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3. RESUMEN

[Las hormonas del crecimiento de mamiferos son polipéptidos de alrededor de 22

Kilodaltones sintetizados en la hipdfisis. Tienen la capacidad de promover el crecimiento
postnatal ejerciendo su accién en una gran cantidad de tejidos e interviniendo en toda una
serie de procesos metabdlicos. Con la tecnologia del DNA recombinante, se han logrado
clonar los genes y DNAs complementarios a los RNA mensajeros que codifican para varias
hormonas del crecimiento. Gracias a ello se han sobreproducido éstas en microorganismos
reprogramados genéticamente y algunos de dichos productos recombinantes se ofrecen ya en
el mercado. La gran cantidad de aplicaciones de estas hormonas en el campo biomédico y
pecuario han hecho de éstas uno de los principales productos derivados del desarrollo de la
ingenieria genética.

En este trabajo se expresé en Escherichia coli los DNAcs que codifican para las
hormonas del crecimiento bovino y las hormonas del crecimiento humano de 20 y 22 kDa. en
fusién con una proteina de origen bacteriano: la proteina de unién a maltosa (MBP) de
Escherichia coli. Se derivaron seis pldsmidos a partir de la serie de vectores pMAL (los
cuales llevan la informacidn codificante para MBP); todos ellos expresaron una proteina de
fusién que fué reconocida por anticuerpos anti-hormona del crecimineto, asi como por
anticuerpos anti-MBP. Ademds,se liberaron las hormonas del crecimiento del péptido de
fusién, empleando la enzima conocida como factor Xa, cuya secuencia de reconocimiento se
encuentra justo entre el final de MBP y el inicio de las hormonas del crecimiento en las
proteinas de fusién generadas. Finaimente, se introdujo por mutagénesis dirigida, empleando
la reaccién de la polimerasa (PCR), un nuevo sitio de restriccion en el plasmido pMALp con
el cual se facilité fa subclonacién en éste del DNAc de hGH de 22kDa y se tratd de expresar
la proteina HGH en fusién ya no con la proeina MBP completa, sino solo con su péptido
sefial 6 lider. Aunque no se obtuvo una proteina segtin el analisis por “Western blot”, si se
logré localizar el RNAm en ensayos de transcripeidn reversa con subsecuente amplificacién

por PCR.



4. INTRODUCCION

En los ultimos afios y gracias a la aplicacién de la tecnologia del DNA

recombinante, se ha logrado producir en bacterias, particularmente en E.
coli, una gran variedad de proteinas de importancia biomédica. Los
pldsmidos de E. coli son utilizados en esta tecnologia para la sobreproduccién
de dichas proteinas, ya que éstos, al ser modificados por ingenieria genética,
portan la informacién necesaria para la codificacién de una proteina y con las
sefiales reguladoras 6ptimas para la expresién génica, facilitan la produccién
en cantidades abundantes de la proteina deseada (1). A la fecha se ofrecen
en el mercado internacional toda una variedad de proteinas de origen
recombinante, desde factores de crecimiento hasta anticoagulantes. La lista
de estos productos se alarga dia a dia, lo que ha llegado a constituir toda una
revolucién en el mercado biofarmacéutico y a la vez ha impulsado la
investigacién en este campo (2).

Por su baja disponibilidad, y alto consumo potencial, las hormonas del
crecimiento (GHs) estuvieron entre las proteinas de mayor interés para
clonar los DNAs complementarios (DNAcs) a los RNA mensajeros (RNAm)
que les codifican, para asi lograr su sobreproduccién en bacterias.

Aunque las técnicas de clonacién estdndar son hoy en dia rutinarias y
algunos sistemas de expresion estan disponibles comercialmente, al momento
de llevar la producccién a la préactica el investigador se encuentra con
dificultades no previstas (3,4).

Reconociendo el interés que reviste la aplicacién de las hormonas del
crecimiento de mamiferos, en nuestra Unidad de Laboratorios de Ingenieria y
Expresién Genéticas del Departamento de Bioquimica de la Facultad de

Medicina se ha logrado la clonacién del DNAc de la hormona del crecimiento



bovino (bGH) (5) y los DNAc's de la hormona del crecimiento humano (hGH)

para la isoforma de 22 Kilodaltones (kDa) asi como para la de 20 kDa (6).
Ademi4s se ha alcanzado ya la expresién de éstas en células eucariéticas en
cultivo, tanto en sistemas de expresién transitoria (7,8) como estables (9). Sin
embargo, la expresién en E. coli no se habia alcanzado eficientemente, pues
en el mejor de los casos se consiguié inicamente detectar la expresién a nivel
de RNAm (3).

En este trabajo se logré la expresién en E. coli de BGH y HGH 20 y 22
kDa como proteinas de fusién con la proteina de unién a maltosa (MPB).
Adem4s, se purificaron éstas como cuerpos de inclusién y se demostré su
inmunorreaccién con anticuerpos especificos para hormonas del crecimiento;
también se logré liberar la hormona del crecimiento de la proteina fusidn,
mediante el corte con el factor proteolitico Xa. Finalmente realizamos
mutaciones sitio-dirigidas mediadas por la reaccién encadena de la
polimerasa (PCR) para lograr construir un gen quimera entre el péptido
sefial de MBP y HGH y poducir ésta como proteina madura en el periplasma,
sin embargo no logramos detectar el producto proteico, aunque otros ensayos

mostraron la presencia de un RNAm codificante para GH.

4.1 Las hormonas del crecimiento

A continuaci6n se presenta la importancia que las hormonas del
crecimiento tienen en el mercado biofarmacéutico, su Biologia Molecular, asi
como los trabajos de Ingenieria Genética y Biotecnologia animal que en ellas

se han desarrollado.



4.2 Relevancia biotecnolégica de las GHs de
mamifero

El empleo de HGH en pacientes con enanismo hipofisiario, se ha
estado popularizando recientemente gracias a la disponibilidad de la
hormona recombinante producida en microorganismos reprogramados por
ingenieria genética. Esta ha sustituido a la hormona recuperada a partir de
caddveres que se venia utilizando hasta antes de la implementacién de la
produccién de la forma recombinante, y que incluso estaba por prohibirse
debido al fallecimiento de varios pacientes tratados, a causa de
contaminacién con virus lentos que afectan el sistema nervioso central
(10,11). La importancia de HGH y su aplicacién préactica en el drea
biofarmacéutica se refleja en los usos que ha tenido esta hormona: remueve
dcidos grasos y es empleada en el tratamiento de obesos, también mejora la
vascularizacién en los ancianos y promueve Ia ganancia de masa muscular en
éstos. Es usada en el tratamiento de tlceras y fracturas 6seas, acelera la
regeneracién de tejidos dafiados y en el tratamiento de insufuciencia renal
(12).

Por otra parte, BGH incrementa la produccién de leche en el ganado
vacuno hasta en un 25% , también la cantidad de grasa en ésta en un 22.7%
mayor al promedio (13). Estos resultados indican que la distribucién de
nutrientes en el animal puede ser alterado de tal modo que la sintesis de
leche es estimulada y la ganancia de peso muscular es mejorada (14). El uso
de BGH recombinante en ganado lechero no representa ningin riesgo para
los consumidores, lo que ha sido demostrado por algunos estudios
desarrollados por compaiifas biofarmacéuticas y por el Departamento de

Agricultura de los Estados Unidos, los cuales concluyeron que BGH no es -



biolégicamente activa en el humano y por tanto su aplicacién al ganado no

seria restringida (15).

4.3 Funcién y estructura

Las hormonas del crecimiento representan una familia de proteinas,
sintetizadas en la hipé6fisis anterior de los vertebrados, cuya funcién principal
consiste en estimular el crecimiento longitudinal de los huesos. Estas son las
hormonas més abundantes en dicha gldndula. Consisten de una sola cadena
polipeptidica con un peso molecular de alrededor de 22 kDa, compuesta de
191 aminodcidos, aunque en algunas especies presenta algunas formas
alternativas, como es el caso de la isoforma de 20 kDa de HGH (Figura 1)
(8,16). Tienen dos puentes disulfuro y no presentan residuosde
carbohidratos. Portan un péptido sefial 6 lider de alrededor de 26
amino4cidos, el cual es utilizado para dirigir el transporte de la pre-hormona
a través de la membrana del reticulo endopldsmico hacia la cisterna, donde
se remueve el péptido sefial y la proteina madura funcional es secretada al
torrente sangixineo (17,18).

Entre los efectos que promueven las GHs estdn algunos cambios
metabélicos como el incremento de la sintesis de DNA y RNA, efectos
diabetogénicos y acciones lactogénicas y mamotréficas. También estan
involucradas en la regulacién de lipidos, carbohidratos, proteinas, minerales
y nitrégeno. A la vez, actian sinérgicamente para reforzar los efectos de
otras hormonas. La funcién principal de las GHs es promover el crecimiento
postnatal. Esto estd asociado a una gran variedad de fenémenos fisiolégicos,
anatémicos y metabélicos. Las GHs pueden incrementar el uso de la glucosa

en miisculo y fejido adiposo, aumentar el transporte de amino4cidos a través



de las membranas de las células musculares, promover la oxidacién del

piruvato y la leucina y estimular la glucogénesis en el tejido adiposo (18). Los
efectos de estas hormonas se llevan a cabo por accién directa mediante
receptores de membrana para GH (19) e indirecta sobre varios tejidos. Los
efectos indirectos son mediados por una serie de proteinas, como en el caso

del factor de crecimento parecido a insulina (IGF-I) (20,21).

Gen hGH

s
Promotor | il i v A

Transcripciéon

pre-RNAmM

L poliA

"Splicing" alternativo !

Conservacion de 45 nucledtidos , \

hGH 22 kDa hGH 20kDa

Figura 1. Remocién diferencial de intrones en el pre-RNAm de hGH. Los genes que
codifican para algunas GHs incrementan su potencial codificador mediante el mecanismo de
“splicing” alternativo. Al remover diferencialmente del transcrito primario 45 nucledtidos del
tercer exén, ademds del RNAm para 1a HGH de 22 kDa, tambien se genera un méis pequefio, el
cual al ser traducido genera una protefna de 20 kDa. Este RNAm representa el 10% mientras que
el que codifica para la protefna de 22 kDa comprende el 50% .



Por su parte, la actividad biolégica de la isoforma de 20 kDa de HGH

conserva la actividad promotora del crecimiento, aunque ligeramente
disminuida, no acelera la utilizacién de la glucosa y su actividad lipogénica e
hiperglicemante es notablemente inferior a la de la isoforma de 22 kDa
(9,22).

Las GH's estan filogenéticamente relacionadas con otras hormonas
como la lactogénica placentaria (PL) y la prolactina (Prl) (23). En el humano
conforman una familia multigénica compuesta por cinco miembros: hGH-N
(Normal), hGH-V (Variable), hPL-3, hPL-4 y hPL-1. De los anteriores, solo el
primerc se expresa en la hipéfisis; mientras que el resto lo hace en la
placenta. Recientemente se han encontrado otros miembros de esta familia

génica en otras especies como es el caso de la somatolactina de salmén (24) .

4.4 Clonacioén
Los genes hGH-N (25) y bGH (26,27) fueron clonados y su secuencia
nucleotidica determinada. Se encontré que ambos estdn constituidos por cinco
exones y cuatro intrones, al igual que los otros miembros de la familia génica:
lactégenc placentario (25) y Prolactina (28). Como ya se mencioné, HGH
presenta una forma alternativa producto del mismo gen, que por remocién
diferencial de uno de sus intrones ("splicing" alternative) da lugar a un
RNAm menos abundante que se traduce en la HGH de 20 kDa (figura 1) (16).
El gen bGH también presenta remocién de intrones diferencial de su pre-
RNAm, aunque no se ha encontrado el producto proteico esperado (29). Los
DNAcs codificantes para las GHs humanas, incluyendo ia hGH-V , fueron
clonados (16,30,31) al igual que el bNAc de bGH. Su secuencia nucleotidica
también fue determinada (32,33).
_ Se reporté la clonacién del DNAc de bGH siguiendo diferentes
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estrategias, las cuales requirieron algunas manipulaciones con DNA sintético
(33,34). Por una parte se utiliz6 como rastreador molecular el DNAc de la
hormona del crecimiento de rata (rGH) con lo que se logré identificar,
despues de tamizar un banco de DNAc de hipéfisis bovinas, la secuencia
codificante completa y las regiones no-traducibles hacia ambos extremos del
DNAc. Se identificaron los 26 codones que cifran para el péptido senal y los
restantes 190 residuos aminoacidicos concordaron casi completamente con la
secuencia aminoacidica establecida previamente por Santome y Cols. (1973)
(35). Siguiendo una estrategia alternativa por otra parte, se cloné el DNAc de
bGH en el plasmido pBR322, aprovechando de éste el gen de la B-lactamasa
para integrar en la fase de lectura correcta el DNAc¢ de bGH, de tal manera
que se logré la expresién de una proteina fusién entre bGH y la B-lactamasa
(33,34). Algunos otros genes y DNAcs de GHs de cordados fueron clonados por

diferentes grupos de investigadores. La tabla 1 muestra algunas de éstas.

4.5 Produccién de formas recombinantes

El DNAc de bGH se emple6 para alcanzar altos niveles (de hasta el
15% de la proteina total) de expresiéon en E. coli siguiendo diversas
estrategias. Se utilizé en fusién con la regién codificante del gen de la 8-
lactamasa y se encontré la proteina fusién tnicamente en citoplasma (33).
También se modificé con la ayuda de DNA sintético la regién que codifica
para la proteina madura, incrementando la tasa transcripcional del gen y la
eficiencia de la traduccién, encontrdndose que hasta el 15% de la proteina
total correspondia a bGH (34). Cuando se reemplazé la region 5’ que codifica
para la proteina madurg (a partir del codén 27), por codones ricosen Ay T, se

mejoré sustancialmente los niveles de expresion, y se encontr6 un papel



especialmente importante del codén posterior al sitio de iniciacién para la

traduccién eficiente del transcrito (35).

Tabla 1. Algunos genes y DNAcs de GHs clonados

Peces:

Cyprinus carpio (36)

Ctenopharyngodon idella  (GenBank X60419)

Carpa plateada (Hipophthalmichthys mulitrix) 87

Carpa cabezona (Hipophthalmichthys nobilis) (38)
Onchorhynchus kisutch (39)
Onchorhynchus keta (40)
Brema (Pagrus major) (41)

Trucha arcoiris (Salmo gairdneri) (42)
Seriola quinqueradiata (43)

Salmo salar (44)

Atin (Thunnus thynnus)  (45)

Anfibios:
Rana toro (Rana catesbeiana) (46)

Aves:

Pato (Anas platyrhichos) (47)
Pollo (Gallus domesticus) (48)
Pavo (M. gallapavo) (49)

Mamiferos:

Bovina (Bos taurus) (33,34)
Caballo (Egqus eqqus) (50,51)
Caprina (Capra hircus) (52)
Mink (Mustela vision) (53)

Porcina (Sus scrofa) (54)
Ovina (Quis ovis) (55
Rata (Rattus novergicus)  (56)
Perro (Canis familiaris) (57)

En otra serie de experimentos se utiliz6 un pequefio "marco de lectura
abierto” corriente arriba del DNAc de bGH, lo que le confirié a éste una
configuracién de gen bicistrénico, lo cual facilit6 la traduccién de la hormona
al impedir la formacién de estructuras secundarias en el el extremo 5” del

RNAm que pudieran interferir con laeficiencia de la traduccién eficiente (58).



BGH activa se obtuvo al expresar el DNAc de ésta en tdndem con el

péptido senal del gen lamB con lo que BGH se secreté al periplasma y se
encontré correctamente plegada. Su funcién biolégica se analizé por su
capacidad de unién a su receptor. Los niveles de produccién de BGH fueron
de 1 a 2 pg por ml de medio (59). Por otra parte se comprobé que pldsmidos
basados en el origen de replicacién de pBR322 son poco iitiles para la sobre-
expresién de BGH y que ciertas mutaciones en las regiones que controlan la
replicacién del este pldsmido en conjuncién con cambios en la secuencia
nucleotidica del DNAc de bGH incrementaron la tasa de expresién (60).

El DNAc de hGH se cloné y utiliz6 para expresarlo en E. coli como
proteina de fusién con el producto del gen ¢rpD, del operén triptéfano de E.
coli, lo que resulté en un 3% de produccién de proteina de fusién en relacién a
la protefna total (61). A la vez se report6 la modificacién del extremo 5' del
DNAc de hGH mediante el uso de DNA sintético, de tal manera que
codificaba tinicamente para la proteina madura bajo el control del promotor
Lac, con lo que se produjo por vez primera en E. coli un polipéptido humano
en su forma madura (62).

Para obtener una proteina recombinate correctamente plegada y
funcional, se recurrié a la produccién de ésta de tal manera que la proteina
madura se secretara hacia el espacio peripldsmico de la bacteria, en donde el
ambiente reductor de este compartimento celular permite la el plegamiento
preciso de la proteina. La secrecién de HGH al periplasma se logré siguiendo
varias estrategias. Una de ellas consisti6 en utilizar el DNAc de hGH en
fusién con la regién que codifica para el péptido sefial del gen de la fosfatasa
alcalina de E: coli, con lo cual se logré la secrecién de la proteina madura (63)

y la produccién se incrementé cuando se alteraron los codones que codifican
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para el péptido sefial (64). Tambien se usé el péptido seial de la proteina de
membrana externa (OMP) de E. coli para lograr producir una forma madura
en periplasma, la proteina era correctamente procesada en el espacio
peripldsmico produciendo hasta 15 pg de HGH por ml de medio(65) .

En otra estrategia, el DNAc de hGH se fusioné a la regién que cifra
para el péptido sefial de la enterotoxina II termoestable de E. coli y,
utilizando la induccién del promotor del gen de la fosfatasa alcalina de esta
misma bacteria, el cual se encontraba regulando a la fusién enterotoxina-GH,
las células sintetizaron de 15 a 25 ug de HGH por ml de medio, lo que
represent6 de un 6 a 10% de la proteina total; de ésta el 90% era procesada y
secretada al espacio peripldsmico (66).

Una alternativa potencial para la produccion de protefnas
recombinates, es la excrecién de éstas hacia el medio de cultivo durante la
fermentacion, ya que ésto permite que los procesos de purificacién sean mAés
rapidos y eficientes. El uso de la proteina liberadora de la bactericina
permiti6 que HGH, la cual era secretada al periplasma gracias a la presencia
del péptido sefial de OMP,; fuera excretada hacia el medio de cultivo, con un
rendimiento de hasta 69.6 ng de HGH por ml de medio de cultivo (67). Otra
estrategia ingeniosa para excretar HGH involucré el uso del promotor y
péptido sefal del gen de la penicilinasa (kil) de Bacillus; el gen kil era poco
activo en E. coli, cuando se introdujo un hibrido kil-hGH a E. coli produjo
HGH madura correctamente en el medio de cultivo (68).

Las GHs también fueron expresadas en células de mamifero en cultivo,
bajo el control de las sefales reguladoras propias de la maquinaria de
expresién géni{;a eucariote. Un gen quimera entre el DNAc de hGH y su
propio gen se produjo en células murinas en cultive. Se aproveché la

capacidad de transformacién del virus del Papiloma Bovino y la potencia del
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promotor transcripcional del gen de la Metalotioneina (MT) para producir
HGH en lineas estables (69, 70). Utilizando los sistemas del promotor-
potenciador del citomegalovirus (CMV) y del virus del sarcoma de Rous
(RSV), aunado a la seleccién de sistemas de expresién estable, se obtuvieron
lineas celulares de ratén que expresaban BGH (71,72). Los promotores del
gen de MT murina y humana, se usaron para expresar transitoriamente
BGH y HGH en células L. murinas (73,74,75).

Un vector basado en el modelo del virus del herpes modificado, el cual
portaba el gen de bGH bajo la regulacién transcripcional del promotor de los
genes tardios de SV40, produjo hasta 750 ng de hormona por ml de cultivo
de células de rifi6n de mono aullador (76). También, se expresaron formas
truncadas de BGH en células murinas en cultivo bajo la regulacién del
promotor MT-I (77). El promotor MT en tandem con el potenciador del virus
del simio tipo 40 (SV40) se utiliz6 para expresar HGH en células CHO (9,78).
El DNAc de bGH y el de hGH bajo el control del potenciador del CMV
expresaron su respectivo producto peptidico en células COS-7 (7,79).

La produccién de GHs principalmente se desarrollé en sistemas
basados en E. coli, aunque otros han sido explotados. Por ejemplo, en
Bacillus subtilis se logré la expresion de HGH en forma soluble integrando
en el extremo 5 del DNAc de hGH una regién que codificaba para algunos
residuos aminoacidicos que permitieron la purificacién facil de la proteina a
partir del extracto total, adem4s portaban la sefial de corte (Ile-Glu-Gly-Arg)
para el factor proteolit;ico Xa, con lo que se liber6 GH de la proteina madura.
El rendimiento de GH fué del 5% de la proteina total (80). En Streptomyces
lividans el promotor del gen aph, que codifica para la enzima aminoglicosido
3’ fosfotransferasa, fue empleado para regular la transcripcién del DNAc de

bGH. Con éste se produjo BGH en forma constitutiva alcanzando niveles de
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0.17% del total de la proteina de S. lividans (81). HGH fue expresada en
Saccharomyces cerevisiae empleando el promotor del gen de la fosfatasa 4cida
y con la adicién de DNA sintético en la secuencia codificante de HGH, se
logré la expresién de la forma inmadura de esta proteina incrementando los
niveles de expresién (82).

Otras GHs de diversas especies han sido expresadas en E. coli. Saito
y Cols. (1988) clonaron y expresaron el DNAc de la hormona del crecimiento
de anguila (Anguilla japonica), esto tltimo bajo el control transcripcional del
promotor pL del bactriéfago lambda. En este sistema se tuvo que eliminar la
secuencia que codifica para los tres primeros aminodcidos para alcanzar
niveles de produccién de hasta el 5% de la proteina total (83). Por otra parte
los DNAcs de las GHs de la trucha arcoiris (Salmo gairdneri) fueron
expresadas primero como proteinas hibrida con la B-galactosidasa,
empleando el pldsmido pUCS8 (84) y posteriormente, empleando el péptido
sefial de OmpA, se logré la produccién de la forma madura de la proteina,
expresdndola en el periplasma de E. coli (42). La hormona del crecimiento
del salmén también fue expresada en E. coli empleando el promotor del
operén Trp y DNA sintético, lo que permitié la produccién de la forma
madura, llegando a obtenerse hasta el 15% de la proteina total (40). La
hormona del crecimiento ovino (0GH) fue expresada a muy bajos niveles con
9-12 residuos aminoacidicos en el extremo amino terminal correspondientes a
la B-galactosidasa (cuando se emplaba el promotor Lac) o donados por el
operén del triptéfano (al emplear el promotor Trp) (85). Los niveles de
expresién se incrementaron cuando se introdujeron mutaciones al azar en el
extremo 5 del DNAc de oGH y ademds empleando el gen de la B-
galactosidasa del pldsmido pUC 8 como fusién, se obtuvieron niveles de hasta

el 20% de la proteina total (86). La hormona del crecimiento humano
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variable (hGH-V), fue expresado en E. coli empleando el péptido senal
OmpA; con éste se logré secretar hacia el periplasma la hormona madura

(87).

4.6 Sistemas de expresion en E. coli

Los elementos que constituyen un pldsmido de expresién procariética y
que son necesarios para alcanzar un buen nivel de expresién de una proteina
heteréloga son entre otros: un origen de replicacién para mantener la
propagacién y replicacién del pldsmido, un marcador de seleccién para
asegurar su mantenimiento en la bacteria y las regiones reguladoras de la
expresién; a saber: un promotor de la transcripcién fuerte (como los
promotores Tae, Trc o pL), un sitio de unién al ribosoma o regién Shine-
Dalgarno (complementaria a la subunidad 16S del RNA ribosomal). En
ocasiones, algunos pldsmidos portan ademds su propio codén de iniciacién
para asegurar la traduccién, e incluso sitios tnicos de restriccién que
facilitan la insercién del DNAc en la fase de lectura apropiada. Otros
plasmidos llevan la informacién que codifica para el extremo amino o
carboxilo de un péptido, lo que produciria una proteina hibrida o de fusién, la

cual deber4 ser modificada para liberar la proteina de interés (88).

4.7 Expresion de proteinas de fusion

Las proteinas de fusién fueron los primeros recursos usados para
producir proteinas de mamifero en E . coli . Las razones para emplear
proteinas de fusién van desde el evitar la degradacién proteolitica por la
bacteria hasta facilitar estrategias de purificacién sencillas, e incluso dirigir
la proteina a diversos compartimentos celulares (89).

Algunos de los sistemas de fusién génica permiten diferentes ventajas.
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Entre éstos tenemos a la proteina de unién a fosfato (PhoS) (90), la glutatién
S transferasa (91,92) y multiples residuos de cisteina (93). A éstas se afnade

la proteina de unién a maltosa (MPB), la cual fue utilizada para este trabajo.

Promotor

Resistencia

pEXPRESION
Gen

ori

terminador

Figura 2. Plasmido tipico de expresion procariética. Estos pldsmidos portan
algunos elementos necesarios para su replicacién (ori), genes de resistencia 6 seleccién
(como la B-lactamasa), promotor de la transcripcién (Tac, Trc etc.), terminador de la
transcripcién y el gen que se desea expresar.

4.8 El modelo: proteina de fusién con MPB

La proteina de unién a maltosa (MBP) de E. coli es una proteina
peripldsmica que facilita la difusién de la maltosa y maltodextrinas a través
de la membrana externa, induce la respuesta quimiotictica y permite la
- translocacién del sustrato a través de la membrana citopldsmica. Tiene un
péptido sefial que permite la exportacién de la proteina madura, el cual es

cortado en el proceso de secrecién (94).
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Se ha aprovechado la MBP para construir vectores de expresién que
poseen algunas ventajas para la sobreproduccién de proteinas dificiles de
expresar en E. coli, tales como el uso de regiones reguladoras de la expresién
bastante potentes y propias del vector, sefiales para el corte proteolitico y
subsecuente liberacién de la proteina expresada en fusién (95,96,97). La serie
de pldsmidos pMAL portan elementos que permiten la expresién de genes en
fusién con MBP. Tienen un fuerte promotor de la transcripcién : Tac (98), y
las sefiales de inicio de la traduccién del gen malE, las cuales permiten una
alta expresién del gen clonado. El gen clonado es integrado corriente abajo
del gen malE, gracias a la presencia de un sitio de clonacién miltiple.
Originalmente, los pldsmidos expresan una proteina fusién entre MBP y
LacZ . También permiten la opcién de un pldsmido que ademas del gen malE
que incluye los codones del péptido seiial de MBP (pMALp), lo cual permite
la secrecién de la proteina al periplasma 6 uno carente de aquel (pMALc) y
cuya expresioén es citopldsmica. Los vectores portan el gen lacld que codifica
para el represor Lac, el cual mantiene apagada la expresién del promotor
Tac, debiéndose utilizar Isopropil B-tiogalactoside (IPTG), un anilogo de la
alolactosa, para desreprimir el promotor e iniciar la expresién. Estos vectores
llevan la sefal de reconocimiento para la proteasa factor Xa (fXa), localizada
en la regién 5' del sitio de clonacién miiltiple, lo que permite que MBP sea

separada de la proteina de interés (figura 3).

El rendimiento observado de expresién es bastante alto y los niveles de
sobre-expresién pueden ser utilizados para purificar la proteina por métodos

convencionales, como la purificacién de cuerpos de inclusién (99).
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laclq Apal

Secuencia
Sefial en
pMALp

Hind Il

Sitio Miiltiple de Clonaci6én

Sacl Kpnl Eagl BamHI Stul

mal E.... TCG AGC TCG GTA CCC GGC CGG GGA TCC ATC GAG GGT AGG CCT
ILE GLU GLY ARG

EcoRI BamHI Xbal Sall Pstl
GAA TTC AGT AAA ACC CTC GAT GGA TCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG GCA

HindIII
AGC TTG....LacZ

Figura 3. Mapa de restriccion del plasmido pMAL. Esta serie de pldsmidos
permite la sobreexpresién de proteinas en fusién con la proteina de unién a maltosa. El
sitio miltiple de clonacién facilita la insercién del gen de interés en la fase de lectura

_adecuada.Los aminodcidos ILE, GLU, GLY y ARG codificados en la regién donde se
fusionan los genes malE y lacZ son reconicidos por el factor Xa, lo que permite la
liberacién de las proteinas producto de la fusién.
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4.9 El problema: baja expresiéon de bGH y hGH en E.
coli

Los DNAc's de bGH y hGH de 20 y 22 kDa se expresaron
eficientemente en células de mamifero en cultivo en nuestro laboratorio
(Alvidrez-Quihui 1990, Rincén-Limas, 1993). Sin embargo, estos resultados
no fueron logrados al tratar de expresar éstos en un sistema bacteriano.

Se han seguido diferentes estrategias para lograr la expresién en E.
coli de las GHs con el promotor Tre utilizando el plasmido pKK233-2 (100).
En este sentido el trabajo desarrollado por Ramirez-Angulo (3) involucré: 1)
expresién del DNAc nativo de bGH, 2) expresién del DNAc de bGH con
modificaciones en el extremo 5' introducidas mediante la insercién de DNA
sintético, 3) expresién de bGH en fusién con el extremo 5 del DNAc de hPL,
incluyendo el péptido sefial, cuya expresién habia sido probada en células de
riién de mono COS-7 en cultivo, 4) expresiéon de hGH en fusién con el
extremo 5' del DNAc de hPL, incluyendo el péptido sefial, y cuya expresién
también habia sido probada en células COS-7. Se trat6 de detectar la
proteina mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y por "Western
blot", sin embargo no se logré visualizar ésta.

Por otra parte, se analizé la presencia de RNA transcrito a partir de
estos DNAcs, mediante la técnica de "Northern blot" y en este caso si se
encontr6 la presencia del mismo en todas las bacterias inducidas,
demostrdndose que el problema es postranscripcional (3).

Ademais, en diferentes experimentos realizados por diversos grupos de
investigacién se demostré que la regién que rodea al codén de inicio de la
traduccién juega un papel vital para la expresién de GHs en E. coli. La
modificacién de ésta, es necesaria para una eficiente traduccién. Este

problema se resolvié principalmente de dos maneras: 1) al modificar el
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extremo 5 de la regién codificante de las GHs, asi como la secuencia y
distancia entre el codén de iniciacién de la traduccién y la secuencia Shine-
Dalgarno (58,60,101,102,103,104,105) y 2) al fusionar la GH con otro gen
expresado eficientemente en E. coli o bién con el péptido sefial de éste

(40,42,59,62,64,65,67,83).
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5. HIPOTESIS

Los resultados mostrados por Ramirez-Angulo (3) sugieren que los
niveles de transcripcién alcanzados por los DNAcs bajo el control del
promotor Tre son aceptables, por lo que el problema debe radicar maés
adelante en la via de expresién del gen hacia la proteina. Postulamos que
radica a nivel de la eficiencia de la traduccién de los mensajeros de las GHs y

para probarlo hemos planteado la siguiente hipétesis :

“ La expresi6n de una proteina de fusién que proporcione un extremo
5' de acceso facil a los complejos de traduccién permitird la expresién de las

GH's.”



6. OBJETIVOS

Para lograr la expresién de nuestras GHs en E. coli se propusieron los

siguientes objetivos:

1. Derivar a partir de los pldsmidos pMALc y pMALp aquellos
recombinantes que porten el DNAc de bGH y de hGH de 20 y 22 kDa.

2. Inducir la expresién de las proteinas recombinantes en las bacterias

transformadas con los plasmidos portadores de los DNAcs de GHs.

3. Determinar la identidad de las proteinas expresadas mediante

inmunorreaccién con anticuerpos policlonales anti-bGH y anti-MBP.

4. Liberar mediante el corte proteolitico con el factor Xa a la hormona

del crecimiento de la proteina de fusién.



7. MATERIAL Y METODOS.

Las enzimas de restriccién utilizadas, asi como la enzima DNA Ligasa
de T4 fueron obtenidas de New England Biolabs (NEB, Beverly MA, EUA) y
Bethesda Research Laboratories (BRL ,Gaithersburg MD, EUA). Los

amortiguadores fueron utilizados en las reacciones para cada enzima
siguiendo las recomendaciones de la casa comercial.

Los reactivos para las diferentes soluciones fueron obtenidas de Sigma
Chemical Co . (St Louis MO, EUA), Merck de México (Monterrey, N.L.) y
Reactivos Monterrey (Monterrey, N.L.). El estuche de "Gene clean" fué
adquirido de Bio-101 (La Jolla CA, EUA). El sistema de expresién en
pldsmidos pMAL, incluyendo el f{Xa), la cepa para expresién TB1 de E. coli y
los DNAs sintéticos adapatdores, fueron adquiridos de New England Biolabs
(Beverly MA, EUA). El estuche para determinacién de la secuencia
nucleotidica se compré a United States Biochemical (Cleveland Ohio, EUA).
El azufre o35S dATP se obtuvo de Amersham Ltd de México (México, D.F.).
Los “primers” para la reaccibn en cadena de la polimersa (PCR) se
adquirieron de Biosynthesis Inc. (Lewisville TX, EUA).

Las cepas de E. coli JM101 (para propagacién de los bacteriéfagos
M13mpl8 y 19) y RRI (para transformacién con productos de reacciones de
ligacién) se obtuvieron del cepario de la Unidad de Laboratorios de
Ingenierfa y Expresién Genéticas (ULIEG). El plasmido pBHX empleado
como control positivo en los experimentos de expresién fue amablemente
donado por el Dr. Daniel Baty del CNRS en Marsella. Las técnicas
empleadas provienen de Sambrook y Cols. (107) a menos que se haga

referencia a otra fuente.
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7.1 Estrategias de clonacion

El DNAc de bGH y los de hGH de 20 y 22kDa fueron clonados
previamente en la ULIEG. A partir del pldsmido p63, el cual porta el DNAc
de bGH (5), se subcloné esta ultima regi6n y se introdujo por mutagénesis
sitio dirigida un sitio AflII entre el quinto y el séptimo codén que codifica
para la proteina madura (Barrera-Saldana, resultados no publicados). De
este modo se obtuvo un nuevo sitio de restriccién 6ptimo para la

manipulacién del DNAc de bGH.

Secuencia nativa del extremo 5°del DNAc de bGH

Protefna madura >

5° ATG....TTC CCA GCC ATG TCC TTG GTC CGG ......3°

Secuencia modificada del extremo 5°del DNAc de bGH

Proteina madura >

5° ATG.... TTC CCA GCC ATG TCC TTA AGC CGG.....3”
AflTT

Por otra parte los DNAcs de hGH de 20 y 22 kDa se modificaron en los
codones 7 y 8 que llevan la informacién para la proteina madura de tal

manera que se introdujo un nuevo sitio Xbal.



Secuencia nativa del extremo 5°del DNAc de hGH

Protefna madura >
5 ATG.....TTC CCA ACC ATT CCC TTA TCG AGT CTT.....3’
Secuencia modificada del extremo 5°del DNAc de hGH

Protefna madura >
5 ATG..... TTC CCA ACC ATT CCC TTATCT AGA CTT....3’
Xbal

Cabe aclarar, que con la creacién de estos nuevos sitios de restriccion
no se alter6 la fase de lectura, ni se cambié el aminodcido codificado por los
nuevos codones. Los pldsmidos portadores de estos DNAcs modificados
(pSSbGH y pSShGH de 20 y 22 kDa) comprenden una fusién de éstos con los
primeros cinco codones del DNAc de interleucina 2, lo cual es irrelevante
para nuestro trabajo. Esta fusién IL-2-hGH estd bajo el control
| transcripcional del promotor TAC en estos pldsmidos, sin embargo en
diferentes experimentos de induccién no se logré la expresién de la proteina.

Se partié de estos pldsmidos recombinantes, los cuales donaron la
regién que corresponde a la regién codificante para la proteina madura de las
GHs desde el sitio AflII (en lo que respecta a bGH) y desde el sitio Xbal (para
la hGHs) hasta el sitio HindlIII, el cual flanquea el extremo 3° de ambos
DNAcs. Ain quedando por reconstituir los primeros codones de la proteina
madura, es decir desde el primer aminodcido de ésta (Phe=TTC) hasta la
- genial de corte de las enzimas de restriccién (AfIIT 6 Xbal).
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Para reconstituir los codones faltantes de las GHs, se disefi6 una
estrategia que involucré la participacién de un fragmento de DNA sintético
que se emple6 como adaptador para ligar los DNAcs de cada GH con el
pldsmido pMAL. Esta secuencia estd disefiada de tal manera que los codones
incluidos en élla son aquellos preferidos por E. coli, ademds se complementan
de modo que dejan en un extremo la secuencia que reconoce la enzima de
restriccién, con la que se ha cortado cada uno de los DNAcs de las GHs (AflII

6 Xbal), y en otro extremo permite la ligacién con una enzima de corte romo

(p. ¢j. Stul).
Adaptadores de DNA sintético:

Para hGH:

5" TTC CCG ACC ATCCCG CTGT 3~
3” AAG GGC TGG TAG GGC GAC AGA TC 5~

Xbal

Para bGH:

6" TIC CCGGCT ATGTCC ¥
3 AAG GGC CGA TAC AGG AATT 5’
AflII

De este modo se logré la clonacién de los diferentes DNAcs en fase de
lectura correcta en los pasmidos pMAL. En resumen los elementos en las

reacciones de ligacién fueron:

- El pldsmido pMAL cortado con las enzimas Stul y Hind III



- El DNA sintético adaptador

- El DNAc de las GHs desde el sitio introducido por mutagénesis sitio
dirigida (AflII 6 Xbal en su caso) hasta el sitio HindIII.
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Stul HindII AfIII HindIII
bGH
- pSSbGH
Corte Stul-HindIII
AfllI * HindIII
C .

e
S

bGH
AfIl HindII

o Afl
DNA sintético \ / /
L G /H <~/

¥

TAC malE bGH lacZ

pMALbGH

Figura 4. Estrategia para la construccion del plasmido pMALbGH. Para la
construccién de este pldsmido se partié de pMALp 6 pMALc cortando en los sitios Stul y
HindIII de la regi6n del sitio mdltiple de clonacién. El fragmento portador del DNAc de
bGH (668 pb) fue obtenido del pldsmido pSSbGH cortando en los sitios AflII y HindIII.
Finalmente el DNA sintético adaptador eslaboné la regién del pldsmido pMAL con el

DNAc de bGH.
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Stul HindII Xbal

HindIII

hGH

pSShGH

Corte Stul-HindIII +

HindIII

hGH
.. Xbal Xbal HindIlI
DNA sintético

XA 7 /
: -

TAC malE hGH lacZ

pMALhGH

Figura 5 Estrategia para la construccion de pMALhGH. De manera similar a
la construccién de pMALbGH, la serie de pldsmidos portadores del DNAc de hGH se
construyé partiendo de pMALp o pMALc (Stu-HindIII), los DNAcs de hGH de 20 y
22kDa fueron liberados de los pldsmidos pSShGH20K y pSShGH22K, respectivamente
(Xbal-HindIII). E1 DNA sintético (18 pb) permit6 la unién de hGH y pMAL donando el
stio Xbal y un extremo romo.
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7.2 Apareamiento de oligonucleétidos sintéticos

Los oligonucleétidos sintéticos complementarios fueron proporcionados
en cadena sencilla por la casa comercial (New England Biolabs, Beverly MA,
EUA). Para que éstos pudieran ser empleados en la clonacién, se requerié
ensamblarlos por complementaridad de bases (108). Con este fin se tomé 1
densidad éptica (DO Asggo) de cada uno de los oligonucleétidos ( 1DO=33 pug
de DNA de cadena sencilla a 260 nm) y se disolvié en 33 pl de agua
ultrapura, se coloc6é cada alicuota con la alicuota de su complementario y se
calenté a 70 °C por 5 min. Después de ésto se transfirié cada tubo a un bafio
de agua a 65 °C , se dej6 éste enfriar hasta alcanzar temperatura ambiente,
se centrifugé brevemente y se reparti6 la solucién en alicuotas de 10 pl, las

cuales se conservaron a -20 °C hasta su uso.

7.3 Digestién con enzimas de restriccion.

Las enzimas de restriccién son capaces de reconocer secuencias en la
cadena de DNA, catalizando los rompimientos de los enlaces fosfodiéster en
la doble cadena. Un ensayo tipico con estas enzimas consta de: Agua
ultrapura, amortiguador de reaccién, DNA y la enzima de restriccién. Se
emplearon estas endonucleasas para obtener los fragmentos requeridos en
las clonaciones (preparativas) asi como para corroborar la identidad de los
pldsmidos (analiticas). Se usé mas de una enzima a la vez si ambas eran

compatibles con el amortiguador de reaccién. Por ejemplo:
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Corte analitico de pMALc

AGQUA 25558 692 Faloass s ¥ b ¥ ol 8.1ul
Buffer 3 (10X) isewansiss ooeoss L. 0pd
DNA. (Imgfml) ;s s aiims s 5 5 5 savgiey 0.5 ul
¥bar (20 U/ml)covslnwasis SRR 0.2 pl
HsndlIT (20 U/mML)cnissidosasss B:2 HL
Uola]l, . fah 25 &b eibs i L 7 LenEE 10:0 i

PO aspimrnrn 5% 4 3 % Bodvasotn & & w pssyastiee 6.0 pul
BUMEEAE Dos » s o « & vowmomess x 0 » sowniid 2.0 pl
DNA. {1 mglel) « «vosvems v o x sisieim 10.0 ul
Xbal (20 U/ml) .cccowvensnavonms 2.0 ul
POLA L s 5 9 v 8 o sumwsmen 5 v % vz 10.0 pl

Se Incubé durante 2 h o més a 37°C 6 a la temperatura éptima para la
enzima. Cuando se realizaron cortes con enzimas que no comparten el mismo
amortiguador, primero se cort6 con una enzima y una vez obtenida una
digestién total se precipité con etanol, se resuspendié en amortiguador TE
(Tris-HCl 100 mM pH 7.4, EDTA 1 mM) y el amortiguador de corte para la

segunda enzima.

7.4 Ensayo con la DNA ligasa de T4.

Esta enzima cataliza la formacién de enlaces fosfodiester entre un
extremo 5' monofosfato y el extremo 3' oxhidrilo de los fragmentos de DNA.
Gracias a ésta, se pueden realizar recombinaciones entre fragmentos de DNA
de diverso origen. El ensayo tipico consté de los fragmentos de DNA a ligar
(vector + inserto), la enzima DNA ligasa de T4, amorﬁguadof de ligacién con

ATP y agua ultrapura. La reaccién se incubé por 8 h o més a 16 °C.

7.5 Electroforesis en geles de agarosa.
Para lograr visualizar pldsmidos, fragmentos de DNA derivados de
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digestiones con enzimas de restriccién, y los productos de ligaciones se
realizaron electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida. La agarosa al
igual que la poliacrilamida proporciona un material de soporte por donde el
DNA migra en respuesta a un campo eléctrico y su movilidad depende de su
longitud. Esto nos permite diferenciar las moléculas de pldsmido y sus
fragmentos de acuerdo a su tamafio cuando tefiimos el gel con bromuro de
etidio, colorante que se intercala entre las bases nitrogenadas del DNA y
fluoresce al ser irradiado con luz ultravioleta (UV).

Se preparé una solucién 50X de amortiguador de corrida (TAE 50X: 2.0
M Tris-acetato y 0.1 M EDTA pH 8.0). La solucién de trabajo se diluy6 a 1X.
La solucién de agarosa se preparé con TAE 1X a una concentracién (P/V)
acorde con el tamafio de los fragmentos que se esperaban, ordinariamente
entre el 0.8 a 1.0 %. Para disolver la agarosa se calenté a ebullicién y
posteriormente se enfrié a 50-40°C. Se formé el gel montando un molde de
acrflico v con su "peine" se formamaron los orificios para aplicar las
muestras. Una vez montado el molde se virtié la agarosa. La agarosa tardé
en solidificar aproximadamente 10 min. Una vez solidificada se pasé el gel a
la cAmara de electroforesis. Se Prepararon las muestras agregandoles una
novena parte de su volimen de solucién 10X de "amortiguador de muestra”
(50% v/v de glicerol, 0.1M EDTA pH7.5, 1.0% (P/V) SDS y 0.1% (P/V) azul de
bromofenol). Esto con el fin de que el glicerol diera densidad e impidiera que
la muestra se dispersara mientras que el azul de bromofenol sirvié come
colorante de referencia. Los orificios para las muestras del gel se colocaron
hacia el polo negativo, se conecté la cdmara y se comenzé la electroforesis,
primero a 40 V y una vez que las muestras entraron al gel se increment6 a
100 V. De acuerdo con los tamaifios de los fragmentos que se esperdban fue el

tiempo de corrida, se utilzé como referencia el colorante azul de bromofenol
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del "amortiguador de muestra’. Una vez terminada la corrida, se apagé la
corriente, se recuperd y se tifi6 el gel con bromuro de etidio (2.0 pg/ml) por 10
min. Para observar el gel, primero se lavé con agua desionizada los restos de

bromuro de etidio del mismo y luego se llevé al transiluminador de luz UV.

7.6 Purificaciéon de fragmentos de DNA mediante
adsorcion a silica ("Gene clean") .

Los fragmentos que se necesitaron para clonaciones fueron extraidos
después de realizar cortes con las enzimas correspondientes y de haber
resuelto en un gel de poliacrilamida o agarosa la banda correspondiente al
fragmento de interés. El método de “Gene clean” permite purificar
fragmentos de DNA mayores de 400 pb a partir de geles de agarosa. La
agarosa es fundida después de separar la banda deseada y el DNA se une a
una matriz de silica.

Se aislé, cortando con un bisturi, la banda de interés de un gel
preparativo de agarosa y se colocé en un tubo eppendorf. Se fundié el
fragmento de agarosa en el tubo en un bafio de agua entre 50 y 70 9C con 2.5
vol de una solucién saturada de yoduro de sodio y se esperé a que la agarosa
se disolviera completamente. Se agregaron 5.0 pl de silica en suspensién en
la solucién de agarosa fundida, se mezclé bién y colocamos el tubo durante 5
min en hielo. Se centrifugé por 5 seg en una microcentrifuga y se eliminé el
sobrenadante con una micropipeta. Agregamos 300 pl de la "solucién nueva"
(50% etanol y 50% Tris-HCI 20 mM pH 7.2, NaCl 0.2 M y EDTA 2mM). Se
resuspendi6 la pastilla y se centrifugé por 5 seg. Se repitié este paso dos
veces mas. La iltima pastilla se resuspendi6 en 5 pl de TE. Se incubé a 50 °C
por 3 min y se centrifugé 30 seg. Se transfirié el TE a otro tubo y se repeti6 la

elucién. El DNA permanece en solucién con el TE. La recuperacién se verificé
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corriendo en una electroforesis una alicuota de la elucién final y comparando
el porcentaje de recuperacién con una parte de la digestién preparativa que

previamente habia sido reservada.

7.7 Preparacién de bacterias competentes para
transformacion

Escherichia coli ha sido el principal organismo utilizado para la
propagacién de pldsmidos recombinantes. Para que la bacteria sea capaz de
ser transformada por los pldsmidos, es necesario someterla a un tratamiento
con iones divalentes para permeabilizar la membrana, ademds para que los
complejos DNA-Calcio interaccionen con ésta y al ser sometidas a un choque
térmico se introduzcan al interior de la bacteria. Las bacterias transformadas
son seleccionadas por su resistencia a algun antibiético, dicha resistencia es
conferida por el mismo pldsmido que se introdujo. Las bacterias son
esparcidas en cajas petri con medic de cultivo sélido conteniendo el
antibiético; los pld4smidos utilizados contienen el gen de resistencia a
ampicilina. Las colonias obtenidas fueron tamizadas para buscar el pldsmido
deseado.

Se inoculé una colonia de la bacteria en un tubo con 4 mi de LB (10 g
de Bacto-Triptona, 10 g de NaCl y 5 g de Extracto de levadura para un litro,
ajustando el pH a 7.4) y se dejo crecer toda la noche a 37 °C con agitacién. Se
pas6 un ml del cultivo de toda la noche a un matrdz con 100 ml de LB. Se
sigui6 la cinética de crecimiento en un espectrofotémetro a una longitud de
onda de 600 nm, hasta que se obtuvo una absorbancia de 0.4 a 0.5. Este tomé
poco més de 2 h. Se detuvo el crecimiento al poner las bacterias en hiele por

10 min. Se centrifugé por 5 min a 5000 rpm én refrigeracién y se resuspendi6

en 5 ml de CaCl9 0.1 M frio y se mantuvo 30 min en hielo. Se centrifugé de



33

igual manera pero ahora se resuspendié en 1 ml de CaCl2 0.1 M . Asi las

bacterias estdn competentes y listas para transformacién.

7.8 Transformacién de bacterias calcio competentes.

Se agregaron 100 pl de bacterias E. coli RR1 competentes en un tubo
eppendorf estéril y frio. Se pusieron en contacto con el pldsmido por 30 min
con agitacién suave ocasional. Se realizé un choque de calor a 37 °C por 30
seg. Se incubé en hielo por 10 min mas. Se adadieron 100ul de LB y se
incubé a 37 °C por 20 min. Esto para que las bacterias se recuperaran y
comenzaran a expresar el gen de resistencia. Se inocularon las bacterias en
cajas Petri con antibi6tico (ampicilina 100 pg/ml) las células y se incubaron a
37 °C. Las colonias aparecieron después de 12 h. Ordinariamente se usé un
testigo positivo de transformacién (1.0 ng de pUC18) para estimar la

eficiencia del experimento y un testigo negativo: TE estéril.

7.9 Obtencién de DNA mediante minipreparacion de
pldsmidos.

La obtencién de pldsmidos de las bacterias transformadas es requisito
para analizar las clonas, producto de ligaciones 6 cuando se necesitan
cantidades de DNA pequefias pero suficientes para realizar cortes con
enzimas de restriccién e incluso para aislar fragmentos para posteriores
clonaciones. Los pldsmidos, a diferencia del DNA cromosdmico, son
resistentes a desnaturalizacién al exponerse a pH alcalino, por io que
‘después del tratamiento con NaOH y de neutralizar el pH las proteinas y
DNA cromosémico se desnaturalizan y por centrifugacién forman una
pastilla, . el pldsmido permanece en solucién. En seguida se realizan

extracciones de protefnas remanentes del sobrenadante con fenol-sevag y por
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dltimo se precipitan con isopropanol el DNA plasmidico y algo de RNA
bacteriano.

Se eligieron algunas de las colonias producto de la transformacién con
DNAs sometidos a ligaciones y las colocamos en tubos con 4 ml de medio LB.
Se dejaron crecer con agitacién por 16 a 18 h a 37 °C. Se pasé el cultivo a
tubos eppendorf y se cosech6 mediante un par de centrifugaciones sucesivas a
772 g por 2 min. Se resuspendié en 100 pl de solucién I (50 mM glucosa, 10
mM EDTA, 24 mM Tris-HCI pH 8). Se incubé 5 min a temperatura ambiente.
Se agregaron 200 ul de solucién II (0.2 M NaOH y 1% SDS). Se mezclé por
inversién y se incubé 5 min en hielo. Se afiadieron 150 pl de solucién III
(Acetato de potasio 3 M y 4cido acético 2 M). Se colocé en hielo por 10 min. Se
centrifugé por 5 min a772 g. Se transfirié el sobrenadante a otro tubo. Se
realizaron extracciones de protefnas con un volimen de fenol-sevag. Se
mezclé al vortex y se centrifugé por 5 min a772 g. Se transfirié la fase acuosa
a otro tubo. Se precipité el pldsmidc y RNA con medic volumen de
isopropanol y por centrifugacién por 10 min a 13 000 rpm. Se lavé con 1 ml
de etanol al 70% y se centrifugé por un min. Se sec6 la pastilla en un
desecador centrifugo al vacio (Savant). La pastilla se resuspendié en TE con
RNAsa (20 pg/ml). Se observaron los pldsmidos mediante electroforesis en

gel de agarosa.

7.10 Obtencién del DNA de pldsmidos en gradiente
de CsCl. | |

Con el fin de obtener pldsmidos con alta pureza y en gran cantidad,
realizamos esta técnica. Para realizarla es necesaria una ultracentrifuga y
cloruro de cesio (CsCl). Se basa en que el DNA plasmidico y el cromosémico

se comportan diferente cuando ambos son centrifugados en un gradiente de
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CsCl saturado con bromuro de etidio; el DNA plasmidico por estar
superenrrollado intercala menos bromuro de etidio y mantiene su densidad,
migrando mas rapido en el gradiente. El DNA bacteriano por el contrario
intercala més el colorante y su baja su densidad, migrando menos. Mediante
esta técnica es posible obtener hasta unos cuantos mg de pldsmido por litro
de cultivo, con alta pureza y capaz de ser utilizado en ensayos de transfeccién
de células en cultivo. Las soluciones de lisis y alcalinas son iguales a las
usadas en la minipreparacién, pero aumentando los volimenes.

Se inoculé un tubo con 4 ml de medio LB mas antibiético (Ampicilina
100 pg/ml) con la clona bacteriana que contenian los pldsmidos: pMALc y
pMALp asi como cada uno de sus derivados que portaban los DNAcs de bGH
y hGH de 20 y 22 kDa. Se dej6 crecer 16 a 18 h. Al siguiente dia se inoculé un
matraz con 500 ml de LB mas antibiético con los 4 ml del cultivo de toda la
noche. Se dej6é crecer por 20 h con agitacién a 37 °C. Se cosecharon las
bacterias en una centrifuga DAMON/IEC refrigerada en botellas de plastico
con el rotor 872 a 1003 g a 4 °C. Se anadi6 18 ml de solucién I y se
resuspendié la pastilla de bacterias con una pipeta Pasteur. Una vez
resuspendida, se puso 2 ml m4s de solucién I con 10 mg/ml de lisozima A. Se
incub6é por 10 min. Se agregé 40 ml de solucién II y se agité en vortex. Se
incubé 10 min en hielo. Se agregaron 20 ml de solucién II mientras se agitaba
al vortex. Se incubé en hielo por 10 min. Se centrifugé por 10 min a 1003 g.
Se filtré el sobrenadante en una tela con poro fino, colocdndolo en una
probeta y se agregaron 0.5 volimenes de isopropanol. Se centrifugé 1003 g
por 10 min. Al terminar la centrifugacién sé descarté el sobrenadante y se
resuspendi6 la pastilla con 3 ml de TE evitando la formacién de grumos. Se
pas6é a un tubo Falcon de 15 ml nuevo y estéril. Se tomé 1.0 ul de esta

solucién se corrié en una electroforesis en gel de agarosa al 1.0 % para



36

estimar la abundancia del pldsmido. Se utilizé6 un control de concentracién
conocida. Si este reflejaba una produccién de al menos 1.0 mg del plasmido se
continué con la preparacién. Se disolvieron 3.85 g de CsCl agregandolos a
esta solucién. Se mezclé bien evitando la formacién de cualquier grumo. Se
pasé esta solucién a un tubo "Quick Seal" para rotor Ti65 de ultracentrifuga,
ayuddndose con una pipeta Pasteur, se anadié 0.5 ml de bromuro de etidio
(10mg/ml) y se completé el llenado del tubo con aceite mineral. Se sellaron los
tubos con calor y se colocaron en el rotor. Una vez adentro, se mezclé la
solucién invirtiendo varias ocasiones el rotor. Se colocé el rotor en la
ultracentrifuga y se corri6 a 18 144 g por 24 h. Se sacaron los tubos del rotor,
manteniendo el cuarto con luz tenue, y se visualizaron las bandas, con luz
UV de onda larga. Para extraer la banda que contiene el plasmido, primero
se rompi6 el vaclo con una aguja en la parte superior del tubo. Después con
una jeringa con aguja delgada introducida justo abajo de la banda plasmidica
y con el bicel orientado hacia arriba se comenz6 a extraer ésta lentamente
(aproximadamente 0.7 a 1.0 ml) y se colocé en un tubo eppendorf. Se eliminé
el bromuro de etidio agregando 1 vol de n-butanol saturade con TE. Se
centrifugé a 140 g por 3 min y se retir6 la parte orgdnica. Se repiti6 el paso
hasta que desaparecié completamente el color rojo de la solucién. Se
dializaron las muestras contra 2.0 1 de TE por 5h en un tube eppendorf cuya
tapa se agujeré con calor y fué sellado con membranas de didlisis. Se traté
con una concentracién final de 10 pg/ml de RNasa por 30 min a 65 °C. Se
agregaron SDS a una concentracién final .de 0.5 % y Proteinasa K a 50 pg/ml.
Se incubé 1 h a 65 9C. Se extrajeron las ﬁroteinas con un volumen de fenol y
se centrifugé a 1003 g por 5 min. Se transfiri6 la fase acuosa y se realiz6 otra
extraccién con un volumen fenol-sevag (1:1). Se repitié la centrifugacién

recuperando nuevamente la fase acuosa. Se realiz6é una extraccién final con
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un volmen de sevag , se centrifugé de igual manera y se transfirié a otro tubo
la fase acuosa. A la ultima fase acuosa recuperada se afiadié acetato de sodio
a una concentracién final de 0.3 M y 2.5 vol de etanol absoluto. Se guardé a -
20°C por lo menos 2h y se centrifugé a 772 g por 30 min. Se disolvié el
precipitado en 0.4 ml de TE y se agregaron 3 volimenes de etanol absoluto.
Se centrifugé a 772 g por 15 min. Se lavé con etanol al 70% y se centrifugé a
772 g por 10 min. Se retir6 el sobrenadante y se sec6é la pastilla en el
evaporador centrifugo al vacio (Savant). Se resuspendié en 500 pl de TE.
Para estimar la concentracién y pureza del DNA, se ley6 la absorbancia a 260
y 280 nm de longitud de onda en un espectrofotémetro con una alicuota de 10
pl diluida en 1 ml de TE. Para obtener la concentracién, se multiplicé la
absorbancia por el factor de dilucién (100) y por el factor de equivalencia (50

pug/ml). Los resultados se muestran en la tabla 2.

7.11 Inducccién de la expresién de las proteinas
recombinantes en E. coli.

Se procuré cada vez que se llevé a cabo un experimento de expresién,
partir de bacterias TB1 recién transformadas con la serie de pldsmidos
pMAL. Se tomé una colonia y se coloc6 en un tubo con medio LB (con
100pg/ml de ampicilina), se dejé crecer incubando por 16 a 18 h en agitacién
a 37 ©°C. Posteriormente, se determiné la absorbancia en un
espectrofotémetro (Sequoia-Turner) a una longitud de onda de 600 nm. Se
midi6 la densidad 6pﬁca (DO) del cultivo y se tomé el volimen necesario de
éste para que al hacer una dilucién Ien medio LB nuevo, se tuviera una
absorbancia de 0.5 DO a 600 nm. Se incubaron los tubos a 37 °C en agitacién
durante 15 min y se agregé IPTG a una concentracién final de 1 mM; se

continué la incubacién por 3 h. Se analiz6 la expresién mediante
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electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS y por "Western blot"

(electrotransferencia e inmunodeteccién).

7.12 Purificacién de cuerpos de inclusién

El siguiente protocolo (109) fue utilizado para purificar cuerpos de
inclusién a partir de un cultivo de 1 1 de medio LB inducido por 3 h.

Se cosecharon las bacterias por centrifugacién a 280 g por 10 min,
Estas se resuspendieron en 10 ml de una solucién de Tris-HC1 10 mM pH 7.8
y EDTA 0.1 mM; se congelaron en nitrégeno liquido y se esper6 a que se
descongelara a temperatura ambiente. Se resuspendié en 100 ml de Tris-HCl
50 mM pH 7.8, EDTA 0.1 mM y sacarosa 25%, después de resuspender se
afiadi6 lisozima a una concentracién final de 1 mg/ml, se incubé en hielo por
90 min. Se agregé MgCl2 (20 mM final) y DNAasa (50 pg/nl) y se incubé en
hielo por 90 min. Se agreg6é 120 ml de amortiguador de lisis ( Tris-HCIl 20
mM pH 7.8, NaCl 0.2 M, desoxicolato 1 %, NP40 1.6 %, EDTA 2 mM y DTT
0.5 mM); se incubé en hielo por 10 min. Se centrifugé 10 min a 280 g y se
eliminé el sobrenadante; la pastilla se resuspendié en 120 ml de: tritén X-100
0.5%, EDTA 1 mM y DTT 1 mM. Se centrifugé 3 min a 280 g y se repitieron
los 1ltimos dos pasos tres veces mds. La iltima pastilla se disolvié toda la
noche a 4°C en 50 ml de urea 9M, Tris-HC] 20 mM pH7.8 y DTT 20 mM. Se
dializ6 contra 2 1 de Tris-HCl 0.1 mM pH 7.8 y la concentracién final se
determiné leyendo la absorbancia en el espectrofotémetro a una longitud de

onda de 280 nm y se analizé por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.

7.13 Reaccidn proteolitica con el Factor Xa

Una vez recuperadas las proteinas de fusién a manera de cuerpos de
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inclusién, se procedié al corte enzimstico con el factor Xa. Esta enzima, que
forma parte de la cascada de reacciones en el mecanismo de coagulacién
sanguinea reconoce la secuencia de cuatro aminodcidos: Isoleucina,
Glutamina, Glicina y Arginina, cortando hacia el carboxilo terminal de.esta
iltima, las proteinas de fusién creadas tienen esta secuencia justo entre el
final de MBP y el inicio de las GHs, lo que permiti6 separar éstas . 5 ug de la
proteina de fusién se disolvieron en amortiguador de corte del factor Xa:
20mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 2 mM CaClg, Se agregaron 200 pg del factor
Xa y se incubé la reaccién a temperatura ambiente y se obtuvieron muestras
a diferentes tiempos de 4 a 72 h. Finalmente analizamos la reaccién
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes y por “Western blot”.

7.14 Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS e
inmunodeteccion de las proteinas recombinantes
expresadas en E. coli

Para detectar las proteinas expresadas, se determiné la abosorbancia
final a 600 nm del cultivo después de 3 h de induccién, se coseché 1 ml de
bacterias y se resuspendié en amortiguador de muestra (Tris-HC1 50mM, pH
6.8, B-mercaptoetanol 5%, SDS 2%, azul de bromofenol 0.1%, y glicerol 10%),
de tal manera que se tenia 0.1 DO del cultivo inducido por ml de
amortiguador de muestra. Se colocaron 30 pl de muestra por carril en el gel
de poliacrilamida-SDS. Algunos geles se analizaron para determinar el
porcentaje de proteina recombinante comprendida en el extracto total
empleandose para éllo un densitémetro Ultra Scann XL modelo 2222-020

(Pharmacia-LKB, Piscataway NJ). La inmunodeteccién se realiz6 después de



correr un gel de poliacrilamida-SDS y electrotransferirlo a membranas de

nitrocelulosa, donde se lleva a cabo la reaccién con el anticuerpo especifico.

Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.

Se preparé el gel de resolucién al 12.5% mezclando los siguientes
reactivos:

Acrilamida-bisacrilamida (30:0.8 %) ...cceisviaeraess 12.0 ml
Tris 3 M DH 8.8 ... ceveveacncssnssnssrsesssnesnssssssos T5 'mk
HBD: & o vhosum @ s % siotete w Kossers swcein Gnoss § semimon s & Slabe s s 8 R 9.9 ml
BUS 108 - :cecns oamh s 9iE vams § o8s § Suins ban & sas & viens ¢ aes 0.3 ml
Persulfato de amonie (PSA T0E) s vens oeen v e e v v 0.3 ml
ITBMIEE., oorrun = sonmimce = uieibsn & Bt selid b Sus & Gol Bava § R YA oS 0.012 ml

Al mezclar los reactivos se afiadi6 al final el TEMED , pues al estar en
contacto con el persulfato se desencadena una reaccién que libera los
radicales libres que inducen la polimerizacién de la acrilamida y
bisacrilamida en poliacrilamida. Una vez afadido el tltimo reactivo
(TEMED) se agit6 suavemente y se virtié inmediatemente la mezcla entre las
placas de vidrio desengrasadas previamente y con separadores. Se procur6
llenar el 80% de la capacidad del espacio para formar el gel. Al final de vertir
la solucién de poliacrilamida, se agregé una capa de isopropanol absoluto
para evitar que la mezcla tuviera conacto directo con el aire y asf faciltar su
polimerizacién. Se esper6 a que el gel polimerizara (15 min) y se prepar6 el

gel concentrador:

Acrilamida-bisacrilamida (30:0.8) ................. 1.0 ml
I S W I Bl o e v v weanns & ¢ ¥ e 3 g # % MIEREhS B F 3 0.75 ml
HAD: .o b b e e S R s B 8 R e E w e ® S ¥ 4 6 4.1 ml
ERSTOR. o o mmesmm = & & 5 2 seneds & 5§ 5 5 Sstinhd § 6 5§ AT 5 8 0.06ml
Persulfato de Amonio (PSR 10%) .. .cewescio s o vmmsoens s 0.06 ml

TEMED. , ;¢ioasenssess o o/ ensliisssss aidoeiisssasoewmeserns 0.006 ml
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Se mezclé y vaci6 la solucién entre las placas de vidrio y se introdujo
el peine que sirve de molde para formar los pozos de aplicacién de la muestra
evitando las burbujas. Una vez completa la polimerizacién se retiré el peine
y el separador inferior. Se mont6 el gel en la cAmara de electroforesis con
amortiguador de corrida (Tris-base 125 mM, glicina 250mM, SDS 0.5%, pH
8.3) procurando que no existieran burbujas de aire debajo del gel.

Para la aplicacién de las muestras al gel, se colocaron en bafio de agua
en ebullicién durante 5 min en amortiguador de muestra. Se pusieron las
muestras en el gel con una jeringa Hamilton de 50 pul y se inicié la
electroforesis a 80 V. Cuando la muestra penetré totalmente en el gel
concentrador, se incrementé a 200 V. Se detuvo la corrida cuando el
colorante de referencia sali6 del gel, se tifiié el gel por inmersién y agitacién
lenta en la solucién colorante (Metanol 45%, acido acético al 10% azil de
Coomassie R250 al 0.25%) durante 2 h. se decoloré con agitacién y varios
cambios de solucién decolorante (Metanol 45% y 4cido acético 10%) hasta

retirar el colorante de fondo no unido a proteina.

Inmunoelectrotransferencia o "Western blotting” .

Despusés de la electroforesis de las muestras en gel de poliacrilamida-
SDS, se monté el sistema de electrotransferencia. Se sujetaron las partes
perfectamente con ligas de goma procurando que las rejillas ejercieran
presién sobre las piezas del interior y posteriormente se colocaron en la
cdmara de electrotransferencia cubriéndolas totalmente con amortiguador de
transferencia (Glicina 39mM, Tris-base 48mM, SDS 0.037%, metanol al 20%
ajustando a pH 8.3). Se aplicé corriente y se dejé transferir por 2 h a 40 V.
Se desmonté el sistema de transferencia, se retiré el filtro de nitrocelulosa y

se sec6 a temperatura ambiente.
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Para evitar la unién inespecifica de los anitcuerpos, se incub6 durante
2 h en solucién de bloqueo (5% leche descremada en TBS 1X ) (TBS es: Tris
50mM pH 7.4, NaCl 150 mM) . Se incubé con el primer anticuerpo (antisuero
de conejo anti-bGH) durante 1 h y se realizaron tres lavados de 10 min en
TBST (TBS 1X + Tween 20 al 0.05%). Se incubé con el segundo anticuerpo
(antisuero caprinc anti-IgG de conejo) durante 1 h y se lavé tres veces
durante 10 min con TBST. Se lavé dos veces en amortiguador PA (Tris HCI
0.1 M pH 9.5, NaCl 0.1M) y se incubé en la solucién reveladora (66 nl de
NBT 5% en dimetilformamida 70 %, 33 ul de BCIP 5% en dimetilformamida
100% y 5 mM MgCl2).

| 7.15 Mutagénesis sitio dirigida usando la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR).

Disefio del experimento: Una vez que se comprobé que los
pldsmidos derivados de pMALc y pMALp fueron capaces de producir una
proteina de fusién se aprovecharon las sefiales reguladoras de la expresién y
traduccién optimizadas de éstos, particularmente de pMALp, para producir
hormonas del crecimiento, sin tener que expresarlas en fusién con MBP
completa.

La primera parte consisti6 en analizar la secuencia nucleotidica que
codifica para el péptido seiial de MBP. En ésta se encontré que el codén que
cifra para el dltimo amino4cido del péptido sefial (GCC) podia ser utilizado al
sustituir el primer codé6n _de la proteina madura (AAA) por GGC, formando
asi el hexanucleétido GCCGGC, el cual es sitio de reconocimiento para la
enzima Nael, la cual deja extremos romoé. De esta manera se aproveché la
introduccién de este sitio de restriccién para integrar los DNAc’s de las GHs

en la fase de lectura correcta con el péptido seiial de MBP.
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Con la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), técnica que permite
amplificar fragmentos de DNA in vitro, mediante una serie de duplicaciones,
se procedi6 a realizar la mutagénesis sitio dirigida. Por una parte se
disefiaron los “primers” o iniciadores, el primero de los cuales fué
perfectamente complementario a la regién 613-623 del pldsmido pMALp, esta
parte proporcioné un sitio de reconocimiento para la enzima Apal. El segundo
iniciador incluyé 36 bases que llevaban una serie de nucledtidos
complementarios a la regién del péptido sefial y otra serie que cred un sitio
EcoRI (GAACCC->GAATTC) ademds del nuevo sitio Nael. Se disefié el
programa de amplificacién en base a las temperaturas medias de fusién de
los cebadores.

Se monté la reaccién de amplificacién en un tubo eppendorf de 0.5 ml.

DNA (blanco) pMALp (10ng/pl)..... Sp— SR B K B W o sk 1.0 wl
Amortiguador 10X, .ceissssianing s i yaeeeaee s 858 o 5.0 .l
Cabadarh” (34 MM ) vn v » 5 o swswoamm » % 5 o s % e 5 8 6 3 0 T
Cehador 37 (1.7 M) s s ¢ & ovemrems 5 8 & ¢ BEewsoeii s & & 5 2 2o 2.0 wl
ANTPS (BmM) & 5 5 56 sl 5 6 5 5 Sl 85 ¥ EGweeT % 4 % & 8 &% 1.2 pi
MONZ U35 W) . ¢ s v w sy B v p ke b & 8 8 B 3%0 7l
DNA: pol Tadg.:: « s VRS B R B W RSSO W W W R esEme P 1.0 pl
Agua VLETAapUra: soeei s s 6 5 iEiem s § 8 8 veneiss & o % v 368 Hl

Se mezclé bien y se agregaron 50 nl de aceite mineral. Se montaron los
tubos en el aparato termociclador (MJ Research, Inc. PT-100) con el siguiente
programa de 30 ciclos: Desnaturalizacién 95 °C por 30 seg, alineamiento

55 °C por 90 seg y extensién 72 °C por 45 seg

Se corrié en paralelo un testigo negativo de amplificacién (10 ng de
pMALc). Los resultados de la amplificacién se analizaron por electroforesis

en gel de agarosa.



7.16 Subclonacién del fragmento amplificado.

Después de realizar la reaccién de PCR al fragmento amplificado, se le
hicieron extracciones con 1 vol de Sevag y se precipité con un décimo de
volimen de acetato de sodio 3 M y 0.6 vol de isopropanol. Se centrifugé por
10 min y se descart6 el sobrenadante, se lavé con etanol al 70% y se
centrifugé a 772 g por 3 min. Por tultimo se secé al evaporador centrifugo al
vacio. Se resuspendié la muestra en 10 nl de agua ultrapura y se realizé un
corte con las enzimas Apal y EcoRI. Por otra parte se preparé el vector
pMALp cortado con Apal y EcoRI y purificado por “gene clean”. Ambos
fragmentos se ligaron utilizando una relacién molar vector:inserto de 1:5. El
producto de la ligacién se utilizé para transformar bacterias competentes
RR1 y las bacterias transformadas se analizaron para recuperar aguellas que
portaban el pldsmide de interés. El plidsmido construido se le llamé
pMAL(SS).

El pldsmido pMAL(SS) se cort6 con las enzimas Nael y HindIII y se
ligé al DNA sintético adaptador Romo-Xbal descrito anteriormente y con el
DNAc de hGH 22 kDa (Xbal-HindIIl). Se transformé con los productos de
ligacién y se analizaron varias colonias en busca del producto esperado
(pMAL(SS)22kDa). Aquellas clonas que portaban el pldsmido con el patrén
de restricciéon adecuado se usaron para los experimentos de expresién.

. Después de la induccién de la expresién se analizaron las proteinas en geles
de poliacrilamida-SDS y se procesé también para “Western blot”. Ademés,
se puriﬁcd su RNA con el fin de identificar el transcrito para GHs mediante

PCR, previa sintesis de su DNA complementario.
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7.17 Determinacién de la secuencia nucleotidica por el
método enzimatico.

Para corroborar la introduccién de la mutacién creada y para
corroborar la identidad de los adaptadores de DNA sintético, se recurrié al
an4lisis fino determinando la secuencia nucleotidica por el método de Sanger
. Para llegar a este fin, recurrimos a tres etapas: subclonacién del fragmento
en el bacteriofago M13mpl8, reaccién enzimdtica de polimerizacién y
electroforesis en gel de poliacrilamida-urea.

Subclonacién en el bacteriéfago M13mp18: Los fragmentos EcoRI-
EcoRV del pldsmido pMAL(SS)hGH 22kDa, asi como el fragmento BamHI-
HindIIl del pldsmido pMALcbGH se ligaron al vector fagico M13mpil8
mediante una reaccién de ligacién estandard.

Se prepararon bacterias E. coli JM101 competentes para
transformacién de la siguiente manera. Se sembré en un tubo con 4 mi de
medio 2YT la bacteria, se incubé a 37 °C con agitacién por 12 h. Se hizo una
dilucién 1:100 en 50 ml de medio 2YT y se tomés una muestra para leer la
absorbancia a una longitud de onda de 600 nm, ésta se comsideré como la
absorbancia al tiempo cero, ademés se realizé una dilucién 1:100 de las
bacterias del cultivo de toda la noche en 4 ml de 2YT, el cual se mantuvo en
agitacién a 37 °C y se utilizé posteriormente al momento de la
transformacién. Se incubé a 37 °C en agitacién y se esperé a que la
absorbancia alcanzara 0.3 UO a una longitud de onda de 600 nm, lo que tomé
alrededor de 1.5 h. Se cosecharon las bacterias por centrifugacién a 280 g por
5 min y se resuspendieron en 20 ml de CaCl2 0.1 M, firio y estéril, se incubé

en hielo por 30 min. Se centrifugé nuevamente y se resuspendié en 2 ml de

CaCl2 0.1 M frio y estéril, se conservaron las bacterias en hielo. De esta

manera las bacterias estaban listas para ser transformadas.



Transformacion: Se colocaron en tubos eppendorf estériles una parte

de la ligacién previamente diluida con TE y se utilizaron en tubos separados
un testigo positivo (1 ng de M13mp18) y otro negative (TE estéril) de
transformacién. Se agregaron 100ul de bacterias competentes y se incubé por
30 min en hielo. 15 min antes de terminar la incubacién, se fundieron 4 ml
de medio suave (LB con 0.6 gr de agar por 100 ml), el cual se mantuvo a 47
oC. Se realiz6 un choque térmico a 42 °C por 2 min a las bacterias y se
colocaron a temperatura ambiente. Se agregaron las bacterias competentes a
los tubos con agar suave fundido, ademds de 50 ul de X-Gal (20 mg/ml), 10 ni
de IPTG (0.1 M) y 100 ul de bacterias no competentes, se mezclé y se virtié
el contenido en cajas petri con medio LB mantenidas a 37°. Se dejé solidificar
y se incubé a 37 °C por 10 h. Las colonias portadoras de fagos con insertos
aparecieron blancas, las no recombinantes fueron azules. Se inocularon las
colonias blancas en tubos con 4 ml de 2YT a los cuales se habia incubado
previamente a 37°C en agitacién con 40 ul de la cepa JM101 de E. coli. Se
siguié incubando por 8 h més. Transcurrido este tiempo se cosecharon por
centrifugacién las bacterias en tubos eppendorf de 1.5 ml y se separé el
sobrenadante en otros tubos estériles, los cuales se almacenaron a 49C .La
pastilla con las bacterias se procesé para la purificacién de la forma
replicativa del fago, del mismo modo en que se describié la minipreparacién

de pldsmidos.

Purificaciéon de la cadena sencilla. Se inocularon 11 ml de medio
2YT con 300 nl de E. coli JM101 en fase estacionaria y se incubé por 30 min a
37 °C con agitacién. Se agregaron 10 pl del sobrenadante previamente
cosechado y se continué la incubacién por 8 h. Se cosecharon las bacterias por

centrifugacién y se separaron 7.2 ml de sobrenadante distribuidos en
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alicuotas de 1.2 ml en tubos eppendorf. Se agregaron 200 pnl de
polietilenglicol (disuelto en una solucién de NaCl 1.8 M), se mezcl6 y se
centrifugé por 5 min a 13 000 rpm. Se retir6 el sobrenadante y la pastilla se
reasuspendi6 en 100ul de TE, después de lo cual se agregaron 100 nl de fenol,
se mezclé al agitador tipo vértex y se centrifugé a 772 g por 2 min. Se
recuperd la fase superior y se junté el contenido en tres tubos de 1.5 ml (180
ul en cada tubo). Se agregé 1 ml de éter etilico y se mezcld, se centrifugé por 5
min a 772 gy se retiré el éter, se repeti6 este paso una vez mas. Finalmente
el contenido se reunié en tres tubos donde se aiiadieron 90 pl de acetato de
sodio 3 M y 800 nl de etanol al 100%, se mezclé y se colocé a -20 °C por 1 h.
Se centrifugé a 772 g por 10 min y se tiré el sobrenadante, la pastilla se lavé
con 1 ml de etanol al 70% y se secé al evaporador centrifugo con vacio. Se
resuspendi6é en 20 pl de TE. Se determiné la concentracién del DNA por
espectrofotometria a 260 nm, y su pureza relativa leyendo la absorbancia a
una longitud de onda de 260 y 280 nm. Se corrieron las muestras en una

electroforesis en gel de agarosa al 1% para observar el resultado.

Apareamiento del templado y del cebador. Se realiz6 la siguiente
reaccién en un tubo de 1.5 ml :

Cebador (0.5 Mol /Hl) s . ¢ cawwin s o o  memsm s 1 pl
Amortiguador de enzZiMa. .. eeisi s s s sisions 2 pul
DRA: (AB0 N/ ML s s w » wocossnin s 5 & » smmssnse Tl

Se calent6 el tubo a 65 °C a bafio marfa por 2 min y se dejé enfriar a

temperatura ambiente hasta que alcanzé 25-30 °C.
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Reaccion enzimitica. Se diluyé la mezcla de nucléotidos (dGTP,
dCTP, dTTP, dATP 7.5 nM), seis veces con agua ultra pura. Lo mismo que la
enzima Secuenasa pero 1:8 con TE frio y mezclamos en un tube en el

siguiente orden:

DNA + cebador. . ..o iiiiiieeteenaneenannnses 10.0 ul
DTT Duik: M o anroveumns 5 v 8 @@ansmn % 5 @ % SSreaimm & 5 % # 49 1.0 nl
ANTP'S diluidosSmwa o v « pvanves & & © JerealiG s 8 % 8 ¥ ¢ 2.0 pnl
IS ARTE [T0RCTFPLY . « & cmmueisinm & x 5 sbmmmss & % 5 5 3 0.5ul
Secuenasad GIIUTEE : ¢ ¢ v 56 v v pewnaes & % & o o 2.0 pl

Se incubé a temperatura ambiente por 5 min

Reacciéon de terminacion. Se etiquetaron cuatro tubos con las letras G, A,
T y C y se agregé 2.5 pl de la mezcla de terminacién correspondiente, se
calentaron estos tubos a 37 °C por 1 min. Se tomaron 3.5 pl de la mezcla de
reaccién y se colocaron en los tubos que contenian los didesoxinucleétidos. Se
incubé por 5 min més a 37 °C. Finalmente se afiadieron 4 ul de la solucién
inactivadora (“stop solution”)., se mezclé y se colocé en hielo hasta realizar la

electroforesis.

Preparacion de geles de acrilamida-urea para
secuenciamiento. Se utilizaron dos placas de vidrio, una de 33x38 cm y
otra de 33x40 cm, también separadores en gradiente de 0.4 a 1.2 mm y un
peine tipo “dientes de tiburén”. Las placas de vidriose se lavaron
intensamente con detergente y se enjuagaron con agua desionizada cuidando
de no dejar manchas de grasa en éstas. Se ensamblaron las placas colocando

sobre la placa mayor los separadores y sobre éstos la placa més pequena. Se
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coloc6 una tira de cinta adhesiva en los laterales y al fondo del molde. Se

asegur6 este ensamblaje con pinzas especiales .

Se preparé un gel a una concentracién del 8% con la siguiente mezcla:

Solucidén de acrilamida-bisacrilamida {30.0-0.8%):L s #0065 23 ml
Solucién de urea 7.7M2. .. usennnnnnn S ETENG W EEETE W FNEMY B 84.0 ml

Persolfato deé amonio a1l LO0F. s iewn svien s wave o sanes o serese o wlle 063 ML
TEMED. ccosni o gadin § a0l ¥ 9 § omy 9esy vees ¢ e W W SN AT W 4 0.035 ml

1Esta solucién se conservé a 4°C y en la oscuridad.
2L.a solucién de urea 7.7 M se preparé en TBE 1X.

Se colocé el molde en un angulo de 450 y se virtié la mezcla de
poliacrilamida-urea. Se puso el peine con los dientes de éste hacia afuera del
gel y se dej6 polimerizar por espacio de 40 min.

Se retiré la cinta que estba al rededor del molde y éste se ensamblé en
una cdmara de electroforesis vertical. Se retiré cuidadosamente el peine y se
lavaron los restos de urea. Se reintrodujo el peine con los dientes indicando
hacia abajo e introduciendolo ligeramente en el gel para formar los carriles.
Los tanques de la cAmara de elctroforesis se llenaron con TBE 1X.

Se precorrié el gel a 1200 V por 1 h. Finalmente se preparron las
muestras calentandolas a 759C por 2 min y se colocaron inmediatamente
en el gel 2.5 pl de la muestra en el orden G A T C, cada reaccién en un carril,
Se corri6 la muestra a 1200 V por espacio de 6 h. Finalmente se apagé la
corriente y se desmonté el molde, se desprendié una de las placas y aquélla
en donde se quedé adherido el gel se sumergi6é en una solucién de metanol-
4cido acético (12-10%) por 40 min. Utilizando papel filtro Wattman 3MM, el
cual se colocé sobre la suprficie del gel, se adhiri6 éste al papel. Se cubrié el

gel con “saram wrap” y luego se sec6 en un secador de geles con vacio y a
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80°C por 4 h. Finalmente, se colocé el gel seco en un chasis cargado con

pelicula sensible a rayos X, donde se dejé exponer por 48 h.



8.RESULTADOS

8.1 Clonacion

Los vectores plasmidicos de expresién pMALc y pMALPp, se
utilizaron para transformar bacterias competentes, las cuales se propagaron
a gran escala y a partir de las cuales se purificaron los plasmidos en
gradiente de CsCl. Los pldasmidos recombinantes derivados de pMALc y
pMALp que portaban los DNAcs de las diferentes GHs (bGH y hGH de 20 y
22kDa) también fueron purificados en gradiente de CsCl. La tabla 2 muestra
los valores obtenidos después de leer la absorbancia en un espectrofotémetro
a una longitud de onda de 260 y 280 nm, la relacién 260/280 se calcul6 para
evaluar la calidad del DNA obtenido (una relacién igual 6 mayor a 1.8 es el
valor 6ptimo), la concentracién y el rendimiento también se muestra en esta
tabla para cada pldsmido. Los fragmentos purificados por “Gene clean”
fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura 6A) al
igual que los productos derivados de las reacciones de ligacién (Figura 6B). Se
corroboré la identidad de los pldsmidos recombinantes por cortes con enzimas
de restriccién. Las figuras 7, 8, 10,11, 12 y 13 muestran los mapas de
restriccién y los andlisis electroforeticos de los cortes con enzimas de
restriccién de los pldsmidos derivados de pMALc y pMALp. La figura 9
muestra la autorradiografia obtenida después de exponer el gel de
secuenciacién donde se analizé la regién de pMALcbGH que abarca la unién

del gen malE, el DNA adaptador y el inicio del DNAc de bGH.
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Tabla 2

Valores obtenidos en la purificacion de pldsmidos
en gradiente de cloruro de cesio

Plasmido A260 A280 260/280 Concentracion
iMALc 0.014 0.07 2.0 0.7 ugful
IMALchGH20 0.021 0.011 1.9 1.0 pg/ul
MALchGH22 0.025 0.012 2.0 1.2 ug/ul
oMALcbGH 0.005 0.002 2.0 0.2 ug/ul
pMALp 0.008 0.003 2.6 0.4 ng/ul
pMALphGH20 0.005 0.002 2.0 0.2 pug/ul
"MALphGH22 0.008 0.004 2.0 0.4 ug/ul
MALpbGH 0.005 0.002 2.0 0.2 pg/ul
A B

Figura 6. Analisis electroforéticos de los productos de “Gene
clean” y de ligacion. A) Después de realizar la técnica de “Gene clean” los
productos fueron analizados en electroforesis de agarosa 1%. 1) pSShGH cortado con
Xbal y HindII; 2) fragmento correspondiente al DNAc de hGH desde el sitio Xbal
hasta HindIIl. B) Andlisis del producto de ligacién. 1) Fragmento purificado 2) vector
purificado; 3) control no ligado; 4) producto de ligaciéon y 5) Marcador de peso
molecular (Lambda cortado con EcoRI y HindIII)
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Figura 9. Determinacién de la secuencia nucleotidica del -
fragmento de DNA sintético. El fragmento BamHI-HindIII del pldsmido
pMALcbGH fue subclonado en el bacteriéfago M13mp19, de éste se purificé la -
cadena sencilla de DNA y se utiliz6 como plantilla para determinar la secuencia
nucleotidica de 1a regién que abarca el DNA sintético adaptador, el final de la

regién codificante para MBP y el inicio de bGH. -
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Expresion

Después de corroborar la identidad de cada pldsmido mediante cortes con
enzimas de restriccion y electroforesis en geles de agarosa, a las bacterias
transformadas con éstos se les indujo para expresién con el analogo de la lactosa
IPTG. Después de tres horas de induccién, la bacterias fueron cosechadas y las
proteinas analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. Se
observaron que algunas clonas que portaban el plasmido recombinante adecuado
no presentaban en su perfil proteico alguna banda prominente, mientras que
otras si. En la figura 14 se muestran unicamente las clonas que si lograron
expresar dicha proteina adicional (tres derivadas de pMALc y otras tres

derivadas de pMALp).

La proteina de fusién correspondié aproximadamente al 30% de la
proteina total de E. coli como lo demostraron algunos geles de poliacrilamida
donde se corrieron extractos totales de bacterias inducidas y que fueron
analizados en un densitémetro. Ademds los ensayos tipo ‘;Western blot”
corroboraron que la proteina adicional era un hibrido entre hormonas del
crecimiento y la proteina de unién a maltosa, ya que la banda prominente
derivada de los extractos de proteinas totales de bacterias inducidas reaccionaba
tanto con anticuerpos anti-GH, como con anticuerpos anti-MBP (figura 15A y

15B).
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Figura 14. Analisis de la expresion de las bacterias recombinantes.
Electroforesis en gel de SDSépoliacrilamida al 12% de extractos totales de protefnas de E.coli
inducidas (+) o no (-) para expresion. Estas portaban los pldsmidos derivados de pMALc o
pMALp: 1: pMALc (-), 2:pMALc (+), 3: pMALc20kDa (-), 4: pMALc20kDa (+), 5:
pMALc22kDa (-), 6: pMALc22kDa (+), 7:pMALcbGH (-), 8: pMALcbGH (+), 9: pMALp (-
), 10: pMALp (+), 11:pMALp20kDa (-), 12: pMALp20kDa (+), 13:pMALp22kDa (-),
14:pMALp22kDa (+), 15: pMALpbGH (-), 16: pMALpbGH(+), 17: Marcador de peso
molecular. Se logran distinguir claramente las bandas prominentes correspondientes al
péptido de fusién (MBP-GH) en aquellas clonas que fueron inducidas con IPTG (+).

La proteina de fusién purificada como cuerpo de inclusién fué en primera
instancia purificada por cromatografia de afinidad, uitlizando amilosa como
soporte, sin embargo el rendimiento obtenido era demasiado bajo: entre 100 y
160 pg por cada 100 ml de medio. La alternativa de la purificacién de cuerpos de
inclusién permité rendimientos de 13 a 15 mg de proteina por cada 100 ml de
medio. La pureza de los cuerpos de inclusién fue analizada mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS tal y como se muestra en la figura
16A. Los cuerpos de inclusién purificados resultaron también inmunoreactivos a
los anticuerpos anti-GH y anti-MBP (figura 16B). El factor Xa fue utilizado para
cortar las proteinas purificadas como cuerpos de inclusién, productos de la

expresién de pMALchGH22K y pMALcbGH. Este resulté ser bastante

ineficiente, aunque si se logré liberar una proteina de 22 kDa e inmunoreactiva
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con anticuerpos contra bGH, ésta no se logré visualizar por electroforesis en gel

de poliacrilamida, sino unicamente por “Western blot” (figura 17).

i
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Figura 15. Analisis tipo “Western blot” de las proteinas recombinates.
Los extractos de proteinas totales de E. coli fueron analizados mediante electroforesis en gely
electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa donde se realiz6 la inmunodeteccion con
anticuerpos anti bGH (A ) o anti MBP (B ). A: 1: pBHX (+), 2: pBHX (6), 3:
pMALc20kDa (+), 4: pMALc20kDa (-), 5: pMALc22kDa (+), 6: pMALc22kDa (), 7:
pMALCbGH (+), 8: pMALcbGH (-), pMALc (+) y pMALc (-). B: 1 pBHX (-), 2: pPBHX
(+), 3: pMALc (-), 4: pMALc (+), 5: pMALc20kDa (-), 6: pMALc20kDa (+), 7:
pMALc22kDa (-), 8: pMALc22kDa (+), 9: pMALcbGH (-), 10: pMALc bGH (+).
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Figura 16. Electroforesis en gel de los cuerpos de inclusion
purificados. Después de resuspender los cuerpos de inclusion se analizaron €stos mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (A) y “Western blot” emplando anticuerpos anti-
GH (B). A) 1: Marcador de peso molecular, 2: pMALcbGH (-), 3: pMALcbGH (+), 4:
cuerpo de inclusién (MBP/GH). B) 1: hGH, 2:2MBP/BGH 3: MBP/HGH.
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Figura 17: Andlisis tipo “Western blot” de los producros de la digetion
proteolitica con el factor Xa. El producto de la digestion enzimdtica fue analizado
primero por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS 12% durante varios periodos de
tiempo. Después de encontrar una reducida actividad en el corte, analizamos los productos
por “Western blot”, utilizando anticuerpos anti-bGH. 1) HGH producto de la expresién del
pldsmido pBHX, 2) Producto proteolitico d¢ MBP/BGH, 3) Producto proteolitico de
MBP/HGH 22 kDa y 4) MBP/BGH.

Mutagénesis dirigida y andlisis de la expresion
con el plasmido pMAL(SS)hGH.

La mutagénesis rﬁediada por la reaccién en cadena de la polimerasa, nos
permiti6 introducir un sitio nuevo de restriccién (Nael) en la regién que codifica
para el tltimo aminoécido del péptido senal de MBP. La reaccién de amplificacién
fue corroborada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 18). En
ésta se present6 una banda a la altura esperada (970 pb). Esta banda fué
purificada y subclonada en el pldsmido pMALp (Cortado en Apaly EcoRI)
Posteriormente al plasmido resultante (Cortado Nael-HindIII) se le introdujo el

DNAc de hGH de 22 kDa (Xbal-HindIII) con la ayuda del DNA sintético

adaptador romo-Xbal, empleado en la construccién de pMALchGH22kDa.
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Posteriormente se indujo la expresién mediante la adicion de IPTG y se
analizaron las proteinas totales después de tres horas de induccién mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. No se alcanzé a notar alguna banda
nueva en los carriles del gel en los que se incluia la muestra inducida, mientras
que el testigo de induccién (pBHX), presentaba la bandas predichas (22 kDa)
(figura 19A). Con el fin de demostrar que después de la induccién se estaba
produciendo un RNAm especifico para hGH realizamos un andlisis por RT-PCR
de las clonas inducidas, el cual indicé que el RNAm est4 siendo producido, como lo
muestra la banda amplificada a la altura del tamafo del transcito esperado
(figura 19B). Finalmente la secuencia de la regiéon amplificada fue determinada,
encontrandose en ésta, mutaciones que alteraban completamente la regién
codificante para la proteina , paricularmente el codén de iniciacién de la

traduccion (Figura 20).

~ Figura 18. Anilisis de la amplificacién por PCR. El fragmento de 960 pb
del pldsmido pMALp desde el sitio Apal hasta el final del péptido sefial de MBP fué
amplificado por PCR, el oligonucle6tido de corriente arriba permitié la insercién de sitios
Nael y EcoRI justo donde termina la regién codificante de MBP lo que permitié posteriores
manipulaciones. 1) Control negativo empleando el plasmido pMALc, 2) Producto de la
amplificacién con el pldsmido pMALp y 3) Lambda cortado con Pstl
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Figura 19. Analisis de los RNAm bacterianos extraidos y del producto
de RT-PCR mediante electroforesis en gel de agarosa.. Después de 3 h de la
induccién con IPTG de la expresién en las bacterias portadoras del plasmido recombinante
pSShGH22K y pBHX(hGH), se extrajo el RNA total de éstas, el cual se analizé por
electroforesis en gel de agarosa al 1% (A). Posteriormente se sintetizé el DNAc y se
amplificé por PCR la regién que codifica para hGH, desde el incio de la regién que codifica
para la proteina madura hasta el extremo 37, los productos amplificados se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa 1% (B). A) Extractos de RNA total de: 1: pBHX
(+), 2: pPBHX (-), 3: pPSShGH22kDa (+) y 4: pSShGH22kDa (-). B) 1: marcador de peso
molecular, 2: pBHX (+), 3: pBHX (-), 4 pSShGH22kDa (+), 5: pSShGH 22 kDa (-).
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Figura 20. Secuencia de la regiéon del péptido senal de MBP y del
promotor TAC. La regién que abarca el promotor TAC y la secuencia sefial de MBP del
pldsmido pSShGH fue determinada, en élla se encontraron mutaciones que alteran el marco
de lectura abierto del gen de fusién MBP-GH. Con * se indican los cambios con respecto a la
secuencia origina.



9.DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Previamente se reporté que los DNAcs que codifican para hormonas

del crecimiento de mamifero, presentan algunos problemas al momento de
tratar de expresarlos en E. coli. (3, 32, 34, 58, 61). Estos problemas se
superaron siguiendo diversas estrategias. A saber: 1) alterando la secuencia
nucleotidica de tal manera que los codones empleados preferentemente por la
bacteria, reemplacen a aquellos naturales del DNAc, 2) modificando la
secuencia y la distancia que hay entre la regién de reconocimiento del
ribosoma (Shine-Dalgarno) y 3) empleando proteinas de fusién (B-
galactosidasa, B-lactamasa). A partir del conocimiento previamente
acumulado por diferentes grupos de investigacién, en un trabajo anterior que
se realiz6 en la ULIEG (3), se opt6 por modificar las secuencias alrededor del
sitio de inicio de la traduccién con la ayuda de DNA sintético. Pese a los altos
niveles de RNAm especificos de bGH que se demostré tenian las clonas
derivadas en aquel trabajo, no se logré la expresién de una proteina madura,
atn y con dichas modificaciones. En el presente trabajo, se probé la
alternativa de expresar las GHs como fusi6én con una proteina propia de E.
coli y que es eficientemente reconocida por la maquinaria traduccional de la
bacteria: la proteina de unién a maltosa.

Los DNAcs de las HGH de 20 y 22 kDa, al igual que el DNAc de BGH
se subclonaron en los pldsmidos de expresién de la serie pMALc y pMALp.
Después de la induccién de la expresién, el analisis por electroforesis en geles
de poliacrilamida-SDS mostré las bandas correspondientes a las proteinas de
fusiéon MBP-GH, mientras que en los testigos no inducidos no se encontré
niguna banda nueva. Esto indic6é que la banda que se observada era un
producto de la induccion con IPTG, es decir éste se encontraba
“desreprimiendo” la unidad promotora (TAC) de los pldsmidos recombinantes.

La identidad de la proteina fusién se corroboré cuando extractos totales de
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bacterias inducidas y no inducidas se analizaron por “Western blot” con
antisuero anti-GH y anti-MBP. Con ambos sueros, las proteinas producto de
la expresién de los nuevos pldsmidos recombinantes fueron inmunoreactivas,
mientras que la fusién MBP-LacZ solo reaccioné con los anticuerpos anti-
MBP, y el producto de la expresién del plasmido pBHX (hGH) reaccioné sélo
con el antisuero anti-bGH. Esto demostré que la proteina que resultaba de la
expresion con los nuevos recombinantes era en efecto una fusién entre MBP
y GHs. Al mismo tiempo, aquellas proteinas que se purificaron como cuerpo
de inclusién, también resultaron inmunoreactivas con los mismos
anticuerpos. Los anteriores experimentos nos permitieron concluir que la
proteina recombinante producida era, al menos por lo que a su identidad
inmunolégica respecta, una fusién entre GH y MBP. Por otra parte, la
determinacién nucleotidica parcial de la regién que abarca la fusién entre el
gen malE y bGH permitié reforzar que la fusién génica estaba en la fase de
lectura correcta. Otros trabajos han descrito la expresién eficiente de
proteinas de fusién empleando MBP; proteinas como la fibronectina,
actiomiosina, peptidasa mitocondrial hepadtica, activador beta del acido
retindico y una proteina de unién a GTP fueron producidas en fusién
empleando el sistema de los pldsmidos pMAL. En todos estos trabajos los
niveles de expresién 6 cuantificacién no fueron reportados, unicamente se
citaron como abundantes, de este modo no se pudo establecer una relacién
con los niveles obtenidos en esos casos (110, 111,112,113,114,115). El
método de purificacién mediante columna de afinidad de amilosa también fue
reportado como muy poco eficiente, a excepcion de los casos en que el péptic‘io
de fusién era pequeiio (112).

La expresion de las GHs en fusién pez_‘mitié corroborar que las
secuencias clonadas y reportadas en trabajos anteriores (5, 6) si pueden ser
expresadas en bacterias, siempre y cuando la maquinaria traduccional de E.

coli pueda ser “engafiada” para reconocer a los DNAcs de GHs como propios.
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Debido a los problemas encontrados anteriormente (3 y otros trabajos
realizados en la ULIEG no reportados) se pensaba que estos DNAcs podrian
tener secuencias "veneosas" que impedian su expresion en E.coli. Esto quedé
descartado al lograr finalmente su expresién en esta bacteria. Tratando de
aprovechar el sistema que brinda pMALp, se disefi6 una estrategia que
permitié mutagenizar el drea donde termina el péptido senial de MBP para
asi poder clonar en la fase de lectura adecuada los DNAcs de las GHs. Se
construyé un plasmido que incluyé al DNAc de hGH 22kDa en fusién ahora
solo con el péptido senial de MBP. Este nuevo plasmido recombinante no logré
expresar la proteina esperada. Para tratar de identificar si el problema
residia en la falta de transcripcién 6 era un proceso que implicaba la falta de
una traduccién eficiente, se analizé por RT-PCR la posible presencia de un
transcrito especifico de hGH después de 3 h de induccién con IPTG. Este
ensayo permiti6 ver que el sistema estaba produciendo RNAm de hGH, pero
que éste posiblemente no era traducido eficientemente. Después de ésto se
analiz6 la secuencia nucleotidica del fragmento mutagenizado; en ésta se
encontré que existe una mutacién justo en el codén de iniciacién de la
traduccién, ésto explica la falta de traduccién del transcrito detectado por RT-
PCR, ademads se encontraron otras mutaciones a lo largo del prombtor, las
cuales pudieron alterar significativamente la eficiencia de la transcripcion,
aunque la produccién de RNAm de hGH no era nula por completo. Sera
necesario realizar nuevamente la amplificacién por PCR, subglonar el
fragmento amplificado en el bacteriéfago M13mp18 6 19 para determinar l;i
secuencia y encontrar una clona sin mutaciones perjudiciales para partir de
ésta para posteriores subclonaciones en pMAL. En experimentos
simultdneos desarrollados en la ULIEG, el DNAc de bGH se fusioné con la
regién que codifica para el péptido senal de la proteina de membrana externa
(OmpA) de E. coli, esta fusién se encontraba bajo el control del promotor del

bacteri6fago T7, con el fin de aprovechar que se tenia una secuencia nativa
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de E. coli corriente arriba de la regién codificante para bGH: sin embargo este
sistema no permiti6 la expresién de la proteina en la bacteria.

Los obstaculos para producir eficientemente BGH en FE. coli
encontrados por Ramirez-Angulo (1991), indicaron que existe un problema
para llevar a cabo la traduccién del RNAm de bGH, el cual logré generar en
altas cantidades. Como se mencioné en la hipétesis de este trabajo,
pensamos que en el extremo 5°del RNAm de las GHs y en la secuencia
nucleotidica que se encuentra entre el sitio de unién al ribosoma y el codén de
iniciacién de la traduccién, se forman estructuras que impiden el acceso
eficiente a los complejos de traduccién y que la alternativa de probar una
fusién proteica entre las GHs y una proteina facilmente reconocida por la
bacteria (MBP), podria facilitar la traduccién de la proteina. Al emplear este
sistema, donde la regién que codifica para MBP es traducida primero, puesto
que se encuentra frente a los DNAcs de GHs en los pldsmidos pMAL, la
maquinaria traduccional de la bacteria reconoce primero esta secuencia y
posteriormente continua con la traduccién de la regién codificante para las
GHs. Es decir, las regiones criticas arriba mencionadas no afectan
directamente el inicio de la traduccién de las GHs, lo que permitié que éstas se
expresaran eficientemente en E. coli. Con esto se corroboré que al prevenir
que el inicio de la traduccién dependa del codén de iniciacién de las GHs y de
las regiones adyacentes a éste, se logran expresar estas hormonas en esta
misma bacteria. Se piensa que introduciendo cambios més finos en la regién
critica para la traduccién, se lograra finalmente encontrar la secuencia

6ptima para expresar las GHs en E. coli.

En resumen, aunque las GHs se produjeron con alta eficiencia como
productos de fusién con la proteina de unién a la maltosa, purificadas como
cuerpos de inclusién y cortadas proteoliticamente con el factor Xa, éstas no
pudieron ser expresadas en fusi6n unicamente con el péptido se—al de MBP,

debido a mutaciones encontradas en la regién del promotor e inicio de la
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traduccién. Se necesitara probar diferentes sistemas de expresién que

permitan producir las hormonas del crecimiento nativas en E. coli.
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