se mencionard mas adelante.

De la mezcla radiactiva se tomaron 2 alicuotas de 1 pl y se
colocaron respectivamente sobre 2 piezas de papel filtro
(Wwhatman GF/C) rotulados como "TCA total" y "TCA después". Se
dejaron secar al aire.

Al resto de la solucién radiactiva (7 ul) se le agregaron 43
4l de TE, 25 ul de acetato de amonio 7.5 M y 165 ul de etanol
absoluto frio. Se colocé a -20°C por 1 h. Se centrifugd a
15,000 rpm por 15 min, se lavd la pastilla con etanol al 70%,
se secd y se resuspendié en 10 pl de TE. De esta solucién se
tomaron 3 pl para analizar la sintesis de DNAc monocatenario
por electroforesis en un gel alcalino de agarosa como se
mencionard en la seccidén posterior.
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Los filtros rotulados como "TCA antes"™ y "TCA después" fueron
sometidos a un lavado con TCA al 10% por 10 min, dos lavados
con TCA al 5% por 5 min y un lavado con etanol al 95% por 5
min. Se dejaron secar a temperatura ambiente por 10 min,

Posteriormente estos dos filtros al igual que el rotulado como
"TCA total™ fueron colocados respectivamente dentro de 3
viales que contenian 5 ml de ligquido de centelleo y se
cuantificé 1la radiactividad emitida en un contador de
centelleo utilizando el canal para S. Se cuantificé 1la
sintesis de DNAc monocatenario de acuerdo a la siguiente
férmula (35, 36):

pg de DNAc = cpm TCA antes-cpm TCA después x nmoles x 4 x .33
monocatenario cpm TCA total de dATP

Para la sintesis de la segunda cadena de los DNAc se hizo la
siguiente mezcla en un tubo de microcentrifuga colocado sobre
hielo:

Solucién de RNAm-DNAc monocatenario (inciso 3) .... 30 gl
Agua tratada Con DEP .cievcvetotsascescosssoscacane 35.6 ul
Solucién de ANTP's (10 mM) ...ccecvvwe ssevenswwresenes 3 Pl
Amortiguador para sintesis de la segunda cadena 10 ¥X. 8 ul
355-a—AATP (10 BCi/Bl) eveerrecnncennassassossccncaas 0.5 pl
DNA polimerasa I de E. coli (10 U/ul) ...ccvevenn. ool 2:5 pl
RNAsa H de E. €011 (2U/Bl) t.ceeeecorensncncssnsnosss 0.4 pl

Después de realizar la mezcla se tomé una alicuota de 1 ul y
se depositd sobre un filtro Whatman GF/C rotulado como "“TCA
antes”. Se colocd la mezcla de reaccidén en un bano de agua a
16°C por 2 h.

Al término de la incubacién se tomaron 2 alicuotas de 1 pul y
se colocaron respectivamente en 2 filtros rotulados como "TCA
total” y "TCA después”". Posteriormente se detuvo la reaccién
mediante la adicién de 3 ul de EDTA 0.25 M.

De esta reaccién radiactiva se tomé una décima parte (8 ul) y
se precipitaron los Acidos nucleicos con acetato de amonio y
etanol. Se colocé la solucién a -20°C por 1 h y posteriormente
se centrifugd a 15,000 rpm por 15 min. Se lavé la pastilla con
etanol al 70%, se secé y se resuspendié en 3 ul de H,0-DEP.
Esta fraccién fue utilizada para analizar la sintesis de la
segunda cadena por electroforesis en un gel alcalino de
agarosa.

La solucién restante fue sometida a una extraccién organica
con un volumen de fenol-sevag en forma similar a como se
mencioné en el inciso 3. Se recuperé la fase acuosa y se le
agregé medio volumen de acetato de amonio 7.5 M y 2.2
volumenes de etanol absoluto frio. Después de 1 h a =-20°C se
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obtuvieron 1los DNAs complementarios mediante el mismo
procedimiento del inciso anterior excepto que en este caso la
pastilla fue resuspendida en 20 ul. Esta solucién (que
contiene los DNAc de doble cadena) fue colocada a 4°C donde
fue almacenada hasta su uso posterior.

En seguida los 3 filtros que contienen alicuotas radiactivas
fueron tratados de igual manera que en el inciso 6 Yy
finalmente se cuantificé la sintesis de DNAc's bicatenarios
mediante la siguiente férmula (35, 36):

ug de DNAc = cpm TCA antes-cpm TCA después x nmoles X 4 x .33
bicatenarios cpm TCA total de 4ATP

Electroforesis en geles alcalinos de agarosa:

El presente método fue utilizado para analizar 1los
productos obtenidos durante 1la sintesis de 1los DNA's
complementarios y fue tomado de Maniatis y cols. (33).

Reactivos y soluciones:

Amortiguador de gel 10 X (NaCl 0.3 M y NA,EDTA 20 mM pH 7.5).
Amortiguador alcalino de electroforesis 10 X (NaOH 0.3 M y
EDTA 20 mM).

Amortiguador de muestra 2 X (NaOH 20 mM, glicerol 20% y azul
de bromofenol 0.02%).

Acido tricloroacético al 7%.

Procedimiento:

Se prepard un gel de agarosa al 1.5% con amortiguador de gel
1 X y se vacié en un molde horizontal para electroforesis. Se
monté el gel sobre una camara y posteriormente se cubrié con
amortiguador alcalino de electroforesis 1 X a una altura no
mayor de 3 mm. Se permitié un lapso de 30 min con el propésito
de que difundiera el alcali hacia el interior del gel.

Alicuotas de las reacciones de sintesis de la primera y
segunda cadena fueron mezcladas con un volumen de amortiguador
de muestra 2 X.

Se aplicaron las muestras y se llevé a cabo la electroforesis
a un voltaje de 7.5 V/cm hasta que el colorante migré a una
distancia de 8 cm. Al término de la electroforesis el gel fue
sumergido por 30 min en &cido tricloroacético al 7%.

Finalmente el gel fue depositado sobre varias piezas de papel
Whatman 3 MM, se cubrié la parte superior con plastico
adherible y se secé en un secador de geles a 80°C por 1 h.
Posteriormente se retiré la pieza de plastico y el gel fue
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colocado dentro de un cartucho para exposicién’radiactiva
conteniendo una pelicula ultrasensible. Se permitié 1la
exposicién por 48 h a temperatura ambiente, se revelé el
autorradiograma y se interpretaron los resultados.

a estrategia de clonacié estién enzimitica 4 os
DNA's complementarios cop Aat II y Xma It

Frecuentemente la seleccién de una clona bacteriana que
porta una determinada secuencia de DNA recombinante es el paso
mas dificil durante un proceso de clonacién. En nuestro caso
hemos disenado una estrategia para favorecer , en forma casi
exclusiva, la insercién del DNAc de hGH en un vector de
clonacién. Dicha exclusividad fue vislumbrada cuando
analizamos, ayudados por programas computacionales, la
secuencia nucleotidica del DNAc de hGH. Nos percatamos de que
la informacién que codifica para la hormona madura era
flanqueada por sitios unicos para dos enzimas de restriccién:
Aat II y Xma I, las cuales reconocen secuencias nucleotidicas
gue no son muy repetitivas en el genoma humano (27).

Basandonos en estos hallazgos, decidimos someter la
poblacién de los DNA's complementarios a la accién de dichas
enzimas de restriccién, suponiendo gque solo una pequena
fraccién de ellos serian cortados con esas enzimas. Los
fragmentos generados durante la digestioén enzimatica, mas no
aquellos DNA's que quedaran intactos o gue contuvieran uno o
varios sitios para una misma enzima, serian capaces de
integrarse facilmente en un vector de clonacién que hubiese
sido digerido con las mismas enzimas de restriccién. De
ocurrir ésto, esperdbamos que por complementariedad de pares
de bases se formaran las moléculas recombinantes, de las
cuales una gran proporcion deberia contener secuencias
codificantes para hGH. Fue asi como procedimos a digerir los
DNA's complementarios con dichas enzimas de restriccién de la
siguiente manera:

En un tubo de microcentrifuga se colocaron 200 ng de DNA's
complementarios, los cuales fueron digeridos con Xma I de
acuerdo a las condiciones especificadas por el proveedor (New
England Biolabs). Después de 5 h de incubacién a 37°C, los
DNA's fueron precipitados de manera habitual con etanol y
acetato de amonio. Se colocé la mezcla a -20°C.

Los DNA's fueron colectados por centrifugacién a 15,000 rpm
por 10 min. Se lavé la pastilla con etanol al 70%, se secd y
se resuspendié en 10 ul de agua ultrapura estéril.

Los DNA's complementarios fueron digeridos nuevamente pero
ahora con la enzima pAat II. Después de 5 h a 37°C se
repitieron los mismos procedimientos de los incisos 2 y 3.
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Finalmente los DNA's fueron colocados a 4°C donde fueron
almecenados hasta su uso posterior.

NOTA: Puesto gue la solucién de DNA's complementarios es una
mezcla muy heterogénea de diversas secuencias génicas, se
utilizé un exceso de 10 veces la concentracién de enzima de
restriccién requerida para digestiones convencionales
(comunicacién personal, Hugo Barrera Saldana).

Beleccidén y preparacién de] vehjculo de clonacidn:

Como se menciond en la seccién anterior una vez que los
DNA's complementarios hubiesen sido digeridos con Aat II y Xma
I, estos deberian de ser integrados en un vector de clonacién
que hubiese sido digerido también con las mismas enzimas.

Para este propésito seleccionamos el plasmido pUC19 (37),
el cual tiene un sitio unico para la enzima de restriccién Aat
II localizado en la posicién 2,617 y otro sitio unico para la
enzima Xma I localizado en la regién de sitios miltiples de
clonacién exactamente sobre 1la posicién 412, Para la
preparacién de dicho vector realizamos lo siguiente:

S ug del plasmido pUC19 fueron digeridos con pat II en un
volumen de 50 ul de acuerdo a las instrucciones especificadas
por el proveedor. Después de 2 h a 37°C se precipité el DNA
mediante la adicidén de etanol y acetato de amonio. Se colocé
la mezcla a =-20'C por 30 min.

Se colecté el DNA digerido mediante centrifugacién a 15,000
rpm por 15 min, se lavé la pastilla con etanol al 70%, se secd
y se resuspendié en 10 ul de agua ultrapura estéril.

Se realizé la seqgunda digestidén enzimatica con Xma I a 37°C
por 2 h. Después de este lapso se tomé una alicuota de 200 ng
y se hizo una electroforesis analitica en un gel de agarosa al
1% (28) para verificar la doble digestién. Posteriormente al
resto de la mezcla de reaccién se le agregdé una quinta parte
de jugo azul 6 X (glicerol al 30%, xilenciancl al 25% y azul
de bromofenol al 0.25%) y se sometié a una electroforesis
preparativa tal y como se menciona en la siguiente secciodn.

Purificacidén del vector de clonacién a partir de un gel de

agarosa de ba unto 4 usioén:

El presente método, tomado de Maniatis y cols. (33), fue
utilizado para recuperar el vector de clonacién después de
haber sometido los productos de la digestién anterior a una
electroforesis preparativa en un gel de agarosa de bajo punto
de fusién.
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Reactivos y soluciones: :

Agarosa de bajo punto de fusién (Sea Plaque,FMC).
TAE 1 X (Tris-acetato 0.04 M y EDTA 0.002 M).
Bromuro de etidio a 10mg/ml.

Cloruro de sodio 1 M.

Fencl saturade con Tris 0.1 M pH 8.

Etanol absoluto y etanol al 70% frios.

Procedimiento:
Electroforesis preparativa.

Se prepararon 50 ml de una solucién de agarosa al 1% en TAE 1
X y se calentd a ebullicién. Se dejé enfriar hasta 50°C, se
agregaron 2.5 ul de bromuro de etidio (10mg/ml), se mezcld y
se virtié 1la soluciéon en un molde horizontal para
electroforesis. Se dejé solidificar por 2 h.

Se monté el gel en la camara de electroforesis y se cubrié con
TAE 1 X. Se aplicaron los productos de la digestién del
plasmido pUC1l9 con Aat II y Xma I (aproximadamente 5 ug)
después de haber tomado una alicuota de 200 ng para analizar
posteriormente la recuperacién del fragmento de nuestro
interés. Se aplicaron también 200 ng del plasmido pBR322
digerido con Rsa I, el cual fue utilizado como marcador de
peso molecular.

Se realizé la electroforesis a 50 volts hasta que el azul de
bromofenol migré a 3/4 partes de la longitud del gel (10 cm).
En un cuarto oscuro y con la ayuda de una lampara de luz UV de
onda larga, se localizd la banda de 2,205 pb correspondiente
al vector de clonacidén. Dicha banda fue cortada con una hoja
de bisturi y se colocdé en un tubo de microcentrifuga.

Recuperacidén del DNA.

E1l tubo que contiene el fragmento de agarosa de bajo punto de
fusidén, fue colocado a 70°C por 5 min. Se agregé una décima
parte de NaCl 1 M para evitar la separacién de las cadenas de
DNA y se colocé nuevamente a 70°C hasta que la agarosa se
fundié completamente.

Se agregaron 3/4 partes de fenol y se mezclé fuertemente en un
vortex por 2 min. Se centrifugé a 15,000 rpm por 5 min. Se
recuperé la fase acuosa y se transfirié a otro tubo de
microcentrifuga. Nuevamente se agregaron 3/4 partes de fenol
y se mezclé de igual manera en el vortex.

Se centrifugé a 15,000 rpm por 5 min. se recuperé la fase
acuosa y se transfirié a otro tuboc de microcentrifuga. Se
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agregaron 2 volumenes de etanol absoluto y se colbcé a -20°C
por 1 h.

Se centrifugé a la misma velocidad por 15 min. Se lavé la
pastilla con etanol al 70%, se secé y se resuspendié en 20 ul
de agua ultrapura. Finalmente se verificé la recuperacidén por
electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

Clonacién molecular de los DNA's complementarjos:

Una vez gque se obtuvo el vector de clonacién, éste fue
utilizado para la insercién de los DNA's complementarios que
hubiesen sido digeridos con pat II y Xma I. Lo anterior se
llevé a cabo mediante el empleo de DNA ligasa de T4 (38) de la
siguiente manera:

En tubos de microcentrifuga se hicieron las siguientes mezclas
de reaccién:

ROBLEMA CONTROL
DNA del vector (pUC19) ....... 6 pl(100 ng) 6 4l(100 ng)
DNA's complementarios ........ 2 ul (9 ng) =————————=--
DNA ligasa de T4 (1U/kl)..eeee 1 pul 1 ul
Amortiguador de ligasa 10 X... 2 ul 2 ul
Agua ultrapura ...ccccccecessae 9 gl 11 ul

20 pl 20 pl

NOTA: El vector tiene un tamano de 2,205 pb y el DNAc de hGH
un tamano de 640 pb lo cual quiere decir que el vector es 3.4
veces mas grande gque el inserto. Lo anterior indica que si se
desea una relacién molar de 1l:1, debemos mezclar, por decir
algo, 10 ng del vector y 3 ng del inserto. En nuestro caso se
eligidé una relacién de vector a inserto de 10:1 para asegurar
la insercién del DNAc de hGH (Comunicacién personal, Hugo
Barrera Saldana). Ahora bien ,puesto que esta secuencia
representa probablemente el 30% de todos 1los DNA's
complementarios, la cantidad del inserto se multiplicé por un
factor de 3, por lo que finalmente mezclamos 9 ng de los
DNAc's y 100 ng del vector en nuestra reaccidén de ligacién.

Se incubaron ambas mezclas a 15°C por 12 h. Se tomé una quinta
parte de cada una de ellas y se analizaron los productos de
ligacién por electroforesis en un gel de agarosa. Al resto de
la solucién se le agregd medio volumen de acetato de amonio
7.5 My 2.2 volumenes de etanol absoluto frio. Se colocdé a -
20°C durante toda la noche.

Se precipitaron los DNA's por centrifugacidén a 15,000 rpm por
15 min, se lavd la pastilla con etanol al 70%, se secd y se
resuspendié en 20 ul de agua ultrapura. Esta solucién se
colocé a 4°C donde fue almacenada hasta su uso posterior.
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ibridacié wgo ern':

El presente método (39) fue utilizado para analizar la
integracién del DNAc de hGH en el vector de clonacién.

Reactivos y soluciones:

TAE 1 X (Tris-acetatos 0.04 M y EDTA 0.002 M).

Bromuro de etidio (0.5 ug/ul).

Solucién desnaturalizante (NaOH 1 M y NaCl 3 M).

Solucién neutralizante (NaCl 3 M y Tris-HC1 1 M pH 7.5).

SSC 20 X (NaCl 17.53% y Citrato de sodio 8.82% pH 7).

SDS al 10%.

Solucién de prehibridacién (Formamida desionizada 50%, SSC 5

X, Solucién Denhardt 5 X, Fosfato de sodio 50 mM pH 8, SDS

0.1% y DNA sonicado de esperma de salmén 250 ug/ml).

Solucién de hibridacién (Formamida desionizada 50%, SSC 5X,

Solucién Denhardt 5 X, Fosfato de sodio 50 mM pH 8, SDS 0.1%,

%gxtrén sulfato 10% y 1 x10° cpm del DNAc de hPL marcado con
PO

Procedimiento:
Preparacioén del gel.

Se prepard un gel de agarosa al 1.5% en TAE 1X y de izquierda
a derecha se aplicaron las sigquientes muestras: DNA 1 Kb
Ladder como marcador de peso molecular, DNA's complementarios
sin digerir, DNA's complementarios digeridos con Aat II y Xma
I, el fragmento de pUC19 Aat II-Xma I utilizado como vector y
el DNAc de hPL como control positivo de la hibridizacién.

Después de realizar la electroforesis se tiné el gel en 200 ml
de bromuro de etidio por 15 min y se destiindé en agua destilada
por otros 15 min. Se tomé una fotografia.

El gel fue sumergido en solucién desnaturalizante por 30 min.
Se enjuagé en agua destilada y se introdujo en solucién
neutralizante por otros 30 min. Posteriormente fue colocado en
SSC 20 X por 10 min.

Transferencia a papel filtro de nitrocelulosa.

En una cuba hidroneumdtica se virtié SSC 20 X y se introdujo
un blogque de material inerte que sobresalia de la superficie
del liquido. Sobre este material se diseid un puente de
humedad con una tira de papel Whatman 3 MM previamente
humedecida en SSC 20 X y se eliminaron las burbujas de aire
que se formaron entre el papel y el bloque utilizando una
pipeta como rodillo.

Se colocéd el gel sobre el papel filtro evitando la formacién
de burbujas. Sobre el gel se colocéd una membrana de
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nitrocelulosa previamente humedecida en agua por 10 min y en
SSC 20 X por 15 min. La membrana era unos pocos milimetros mas
grande que el gel. Se eliminaron las burbujas con una pipeta
y sobre dicha membrana se depositaron 3 capas de papel Whatman
3 MM del mismo tamafno y después una cantidad abundante de
toallas absorbentes. Se colocé un ocbjeto pesado (0.5 Kg) sobre
las toallas y se permitié la transferencia por 16 h.

Se desmontdé el aparato, se recuperé la membrana y se dejé
secar al aire entre dos hojas de papel Whatman. Se horned la
membrana durante 2 h a 80°C en una estufa con vacio mientras
que el gel fue tenido con bromuro de etidio y analizado con
luz UV para verificar la transferencia.

Hibridacién y autorradiografia.

Se colocé la membrana en una bolsa de plastico, se agregaron
5 ml de solucién de prehibridacidén y se sellé la bolsa con un
sellador térmico. Se prehibridé por 5 h a 42°C en un bano de
agua con agitacién lenta.

Se descartd la solucién de prehibridacién y en su lugar se
agregaron 2 ml de la solucién de hibridacién con la sonda
radiactiva previamente calentada a ebullicién por 5 min y
enfriada en hielo por otros 5 min. Se eliminaron las burbujas
y se selldé nuevamente la bolsa. Se hibridé toda la noche a
42°C con agitacioén lenta.

Se deseché cuidadosamente la solucién de hibridacién. Se
recuperd la membrana y se sometid a 3 lavados de 15 min en 400
ml de SSC 2 X y SDS 0.1%. Los dos primeros a temperatura
ambiente y el ultimo a 50°C.

Posteriormente se hicieron 2 lavados en 400 ml de SSC 0.1 X y
SDS 0.1% a 50°C por 45 min agitacioén suave.

Finalmente se enjuagé la membrana en 200 ml de $SSC 0.1 X por
10 min y se dejé secar al aire entre dos hojas de papel
Whatman 3 MM. Se envolvié la membrana con plastico adherible
y se expuso a una pelicula ultrasensible de rayos X durante
toda la noche a -70°C. Se reveld la pelicula al dia siguiente
y se interpretaron los resultados.

Transformacién de bacterias con DNA plasmidico:

El presente método (40) fue utilizado para propagar en
Escherichia coli los productos generados durante la ligacidn
de los DNA's complementarios con el vector de clonacién pUC19.
Reactivos y soluciones:

Medio LB (Triptona 1%, Extracto de levadura 0.5% y NaCl 1%, pH
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7.5). ‘

Cloruro de calcio 0.1 M estéril y enfriado a 4°C.

Placas de agar LB-Ampicilina (Triptona 1%, Extracto de
levadura 0.5%, NaCl 1%, Agar 1.5% y Ampicilina 100 pg/ml).

Procedimiento:
Preparacién de bacterias Ca™ competentes (41).
A partir de un cultivo puro de Escherichia coli cepa RR1 se

inocularon 20 ml de caldo LB. Se permitié el crecimiento
durante toda la noche a 37°C con agitacién vigorosa.

Se tomd 1 ml de este cultivo y se inoculé un matraz con 50 ml
de caldo LB. Se incubd a 37°C con agitacién constante hasta
que alcanzé una D.O. de 0.350 a 550 nm.

Se colocé el matraz en hielo por 10 min. Se cosecharon las
células en un tubo Falcon de 50 ml mediante centrifugacién a
3,000 xg por 5 min a 4°C.

Se desechdé el sobrenadante, se eliminé el exceso de liquido y
se resuspendié la pastilla en 20 ml de CacCl, 0.1 M frio con la
ayuda de un vortex. Se colocé el tubo en hielo por 20 min y se
repitié la centrifugacién. Finalmente se resuspendié 1la
pastilla bacteriana en 1 ml de CaCl, 0.1 M frio y se mantuvo
en hielo hasta su uso posterior.

Introduccidén de los plidsmidos.

Se transfirieron 100 ul de bacterias Ca"™ competentes a cada
uno de 4 tubos de microcentrifuga debidamente rotulados y
respectivamente se agregaron los sBiguientes DNA's:

-- 5 ul (20 ng) de la ligacién del vector + DNAc's.

-= 5 pul (20 ng) del vector sin insertos.

-= 10 pul (1 ng) de pUC19 superenrrollado (control positivo).
-- 10 ul de agua destilada estéril (control negativo).

Se colocaron los tubos en hielo por 1 h y posteriormente se
dié un choque térmico a 42°'C por 45 s8. Se regresaron los tubos
al hielo por otros 10 min. Se agregdé a cada tubo, cerca del
mechero, 200 ul de caldo LB estéril (sin ampicilina) y se
incubaron a 37°C por 20 min.

Finalmente se transfirié el contenido de cada tubo a su
respectiva placa de agar LB-ampicilina y se extendieron con
una asa de vidrio. Se colocaron las placas a 37°C durante toda
la noche.
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Minipreparaciones de plésmidos por el método de lisis
alcalina:

El presente protocolo estd basado en el método de Morelle
descrito en 1989 (42) y fue utilizado para recuperar los
plasmidos de las clonas recombinantes.

Reactivos y soluciones:

Caldo LB suplementado con ampicilina (100 pg/ml).

Solucién de lisis (Glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8, EDTA 10
mM y lisozima 4 mg/ml).

Solucién alcalina (NaOH 0.2 N y SDS 1%).

Acetato de amonio 7.5 M.

Isopropancl y etancl al 70%.

TE (Tris-HCl1l 10 mM pH 8 y EDTA 1 mM).

RNAsa (1 mg/ml).

Procedimiento:

Cada una de 1las clonas bacterianas provenientes de 1la
transformacién fue cultivada en 4 ml de caldo LB-Ampicilina.
Se permitid el crecimiento por 12 h a 37°C con agitacién
vigorosa.

En tubos de microcentrifuga se cosecharon 3 ml de cultivo
bacteriano mediante dos centrifugaciomes sucesivas a 5,000 rpm
por 2 min y posteriormente las pastillas bacterianas se
resuspendieron en 200 pul de solucién de lisis.

Después de 5 min a temperatura ambiente se agregaron 400 ul de
solucién alcalina recientemente preparada y se mezclé
fuertemente al invertir los tubos 3 a 6 veces.

Después de 5 min en hielo se agregaron 300 ul de acetato de
amonio 7.5 M y se mezclé suavemente el contenido por 10 s. Se
colocd nuevamente en hielo por 10 min para permitir 1la
precipitacidén de proteinas, RNA de alto peso molecular y DNA
cromosdémico.

Se centrifugé a 10,000 rpm por 3 min y se transfirieron los
sobrenadantes a otros tubos de microcentrifuga. Se agregaron
500 upl de isopropanol, se mezclé y se dejaron reposar los
tubos por 10 min a temperatura ambiente.

Se centrifugé a 15,000 rpm por 10 min. Se descartdé el
sobrenadante y se lavaron las pastillas con etanol al 70%. Se
centrifugé nuevamente por 3 min, se desechdé el sobrenadante y
se secaron las pastillas en el evaporador centrifugo al vacio
(SAVANT) .
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Se disolvieron las pastillas en 100 ul de TE y se les agregd
1 pl de la solucion de RNAsa (1 mg/ml). Se colocaron los tubos
a 37°C por 15 min y por uUltimo se tomaron alicuotas de 5 ul
para analizar el perfil electroforético de los plasmidos
obtenidos.

ibridacidén 4 ® ot eca H

El siguiente protocolo fue realizado para verificar 1la
presencia de plasmidos portadores del DNAc de hGH en nuestras
clonas recombinantes. Para este propésito se utilizé el
dispositivo VACUSYSTEM (BIORAD) y se manejé de acuerdo a las
instrucciones especificadas por el proveedor.

Reactivos y soluciones:

NaOH 0.4N.

SsC 2 X.

Solucién de prehibridacién (ver hibridacién tipo Southern)
Solucién de hibridacién (ver hibridacién tipo Southern).

Procedimiento:

Se recorté una pieza de membrana de nylon (Zetabind) a un
tamafio de 7 x 10 cm y se introdujo en agua estéril por 15 min.
Se colocé la membrana scbre la placa inferior del dispositivo
de BIORAD y sobre ella se colocé la parte superior. Se
ensamblaron fuertemente ambas partes con la ayuda de unas
pinzas especiales para este propésito.

NOTA: El1 dispositivo consta de dos placas de acrilico; una
inferior que contiene un artefacto para hacer succién mediante
vacio y una superior que presenta 96 agujeros similares a los
de una placa de microtitulacién.

Se seleccionaron diversos agujeros de acuerdo a la cantidad de
muestras disponibles y con cinta adhesiva se cubrieron
aquellos agujeros que no se utilizarian. Se aplicaron 100 pl
de agua ultrapura en cada orificio seleccionado y se abrid el
vacio para succionar el liquido.

En un orden adecuado se aplicaron 200 ul (100 ng de DNA en
agua) de cada una de las muestras previamente calentadas a
ebullicién por 3 min y enfriadas en hielo por 5 min. En el
mismo volumen se aplicaron 10 ng de phPL815 y 10 ng de pUC19
como testigos positivo y negativo respectivamente. Se abrié
nuevamente el vacio.

Se agregaron 500 pl de NaOH 0.4 N para desnaturalizar el DNA
y adherirlo a la matriz de nylon. Se aplicé vacio por ultima
vez. Se desmonto el dispositivo, se recuperd la membrana y se
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colocéd en 500 ml de SSC 2 X por 15 min. Se dejé secar al aire
entre dos hojas de papel Whatman 3 MM.

Finalmente se realizé la hibridacién y autorradiografia tal y
como0 seé menciond en el protocolo de hibridizacion tipo
Southern (incisos 7 a 11).

cim to 4 lasmido ed c H

El presente método fue utilizado para obtener cantidades
relativamente abundantes de los plasmidos de nuestro interés
con el propésito de poder analizarlos minuciosamente mediante
disecciones enzimaticas. Dicho método fue descrito por Sadhu
y Gedamu en 1988 (43).

Reactivos y soluciones:

Caldo LB-Ampicilina (100 ug/ml).

Cloranfenicol.

Solucién STET (Sacarosa 8%, Tris-HCl 50 mM pH 8, EDTA 50 mM y
Tritén X-100 5%).

Lisozima a 10 mg/ml.

RNAsa A a 10 mg/ml.

Fenol saturado con Tris 0.1 M pH 8.

Solucién Sevagqg.

Acetato de amonio 6 M.

Etanol absoluto y etancl al 70% frios.

PEG-6,000 (30% de polietilenglicol en NaCl 1.8 M).
Acetato de sodio 3 M pH 5.2.

Procedimiento:

Cada una de las bacterias portadoras de plédsmidos de nuestro
interés, fue cultivada en 2 ml de caldo LB-Ampicilina por 12
h a 37°C. Posteriormente se tomaron 200 ul de este cultivo y
se inocularon 25 ml de caldo LB-Ampicilina. Se permitié el
crecimiento por 3 h. Posteriormente 1 ml de este cultivo fue
transferido a 100 ml de LB-Ampicilina y cuando la D.O. a 600
nm alcanzé un valor de 0.5, se agregdé cloranfenicol a una
concentracién final de 250 ug/ml. Se prolongé la incubacién
por 16 h con agitacién vigorosa.

Las células fueron colectadas por centrifugacién a 5,000 xg
por 10 min y se resuspendieron en 7 ml de solucién STET. En
seguida la suspension celular fue transferida a un tubo de
ensaye (vidrio) de 15 ml y se agregaron 800 ul de una solucién
de lisozima a 10 mg/ml. Las soluciones fueron mezcladas por
agitacién, se colocéd el tubo a 0°C por 10 min y posteriormente
en un bano de agua hirviendo por 1 min.

El lisado celular fue transferido a un tubo de policarbonato
de pared gruesa y el DNA cromosémico fue eliminado por



4)

5)

6)

7)

34
ultracentrifugacién a 45,000 rpm por 30 min a 4°C.

Se recuperd el sobrenadante y se transfirié a un tubo de
polipropileno de 15 ml (Falcon). Se agregdé RNAsa A a una
concentracién final de 20 ug/ml y se incubé a 37°C por 30 min.,
Se realizaron varias extracciones organicas con fenol y sevag
hasta la desaparicién de 1los productos orgdnicos en 1la
interfase. A la fase acuosa recuperada se le agregdé 0.1
volumen de acetato de amonio 6 M y 2 volumenes de etanol
absoluto frio. Se colocé el tubo a =-20°C por 30 min.

Los A&cidos nucleicos fueron colectados por centrifugacién a
7,000 rpm (Beckman TJ-6) por 10 min, se lavdé la pastilla con
etanol al 70% y se resuspendidé en 2 ml de agua ultrapura. Se
agregaron 800 ul de PEG-6,000, se mezcld vigorosamente y se
repartidé la solucién en dos tubos de microcentrifuga los
cuales fueron colocados a 4°C por 12 h.

El DNA fue colectado por centrifugacién a 15,000rpm por 10
min, se resuspendié cada pastilla en 200 pl de agua y
posteriormente se juntaron ambas soluciones en un solo tubo.
Se agregd acetato de sodio a una concentracién final de 100 mM
y en seguida 2 volumenes de etanol absoluto frio.

Después de 5 min a temperatura ambiente el DNA fue
centrifugado a 15,000 rpm por 10 min, se lavéd la pastilla con
etanol al 70%, se secé y se resuspendié en 100 ul de agua
ultrapura. Finalmente se cuantificé la obtencién del DNA
plasmidico mediante espectrofotometria a 260 nm y se verificé
su calidad por electroforesis en geles de agarosa.

Caracterizacion engimidtjca de los pldsmidos portadores del
DNAc de hGH: '

Una vez que los pladsmidos que portaban secuencias
codificantes para hGH fueron crecidos a mediana escala, se
sometieron a tres digestiones enzimiaticas con enzimas de
restriccién que cortaban tanto en el vector como en el
inserto. Se seleccionaron las enzimas Pvu II, Ava II v Rsa I
Yy se realizaron las digestiones de acuerdo a las condiciones
especificadas por el proveedor. El1 patrén de restriccién
esperado para cada una de las digestiones, de acuerdo a la
secuencia ya publicada (22), era el siguiente:

-=- 3 fragmentos Pvu II de 2,113, 497 y 227 pb
-= 3 fragmentos Ava II de 1,638, 963 y 222 pb
—- 2 fragmentos Rsa I de 2,018 y 812 pb

Al finalizar las digestiones se verificaron los productos
por electroforesis en un gel de agarosa al 2% de acuerdo a
Maniatis y cols. (33).
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Por otra parte, cada uno de los plasmidos fue sometido a
una doble digestién con las enzimas de restriccién Aat II y
Xma I con el propésito de analizar el tamafo de los insertos
liberados. Si dichos plasmidos portaban el DNAc de hGH desde
el sitio Aat II hasta el sitio Xma I, era de esperarse la
liberacién de un fragmento de 640 pb. Los productos de esta
digestién fueron analizados, con mayor resolucidén, por
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 4%.

Electroforesis en geles de poljacrilamida:

Este método es ampliamente utilizado para resolver
pequenos fragmentos de DNA que varian en un rango de 50 a
2,000 pb. En nuestro caso, fue utilizado para determinar con
exactitud el tamano de los insertos liberados al digerir los
plasmidos recombinantes con Aat II y Xma I. Se prepard un gel
de poliacrilamida al 4% de acuerdo a Maniatis y cols. (33).

Reactivos y soluciones:

TAE 50 X (Tris-acetato 2 M pH 8 y EDTA 100 mM).
Solucién de acrilamida-bisacrilamida (30%-0.8%).
Persulfato de amonio al 50%.

TEMED (N,N,N' N'-tetrametil etilendiamina).
Agua ultrapura (Milli Q).

Bromuro de etidio (0.5 pg/ml).

Procedimiento:

Entre dos placas de vidrio de 15x17 cm se colccaron 3
separadores (BIORAD) de 1.5 mm de espesor en las posiciones
laterales y en 1la parte inferior de ambas placas
respectivamente. Para facilitar el desprendimiento del gel al
final de la electroforesis, se aplicé una ligera capa de
vaselina en cada separador. Se ensamblaron fuertemente las
placas con pinzas especiales para este propésito y se
colocaron en posicién vertical sobre la mesa de trabajo.

En un vaso de precipitados se preparé la siguiente mezcla:

w= PTAE 50 X sossvcissvosssvnnvsvrspnnsisssrsss 100 Sl
= KQUA UICEAPUTE . .covevsnmesinniossnessnnssess 29.5 ml
-- Acrilamida =-bisacrilamida (30%-0.8%) ...... 4.66 ml
~- Persulfato de amonio al 50% .....ccc00c00.. 87.5 pul
~= TEMED cevsmsessns T . 28.0 ml

Se mezclé el contenido por rotacién manual y se virtié
rdpidamente en el interior de las placas de vidrio. Se colocé
inmediatamente un peine (BIORAD) de tamafio apropiado y se dejé
solidificar el gel por 30 min.
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vertical para electroforesis. Se utilizé TAE 1X como
amortiguador de corrida. Se aplicaron las muestras con una
microjeringa de 50 ul (Hamilton 701 N) y se realizé la
electroforesis a 80 volts por 4 h.

Se desmontaron las placas y cuidadosamente se virtié el gel en
200 ml de bromuro de etidio (0.5 pg/ml). Se permitié 1la
tincién por 10 min y posteriormente se enjuagé en agua
destilada por 5 min. Finalmente se colocé el gel sobre un
transiluminador (UVP,Inc.) y se interpretaron los resultados.

Blectroelucién de DNA a partir de geles de poliacrilamida:

La presente seccién describe un eficiente método de
electroseparacién de DNA a partir de un gel de
poliacrilamida. Fue publicado por Bogel y cols. en 1987 (44)
Y su aplicacién requiere un dispositivo, ya comercializado,
conocido como Elutrap (Schleicher & Schuell). Basicamente el
Elutrap es un cilindro hueco de acrilico en el cual se coloca
una serie de membranas selectivas a los 4cidos nucleicos.
Dicho dispositivo se introduce en una camara de electroforesis
y a través de €l se genera un campo eléctrico que permite la
elucién del DNA y su posterior recuperacién en una trampa
formada por dos membranas especiales.

Este método fue utilizado para recuperar el DNAc de hGH
después de digerir los plasmidos que lo portan con las enzimas
de restriccioén pat II y Xma I.

Reactivos y soluciones:

TAE 1 X (Tris-acetato 0.04 M pH 8.2 y EDTA 0.002M).
Fenol saturado con Tris 0.1 M pH 8.

Sevag.

Acetato de amonio 7.5 M.

Etanol absoluto y etanol al 70% frios.

Procedimiento:

En las ranuras de ambos extremos del Elutrap se colocéd una
membrana BT1l. En el extremo positivo (+) del aparato se coloco
ademas una nembrana BT2 a una distancia de 1 cm hacia el
interior de la respectiva membrana BT1l. Las membranas se
acoplaron en posicién vertical y se sujetaron fuertemente con
una cuna especialmente disenada para este propoésito.

Se introdujo el dispositivo, con la polaridad adecuada, en una
camara horizontal para electroforesis que contenia TAE 1 X
como amortiguador de corrida. Se agregaron 5 ml de TAE 1 X al
cilindro del Elutrap y 300 sl a la trampa formada por las
membranas BT2 y BTl en el extremo positivo. En la parte
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central del cilindro se deposité el fragmento de' acrilamida
que contenia la banda de interés y se permitié 1la
electroelucién por 2 h a 150 volts.,

Al final de la corrida se invirtié la polaridad de los cables
en la camara de electroforesis y se aplicé el mismo voltaje
por 45 s. La solucién gque contiene el DNA fue recuperada de la
trampa y se transfirié a un tubo de microcentrifuga. Se
hicieron dos extracciones orgdnicas con fenol y una con sevag.
Se agregdé medio volumen de acetato de amonio 7.5 M y 2
volumenes de etanol absoluto frio. Se colocé a -20°C por 1 h.

El DNA fue colectado por centrifugacién a 15,000 rpm por 15
min. Se lavé la pastilla con etanol al 70%, se secd y se
resuspendié en 20 pl de agua ultrapura. Se tomé una alicuota
de 1 ul y se analizé el perfil electroforético del DNA
recuperado.,

Caracterigacidén del DNAc de hGH con enzimas de restriccién
diagnésticas (45):

Se recuperé el DNAc de hGH por electroelucién vy
posteriormente fue sometido a diversas digestiones con enzimas
de restriccion diagnésticas para realizar una caracterizacion
enzimatica mas fina, Para ello se seleccionaron las enzimas
Rsa I, Ava II, Hinf I y Pst I y se utilizaron de acuerdo a las
condiciones especificadas por el proveedor.

El patrén de restriccidén esperado para cada una de esas
enzimas era el siguiente :

-- 2 fragmentos Rsa I de 366 y 274 pb
-- 2 fragmentos Ava II de 405 y 235 pb
-=- 2 fragmentos Hinf I de 414 y 226 pb
-= 2 fragmentos Pst I de 447 y 193 pb

Después de 2 h de incubacién a 37°C se analizaron 1los

preductos de las digestiones por electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 4% y se interpretaron los resultados.

Subclonacidén en fagos M13 (46):

El presente método fue utilizado para transferir una
porcién del DNAc de hGH al vector fdgico M13mpl8 como previo
requisito a la determinacién de la secuencia nucleotidica.
Para este propésito es importante destacar que, debido a 1la
capacidad de resolucién de los geles de secuenciamiento, el
fragmento a subclonar debe tener un tamano entre 250 y 600 pb
Y que las enzimas de restriccién utilizadas para generar ese
fragmento deben ser compatibles con la regién de sitios
miltiples de clonacidén (47).
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El DNAc de nuestro interés tiene una longitud de 640 pb
partiendo desde el sitio pat II hasta el sitio Xma I. Dichos
sitios corresponden respectivamente a las posiciones 79 y 719
del DNAc de hGH (22). De acuerdo a las limitantes mencionadas
anteriormente, seleccionamos un sitio de restriccién en el
interior de nuestra secuencia que fuera compatible con el
vector fagico y que a la vez produjera un fragmento génico
aceptable. Se eligidé un sitio de restriccién Pst I localizado
sobre la posicién 193 del DNAc de hGH, de manera que si se
hacia una doble digestién con las enzimas Pst I y Sma I
(reconoce el mismo sitio que Xma I en la posicién 719 y es
compatible con el vector) se produciria un fragmento de 447 pb
llendndose asi los requisitos estipulados.

Procedimientos

2 ug del DNAc de hGH fueron digeridos con las enzimas de
restriccién Pst I y Sma I de acuerdo a las condiciones
especificadas por el proveedor.

Al término de la doble digestién se realizé una electroforesis
preparativa en un gel de poliacrilamida al 4% y se recuperd el
fragmento de 447 pb por el método de electroelucién. Se ajustéd
la concentracioén del DNA a 100 ng /ul.

1 pug del fago M13mpl8 (7,250 pb) fue digerido también con las
mismas enzimas de restriccién. E1l DNA fue precipitado de
manera convencional con etanol y acetato de amonio y se
resuspendié en agua ultrapura de tal manera que la
concentracién final fuese de 100 ng/ul.

En tubos de microcentrifuga se realizaron las siguientes
mezclas de reaccién: a) vector e inserto sin ligasa, b) vector
e inserto con ligasa y c) vector solo con ligasa.

a(upl) b(ul) cl(ul)

Vector (M13mpl18, 100 ng/pl) .ccees 2 2 2
Inserto (447 pb, 100 ng/ul) ...... 3.7 3.7  =-——=-
Amotigquador de ligacién 10 X ..... 2 2 2
DNA ligasa de T4 ...c.cce. . au e — 1 1
Agua ultrapura ....ceseecesocoeen. 12,3 12.3 15
20.0 20.0 20.0

NOTA: en a y b se tomé una relacién de 3:1 (inserto a vector).

Se colocaron los tubos a 15°C por 12 h. Posteriormente se tomé
una tercera parte de cada reaccién y se analizaron los
productos de ligacién por electroforesis en geles de agarosa
al 1%. La solucién remanente se tratd con etanol y acetato de
amonio, se recuperé el DNA por centrifugacién y finalmente se
resuspendié en 20 ul de agua ultrapura. Se almacend a 4°C
hasta su uso posterior.
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ans acién de bac 4 o (48):

El presente método fue utilizado para propagar en bacterias
aquellos fagos recombinantes que hubiesen adquirido el inserto
proveniente del DNAc de hGH.

Reactivos y soluciones:

Caldo 2YT (NaCl al 0.5%, bactotriptona al 1.6% y extracto de
levadura al 1%).

Cloruro de calcio 50 mM almacenado en frio.

IPTG 100 mM,

X-Gal al 2% en dimetil formamida.

Agar blando 2YT (agar al 0.6% en caldo 2YT).

Placas de agar LB.

Procedimiento:

A partir de un cultivo puro de Escherichia coli cepa JM103 se
inocularon 60 ml de caldo 2YT y se permitié el crecimiento
hasta que el cultivo alcanzé una D.O. de 0.5 a 600 nm. Se
tomaron 60 ml de ese cultivo y se cosecharon las células por
centrifugacién a 5,000 xg por 5 min. Los restantes 20 ml se
colocaron en hielo y se conservaron como bacterias no
competentes.

Se resuspendid la past111a en 30 ml de CaCl, 50 mM y se colocd
en hielo por 40 min. Se centrifugé nuevamente a 5,000 xg por
5 min y la pastilla se resuspendié finalmente en 6 ml de CacCl,
50 mM. Se tomaron aljicuctas de 300 ml y se transfirieron a
tubos de microcentrifuga estériles y colocados en hielo.

Se tomaron 5 ml de cada mezcla del experimento de subclonacidn
(vector e inserto sin ligasa, vector e inserto con ligasa y
vector sin inserto con ligasa) y se agregaron respectivamente
a 3 tubos de microcentrifuga que contenian las células
competentes. Se dejaron reposar en hielo por 40 min.

Se didé un choque térmico a 42°C por 2 min y en seguida se
regresaron los tubos al hielo por otros 2 min. Se
transfirieron a temperatura ambiente y se agregaron 10 ul de
IPTG 100 mM, 50 ul de X-Gal al 2% y 300 pl de células no
competentes (inciso 1).

Se agregé la mezcla anterior a 3 ml de agar blando 2YT fundido
en bano Maria y equilibrado a 45°C, se mez2clé suavemente en un
vortex y se virtié sobre placas de LB extendiéndose mediante
rotacién manual. Finalmente cuando el agar blando se
solidificé, se invirtieron las cajas y se colocaron a 37°C
durante toda la noche.
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eparacién d am do cadena se 49) ¢

La transformacién de una cepa apropiada de E. colji con
vectores M13 que contienen un determinado inserto, produce
placas blancas después de permitir el crecimiento sobre un
medio suplementado con X-Gal. Este reactivo es un substrato
incoloro para la enzima B-galactosidasa, la cual lo convierte
a un color azul permitiendo la deteccién visual de 1la
actividad enzimiatica. Dichos vectores estan disefados de tal
manera que al interrumpir la regién de sitios miltiples de
clonacién se pierde su actividad enzimatica, con lo cual se
facilita la identificacién de los recombinantes por medio de
un ensayo de placas blancas y azules.

Una vez que se detectan las placas blancas se requiere
preparar a partir de ellas el DNAc monocatenario que sera
utilizado como molde para el secuenciamiento nucleotidico. Con
este propdésito se preparéd el templado de cadena sencilla de
aquellos recombinantes que contenian un inserto de 447 pb
proveniente del DNAc de hGH.

Reactivos y soluciones:

Caldo 2YT (NaCl al 0.5%, bactotriptona al 1.6% y extracto de
levadura al 1%).

Solucién de precipitacién (PEG-8,000 al 40% y Acetato de sodio
5 M pH 7).

TE (Tris-HC1l 10 mM pH 7.6 y EDTA 1 mM).

Fenol saturado con Tris-HC1l 0.05 M pH 7.5.

Cloroformo.

Acetato de sodio 3M pH 5.2.

Etanol absoluto y etanol al 90%.

Procedimiento:

A partir de un cultivo exponencial de Escherichia colji JM103,
se hizo una dilucién 1:100 en 1.5 ml de caldo 2YT y se infectd
con una placa blanca obtenida durante la transformacién. Se
incubé a 37°C con agitacién vigorosa durante 8 h. Se
transfirié el cultivo a un tubo de microcentrifuga y se
centrifugé a 10,000 rpm por 5 min.

Cuidadosamente se transfirié el sobrenadante (contiene los
fagos) a otro tubo y se agregé una novena parte de solucién de
precipitacién. Se colocé a 4°C por 15 min y se colectaron los
fagos por centrifugacién a 15,000 rpm por 10 min. Se eliminé
minuciosamente el sobrenadante y se secé el interior del tubo
con tiras de papel filtro.

Se resusupendié la pastilla en 200 ul de TE y se agregaron 200
ul de fenol-cloroformo (3:1). Se mezcld en el vortex y se
centrifugd a 10,000 rpm por 2 min para separar las fases. Se
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recuperé la fase acuosa y se repitié la extraccién con la
mezcla de fenol-cloroformo. Se hizo una uvltima extraccién con
200 ul de cloroformo.

A la fase acuosa final se le agregé una décima parte de
acetato de sodio 3 M y 2.5 volumenes de etanol absoluto frio.
Se colocé a =70°C por 30 min y posteriormente se centrifugdé a
15,000 rpm por 15 min. Se lavé la pastilla con etanol al 90%
y se secéd en el evaporador centrifugo al vacio.

Finalmente la pastilla de DNA fue resuspendida en 20 ul de TE
y se tomé una alicuota de 1 uxl para verificar su perfil
electroforético (la presencia de una sola banda debe ser
evidente después de tincién con bromuro de etidio). El resto
de la soclucidén se colocé a 4°C donde fue almacenada hasta su
uso posterior. Generalmente esta solucién contiene 0.1-1 ug de
DNA/pul.

Secuenciamiento de nucleétidos por el método de Sanger:

El método de Sanger (50), también conocido como método de
terminacién de la cadena, implica la sintesis jn vitro de una
cadena de DNA por una DNA polimerasa a partir de un templado
de DNA de cadena sencilla.

La sintesis es iniciada a partir de un oligonucleétido
iniciador que se aparea al templado y dicha reaccion es
interrumpida por la incorporacién de un analogo de nucleotidos
que impide la elongacién de la cadena. Los andlogos de
nucleétidos son los 2',3'-dideoxinucleésidos 5' trifosfatos
(ddNTP's) . Al realizar mezclas de dANTP's y uno de los cuatro
ddNTP's, la polimerizacién del DNA serd interrumpida en una
fraccién de la poblacion de las cadenas en cada sitio donde el
ddNTP llegue a ser incorporado. Cuatro reacciones separadas,
cada una con un diferente ddNTP, proporcionan la informacién
necesaria acerca de la secuencia nucleotidica. Durante 1la
reaccion de sintesis se incluye también un nucleétido
radiactivo de tal manera que 1las cadenas marcadas, de
diferentes longitudes, pueden ser visualizadas por
autorradiografia después de separarlas por electroforesis en
un gel de alta resolucién.

Para la determinacién de la secuencia nucleotidica del
inserto proveniente del DNAc de hGH se utilizé el conjunto de
reactivos "SEQUENASE KIT" disponible comercialmente por 1la
compania United States Biochemicals (catdlogo 70700).

Reactivos y soluciones:

a) 3¥5-g-dATP (10 ucCizpl).
b) TE (Tris-HC1l 10 mM pH 7.5 y EDTA 1 mM).
C) TBE 10 X (Tris base 0.89 M, acido bérico 0.89 M y EDTA 20 mM) .,
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Acrilamida, bisacrilamida y TEMED (grado electroforético).
Urea.

Persulfato de amonio al 10% (recientemente preparado).
Solucién de lavado de geles (Acido acético al 10% y metanol al
12%).

Componentes de conjunto "SEQUENASE":

Secuenasa (DNA polimerasa del bacteriéfago T7).

Amortiguador de secuenciamiento 5 X.

Oligonucleétido iniciador 0.5 pmol/ul.

Ditiotreitol 0.1 M.

Mezcla de marcaje 5 X (dGTP, ACTP y 4ATTP a 7.5 uM cada uno).
Mezclas de terminacién para ddG, ddA, ddT vy ddcC
respectivamente.

Solucién inactivadora (Formamida 95%, EDTA 20 mM, azul de
bromofenol 0.05% y Xilencianol 0.05%).

Procedimiento:
Apareamiento del templado y el iniciador.

En un tubo de microcentrifuga se hizo la siguiente mezcla:
-= Oligonucleétido iniciador .......... I ax W !
-=- Amortiguador de secuenciamiento 5 X ........ 2 ul
-- DNA (aproximadamente 1-2 HG) eecseacvsssasss 7 ul
10 ul
Se calentd la solucién a 65°C por 2 min y se dejé enfriar a
temperatura ambiente por un periodo de 30 min.

Reaccidén de marcaje.

A partir de la mezcla de marcaje 5 X se hizo una dilucién 1:5
con agua ultrapura estéril mientras que la enzima secuenasa
fue diluida 1:8 con TE frio (2ul por reaccién). La enzima
diluida debe ser almacenada en hielo por no mas de 60 min.

A la mezcla de templado e iniciador se le agregd lo siguiente:
— Templado-iniCiador (inCiBO l) e s s 000 s 0000 0B 0 e e 10 “l

= DIELOEFEIEO]L Vel M suvennrsvasersnevwessssnms 1 ul
-=- Mezcla de marcaje diluida ...ccscveuvenenccass 2 ul
-= 35-a-dATP (10 pCi/Bl) .c.eveveeeann sasasenwss OB gl
—-- Secuenasa diluida ..csesescveravsesossacsssees _2 ul
15.5 pl

Se mezclédé ligeramente evitando las burbujas y se incubé a
temperatura ambiente por 10 min.

Reacciones de terminacién.
Se rotularon 4 tubos de microcentrifuga con las letras G, A,

T y C respectivamente. Se colocaron 2.5 ul de la mezcla de
terminacién de ddGTP en el tubo rotulado como G. De igual
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manera en los tubos rotulados como A, T y C se colocaron 2.5
pl de la respectiva mezcla de terminacién. Se precalentaron
los tubos a 37°C por al menos 1 min.

A partir de la reaccién de marcaje se tomaron alicuotas de 3.5
pl y se transfirieron a cada uno de los tubos G, A, T y C. Se
continué la incubacién a 37°C por otros 5 min.

Se agregaron 4 pl de solucién inactivadora a cada reaccién de
terminacion, se mezcldé vigorosamente y se colocaron en hielo
hasta realizar la electroforesis. Esta solucién es estable a -
20°C por una semana.

Preparacién del gel de secuenciamiento.

Se utilizaron 2 placas de vidrio de 1/4" de espesor (una
de 33%x38 cm y otra de 33x40 cm) y separadores laterales de 0.4
mm de espesor. Este material fue adquirido de BRL.

Se lavaron escrupulosamente las placas con detergente y se
enjuagaron con agua desionizada. Se colocaron sobre la mesa de
trabajo y posteriormente se limpiaron con etanol. Se agregaron
3 ml de una solucién de silicdén sobre una de las placas.

Se colocaron los separadores laterales sobre la placa grande
y sobre ellos se colocd la placa pequena. Se colocd una tira
continua de cinta adhesiva alrededor de los lados y el fondo
del molde. Se ensamblaron fuertemente ambas placas con pinzas
especiales para este propésito.

Para preparar un gel al 8% se hizo la siguiente mezcla: 76 g
de acrilamida, 0.4 g de bisacrilamida, 48 g de urea, 40 ml de
agua ultrapura y 10 ml de TBE 10 X. Se calentd ligeramente
hasta completa disolucion. Se agregaron 500 kl de persulfato
de amonic al 10% y se filtré la solucién a través de una
membrana con poros de 0.45 um.

Se anadieron 50 ul de TEMED, se mezcldé suavemente la solucién
y se tomé con una jeringa de 60 ml sin aguja. Se colocd el
molde a una posicién de 45° apoyandolo sobre una de sus
esquinas inferiores y se vacié el gel usando el émbolo para
controlar el flujo. Se inserté el peine (BRL) utilizando el
lado plano del mismo para formar un carril unico y ancho. Se
dejdé polimerizar por 45 min.

Electroforesis y autorradiografia.

Se elimind la cinta que estaba alrededor del molde y éste se
ensamblé en una camara vertical para electroforesis. Se retiro
cuidadosamente el peine y se lavéd el carril utilizando una
pizeta con agua para eliminar los residuos de urea. Se
reinserté el peine en posicién correcta presionando
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ligeramente los dientes sobre la superficie del del gel para
formar los carriles. Se agregé TBE 1 X y se realizé una
precorrida a 1200 V por 2 h.

Cuando el gel estuvo listo, se calentaron las muestras a 75°C
por 2 min y se cargaron inmediatamente. Se usaron 2.5 ul por
cada linea y se aplicaron en el orden G, A, T y C de izquierda
a derecha.

Se realizé la electroforesis a 1,500 volts por 4 h al término
de las cuales se repitié el inciso anterior y se aplicaron
nuevamente las muestras en las lineas adyacentes.

Después de otras 4 h de elctroforesis al mismo voltaje, se
desmonté el molde y se colocd horizontalmente sobre la mesa de
trabajo.Se inserté una espatula entre las placas de vidrio y
se retird la placa siliconizada. La placa que contiene el gel
fue sumergida en la solucién de lavado de geles por 30 min y
posteriormente se deposité sobre la mesa.

Se coloc6 una pieza de papel Whatman 3 MM (30x40 cm) sobre la
superficie del gel y se presioné firmemente utilizando una
pipeta como rodillo. Se aplicdé presidén en una de las esquinas
del filtro y se fue levantando lentamente con el gel unido. Se
seco el gel adherido al papel filtro en un secador de geles
con vacio a 80°C por 2 h. Finalmente se colocé en un cartucho
para exposicién radiactiva conteniendo una pelicula
ultrasensible y se permitiéo la exposicién a temperatura
ambiente durante toda la noche. Se reveld la autorradiografia
y se interpretaron los resultados.

V) RESULTADOS

Bxtraccidén de RNA total de hipéfisis humanas.

5 g de tejido hipofisiario humano recuperado a partir de
autopsias realizadas en el anfiteatro del Hospital
Universitario "Dr. José Eleuterio Gonzalez" fueron procesados
por el método de isotiocianato de guanidina-fenol=-cloroformo,
tal y como se describe en la seccién de materiales y métodos,
lograndose obtener 8 mg de RNA total. Estos RNA's se
analizaron por electoforesis en un gel de agarosa-urea-acido
comparando su perfil electroforético con el de un RNA de buena
calidad extraido de placenta humana y disponible en nuestro
laboratorio (Figura 3). Los resultados de este andlisis
demostraron la buena calidad e integridad del RNA de nuestro
interés.
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CARACTERIZACION ELECTROFORETICA DE RNA's
EXTRAIDOS DE TEJIDOS HUMANOS

RNAr 5S

(+)

Figura 3.- Electroforesis de RNA's en gel de agarosa - urea-
dcido. Se aplicaron a un gel de agarosa al 1.5%, 10 ug de
RNA's totales extraidos de hipéfisis Y placenta humana. E1 gel
fue tenido con bromuro de etidio y visualizado por iluminacién
con luz ultravioleta. Se indican las especies de RNA mas
abundantes, sefialadas de acuerdo a su coeficiente de
sedimentacién.
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El RNA obtenido no mostré signos de degtadacién ni
contaminacién con DNA y presentd un indice de pureza de 1.83
(un buen indice de pureza se considera a un valor entre 1.8

Y 2).

Deteccién de secuencias codificantes para hGH.

Para cerciorarnos de que el RNA extraido provenia de tejido
hipofisiario y no de algun otro tejido circunvecino, decidimos
realizar una hibridacién en gota seca (dot blot) del RNA
obtenido, asi como de RNA's provenientes de placenta e higado
humanos, los cuales fueron utilizados como testigos positivo
Yy negativo respectivamente. Para ello wutilizamos como
rastreador molecular al pldsmido phPL815 (28) marcado
radiactivamente. Dicho pldsmido porta el DNAc de hPL (hormona
lactogénica placentaria) y puesto que esta secuencia tiene un
95% de similitud con el DNAc de hGH, cuando concluimos nuestro
experimento pudimos detectar una senal radiactiva fuerte con
el RNA extraido de hipéfisis humanas. Obviamente se observé
una senal aun mas fuerte con el RNA de placenta humana (100%
de similitud) pero no se detecté sefial alguna con el RNA
proveniente de higado humano. Los resultados de este
experimento nos confirmaron, sin lugar a dudas, la presencia
de secuencias nucleotidicas que codificaban para la hormona de
crecimiento humana (Figura 4) en nuestra poblacién de RNA's
totales.

Aislamiento de RNA's mensajeros poli A’.

Una vez que se confirmé la presencia de RNAm's especificos
para hGH, continuamos con la purificacién de los RNAm poli A’.

Sobre una columna de celulosa 0ligo-dT se aplicaron 8 mg
de RNA total de hipéfisis humanas tal y como se describe en la
seccién de materiales y métodos. Cuando obtuvimos el RNA poli
A' decidimos someterlo a un segundo pasaje a través de dicha
columna para lograr una mayor purificacién. De esta doble
cromatografia logramos recuperar 90 ug de RNAm poli A*, lo que
corresponde al 1.1% de la cantidad original del RNA total.

E1l RNAm obtenido fue visualizado por electroforesis en un
gel de agarosa-urea-acido y su perfil electoforético fue
analizado al correr en el mismo gel, una alicuota del RNA
total tomada previamente al proceso cromatogrdfico (Figura 5).
De esta comparacién dedujimos que nuestra fraccién poli A' era
excelente ya que se pudo apreciar una notable disminucién de
los RNA ribosomales 28 S y 18 S y una notable desaparicién del
RNA 5 S. No se observaron signos de degradacién y se obtuvo un
indice de pureza de 1.81 .
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IRIDIZACION EN GOTA SECA DE phPL815(*P)
ONTRA RNA's DE PLACENTA, HIGADO E
HIPOFISIS HUMANA

HIGADO
HIPOFISIS

o ° PLACENTA
e ©

—

RNA por mancha=10 ug
Exposicion =72 horas

Figura 4.- Autorradiograma de una hibridizacion tipo Northern
para detectar secuencias de RNAm de hGH o RNA's homélogos a
éste. Se aplicaron por duplicado (columnas) 10 ug de RNA total
de cada una de las muestras indicadas sobre un papel filtro de
nitrocelulosa. Se utilizé RNA de placenta como testigo
positivo y RNA de higado como testigo negativo.



ANALISIS ELECTROFORETICO DE RNA's DE
HIPOFISIS HUMANAS
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Figura 5.- Perfil electroforético del RNA total aislado de
hipéfisis humanas y de su fraccién RNA poli A*. El RNA total
se obtuvo por el método de isotiocianato de guanidina-fenol-
cloroformo mientras que la fraccién poli A* se derivé de éste
por cromatografia de afinidad en columna de celulosa oligo-dT.
El gel utilizado fue de agarosa-urea-acido al 1.5%. Después de
la electroforesis los RNA's se visualizaron por tincién con
bromuro de etidio e iluminacién con luz ultravioleta.
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B8intesis de los DNA's complementarios. ‘

La conversién enzimatica del RNAm poli A' a DNAc de doble
cadena y la posterior insercién de este DNA en un plasmido
bacteriano, ha llegado a ser una herramienta fundamental en
diversas d4reas de la Biolcgia Molecular. En nuestro caso,
logramos construir moléculas de &cidos desoxirribonucleicos
complementarios a los RNAm portadores de la informacién para
la sintesis de todas las proteinas producidas en la hipéfisis
humana incluyendo por supuesto a aquella que codifica para la
sintesis de hGH.

Para este propésito utilizamos un conjunto enzimatico
disponible comercialmente por la compania BRL. A partir de
unicamente 5 ug de RNAm poli A’ logramos sintetizar 3.2 ug de
DNA's complementarios. De acuerdo a la férmula enunciada en la
seccién de materiales y métodos, obtuvimos 2.1 ug de DNAc
monocatenario mientras que la produccién total de DNA's
complementarios de doble cadena fue de 3.2 ug, lo que
corresponde a una eficiencia del 64% tomando en cuenta la
cantidad inicialmente utilizada de RNAm poli A°.

Posteriormente continuamos <con la caracterizacioén
electoforética de 1los DNA's complementarios obtenidos.
Alicuotas de las reacciones de sintesis de la primera y
segunda cadena fueron analizadas por electoforesis en un gel
alcalino de agarosa al 1.4% y  posteriormente por
autorradiografia (Fiqura 6).

Los resultados de este andlisis indicaron que los RNAm mas
abundantes en la hipéfisis humana presentan un rango de tamano
entre 500 y 1700 pb, con una mayor acentuacién en la region de
700 a 1200 pb. Lo anterior se dedujo de la fuerte senal
radiactiva emitida en la regién del gel correspondiente a
DNA's complementarios con tales 1longitudes segin 1los
marcadores de peso molecular usados como referencia.

Una nueva estrategia de clonacién.

Como se explicé en la seccién de materiales y métodos,
disefamos una innovadora estrategia para favorecer, en forma
casi exclusiva, la insercién del DNAc de hGH en un vector de
clonacioén.

Una vez que obtuvimos los DNA's complementarios, éstos
fueron sometidos a la accién de las enzimas de restriccién Aat
II vy Xma I y los fragmentos derivados de esta doble digestién
fueron clonados en el plasmido pUC 19, el cual habia sido
digerido previamente también con las mismas enzimas de
restriccién y purificado por electroforesis en un gel de
agarosa de bajo punto de fusién (Figqura 7). Durante este
procedimiento verificamos que la digestién del DNAc de hGH
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ANALISIS DE LOS DNAs COMPLEMENTARIOS
DE HIPOFISIS HUMANAS

A

S
o
(€)
o
go

pb
5090
4072
3054

2036
1636

1018

AUTORRADIOGRAFIA

Figura 6.- Caracterizacién electroforética de 1los DNas
complementarios de hipéfisis humanas. Alicuotas de 1las
reacciones de sintesis de la Primera y segunda cadena de los
DNAs complementarios fueron analizadas en un gel alcalino de
agarosa al 1.4% y posterior autorradiografia. El radioisétopo
utilizado corresponde a 3¥s-daTp Y tanto el gel como su
autorradiografia se efectuaron de acuerdo a Maniatis y cols.
Se utilizé 1 Kb Ladder como marcador de Peso molecular.
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PREPARACION DEL PLASMIDO pUC I9 PARA
LA CLONACION DEL DNAc DE hGH

Figura 7.- Obtencién del vector para la clonacién del DNAc de
hGH. El1 plasmido pUC19 fue linearizado con la enzima Xma I y
posteriormente fue sometido a digestién con la enzima Aat II
obteniéndose dos fragmentos (2205 y 481 pb). El1 fragmento
mayor, el cual se utilizé como vector para la clonacién del
DNAc de hGH, fue purificado a partir de un gel de agarosa de
bajo punto de fusién. Se utilizé DNA de pBR322 cortado con Rsa
I como marcador de peso molecular. E1 gel fue de agarosa al 1%
Y las bandas de DNA se visualizaron por tincién con bromuro de
etidio e iluminacién con luz ultravioleta.
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(820 pb) con las enzimas Aat II y Xma I produjera un fragmento
de 640 pb, el cual codifica para la hGH madura, asi como
también corroboramos la integracién de este fragmento en el
vector de clonacién.

Lo anterior se llevé a cabo al transferir a un papel
filtro de nitrocelulosa, el DNA de un gel que contenia
resueltos de acuerdo a su tamano, los DNA's complementarios
intactos, DNA's complementarios digeridos con pat II y Xma I,
el producto de ligacién de estos uUltimos con el vehiculo de
clonacién pUC19, el plasmido pUCl19 digerido con pAat II y Xma
I como testigo negativo y el DNAc de hPL como testigo
positivo. Posteriormente hicimos wuna hibridizacién tipeo
"Southern"™ en la que utilizamos como rastreador molecular al
DNAc de hPL marcado radiactivamente. Por andlisis
autorradiografico logramos detectar la presencia del DNAc de
hGH como una banda de 820 pb en la mezcla de DNA's
complementarios intactos, asi como la digestién de este DNAc
con las enzimas Aat II y Xma I para generar un fragmento de
640 pb y la insercién de esta lultima secuencia génica en el
vehiculo de clonacién (Figura 8). Lo anterior se dedujo al
observar la posicién de la senal radiactiva emitida en cada
uno de los tres casos. Con estos resultados pudimos demostrar
la factibilidad y versatilidad de nuestra estrategia.

Tamnizaje de loa plésmidos recombinantes.

Una vez que los DNA's complementarios fueron integrados en
el vehiculo de clonacién, las moléculas recombinantes asi
obtenidas fueron introducidas en bacterias Escherichia coli
cepa RR1, a las cuales se les habia inducido previamente la
capacidad de incorporar DNA fordneo por tratamiento con
cloruro de calcio en frio. Las bacterias transformadas fueron
propagadas en medio de cultivo suplementado con ampicilina,
con lo cual se permitiria unicamente el crecimiento de
aquellas bacterias que hubiesen adquirido plasmidos
recombinantes.

Al final de dicho procedimiento obtuvimos 18 clonas
bacterianas provenientes de 1la ligacién de 1los DNA's
complementarios con el plasmido pUC19 y no se detectd colonia
alguna en la 1ligacién del vector solo sin insertos. Lo
anterior nos indicé que aquellas clonas deberian de poseer
plasmidos recombinantes. Posteriormente se colectdé cada una de
esas clonas y se sometieron a un protocclo de extraccioén de
plédsmidos por el método de lisis alcalina. Cada uno de los
pldsmidos recombinantes fue analizado por electroforesis en
geles de agarosa al 2% para inferir, en base al perfil
electroforético, el tamano del inserto que contenian. De las
18 clonas, 4 de ellas (clonas 3,7,9 y 10) portaban plasmidos
que coincidian con el perfil electroforético esperado (Figura
9). Lo anterior se dedujo por el hecho de que en el analisis



CLONACION MOLECULAR DEL DNAc DE h‘GH EN
PLASMIDO puC 19
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Figura 8.- Andlisis tipo Southern para detectar la clonacién
molecular del DNAc de hGH en el plasmido pUC19. A la izquierda
se observa un gel de agarosa al 1.4% que contiene en el orden
acostumbrado: 1 Kb Ladder como marcador de peso molecular;
DNAs complementarios intactos; DNAs complementarios digeridos
con Aat II y Xma I; ligacién de estos ultimos con el plasmido
pPUC19; pUC19 linearizado y DNAc de hPL. A la derecha se
aprecia la autorradiografia después de hibridar estos DNAs
contra el DNAc de hPL.
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PERFIL ELECTROFORETICO DE LOS
PLASMIDOS RECOMBINANTES
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Figura 9.- Anadlisis electroforético de plasmidos
recombinantes. La fotografia muestra el perfil electroforético
de trece de los plasmidos recombinantes obtenidos al
transformar bacterias E. coli RR1. Su movilidad se compara
contra aquella del vector plasmidico PUC19 (carriles M). Los
carriles 3, 7, 9 y 10 corresponden a los recombinantes con
insertos de mayor longitud, lo cual los hizo sospechosos de
portar el DNAc de hGH. El gel fue de agarosa al 2%, tenido con
bromuro de etidio (2 pug/ml) y fotografiado bajo 1luz
ultravioleta.
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electroforético se «corrié también el plasmido pUC19
superenrrollado, de tal manera que todos aquellos plasmidos
que migraran por arriba de este DNA, deberian de tener
insertos grandes y serian sospechosos de portar el DNAcC de
hGH.

pPDRhGH3, pDRhGH7 y pDRhGH10: plésmidos portadores del DNAc de
hGH.

No conformes con los hallazgos anteriormente mencionados,
decidimos realizar un segundo experimento para verificar con
mayor sensibilidad, la presencia del DNAc de hGH en los
pldsmidos sospechosos.

Para ello hicimos una hibridacién en gota seca utilizando
nuevamente el DNA plasmidico de cada una de las 18 clonas
contra el DNAc de hPL marcado radiactivamente. Unicamente los
pldsmidos de las clonas 3, 7 y 10 dieron senal positiva en la
autorradiografia (Figura 10) lo que nos indicé que solamente
ellos portaban el DNAc de hGH. Estos pldsmidos fueron
denominados pDRhGH3, pDRhGH7 y pDRhGH10; el prefijo DR hace
referencia al nombre y apellido del autor, el sufijo hGH
indica que portan secuencias codificantes para hGH y el nimero
al final hace referencia al numero de la clona bacteriana
segun el orden en el cual fue cosechada.

Dichos plasmidos fueron crecidos a mediana escala, tal y
como se mencioné en el respectivo protocolo, obteniéndose 259
ug de pDRhGH3, 192 ug de pDRhGH7 y 226 ug de pDRhGH10 con
indice de pureza superior a 1.8 y una buena apariencia de su
perfil electroforético (datos no mostrados).

Una vez que se obtuvo suficiente cantidad de cada uno de
los plasmidos mencionados, posteriormente fueron
caracterizados con enzimas de restriccidén diagnésticas para
verificar la certeza de su identidad. Después de haber
digerido con las enzimas pPvy II, Ava II y Rsa I y posterior
electroforesis en un gel de agarosa al 2%, encontramos que los
productos de esas digestiones coincidian con el patrén de
restriccién esperado, previamente mencionado en la seccién de
materiales y métodos. En dichas digestiones, Pvy II generdé 3
fragmentos de 2113, 497 y 227 pb; Ava II, 3 fragmentos de
1638, 963 y 222 pb y de la digestién con Rsa I se liberaron 2
fragmentos de 2018 y 812 pb. Estos resultados nos indicaron
sin lugar a dudas, que efectivamente habiamos logrado 1la
clonacién molecular del DNAc de hGH (Figura 11).
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DETECCION DE LOS PLASMIDOS PORTADORES
DEL DNAc DE hGH

Sonda =DNAc hPL
Exposicion =12h /-70 °C

Figura 10.- Autorradiograma del tamizaje de DNA plasmidico en
gota seca. Se muestra la sefial obtenida al hibridar el DNA
(100 ng) de los 18 plasmidos recombinantes contra el DNAc de
hPL marcado radiactivamente. Las posiciones 3, 7 y 10
corresponden a pldsmidos portadores del DNAc de hGH. Se
utilizaron 10 ng de phPL815 y pUC19 como testigos positivo y
negativo respectivamente.
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ANALISIS DE RESTRICCION DE LOS PLASMIDOS
PORTADORES DEL DNAc DE hGH
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Figura 11.- Digestiones analiticas de los plasmidos portadores
del DNAc de hGH. Se muestra el andlisis electroforético de los
fragmentos obtenidos al digerir los plasmidos pDRhGH3 (a),
PDRhGH7 (b) y pDRhGH10 (c) con las enzimas de restriccién Pvu
II, Ava II y Rsa I. Los patrones de restriccién obtenidos
demostraron que los tres plasmidos portan el DNAc de hGH. Los
marcadores corresponden a pBR322 digerido con Alu I (M) y
PBR322 digerido con Hae II (N). El gel fue de agarosa al 2%,
tefiido con bromuro de etidio y visualizado por iluminacién con
luz ultravioleta.
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Los insertos de DNAc en los plismidos.

A pesar de que todo indicaba que poseiamos ya el DNAc de
nuestro interés, decidimos recuperar dicha secuencia génica de
cada uno de los plasmidos recombinantes mediante una digestidn
con pAat II y Xma I. Esto nos permitiria realizar una
diseccidn enzimdtica mas fina exclusivamente sobre el DNAc de
hGH evitando asi la presencia de fragmentos provenientes del
vehiculo de clonacién.

Cuando 1liberamcs los 1nsertos de 1los plésmidos
recombinantes con las enzimas de restriccién pAat II y Xma I
encontramos un resultado muy interesante. Observamos que
pDRhGH3 y pDRhGH7 liberaron un fragmento de 640 pb mientras
que pDRhGH10 liberd un fragmento de aproximadamente 595 pb
cuando fueron analizados por electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 4%.

Para evitar la posibilidad de que este comportamiento
electroforético hubiese sido debido a algun artefacto del gel,
hicimos una mezcla de los tres pldsmidos y la sometimos a la
accién de dichas enzimas de restriccién, ante 1lo cual
observamos nuevamente la liberacién de dos insertos diferentes
(Figura 12). Lo anterior nos hizo suponer que los dos primeros
codificaban para la hGH de 22 Kd mientras gque el ultimo
codificaba para la variante hGH de 20 Kd.

8e logra también la clonacién del DNAc de hGH 20 Kd4.

A partir del gen de la hormona de crecimiento humana se
producen dos diferentes RNA mensajeros como consecuencia de un
"splicing"™ diferencial (51). El primero de ellos se traduce en
la bien estudiada hGH de 22 Kd, mientras que el otro acarrea
una delecién interna de 45 pb generando asi su traduccién una
proteina de 20 Kd. Dicha proteina corresponde al 10% de la hGH
hipofisiaria y presenta la misma secuencia aminocacidica que la
hGH de 22 KA excepto por una delecién de 15 aminocacidos
localizados entre los residuos 32 al 46 (52).

Para verificar nuestra suposicién decidimos primeramente
recuperar los insertos de 640 y 595 pb por electroelucién en
geles de poliacrilamida. Posteriormente ambos insertos fueron
digeridos con una bateria de enzimas de restriccién integrada
por Rsa I, Ava II, Hinf I y Pst I. En la digestién con las
primeras tres enzimas observamos 1la liberacién de dos
fragmentos génicos, uno de los cuales siempre permanecia
constante al digerir ambos insertos con la misma enzima,
mientras que el otro presentaba un menor tamano en el inserto
de 595 pb (Figura 13).
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PERFIL ELECTROFORETICO DE LOS DNAc DE hGH

Aatll+ Xmal

Figura 12.- Comportamiento electroforético del DNAc de hGH
inserto en los plismidos recombinantes. Los plasmidos pDRhGH3,
PDRhGH7, pDRhGH10 y una mezcla de todos ellos fueron digeridos
con las enzimas de restriccién Aat II y Xma I para analizar la
migracién de los fragmentos liberados. pDRhGH3 y pDRhGH7
liberaron un inserto de 640 pb mientras que pDRhGH10 liberé un
inserto de aproximadamente 595 pb. El gel fue de
poliacrilamida al 4%, tefiido con bromuro de etidio (2 pg/ml)
Y fotografiado bajo luz ultravioleta.
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ANALISIS DE RESTRICCION DE LOS
DNAc DE hGH 20 Y 22 K

1050

650

462

a:DNAc hGH 22K
b:DNAc hGH 20K

Figura 13.- Digestiones analiticas de los DNAs complementarios
que codifican para las hormonas de crecimiento humana de 20 y
22 Kd. Los DNas complementarios para la hGH 22 Kd (a) y hGH 20
Kd (b) fueron digeridos con Rsa I, Ava II, Hinf I y Pst 1I.
Esta ultima enzima corté el inserto de 640 pb (DNAc hGH 22 Kd)
en dos fragmentos mientras que aquel de 595 pb (DNAc hGH 20
Kd) permanecié intacto. E1l gel fue de poliacrilamida al 6%,
tenido con bromuro de etidio (2 pg/ml) y visualizado al ser
iluminado con luz ultravioleta.
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Cuando revisamos la secuencia del DNAc de hGH 20 Kd con la
ayuda de wuna computadora y programas computacicnales
especiales para Biologia Molecular, encontramos que ésta
carecia del sitio Pst I presente en el DNAc de hGH 22 Kd
(Figura 14). Tal sitio est4d ausente como consecuencia de una
delecién en el RNAm de la hGH 20 Kd que comprende los primeros
45 nucledtidos del tercer exén del gen hGH. Por lo anterior es
claro que dicha enzima de restriccién seria la clave para
discernir sobre nuestra hipétesis.

Después de digerir los insertos de 640 y 595 pb con la
enzima Pst I, el primero de ellos nos liberdé dos fragmentos
mientras que el idltimo permanecid intacto debido a que carece
del mencionado sitio de restriccién (Figura 13). Con este
resultado pudimos respaldar la veracidad de nuestra hipdétesis.
Lo anterior nos demostrd con toda certeza que habiamos logrado
la obtencién, no solo del DNA complementario para la hormona
de crecimiento de 22 Kd, sino también de aquel para la
variante de hGH de 20 Kd.

Subclonacién en vectores fédgicos de la serie MNi3.

Finalmente no conformes con las caracterizaciones por
cortes con enzimas de restriccién y electroforesis en geles de
agarosa y poliacrilamida, decidimos realizar experimentos
tendientes a determinar 1la secuencia, nucleétido por
nucleétido, del DNAc de hGH. Para ello subclonamos un
fragmento del DNAc de hGH 22 Kd en vectores fagico especiales
para la determinacién de secuencias nucleotidicas por el
método enzimdtico de Sanger.

A partir del plasmido pDRhGH3 se escindidé el DNAc de hGH
de 22 Kd mediante una doble digestidén con Aat II y Sma I
(isosquizémero de Xma I). El1 fragmento liberado (640 pb) fue
recuperado por electroelucién de acuerdo al protocolo descrito
en la secciétn de materiales y métodos. Posteriormente fue
sometido a una sequnda digestién con Pst I para generar un
fragmento de 447 pb, el cual fue recuperado también por
electroelucién.

Este ultimo fragmento, que comprende el 70% de nuestra
secuencia génica, fue integrado en el vector M13mpl8 como
requisito indispensable para el secuenciamiento nucleotidico.
En esta etapa digerimos también el vector con las enzimas Pst
I y Sma I, las cuales reconocen secuencias localizadas en la
region de sitios multiples de clonacién ("polylinker"); sin
embargo dicho vector no fué purificado, es decir, permanecié
premeditadamente en la mezcla de digestién junto con un
pequeiio fragmento de 25 pb localizado sobre el "polylinker" y
liberado también durante la doble accién enzimdtica. Esta
mezcla de ambos fragmentos del fago M13mpl8 fue utilizada en
la reaccién de ligacidén con el inserto del DNAc de hGH.
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COMPARACION DE MAPAS DE RESTRICCION
DE LOS DNAc DE hGH
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Figura 14.- Andlisis de restriccién computacional de 1los
DNAc's de hGH 20 y 22 Kd4. Se ilustran las regiones génicas
desde Aat II hasta Xma I que corresponden a 595 pb para el
DNAc de hGH 20 Kd y 640 pb para el DNAc de hGH 22 Kd. las
enzimas Hinf I, Rsa I y Ava II cortan esas regiones en dos
fragmentos, uno de los cuales siempre permanece constante en
ambos DNAc's mientras que el otro difiere en longitud como
consecuencia de una delecién de 45 pb en el DNAc de hGH 20 Kd.
La regién deletada se muestra como una barra gruesa por debajo
del DNAc de hGH 22 Kd e incluye un sitio unico para la enzima
de restriccién Pst I.
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Para ello se hicieron las sigquientes mezclas de reaccion:
vector e inserto sin ligasa, vector e inserto con ligasa y
vector sin inserto con ligasa. Al término de la incubacién,
tomamos una alicuota de cada mezcla y verificamos 1los
productos de ligacidén por electroforesis en un gel de agarosa
al 1% (Figura 15). En nuestro testigo sin 1ligasa no
encontramos ligacién detectable, en cambio en las reacciones
de vector e inserto con ligasa y vector solo con ligasa si
pudimos detectar productos de ligacién. La reaccién de vector
solo con ligasa fue utilizada para demostrar la calidad del
vector al determinar que fuera capaz de reensamblarse con el
pequefio fragmento de 25 pb presente en dicha reaccién.

Posteriormente tomamos alicuotas de ambos productos de
ligacién y 1las introdujimos en bacterias competentes
Escherichia coli cepa JM103 en presencia de IPTG y X-Gal. Al
terminar la transformacién con los productos del vector solo
en presencia de ligasa, logramos detectar unicamente placas
azules sobre el césped de bacterias no competentes, mientras
que con la mezcla de vector e inserto con ligasa logramos
detectar una combinacién de placas blancas y azules (datos no
mostrados) lo que nos indicé 1la presencia de fagos
recombinantes portadores de un inserto proveniente del DNAc de
hGH.

Determinacién de 1la secuencia nucleotidica y su andlisis
computacional.

Para establecer inequivocamente la identidad de nuestro
DNAc de hGH, decidimos someterlo al secuenciamiento
nucleotidico por el método de Sanger.

Para ello subclonamos un fragmento de 447 pb, que incluye
el 70% del DNAc de hGH, en el vector Mi3mpl8. A partir de las
placas blancas de crecimiento lento obtenidas después de la
transformacién, preparamos el templado de DNA de cadena
sencilla tal y como se mencioné en la seccién metodolégica
correspondiente. Por andlisis electroforético verificamos la
buena calidad de nuestra preparacién (datos no mostrados).
Posteriormente dicho templado fue utilizado para realizar una
serie de reacciones que incluian basicamente a la enzima
secuenasa, a los cuatro ddNTP's y a sus correspondientes
andlogos dideoxirribonucleotidicos. Al término de 1las
reacciones se tomaron alicuotas de cada una de ellas y se
sometieron a electroforesis desnaturalizante en un gel de urea
y peliacrilamida al 8%. Al obtener la autorradiografia del gel
utilizado pudimos apreciar la excelente nitidez de nuestro
separacioén electroforética (Figura 16).
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SUBCLONACION DE UN FRAGMENTO DEL DNAc
DE hGH EN EL FAGO MI3 mp 18

—21.8

t
Vector 5.24
4.2|
341
.98
- 190
1.71
|.3§
83
Inserto 95
447 pb

Figura 15.- Subclonacién del DNAc en vectores fagicos de la
serie M13. El fragmento de 447 pb recuperado del DNAc de hGH
fue subclonado en el vector M13mpl8. Se utilizé una reaccioén
de vector e inserto sin ligasa como testigo negativo y una
reaccién de vector sin inserto en presencia de ligasa como

testigo positivo. El marcador fue fago lambda digerido con Eco
RI y Hind III.
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AUTORRADIOGRAFIAS DEL GEL UTILIZADO PARA DETERMI-
NAR LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA DEL DNAc DE hGH

G A

Figura 16.- Determinacién de la secuencia nucleotidica del

DNAc de hGH. Se muestran porciones autorradiograficas del gel

de secuenciamiento en el que se aplicaron reacciones

dideoxinucleotidicas del DNA de cadena sencilla proveniente

del inserto de pDRhGH3. Se utilizé un gel de |urea-

?ollacrllamlda al 8%, secuenasa como enzima polimerizante y
°S-dATP como trazador radiactivo.



66

Finalmente lo que hicimos fue leer la autorradiografia
registrando, de abajo hacia arriba, cada senal radiactiva
segun el carril al que pertenecia (G, A, T o C). Con 1la
informacién asi recabada alimentamos una computadora para
determinar la integridad de nuestros resultados de acuerdo a
la secuencia ya publicada del DNAc de hGH (18). Para ello
utilizamos el programa "Pustell Sequence Analysis" disenado
por International Biotechnologies, Inc..Dicho programa fue
manipulado de tal manera que al alimentarlo con la secuencia
aqui obtenida, nos indicaria el porcentaje de similitud con la
secuencia ya publicada del DNAc de hGH de acuerdo a un rango
de 80 a 100% de identidad. En caso de que la secuencia no
correspondiera al 100% de similitud, nos informaria acerca de
la localizacién de las regiones mutadas o artefactos en la
secuencia problema.

Se procesaron 8 regiones de nuestra secuencia, de
aproximadamente 50 pb cada una, y en todos los casos 1la
computadora nos confirmé un 100% de similitud con la secuencia
del DNAc de hGH previamente reportada en la literatura (Figura
17). Con estos resultados pudimos demostrar de una manera
clara y conclusiva la identidad e integridad plena de nuestro
DNAc de hGH.
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PUSTELL SEQUENCE ANALYSIS PRODODGRAMS
International Biotechnologies, Inc.

SUBSEQUENCE HOMOLOGY SEARCH PROGRAM Version 4.0

HOMOLOGIES OF CDNAHGHN

with the subsequence: PDRHGHX

CTGCTCTACTGCTTCAGGAAGGACATBGACAABGTCGAGACATTCCT

—

A,B,C, T=known bases} ( ) enclose alternate bases
P=purine; Q=pyrimidinej N=any base
X under a base that is required to be a match

All matches have B80%Z homplogy or greater.

MATCH BASE SEQUENCE

1007 &23 CTGCTCTACTGCTTCABEAAGGACATGGACAAGGTCGAGACATTCCII

FPigura 17.- Andlisis computacional de 1la secuencia
nucleotidica del DNAc de hGH. Se muestra un ejemplo
representativo de los datos obtenidos durante la determinacién
de la estructura primaria del DNAc de hGH. Se alimenté el
programa Pustell con una secuencia de 47 pb (linea continua)
proveniente del inserto de pDRhGH3 y se investigé la homologia
con el DNAc de hGH previamente publicado (caja rectangular).
Los resultados indicaron un 100% de homologia a partir de la

posicidén numero 623.
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VI) DIBCUSBION.

En el presente trabajo se ha descrito una serie de
experimentos disenados para obtener la informacién genética
que en humanos es responsable de dirigir la sintesis de hGH.

Para lograr nuestra meta comenzamos primeramente con la
recuperacién del RNA total a partir de tejido hipofisiario
humano. La calidad del RNA extraido fue aceptable ya que se
obtuvo un indice de pureza de 1.83. Ademds cuando analizamos
su perfil electroforético observamcs que la fluorescencia de
las bandas correspondientes a los RNA ribosomales 28 y 18 S,
correspondia a una intensidad de 2:1, respectivamente. Esta
observacidén estd basada en los comentarios que acerca de la
integridad de las moléculas de RNA se dieron en la seccién de
materiales y métodos.

En la purificacién de la fraccién poli A’ a partir de los
RNA's totales, pudimos percibir una notable disminucién de los
RNA ribosomales ademas de que obtuvimos valores éptimos de
rendimiento si los comparamos con aquellos reportados en la
literatura (53).

Aunque se ha descrito un gran numero de diferentes
metodologias para la sintesis de DNA's complementarios
(33,53,54), nosotros hemos utilizado aquella que involucra la
sintesis de la primera cadena con transcriptasa inversa,
seguido de la eliminacidén del templado de RNAm con RNAsa H y
la sintesis de la segunda cadena con DNA polimerasa I de
Escherichia coli. Con este equipo enzimatico pudimos obtener
una eficiencia de sintesis del 64%, valor superior a los gque
generalmente se obtienen con otras metodologias (55).

La inspeccién computarizada de la secuencia previamente
publicada del DNAc de hGH, nos permitié identificar dos sitios
unicos de restriccién gque flanquean la regién génica que
codifica para la hGH madura. Hacia el extremo 5' del DNAc de
hGH identificamos un sitio Aat II localizado en el coddén =20
del péptido senalador (extensién aminoterminal de 26
aminocdcidos), mientras que en el extremo opuesto detectamos un
sitio Xma I localizado 4 nucledtidos después del codén de
terminacién. De acuerdo con estos hallazgos postulamos como
hipétesis que la ligacion de los DNA's complementarios de
origen hipofisiario digeridos con Aat II y Xma I, con el
fragmento mayor del plasmido puCl9, similarmente cortado, nos
permitiria obtener facilmente los plasmidos recombinantes
portadores del DNAc de hGH. Lo anterior fue apoyado por el
hecho de que Aat II y Xma I reconocen secuencias nucleotidicas
gue no son muy repetitivas en el genoma humano, de manera que
solo una minima fraccién de los DNA's complementarios serian
afectados por dichas enzimas de restriccién, incluyendo por
supuesto al DNAc de hGH.
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Cuando analizamos el perfil electroforético de los DNA's
complementarios intactos y aquellos que fueron digeridos con
Aat II y Xma I, no pudimos detectar el DNAc de hGH como bandas
de 820 y 640 pb, respectivamente. Lo anterior era de cualquier
manera poco probable debido a la heterogeneidad de 1las
moléculas de DNA's complementarios, por lo gque unicamente
pudimos apreciar un barrido de material génico en los carriles
donde fueron aplicadas dichas muestras. Para solventar esta
limitacién, disefiamos un experimento de hibridacién tipo
Southern por medio del cual pudimos comprobar que la digestién
del DNAc de hGH (820 pb) con pdat II y Xma I liberdé un
fragmento de 640 pb, el cual codifica para la hGH madura, asi
como también corroboramos la integracién de dicho fragmento en
el pldsmido pUCl19. Con los resultados de este experimento
pudimos demostrar el éxito de nuestra estrategia de clonacién
preferencial.

Un resultado todavia mas impactante y de "bona fide" fue
gue nuestra estrategia de clonacién preferencial nos permitio
obtener no solamente el DNA complementario para la hormona de
crecimiento de 22 Kd, sino también el de aquel que codifica
para la variante de 20 Kd.

Recientemente en nuestro laboratorio, Amaya Manzanares
obtuvo el DNAc de la hormona de crecimiento bovina (bGH)
mediante la elaboracién de un banco de DNA's complementarios
(56) . En este trabajo solamente se pudo detectar un pldasmido
portador del DNAc de bGH de entre 2,000 clonas recombinantes.
Por otra parte, en 1988 un extenso grupo de investigadores
japoneses lograron la obtencién del DNAc de la forma variante
de hGH de 20 kd (57). Para ello cosecharon 2,400 clonas
transformantes y después de realizar un tedioso andlisis de
hibridizacién de colonias jin situ, detectaron 5 clonas
positivas de las cuales unicamente 2 de ellas portaban 1la
secuencia génica de longitud completa. En nuestro caso, el
tamizaje de unicamente 18 clonas bacterianas nos permitié
identificar 3 clonas portadoras del DNAc de hGH (dos que
codifican para la hGH 22 kd y una para hGH 20 kd), lo cual
pone de manifiesto la eficiencia y potencialidad de nuestra
estrategia.

Dado que solamente se conocen las propiedades terapéuticas
de la hGH de 22 Kd y puesto gue ese es nuestro principal
interés, unicamente determinamos la secuencia nucleotidica del
DNAc de hGH de 22 Kd. Por andlisis computacional encontramos
que dicha secuencia presenté un 100% de homologia con aquella
reportada previamente en la literatura, con lo cual pudimos
demostrar inequivocamente 1la integridad de  nuestros
resultados.
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Debido al reciente descubrimiento y la baja abundancia de
la hGH de 20 Kd en el tejido hipofisiario, el papel
fisioldégico de dicha variante permanece desconocido. Nuestro
entendimiento acerca de la biologia molecular, fisiologia y
evolucién de ambas formas alternativas de hGH, dependera de
una futura fuente de versiones recombinantes de esas proteinas
para realizar estudios comparativos.

VII) CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

Utilizando técnicas modernas de 1Ingenieria Genética
logramos obtener la secuencias nucleotidicas que en humanos
son responsables de dirigir la sintesis de hGHs hipofisiarias.

Nuestra modesta pero significativa aportacién a los campos
de la biotecnologia para la salud y la endocrinologia
molecular, ha sido gracias a la realizacién de una serie de
experimentos apoyados por estudios computacionales.

La estrategia experimental que disefiamos y utilizamos con
éxito para el aislamiento del DNAc de hGH, fue una
contribucién original de nuestro grupo. Algunos grupos de
investigadores han optadc por simplificar los procesos de
clonacién molecular al enriquecer los RNA mensajeros o los
DNA's complementarios de interés, ya sea en un gradiente de
densidad, en electroforesis en geles de agarosa o
poliacrilamida, o mediante una cromatografia de filtracién en
sefarosa, con el propésito de favorecer 1la clonacién de
aquellas moléculas con un tamano similar al de la secuencia
nucleotidica deseada. En nuestro caso, la digestién de los
DNA's complementarios de hipéfisis humanas con un par de
enzimas de restriccién y su directa ligacién en el plasmido
pUC19 nos permitid clonar rdpida y eficientemente el DNAc de
hGH. Esta innovadora estrategia nos condujo a obtener, por
primera vez en tcda América Latina, los DNA's complementarios
tanto para las hormona de crecimiento humana de 22 Kd como
para la forma variante de 20 Kd.

Si bien es cierto que tunicamente obtuvimos la secuencia
nucleotidica del DNAc de hGH de 22 Kd, recientemente
realizamos una serie de experimentos encaminados a determinar
si los dos DNA's complementarios eran capaces de producir
proteina recombinante en células en cultivo (58). De una
manera clara y conclusiva, los resultados de este trabajo
demostraron que ambos DNAc's fueron capaces de expresar en
celulas de mamifero, un polipéptido que es reconocido por
anticuerpos anti-hGH.
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Especial interés se le debe dar al origen, regulacién e
interaccién de ambas formas de hGH y principalmente al papel
fisiolégico de la variante de 20 Kd. En nuestro laboratorio ya
hemos iniciado los primeros estudios tendientes a elucidar el
papel fisiolégico de dicha variante (59). Estamos seguros gue
el contar ahora con el DNAc de hGH de 20 y 22 Kd, nos ayudara
a entender las relaciones entre estructura y funcién de estos
importantes reguladores metabdlicos.

Finalmente, a partir de 1los resultados de 1las
investigaciones aqui presentadas, se dard inicio a un proyecto
en caminado a obtener a mediano plazo, hormona de crecimiento
humana recombinante por fermentacién bacteriana. El1 presente
trabajo obedece a nuestro deseo y responsabilidad de demostrar
a nuestro pais el potencial que ofrece la Ingenieria Genética
para mejorar las condiciones de vida de algunos miembros de
nuestra sociedad condenados a una vida <con serias
limitaciones. Estamos concientes que un esfuerzo mas de
nuestra parte podrd ofrecerles la posibilidad de una mejor
vida.
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