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2 REF: Docket Co. UC-10,
- - Case B.

" ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Esta invenci6n sé refiere al aislamiento de
una secuencia eépecifica de nuclebtidos que‘contiene el c6di-
go de 1nformac16n genética de una protefna especifica, a 1a
sinte515 de ADN con esta secuencia especifica de nucleétldos
vy la transferenc1a de ese ADN a un microorganismo huésped
donde el ADN puede ser repllcado. Mas especiflcamente, esta
invencién se reflere al alslamlento del gen de la :Lnsu]ma y~de108
genes de lashormonas ‘del crecimiento, a su purlflcamén a la 7

I
transferenc:.a Y repl:.cac:.én en un huésped microbiano y "su

P

caracterlzac16n sub51gu1ente. De acuerdo con esta 1nvenc16n

se obtlenen nuevos | nroductos. Estos productos 1nc1uyén11;n

plésmdo recomblnapte que contiene las secuencias especificas
i - R

de nucleéti'dos der%.vadas de un organismo superior y un Tuevo

miéroorganiémé quegcontiene como parte de éu estructura gené-

! -
tica una secuencia especffica de nuclebtidos derivada de un

’

organismo superior. .
Los :sfmbolos y abreviaturas utilizados aquf es-

t&n ipdicados en la siguiente tabla: o

ADN - 4cido desoxirribonucleico

ARN - &cido ribonucleico

ADNC - ADN'complementario (sintetizado enzimdticamente a partil

_ de una secuencia de ARNm)

ARNm - .ARN mensajero

ARNt - ARN de transferencia

_ |

dATP - desoxiadenosina trifosfato
it

4acrP -'desoxiguanosina trifosfato

acre - desqxicitid‘ina trifosfato

A — adenina

4

T - timina @ -
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el tiempo y la cantidad de la protefna producida. La natura-

i
1

G - guanina! '

. -
C ~ citosina

2Jamino-2-hidroxietil-l,3-propanodiol

Tris
AEDT - 4cido etilendiaminotetraacético
ATP - adenosin? trifosfafo
TTP - timidina trifosfato. _

La importancia biol6gica de 1a‘secuencia déIXses'dél
ADN es como reponedor de la informacién genética. Es sabido
que la secuencia de bases éh el ADN se utiliza como;é6§igo

que especificarla secuencia de aminoicidos de todas las. pro-

tefnas producidas por la célula. Ademds, se utilizan fragment

tos de la secuencia con fines regul&dores, para controlarf

leza de estos elementos de control solérse conoce parcial-

mente. Finalmente, la secuencia de basés en cada caﬁéﬁé;>
se utiliza como modelo parala replicacifn del ADN que'aéém—
pafia a la divisién celular. A
La forma en la que la informacifén de la secuencié'dé

bases en el ADN se utiliza parardeterminar la secuenciaide
amino&cidos de las protefnas es un proceso fundamental qué,
en sus lfneas generales, es universal para todos los orga-
nismos vivos. Se ha demostrado que cada aminoécidornormal—:
mente encontrado en las proteinas,ést&;ég;g;minado por;gna,
o més secuencias :de' tx;:Enuclé§pi'dos. o 't"x.'ﬁ:.pl'-d.?te~:s:. Por lo :ﬁanto ,
para cada proteina, existe el correspondiente segmgg to aé'
ADN que contiene una secuencia de tripletes_cofrespondienta
a la sgcuenéialde amino&cidos de la protéina. El cdéigo‘gené-
tico estd indigado‘en la'tabla que acompaila a esta memOria;
| En el procedimiento biolSgico de,conVersién de 1la in-

formaci6n de la secuencia de nucleGtidos en una estructura’ -

l [
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'mllar al ADN a excepc15n de que contiene ribosa en lugar de

ARN son capaces de entrar en el mismo tipo de relaciones de

~das procesados,fque se realizan para convertir la secuehcia

' Prolina (pro)'; CCL Cistefna (Cis) ~TCK

secuenciada de amino&dcidos, se realiza una primera etapa de-
nominada transcripcién. En esta etapa, un segmento local de
ADN con una secﬁencia que especifica la protefna a producir

es prlmero coplado con ARN El ARN es un polinucle6tido si-
desoxirribosa vy uracilo en lugar de timina. Las bases del

apareamiento de bases que existe en el ADN. Por consiquiente,

n om

la transcripcién por el ARN de una secuencia de nucleétldos
del ADN serd complementaria a la secuencia copiada.ﬂmséé
ARN es denomlnado ARN mensajero (ARRm) debido a su'égéédo
como intermediario entre el aparato genétlco y el apa;g
sintetizador dé protefinas de la célula.

Dentro de.la-célula, el ARNm' se utiliza como nddélo;en
un proceso-comélejo que implica ﬁna multiplicidad de eﬁzimas
y orgdnulos dentro de la célula, que wa lugar a la sintesis
de una éeéuencia especifica de aminoécidos. Este proceéb se

denomz.na tra dtic; 'cién del ARNm .

Frecuentemente hay otras etapas ad1c1onales, denomina-

de aminodcidos [sintetizada por el proceso traduccional en

I :

una proteina funcional. Un ejemplo es el caso de la insulinal.

g CODIGO GENETICO

Fenilalanina (éhe) TTK Histidina (His) : -CAK
Leucina (Leu) [ . .XTY Glutaﬁina (G;n) E;QAJ
Isoleuc1na (Ilé) - ATM Asparagina (Asn) | ARK
Metionina (Met) "ATG Lisina (B&is) . . -ARJ
Valina (val) i GTL Acido aspirtico (Asp) _GAK
Serina,(Ser) | | ORS Acido glutémico (Glu) CAJ
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Treonina (Thr) ACL  Triptéfano (Tri) U e
Alanina (Ala) GCL  Arginina (Arg) WGZ
Tirosina (Tir) . TAK Glicina (Gl%) GGL

Sefial de terminacién  TAJ

Sefial de terminacién  TGA

Clave: Cada triplete de tres letras representa un trinucleé-
tido de ADN, con un extremo 5' a la iiquierda y un
extremo 3' a la derecha. Las letras representar las
bases de purina o pirimidina que forman la sgéhéhcia

de nucleétidos.

A = adenina

G = guanina

C = ciﬁosina

T = timiﬁa

X=ToCsiYesAoG

X = C—sifY_es CoT

Y=23, 6 CoTsiXesC
f =AoO é si Xes T

W=2Co X si Zes Ao G

W=CsiZesCoT

Z=A, G, CoOTsiWesC

Z=Ao0GsiWes.A
QR=TCsi Ses A, G, CoO T
QR = AG si Ses To C

S=A, G, CoTsiQRes TC

S =To C si QR es AG

J=A0G
K=ToC
L=A,T Co¢C
M=A, CoT.
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_estructura de la molécula de preproinsulina puede ser;repre;

" sentada esquemiticamente como NHZ—(pre-péptido)-cadena B;

ducidas por células situadas fuera del organismo, en canti-

de cultivo de teéjidos. Sin embargo, el crecimiento de las cé€

Ei precuféor inmediato de lalinsuliﬁa es un poliﬁép-
tido sencillo, éenominado prbinsulina,rque contiene las dés
cadenas ih'sulinicars' A' y B conectadas por otro péptido ,E C.-
Véase Steiner, D.F., Cunningham, D., Spigelman, L. y Ater,
B., Science'lél,'697 (1967) . Recientemente se ha inforﬁado
rgue' el pfoductoide la traduc:cibén inici‘al'.dell&&hn de la J.nsullna
no es la_propia proinsulina sino una preproinsulina que:bon-
tiene mas dé 20 aminodcidos adicionales sobre el ex#re§o amiv
no de la proinsuliﬁa. ﬁéase Cahn, S.J., Keim, P. Yy éréihér
D.F., Proc.Natl.Acad.Sci. USA 73, 1964 (1976) y Lomedico, .

P.T. y Saunders, G.F., Nucl.Acids Res. 3, 382 (1976). La

(péptido C)-cadena A-COOH.

Muchas protefnas de impor£ancia en medicina 6 qués-
tigaciénrse eﬂcuentran en o son prepafadas por las céiﬁlas
de orgahismds supefibres como los vertebrados. Entre eéébs
se encuentfan, pér ejemplo, la hormona insulina, otras hor-
monas peptidicaé.como la hormona de crecimiento, proteinaé
implicadas'en la regulacién de la presién sanguinea 'y und vat
rie@ad de enzimas con importancia industrial, médic¢a o inves<
tigadora. Frecuentemente es diffcil obtener estas protefnas
en cantidades utilizables por extraccifn del organismo y es-
te problema es especialmente agudo en el caso de las protef-
nas de origen humano. Por lo tanto, existe la necesidad'de'

técnicas mediante las cuales estas protefnas puedan ser pro-|

. i . ’
dades razonables. En ciertos casos, es posible obtener lfneag

de células apropiadas que pueden ser mantenidas por técnicas
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lulas en el cultivo de tejidos es lento, el medio es caro,
las condiciones deben ser controladas con prec:sifn y los
rendimientos son bajos. Ademds, frecuentemente es diffcil
mantener una l1fnea de células cultivadas con las caracterfs-
ticas diferenciadas deseadaé. o |

En contraste,los microorganismos comc las bacterias
son relativamente ficiles de cultivar en med.os quimicamente
definidos. La tecnologfa de la fermentacidn estd muy ayahza—
da y puede ser controlada bien. El crecimierto de lésf&rga-r
nismos es ripido y son posibles grandes rexdimientos,” Ade-
més, estos microorganismos han sido caracterizados geﬁética—
mente por completo y'dé hecho se encuentran entre los;diga-
nismos mejor céractérizados y mejor conocidos. -

Por lo tanto, es muy conveniente conseguir laiﬁfans-
ferencia de un cbdigo genético.éaia'una préteina de imﬁdr—
tancia médica desde un organismo que normalmente prodﬁéérla
proteina a un micfoorganismo apropiado. De esta forma;:ia'
proteina puede ser producida por el microorganismo, bajo con-
diciones controladas de crecimiento, y obtenida en las canti
dades deseadas. También-es posible consegulr mediante este
procedimiento una reduccién sustancial de los costes globa—
les de producciénlde la protefna deseada. Ademds, la posibi—
lidad de aislar y transferir la secuencia genética que deter—
mina la producc16n de una proteina particular a un mlcroorga—
nismo con unos antecedentes genéticos bien definidos propor—
ciona una herramienta de investigacién de gran.valor para el
estudio de c6mo és cohtrolada la sInteéis de dicha protéina
y coémo la proteina es procesada después de su sintesis. Ade—
més, las secuencias genéticas alsladas pueden ser alteradas

para codificar protefnas variantes con propiedades terapéutl—
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. ADN complementario auna cadena del- modelo de ARN, en piesen—

rcia fel modelo de ARN, un original olidodesoxinuclebtido ¥y

de extremos. VEase Aviv, H. y Leder, P., Proc.Natl.Acad.Sci.

USA 69, 1408 (1972) y Efstratiadis, A., Kafatos, F.C., Ma-.

cas o.funciénales alteradas.

- Esta invencién proporciona un medio de conseguir los
cbﬁetivbs déscritos. Se describe,un.procedimiento'queliﬁpli—
ca una compieja_série de etapas en las que intervienen reac-
Jignes>¢étaLizadas por enzimas. La naturaieza de estas re%c—
ciones enzimdticas tal como se conoce en la técnica anterior
es descrita a continuacisn.

La transcriptasa d invexsifncataliza la sintesis de

los cuatro desoxinuclebsidos trifosfatos, dATP, dGTP, ACTP

-

y TTP. La reaccién es iniciada por la unifn no covalente,

del original olido-desoxinucleétido. al extremo 3' del'Aﬁﬁm
2 9 -
seguido de la adicibn por etapas de los desoxinucleétidos

apropiados, determinada por las relaciones de apareamiento
de bases von la 'secuencia de nucleSti.os del ARNm, al extre-

mo 3' de la cadena en crecimiento. La molécula producida pue:

:

de ser descrita con una estructura en horquilla que contigne

f tant

el ARN original junto con una cadena complementaria de, ADJ

"!

ﬁnida a.aquél por un Bucle de una sola cadena de ADN. Lq_?gan“
criptasa & in\}ersiﬁl también es capaz de realizar una re.a;c?éar.én
similar emplgan@o un modelo de ADN de doble hélice, eg §&yo
caso el producto resultante es una horquilla de ADN de doble

hélice con un bucle de ADN de una cadena que une una serie

xam, A.F. y Maniatis, T., Cell 7, 279 (1976). )

: : -t . - . veo v oA
Las endonucleasas de restriccifn son enzimas cavaces

de hidrolizar los enlaces fosfodiéster en el ADN de doble

hélice, creando con ello una ruptura en-la continuidad de la

-




10

15

20

25

30

'go, la utilidad general de las endonucleasas de restriccién

cadena de ADN. Si el ADN se encuentra en forma de bucle ce-
rrado, el bucle se convierte en una estructura lineal. La
caracteristica principal de una enzima de este tipo es que
su accién hidrolftica es ejercida solamente en un puntéri
donde ocurre una secuencia especifica de nucledtidos. Esta
secuencia es denominada el punto de reconocimiento para la
endonucleasa de restriccién. Han sido aisladas endonucleasasj
de restriccién de diversas fuentes y caracterizadas en,fun—
sién de la secuencia de nuclebtidos de sus puntos de reco-
nocimiento. Algunés endonucleasas de festriccién hidroli-
zan a los enlaces fosfodiéster sobre ambas cadenas en el
mismo punto, produciendoextﬂmbs'Umnaxb&.Otrés cataliédn la
hidr6lisis de las uniones separadas por unos pocos nucleGti~-
dos entre si, produciendo regiones de una cadéna libre en
cada extremo de la molécula escindida. Estos extremos de
una cadena son auto-complementarios, por lo tanto cohésivbs,
y pueden ser utilizados para reunir el ADN hidrolizado._cbmo
cualquier ADN susceptible de escisifn por dicha énzimé.debe
contener el mismo punto de reconocimiento, se producirén los
mismos extremos cohesivos, de manera'que es posible uniglée—
cuencias heter6logas de ADN que han sidd tratadas con.eﬁdé-
nucleasa de restriccién a otras secuencias anélogamente tra-
tadas. Véase Roberts, R.J., Crit.Rev.Biochem. 4, 123 (1976).

Los puntos de restriccifén son relativamente raros; sin embar

ha sido considerablemente amplificada por la sintesis qui—
mica de oligonuéleétidos de doble hélice que llevan la éef‘
cuencia del punto de restriccién. Por lo tanto, préctiéamen-
te cualquier segmento de ADN puede ser cobulado a cualéuie£

otro segmento, simplemente uniendo el oligonucleétido de
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tiendo el producto -a la accibn hidrolftica de la endonucleasq

_A.D. e Itakura, K., Science, 196, 177 (1977).

general, capaz de hldrollzar los enlaces fosfodléster del

Biochem. 33, 192 (1973). ~..3

4 ligasa es capaz de catalizar la ligadura de extremostnxma&s

-~ lo_

restriccién apropiado a los extremos de la molécula y some-

de restr10016n aproolada, produciendo asi los extremos cohe-
‘sivos requeridos. Véase Heyneker, H.L., Shlne, J., Goodman,,
H.M., Béyer( H.W., Rosenberg, J., Dickerson, R.E., Narang,
S.A:,'Itakuia,rk.,rLin, S y Riggs, A.D., Nature 263, j48’

(1976) y Scheller, R.H. Dickerson, R.E., Boyet, H.W., Riggs,
La endonucleasa Sl es una enzima de espec1f1c1dad

ADN de una cadena o de huecos o bucles de una cadena en el
ADN por lo demés de doble hé&lice. Véase vogt, V. M., EJr J.
La ADd-11 g a's a es una en21ma capaz de catallz;r
la formacién de un enlace fosfodléster entre dos segmen**s
de ADN con un 5'-fosfato y un 3'~hidroxilo, respectlvamente,
como el que puede formarse con dos fragmentos de ADN reuni-
dos medlante extremos cohesivos. La funcién normal de 1a ;
enzima se cree gue se encuentra en la unién de muescas de
una hélice en una molécula de ADN por lo demds de doblc,hg—

lice. Sin emba;go, béjo condiciones apropiadas, la 'Aﬁ&f.5

en la que son unidas covalentemente dos moléculas QXIexhxmos
truncados véase Sgaramella, V., ‘Van de Sande, J.H., ¥ Kho—
rana, H.G., Proc Natl.Acad.Sci. USA 67, 1468 (1970).

La fosfatasa alcalina es una enzima de espe01f1c1dad?
general, capaz de hidrollzar los é&steres fosférlcos 1nclqu
dos 1os 5'—fosfat05 termlnales sobre el ADN. S

Otra etapa en el procedlmlento global a describlr

es la inser016n de un fragmento especifico de ADN en un-
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vector de ADN, tal como un pldsmido. Pldsmido és el téfmiho
aplicado a cualquier unidad ADN autonSmamente replicado que
puede encontrarse en una célula microbiana, distinto del
genoma de- la célula huésped propiamente dicha. Un pldsmido
no esté genétlcamente ligado al cromosoma de la célula hués-
ped. Los ADN plédsmidos existen como moléculas anulares, de
doble hé&lice, generalmente del orden de algunos millones de
peso molecular, aunque algunos tienen un peso molecular su-
perior a 108 y habitualmente representan solo un pegquefio
porcentaje del ADN total de la célula. El1 ADN plismido es
habitualmente separable del ADN de la célula'huésped debi—
do a la gran diferencia de tamafio entre ellos. Los plds@idcs
pueden replicarse independientemente de la velocidad de di-
visién de la célula huésped y en algunos casos su veloéﬁdad
de replicacién puede ser controléda por el»investigador'z
mediante var1ac1ones en las condicionss de crec1m1ento.w
Aunque el plasmido existe como anillo cerrado, es p051ble
por medios artificiales introducir un segmento de ADN,eg-?l
plé4smido, formandé un plismido recombinante con un ta@éﬁp
molecular ampliado, sin afectar sustancialmente su capéciaad
para replicarse o para eXxpresar cualquier gen que pueda;é
llevar. Por lo tanto, el plismido sirve como vector ﬁtiijpa~
ra transferir un segmento de ADN a una nueva célula huésped.
Los plismidos que son @tiles para la tecnologfia del ADN re-
combinanté contienen tipicamente genes que pueden ser Gtiled
para fines de seleccifn, tales como genes para dotar de‘fé-
sistencia a las drogas. -
Pararilustrar la prictica de esta invencibén, se des-
cribe con detalle el aislamientd y la transferencia del gen

de insulina de la rata. Se eligid la insulina para esteftfa-
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. ta de.lanedidkm‘clinica 'y desde el punto de vista de la in-

" de la diabetes es muy conocido. Aunque los mataderos propor-

.aumenﬁa'el nGmero mundial de diabéticos. Ademds, algunos

' diabéticos‘desarrollan una reaccifén alérgica a la inquliﬂa

_ embargo, con anterioridad a esta 1nvenc16n, el progreso ha—

‘ca hace posible modificar la secuencia de nucleétidos por;

=12 -

bajo debidora,su‘importancia central desde el punto de‘yis-

vestlgac16n ba51ca. El procedimiento descrito es apllcable
por los expertos en este campo al aislamiento del de lnsull-
na de otros organismos, incluido el hombre..-
La insulina fué aislada por prlmera vez en 1922

En la actualidad, el uso de esta hormona en el tratamlento

cionan pancreasas de buey y cerdo como fuentes de insulina,

estd desarrplléndbse una escasez de la hormona a medida'que

ot

BN

de buey y cerdo, con efectos perjud1c1a1es. La capac1dad de
produc1r insulina humana en cantldades suficientes para ‘res-
ponder a-las necesidades mundlales eg por lo tanto miy 1nte—
resante.rLé manufactura dé insulina humana en las bacte;ias

es una técnica que podria alcanzar esta meta deseada. Sin

cia esta meta deseada ha sido reducido por el hecho de”qug
no se hé desarrollado ninguna técnica para introducir eLg§n
de- lainsulina en una bacteria. Esta invencién propdrcionﬁ -
esta técnica. |

La cépacidad de obtener ADN con una secuencia espe-

cifica que es el c6digo genético para una protefna espgdifi-

medios' Quimi&os o biol8gicos de manera que la protefina es-
pecifica fiqalmenté producida también estd modificada. Esto
permitirfa ﬁroducir, por ejemplo, una insulina modificada

a la medida para responder a una hecesidad médica especifij

ca. La capacidad genética para producir cualquier secuencia
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de aminoé&cidos relac10nada con la insulina que presente ‘las

propiedades funcionales esenciales de la insulina puede ser

por lo tanto comunicada a un microorganismo. Con51dera01ones
similares son aplicables al caso de las hormonas: del creci-

miento. ‘

La capacidad para transferir.el cbdigo genético éa—
ra una protefna especifica necesaria para el metabolismo_'
normal de un organismo superior particular a un microonanis-
mo como una bacteria abre importantes posibilidades a lﬁ_pro-
duccién en cultivo de dichas protefnas. Esto a su vez pro-
porciona impbrtanteé posibilidades de aumentar o.sustituir
la produccién de dichas proteinas con las producidas oo mi—
croorganismos alterados de acuerdo con esta lnvenclén, siem~

pre que la capacidad del organlsmo superlor para func1onar

4

normalmente en-la produccifén de estas protefnas haya s:do)
perturbada y sugiere, por ejemplo, la pOSLbllldad de esta—
blecer relaciones simbiticas entre los microorganismos pro-
ducidos de acuerdo con eéta invencidn-y los seres humah@é?
con enfermedades deficitarias crénicas o agudas, con Io-dﬁe
los mlcroorganlsmos genétlcamente alterados en la forma aqui
descrita pueden ser implantados o de alguna otra forma aso-
ciados al hombre pata compensar la deficiencia patoléglca

en el metabolismo de este Gltimo. '

COMPENDIO DE LA INVENCION

Se describe un procedimiento para aislar una secuen-
cia especifica de nucledtidos que contiene 1nformac16n gené-
tica, la sintesis de ADN con la secuencia especffica de nu-
clebStidos y la transferencia del ADN a un microorganismo

huésped.

La invencién es ilustrada por las secuencias espedie

e
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' ficas de ADN transferidas a una bacteria gue incluye gi gen

.cia deseada de ADN desde un organismo superior, tal como °

‘rior se define aquf como un organismo eucariftico con teji-

procariético o eucériético{ inclufdas por ejemplo las bacte-

- cuencia residual de desoxinucledtidos, complementaiia al

=14 . .

estructural para la preproinsulina de rata, el gen para la
hormona del crecimiento de la rata y el gen para 1a hormona
del Crecim;ento humano. Por lo tanto, se considera que el

método es aplicable a la transferencia de cualquier sécuen-~
un vertebrado, a cualquier microorganismo. Un organismo supe-

dos diferenciados, inclufdos, aunque no limitados a éllés,
los insectds, moluscos, plantas, vertebrados inclufdos los
mamfferos y en'esta filtima categoria inclufdos el: ganado,

.

vacuno, cerdos, primates y seres humanos. Un mlcroorganlsno,

en el sentldo entendido en este campo, puede ser cualquler

organismo vivo microscépico como su nombre indica, prot;sta,

rias, los protozoos, las algas y los hQngos, incluyéndosé en
esta Gltima categorfa las levaduras. En el procedimiehto,;,
primero se aisla mediante un método mejorado una pobla016h\

celular seleccionada. Se extrae ARNm intacto de las céLulas

, B

por un nuevo procedlmlento mediante el cual se suprlme yir-

4 1“,‘1

tualmente toda la actividad RNasa. El ARN mensajero intacto
se purifica a partir del extracto por cromatograffa en colum-
na y se somete a la accifén de la enzima transcriptas&déinwg
si6n que actﬁa en -presencia de los cuatro desoxinucledsidos
trifosfatos necesarlos para SLntetlzar una cadena complemen-
taria (ADNc). Fl producto de esta primera reaccibn con la

transcriptasa ¢ inversién se somete a un procedimiento que eli-

mina selectivamente la secuencia de ribonucleétidos. La se~

ARNm original, 'se incuba en una segunda reaccién con trqﬁs—

1R
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criptasa de inversﬂ&;o ADN-polimerasa en presencia de loé
cuatro desoxinucle8sidos trifosfétqs. El producto resultan-
te es una estructura duplex derADNc con sus cadenas coﬁ?lé%
mentarias unidas entre si en un extremo mediante un bualévde
una cadena, Este producto es tratado después con una nuclea-
sa especifica de una cadena que escinde el bucle de una ¢ade -
na. E1 ADNc de doble hélice resultante se somete después a
una prolongacién de su longitud mediante la adicién a aﬁbés
extremos de un ADN especifico que qonfiene una secuénciafdé
bunto de reconocimiento de una enzima de restriccién.'Lé adi
cibn es catalizada por una enzima ADN -1i gasa. El ADNc pro—
longado se trata a continuacifén con una endonucleasa de res-

triccién, produciendo .extremos de una cadena: autocomplementa—

ES

P

rios en el éxtremo 5' de cada cédenajdel duplex. AP
Un ADN plé4smido con un punéo de reconocimiento §ar%x
la misma endonucleasa de restriccién se trata con la eh?ﬁma
con objeto de escindir la cadena de polinucleStidos y produ-
cir secuencias de nucledtidos de una cadena auto—compleméﬁta-
rios en los extremos 5'. Los grupos 5'-fosfato terminalgsrﬁo-

bre los extremos de una cadéna se eliminan para evitar gue

PR

el pldsmido forme una estructura circular capaz de transfor-
mar a una célula huésped. E1 ADNc preparado y el ADN del plés
mido se incuban 'juntos en presencia de ADN-ligasa. Bajo ias
condiciones de reaccis8n descritas, la formacién de un anilio
cerrado viable de ADN del.plésmido solamente puede ocurrir
si se incluye un segmento de ADNc. E1 pl&smldo que contlene
la secuencia ADNc se introduce después en una cé&lula huésped
apropiada. Las células que han recibido un pldsmido viable:‘
son detectadas por el aspecto de colonias con un ra590wgehé-

tico conferido por el plismido, tal como resistencia a una
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- cado en bacterlas. El método es aplicable a la transferer01a

de una secuenc1a de nucledtidos aislada de una fuente humana

peciflca y su transferencuiaIx1m1croorganlsmo, donde la se-

-~ 16 -

droga. Las cepas bacterianas puras gqgue contienen el plésmi~

do recombinante con la secuencia de ADNc incorporada son desq

pués cultivadas y el pldsmido recombinante reaislado. De es-

mido recombinante y la secuencia de ADNc especifica puede sey

aislada de nuevo de este plismido por escisién endonuclédli—
tica con la eﬁzima de restriccién apropiada. N

El procedimiento bésico de la inveﬁcién es aplicébfe
al aislamientory t:ansferencia a un microorg;nismo huésped
de cualquier secuencia de nuclebtidos deseéda obtenida de un
organlsmo superlor, inclufdo el hombre. El método ser& Gtil

E}

-
en la transferenc1a de un gen gque codiflca a una protnina

especifica con valor médlco o 1ndustr1a1 v en la sfntesis’
mlcroblologlca de-dlcha proteina. Para poner en préctlc; la
1nvenc16n, se ha aislado de la rata la secuencia de nucleétl-
dos que - codlflqa a la 1nspllna, se ha transferido a unas
bactefias y se ha replicado en ellas. Andlogamente, se ha -

. ) ‘. 3 - - . - oo
aislado la secuencia de nuclebtidos que codifica a la hormone

del crec1m1ento de la rata, se ha transferido y se ha rnpll-
2]

'lﬁq

incluida la insullna y la .hormona del cre01m1ento humanas,
asf como otras hormonas polipeptfdicas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Esta invepciéq incluye un método para el aislamiento

de uha molécula de ADN con una secuencia de nucleétidos eé—

cuencia de nucleétldos original del ADN se encuentra después

de la replicacién en el organismo al gque se ha transferido..

‘La secuencia de etapas que constituyen el procedijien-
: — -

“ta forma puéden prepararse grandes cantidades de ADN del plag-

|
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to de la invencidn puede ser clasificada en cuatro catego-

rias generales:

1. Aislamiento de una poblacibén celular deseada de un organismo -

superior

Existen dos fuentes posibles de una secuencia généti—
ca que codifique una proteina especffica: el ADN del orga-
nismo fuente propiamenﬁe dicho y ARN transcr;to»_del ADN.'
Los actuales requisitos de seguridad de los Insti£utos Na-~
cionales de Sanidad de los Estados Unidos especifican que
los genes humanos de cualquier clase pueden ser introducidos
en ADN recoﬁbinante y después en las bactérias solamente
una vez que los ge;es han sido ourificados muy cuidéddﬁaﬁﬁn-
te o en instaléciones especiales para casos de gran riésé@
(P4). Véase Federal Register, vol. 41, n® 131, 7 de Juli¢'de
1967, p4gs. 27.902-27.943. Por 1o.tanto, para cualquie@jpﬁo—
cedimiento con utilidad potencial para la produccién de;?ro-
tefnas humanas, como el procedimiento de esta invenciéqﬁ;;g
solucién preferida consiste en aislar ARNm especffico con’,
una secuencia de nucleétidos que codifique a la proteinqiég-
seada. La adopcidn de esta estrategia pfesenta la ventajq:;
adicional de que el ARNm puede ser purificado més fécilﬁéﬁée
que el ADN extrafdo de la.célula.-En particular, es posible
aprovechar el hecho de que, en organismos altaﬁente diferen-
ciados comc los vertebrados, puede ser posible identificar
una poblacién especifica de células con una situaciénresgg-
cffica dentro del organismo, cuya fuhcién ests dedicada fuh—
damentalmente a la produccién de la protgina en cuestién,
Alternativamente, esta poblacién bueae aparecer durante una

'

fase de desarrollo transitoria del organismo. En estas pobla-

f
ciones celulares, una gran parte del ARNm aislado de las cé-
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i

lulas tendrd la secuencia de nuclebtidos deseada. Por lo tan-

to, la eléccién de la poblacifn celular a aislar y del-mété-
t ‘ .

do de aislamiento empleado puede ser sustancialmente ventajo-

sa desde el punto de vista de la pureza inicial del ARNm ais-

'iado de la misma. -

En la mayoria de los tejidos, gl&dndulas y 6rganos,

las células se mantienen unidas mediante una red generalmen-

‘te fibrosa de tejido conjuntivo, constitufda principalmente

ppr=colégeno pero que tambi&n puede contener, segfn el teji-
d§ de que se tra%e; otras protefnas estructurales, polisaca-
ridos y depésitogtminerales, El aislamiento de las cé&lulas
de un tejidordado necesariamente requiere elrempleo deiéégni—
cas para ligenér lés c€lulas de la matriz de tejido coﬁiﬁﬁ}
tivo. El aislam;ento y'purificacién de un tipo de célulé;di-
ferendiadé especifico supone por io tanto dos fases fundaﬁén—
tales: la sépéracién de las cé€lulas de la matriz de teji?o
conjuntivo y la separacién de las células del tipo deseado_
de todos los démés tipos de células encontradas en el éejiﬂo.
Los pr1n01plos operatlvos inherentes y descrltos en esta‘ln—
ven016n serin aplicables -al aislamiento de una varledad de«
tipos de células de una variedad de tejidos de origen. A ti-
tulo de ejem@lo; se describird el aislamiento de islotes dé
Langerhans del pénéreas, adecuados para el aislamiento del
AFNm que codifica a la insulina. |

7 Las cél?las productoras de insulina pueden derivarse
de otras fuentes, tales cémo el péncreas de terﬁera'fetaiio
las células de tumores de islotes cultivadas. El aislamiento
dé c8lulas puras de islote ser& mucho mis sencillo en estos
casos; égpecialmente cuando se utilizan cultivos celulareg

buros, El métoBlo de aislamiento de las c€lulas de islotes
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discutido mis arfiba no seri necesario en estos casos; sin
embargo, el método continfia siendo ventajoso debido a §u73p1i
cabilidad general. B
Frecuentemente, se encontrari que la proporci6n de
ARNm deseado puede ser aumentada aprovechando las respuestas
celulares a los estfmulos ambientales. Por ejemplo, el tra-
tamiento con una horﬁona puede ser causa de una mayor pro-
duccién del ARNm deseado. Otras técnicas incluyen el cfeci-
miento a una temperatura particular y la exposici6n a un nu-
trente especifico o a otra sustancia quimica. En el aislamieg
to del ARNm de la hormona del crecimiento de la rata, él tra-
tamiento de las células de la pltultarla de la rata cultlxa-
das con hormona tiroide y glucocort1c01des aumenta 51nérg1ca-
mente la proporcién de ARNm de la hormona del crecim1entp~en
una cantidad importante. ' - : é;;ﬁ .
2. Extraccifén del ARNm - 7 /i.

.-

Una caracterfstica importante de esta invencibn es -la

eliminacidn esen01almente completa de la actividad ‘RNasa Pn

el extracto celular. E1 ARNm que ha de ser extraldo es.qqa,

sola cadena de pollnucleétldos, desa p aréada de cualqule J

cadena complemehtarla. Por 1lo tanto, la escisién hldrolitlca
de un solo enlace fosfodiéster en la secuencia volveré inatil
a toda 1la molééula para los fines de transferir una'sechén-

‘cia gen&tica iétacta a un microorganismo. Como se ha indica~
do anteriormenée, la enzima RNasa esté;ampliamente distribui-
da y es activa y excepcionalmente estable. Se encuentrq §n
la piel, sobrevive a las técnicas habituales de 1avad0‘déi‘
material dé vidrio y algunas veces contamina a los produc1>

tos quimicos orgénlcos. Las dificultades son espec1a1mente:

graves ‘cuando se trata de extractos de células de p&ncreaé
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y el método aqui descrlto para eliminar la actividad RNasa

- es apllcable a todos los tejidos. La eflcac1a excepc1onal

alsladas del péncreas.

- todas las operac1ones requeridas para separar ARN esenc1a1—

mente exento de proteina La eficacia de 1la acc16n comhxnada

te m8s potente que el tiocianato de guanidinio pero tiene una

=20 -

ya que'el péncreas es una fuente de enzimas digestiVas'y};
por lo tanto, es- rlco en RNasa. Sin embargo, el problema de

la contam1nac16n con RNasa se encuentra en todos los tejldos

del mé&todo se pone de manifiesto en esta invencién por. el )

éxito del alslamlento de ARNm intacto de c&lulas de 1slotes

Esta 1nven016n emplea una comb1nac16n de un anién
vl
caotrbpico, un catién caotrdpico y un agente rompedor del

1

enlace disulfuro; durante la disrupcién celulai y durante

.
N .‘

P

(Y

de los agentes antes citados ha sido demostrada por su- ut111~
zaci6n en el alslamlento de ARNm esencialmente sin degradar
con buen rendimiento a partir de islotes aislados de Lm@ﬁihamﬂ
de pahcreas de rata. ' e
La.eleccién de los iones caotrbdpicos adecuados sefgésa
en su solubllldad en medios acuosos y en su dlsponlbllload
Los catlones caotréplcos adecuados son el guanidinio, carba—
m01lguan1d1nlo,uguanilguanidlnlo, litio y similares. Entref
los aniones-caot&épicos adecuados se encuentran el yoduro,
pefclorato, tiocianato, diyodosalicilato y similares. La efi-
cacia relativa de las sales combinadas combinando estos. catlo

nes Y aniones estari determlnada en parte por su solubllldad

Por ejemplo, el ﬁlyodosallcllato de litio es un desnaturalize

solubilidad de solamente alrededor de 0,1M y también es rela-
tivamente caro.,El tiocianato de guanidinio cbnstituye la -

combinacién pieferida de catifn-anifn debido a que es f&eil-

[ =ar
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‘solubilidad en agua es una propiedad necesaria ya que el

—21 -

mente asequible y es muy soluble en medios acuosos, hasta-,

5M aproximadamente.

Se sabe qﬁe los compuestos tiélicos, cémo el B4metca2
toetanol, rompen?los enlaces disulfuro intramoleculares de
las protefnas mediénte una reacci6n de intercambio tiol-di-
sulfuro. Se conocen muchos compuestos tidlicos adecuados efec-
tivoé, inclufdos, ademis del B -mercaptoetanol, el ditioﬁ:ei—

tol, la cistefna, el propanol dimercaptano y similares; La .

compuesto tiSlico debe. encontrarse presente en gran exceso

sobre los disulfuros intramoleculares con objeto de que la

-

reaccifn de intercambio sea esencialmente completa; se pre-

flere el B-mercaptoetanol debido a su disponibilidad a’ prn-

cio razonable. ) "

Para los fines de inhibir ia RNasa durante la gﬁppéc—
ci6én de ARN de las células o tejidos, .a eficacia de unagsal
caotréplca dada depende directamente de su concentracidn, ..
La concentrac16n preferida, por lo tanto, es la concentracaér

méxima que pueda emplearse en cond1c1ones préctlcas. Se-cree

v s

que el éxito de esta invencién en preservar intacto el ARNm

;‘,:

durante la extraccién depende de 1a rapidez con la cual es

desnaturalizada la RNasa,rademés'del grado de desnaturaliza-
“1
cién. Esto se cree que explica, por ejemplo, la superiori—,

dad del tloc1anato de guanidinio sobre el hldrocloruro,'a:r
pesar del hecho de que el hidrocloruro solo es llgeramente—

menos potente como agente desnaturallzante. La eficacia de

un desnaturalizanté se define como la concentracifn umbral

necesaria para conseguir la desnaturalizacifn completa de

una proteina. Por otra parte, la velocidad de desnaturaliza-

Co — : _
cién de muchas protefnas depende de la concentracién del-des-
N .

W e
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-desnaturallzante solo ligeramente mds potente que el hldroclq

" ruro de guanldlnlo puede desnatuxallzar a una proteina a una

cree, que antes de esta 1nvenc16n, no ha sido reconoc1da o

'suglere que el dgsnaturalizante preferido seri el que preseg

‘'nada con una gran solibilidad en agua. Por esta razén,-el’

L s SR ER . . s
tiocianato de guanidinio se preflere sobre el dlyodo—sab1c1-

‘se desdobie completamente Se cree que el compuesto tiéliéo

: aumenta la veloc1dad del nroceso de desnaturallzaclén al im~

_22

naturalizante con respecto al umbral elevada desde la quints
a la déc1ma potenc1a. Véase Tanford, C.A., Adv.Prot.Chem. 23,

121 (1968). Cualltatlvamente esta relacién sugiere que Ain

ve1001dad muchas veces mayor a la misma concentracién. Se

explotada la relac16n entre la cinética de la desnaturallza-
cién de la RNasa,y 'la preservacién del ARNm durante su. extra%

cién de las célu%as. El an&lisis precedente, si es correcto,

te una bajé,concenfracién umbral de desnaturalizacién'ébmﬁi—

lato de litio 1ncluso aunque este ﬁltlmo es un desnaturall-
zante mis potente, .debido a que la solubilidad del tloc1ana-
to de guanldlnlo es mucho mayor y por lo tanto puede ser Ltl-
lizado a una concentrac16n que permlte una inactivacién m&s
répida de la RNaéa. El andlisis precedente tambi&n expllga
por qué se prefiere el tiocianato de guanidinio a la sé; pg-
drocloruro de éo}ubilidad comparable, ya qﬁe el primero'gé‘
un désnatﬁralizaLte algoc mds ovotente.

ELl vso delun agente rompedor del enlace disulfuro én

combinacién con un desnaturalizante potencia y aumenta la

eficacia de este Gltimo al permitir que la molécula de RNasa

pedir la réplda renatumﬂ;zmnnnque puede produc1rse cuando
los enlaces dlsu}furo intramoleculares se dejan intactos.

Adem&s, cualquier RNasa contaminante que quede en la prggaé,
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racién de ARNm permanecer§ sustancialmente inactiva, ihclu—
so en ausencia del desnaturalizante y del tiol. Los agentes
rompedores del enlace disulfuro con grupos tiol son eficaces
hasta cierto punto a cualquier concentracién, aunque en gene-
fal, se prefiere un gran exdeso de grupos tiol con respecto
a los enlaces disulfuro intramoleculares, para desplaia:'la
reaccién de intercambio en la direccién de la escisidn'dei
disulfuro intramolecular. Por otra parte, muchos compuestos
tiélicos son malolientes y de manejo desagradable a gran
concentracién, de manera que existe un lfmite superior pric-
tico de la cqncentracién. Empleando B-mercaptoetanol, se han
encontrado eficaées unas concentraéione; del orden de’d,

| s
a 1,0M y una concentracién de 0,2M se considera Sptima. para

05M

el aislamiento de ARN sin degradar del péncreas de la rata.

El pH del medio durante la estraccién del ARNm de. !

vas T

las células puede ser cualguiera compr.ndido entre 5,0 vy 8,0,

Después de la etapa de disrupcién celular, el ARN

-

se separa de la ﬁasa de vrotefna celular y del ADN. Panaré§—

Lo
P

te fin se han puesto a punto diversos procedimientos, todos
ellos adecuados y todos conocidos en este campo. Una pricti-
ca comlin en la técnica anterior consiste en utilizar un pro-

I .
ceso de precipitacifn con etanol que precipita selectivamen-

o
te el ARN. La técnica preferida de esta invencién consiste
en obviar la preEipitacién y depositar el homogenado directa-

i 7 ,
mente sobre una solucién de cloruro césico 5,7M en un tubo-

de centrffuga y 'despuds someter el tubora centrifugaciéh'cq—
mo describe Glisin, V., Crkvejakﬁv, R. y Byus, C., Biochemis-
try, 13, 2633 (1974). Se prefiere este método porgue se mah-
tiene un médio continuamente hostii a la RNasa y se recﬁperé

el ARN con gran rendimiento, exento de ADN y protefna.
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ARN total del homogenado celular. Sin embargo, solamente

una parte de este ARN es el ARNm deseado. Para purificar.

- cias poli A unidas al mismo puede ser aislado selectivamente

fpor cromatograffa en columnas de celulosa a las que se une
Los procedimiént?s anteriores son suficientes para proporcio

"te de fuentes ricas en RNasa. La purificacién del ARNmQY‘R

t
~den ser suficientes las técnicas conocidas con anterioridad

que en principio puede utilizarse cualquier enzima capaz de

-24 o

~Los procedlmlentos descrltos permiten purlflcar el

i

toéavia mds el ARNm, se aprovecha el hecho de que, en. las
células de'lbs organismos superiores, el ARNm, después de
la'tfanscripcién} es procesado en la cé€lula mediante la

t -

unién de &cido pbliadenilico._Este ARNm que contiene éecuen-

oligo-timidilato, como describen Aviv, H. y Leder, P. supra.
, [

nar ARNm traduciple, intacto y esencialmente puro, prdcq&;n—

P

los sub51gulentes procesos in vitro pueden realizarse egen-

.

c1a1mente de la misma manera para cualquler ARNm, 1ndepen—
dlentemente del organlsmo de origen.
" Bajo c1ertas circunstancias, por ejemplo cuando se.

utilizan células de cultivo tisular como.fuente de ARNm,',e

s v ¢
LY

la contaminacién por RNasa puede ser suficientemente baja.
4

“» -
a

para que no sea ‘necesario utilizar el m&todo de inhibici6n

de la RNasa que 'acabamos de describir. En estos casos, pue-

: e .
para la reduccibn de la actividad de la RNasa.
1

3. Formacién de ADNc

‘Remitimos a la Figura 1 que representa esqueméticamen-
te las étépas restantes del procedimiento. La primera eéapé
de este'prOCedimiento e s la formacién de una'secuencia
de ADN complementarid del ARNm purificado. La enzima de elec-

cibén para esta reaccifn es la transcriptasa de inversifn, aun

g
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“como modelo y una mezcla de cuatro desoxinucleésldos trlfos—

" selectiva del ARN en presencia de ADN. El método preferldo.

- 25—

formar una cadena de ADN complementario fiel utilizandq)e;:
ARNm como modelo. La reaccidn puede llevarse a cabo en las'

condiciones descritas en la técnlca anterlor, empleando ARNm

fatos como precursores de la cadena de ADN. Es conven;ente
que uno de los desox1nucle651dos trifosfatos esté marcado
con 32P en la p051016n alfa con objeto de controlar el curso
de la reaccidén, proporcionar una marea para recuperar el pro~
ducto después de 1osvprocedimientos de separacién como cro-
matograffia y electroforesis y con objeto de realizar estima-

ciones cuantitativas de la recuperacién. Véase Efstratiadis,

i
P

A. ¥ colaboradores, supra.

i

Como 1nd1ca la figura, el producto de la reacc1un non
la transcriptasa de inversién es una estructura en horqallla
de doble hélice, con enlaces no covalentes entre la cadgpg
de ARN y la cadena de ADN. o ) P

El producto de la reaccién cén la transcriptasa de,;
inversifn se separa de la mezcla de reaccién por las técpfcag
habituales conocidas en este campo. Se ha encontrado ﬁtilfﬁ
emplear una combinacidén de extraccién con fenol, cromafogré-
fia sobre Sephadexl G-100 y precipitacién con etanol. o

Una vez que ha sido enzimdticamente sintefizado ei
ADNc, el ARN modelo puede ser separado. Se conocen diverSos

procedimientos de la técnlca anterior para la degradac16n

es la hidrélisis alcalina, que es muy selectiva y puede.ser

fScilmente controlada ajustando el pH.

Después de la reacci6n de hidrélisis alcalina y la

- — o — o

1 Marca registrada, Pharmacia Inc., Uppsala, Suecia.
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‘limerasa o transcriptasa de inversi6én. Se emplean condicio--

0 32

'Beard, Life Sciences Incorporated, St. Petesburg, Florida,

“tes of Health de Estados Unidos. {~

car el producto ADN, exento de Proteina contaminante. - _.

— 26

subsiguiente neutralizacién, el ADNc marcado con 32P puede
ser concentrado por precipitacién con etanol, si.se desea.
La sfintesis de un ADNc en horquilla de doble hélice

se realiza empleando una enzima apropiada, tal como ADN po-

nes de reaccién.similares a las descritas anteriormente,
incluido el uso de un nuclebsido trifosfato marcado con

P. La transcriptasa de inversiéﬂ se puede adquirif,de
diversas fuéntes. Un; fuente conveniente esrel virus dé.lé

mieloblastosis aviar. El virus puede adquirirse al Dr. D.Jd.

. LT
que produce el virus bajo contrato con los National Ingﬁiﬁu-

.

- .Después dg la forracién de la horquilla de ADNc,»?ue-
de ser conveniente purificar el ADN de la mezcla de reaccidn.

: . (- o
Como se ha descrito anteriormente, se '.a encontrado conveuier}

te emplear las etapas de extraccién con fenol, cromatograf;a
sobre Sephédex G-100 y precipitacién con etanol para purifi-

-

La estructura en horquilla puede convertirse en gqﬁé
estructura convencional de ADN de doble hé&lice medianfg iéf
separacibn del 5ucle de una cadena que une los extremos dé
las cadenas cbmélementarias. Para este fiﬁ se dispone de di-
versas enzimas capaces de escindir’ hidrolftica y especifica-
mente las regiones de una cadena del ADN.Ihu;enzima convenien
te.para_eéte fiq eé la nucleasarsl aislada de Aspergillus
oryzae. La enzima puede ser adquirida de Miles Resea;ch;-r-
Prqducts, Elkhart, Indiana. Tratando la estructura en h&r&ui*

lla de ADN con nucleasa S1 se consigue un gran rendimiento
: it

de moléculas de ADNc con extremos apareados b&sicos. Después
[ - g%
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de la extracciéq, se realiza la cromatograffa y lé precipi-
tacién con etanél como se ha descrito anteriormente. Elfﬁéo
de transcriptasa de inversifén y nucleasa S1 en la sintesis
del ADNc de doble hélice transcrito de ARNm ha sido descri-
to por Efstratiadis y colaboradores, supra. | B
Opcionalﬁente, la proporcién de moléculas de ADNc con

extremos truncados puede serelevada al méximo por tratamiento
con ADN polimerasa I de E. coli en presencia de ios cuafro

desoxinuclebsidos trifosfatos. La combinacién de las activida-

des exonucleasa y polimerasa de la enzima actfia eliminando

‘cualquier extremo 3' protuberante y llenando cualquier extre-
: P

mo 5' protuberanﬁe. La participacién de la proporcién m&xima
de moléculas dé ADNc en las reacciones de ligadura sﬁbéi{
guientes queda aéi garantizada, ' h

’La siguiente etapa del proéedimiento implica el}yxaf
tamiento de los extremos del producto “DNc para proporcionar
las secuencias épropiadas en cada extremo que contengan un.
punto de reconocimiento por la endonucleasa de restriccibn.
La eleccién del fragmento de ADN que ha de ser agregadqiéJ}

los extremos estd determinada por cuestiones de comodidad .de

manipulacién. La secuencia que ha de ser agregada a los ektrg_

mos se seleccioné sobre la base de la enzima endonucleasa de
restriccidn particular elegida y esta eleccifn depende a su
vez de la elecé:ién del vector de AIN'con el que ha de recombi-
narse el ADNc. El plésmido elegido debe tener por lo:menés
un puﬁto susceptible de escisién por lé endonucleasa-de res-
triccién. Por ejemplo, el plismido pMB9 contiene un pun;o‘u
de restriccién para la enzima Hind III. La enzima Hind III .

se aisla del Hemophilus influenzae vy se purifica por el mé-

todo.de Smith, H.O. y Wilcox, K.W., J.Mol.Biol. 51, 379
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de Hemophilus suis, denominada Hsu I, cataliza la misma hi-

.cimiento que la Hind III. Estas dos enzimas, por lo tanto,

'preparar los extremos de un ADN duplez de manera que sean

- 28 o~

(1970). La enzim& Hae 111, de Hemophilus aegyptious, se pu-

rifica por el método de Mlddleton, J.H., Edgell, M.H., y

Hutchison III, C A., J.Virol. 10, 42 (1972). Una enzima

drblisis éspecifica del punto, en el mismorpunto de recono-

se consideran.funcionalmente intercambiables.

Es conveniente emplear un decanucleétido de doble
hélice quImicamente,sintetizado, que contenga la ;ecuenpia
de reconocimienté de la Hind III, para uniflora los exf;emos
del dﬁpleg de ADNc. El decanuclebtido de doble hélice céntie-
ne la secuencia in@icada en la Figura 1. Véase Heynekei}mﬁ.
L. y colabor;':léo'res' .y Scheller, R.H. y colaboradores, ilp_{g
Los.expertos en este campo disponen de varias secuencias:sig
tétlcas de puntos de restriccién de manera que es p031ble

!
sensibles a la accién de una cualquiera de una amplia vgr;g—
dad de endonucleasas de restriccifn. . ;:}f\

La uni6n de las secuencias de restriccifén a los e#;re-

mos derADNé'pueée realizarse por cualguier etapa conocida;&
por los expertoé en eéste campo. El método de eleccidn,eé.ﬁﬂa
reaccién denominada ligadura de los extremps.truncados cdtéli-
zada por ADN ligasa purificada por el métocdo de Panet, A,
y colaboradores, Biochemistry 1z, 5045 (1973). La reaccién de
ligadura de extremos trumcados ha sido descrita por Sgaranella,
W.y colaborado;eé, supra. El producto de la reacciénrde ligq:
dura de los extrenos truncados entre un ADNc de extrerps truncados -
y un gran exceso molar de decanucleétldo de doble héllce que
contiene el punto de restriccién por la endonucleasa Hlnd

III-es un ADNc con las secuencias de restriccién por la_g;pd
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III en cada extremo. Por tratamiento:del producto de féaq;
cifén con la-endonucleasa Hind III se produce la escisiéﬁ"én
el punto de restficcién con formacién de extremos 5% auto-.
complementarios de una cadeﬂa, como muestra la Figura.l.;

4, Formacibn de un vector de transferencia de ADN reconbinante '

En principio, puede utilizarse una amplia variedad
de ADNs viricos y plésmidos pafa_formar recombinantes éoh'
un ADNc preparadé en la forma que acabamos de describiféfnos
requisitos principales son que el vector de transferencié.
de ADN séa capaz de entrar en_una'célula huésped, experimen-
tar replicacién gn la célula huésped y, ademis, contenér*un
determinénte genético a través del cual sea posible seleccio
nar las células ﬁuéSpedes que han recibido el vector.’éiﬁ
embargo, por razones de seguridad ptblica, la gama de eiec-
cifén debe limitarse a las espeéieé de vectores dertransféfeg
cia consideradas adecuadas para el tip. de experimentostq@;
pleados, de acuerdo con las indicaciones de los Nationali';
Institutes of Health, supra. La lista de vectores de trén51
ferencia de ADN aprobados esti siendo continuamente amé;ige
da a medida que son desarrollados nuevos vectores y apréﬁaf
dos por el Comité de Seguridad del ADN recombinante de los
NIH y debe sobreentenderse que esta invencién conside;a el
uso de cualquie%lADN virico y pl&smido que presente las pfo-
piedades descrit?s, inclufdos los aprobados mis adelanﬁeiﬁbr
los NIH. Entre ios vectores de transferencia adecuados; cuyo
uso ya ha‘sido aprobado, se encuentrén diversos.derivadoé_del
bacteriéfago lambda (véase, por ejemplo Blattner, F.R.,
Williams, B.G., Blechl, A.E., Denniston-Thompson, K., Faber,
H.E., Furlong, L.A., Grunw'ald; D.J., Kiefer, D.E., Moorg,
D.D., Schumm, J.W., Sheldon, E.L. y Smithies, O., Scienqe‘;.
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196, 161 (1977))§y derivados del pl&smido col El (véase, -

ficar la dosis de gen dentro de la célula huésped hace ‘posi-

mentalmente,proteinas codificadas por .os genes contenidos

en el plédsmido. Estos derivados de col EI son por lo tanto-

El se encuentran los plédsmidos pMB-9, que lleva el gen de'g

to, ya que las colonlas de estas células crecerin en presen-

- 30 —

por ejemplo, Rod%iguez, R.L. Bolivar, S., Goodman, H.M.;-
Boyer, H.W. y Beélach, M.N., Simposio ICN-UCLA sobre Meca—
nismos Moleculares en el Control de la Expresidn Genética,
D.P. Nierlich, W.J. Rutter, C.F. Fox, Eds. (Academic Press,
NY, 1976), pdgs. 471-477). Los plésmidos derivados del col
El éé caracterizan pér ser relativamente pequefios, tener
pesos moleculares delrorden de algunos millones y presentar
la propledad de que el nfimero de copias de ADN del plésmldo
por célula huésped puede ser aumentado desde 20-40 bajo con- |
diciones normales hasta 1000 o mis mediante tratamiento de

las células huésped con cloranfenicol. La capacidad de ampll-

ble, bajo c1rcunstan01as apropladas y bajo el control del

Investigador, 1ndu01r a la célula hudsped a producir funca-

los vectores de transferencia preferidos en el proced1m1en~
to de esta 1nvenc16n Entre los derivados adecuados de col
la re51sten01a a 1a tetraciclina y el pBR-313, pBRr315
PBR-316, pBR-317 y pBR-322 que, ademis del gen de la resister
cia a la tetraciclina, contienen un gen de la resistencia a

I
la ampicilina. La presencia de los genes de la resistencia

+

a las drogas constltuye un método conveniente de selec01onar

las células que han sido infectadas por el plismido con éxz-

cia de la droga mientras que las células que no han recibido
el plésmido no crecerén o formar&n colonias. En los experi-

mentos aqui descritos como-ejemplos especificos de esta ip-
. o .
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los plédsmidos, se sobreentiende que la invenci6n considera

el uso de cualquier cepa de células huéspedes con capaciﬁad

- 31

vencién, se utilizé siempre un pl&smido derivado de col ﬁlr
que contenfa, ademis del marcador resistente a la droga des-
crito, un puntoHind III.

Como en el caso de la eleccibn del plésmido, la elec~
cién de un huésped adecuado es en principio muy amplia pero,
por razones de seggridad pﬁbiiéa, esté estrechamenfe restrin|
gida. Se ha desarrollado una cepa de E. coli denominadér
X-1776 que ha sido aprobada por lds NIH para los procedimien
tos del tipo aquf descrito, utilizando instalaciones de con-
tencién P2. Véase Curtiss, III, R., Ann.Rev.Microbiol., 30,
507 (1976). La cepa E. coli RR-1 es adecuada cuando se dis-

pone de instaladiones de contencién P3. Como en el caso i

de actuar como transferentes d el vector elegido, incluiéos
i

los protistos distintos de bacterias, siempre que el usofde

estas cepas hay; sido aprobado-por los NIH. ’  ;;f;

Los plésmidos recombinantes se forman mezclando'ADU*J
de plésmido traéado con endonucleasa de restricci6n com. )
ADNc que contléée grupos terminales tratados de forma Slml;

lar. Con objeto de reducir al minimo la oportunidad de que

los segmentos de ADNc formen combinaciones entre sf, el ADN
de pldsmido se ‘agrega en exceso molar sobre el ADNc. En 1qs
procedimientos de la técnica anterior, esto ha dado 1u§§r;a

que la mayorfa de los plésmidos formen circulos sin un frag-

mento de ADNc insertado. Las células subdiguientemente transy

formadas contenfan principalmente.plésmido y no pl&smidosrre-
combinantes de ADNc. Como resultado de ello, el proceso de
selecc16n era muy tedloso y largo. La solucién de la técnl-

ca anterlor a este problema ha consistido en intentar dlse-
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. duciendo asi la pérdlda de la func16n codificada por el gen}

catalizada por ADN ligasa tiene lugar entre un,gfupd»}érmi-

- 32

flar vectores de ADN con un punto para la endonucleasa.de . -
restriccién en el centro de un gen marcador adecuado de ma-

nera'que la insercién de un recombinante divide el gen, pro-

Preferlblemente, se emplea un método para reduc1r el
nGmero de colonlas que han de ser examlnadas para selecc1o-
nar los pl&smldos recomblnantes. El método consiste- en tra-
tar el ADN de plésmldo cortado con la endonucleasa de res-
tr1cc16n con fosfatasa alcalina, una. enzima comercial que
puede adqulrlrse en dlversas fuentes, tales como Worthlngton
Blochemlcal Corporatlon, Freehold New Jersey. El tratamlen-

to con fosfatasa.alcallna separa los 5'-fosfatos terminales

de los extremos del plésmido generados por la endonuc‘pasa
e 1mp1de la aumlmadura del ADN de plésmido. Por con51gu1ente,
la formacién del circulo, y por lo tanto la transforma016n,
dependerd de la insercién de un fragmento de ADN que conten
ga extremos 5'-fosfor11ados. El procedimiento descriég redu-
ce la frecuencia relativa de transformacién sin recdmbipgq
ci6n a menos de 1 a 104, afjj o
Esta invencifn se basa en el hecho de qué la ;géééidn
nal 5'-fosfato del ADN y un grupo terminal 3'-hidroxilo del
ADN. Si se separa el 5'-fosfato termlnal no se produce reac

cibén de unibén. Cuando ha de unirse un ADN de doble hélice,

son posibles tr#s situaciones, como indica la Tabla I.-.:.
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" TABLA I . L

Caso Reactivos " Producto de la ligasa
1 3 51 3 5
—————OH . H,0,PO 0-P-0 o
-+ o g .+ 2Hy0
OPOJH, -~ HO C— 0~-P-0 ' '
5 ’ 3! 5! 31
II 3 57 -3 5
-—on ! —D-
OH H,04PO0 : 0-P-0 o
+ . + 7 HO
OH OH ' -OH HO -
51 3! 5 3!
I 3 5
. OH HO———
+ : no reacciona-
- oH HO 2
5' 3" V

En la Tabla I, el ADN de doble hélice estd reﬁfééqﬁta—
do esquemiticamente por lIneas-paralelas contiﬁuas, ﬁieﬁtras
que sus respecti?os grupos terminales 5' y 3' estén ﬁa}éados
con hidroxilo (OH) o fosfato (OPOBHZ), segfin el caso. En’ei
caso I, los 5'~fosfatos aparecen en ambos extremoé reactivos [
con el resultado de que ambas cadenas se unen covalentéménte.
En el caso I1I, solamente una de las cadenas que ha de séﬁ;t
unida contiene un 5'-fosfato terminal, con el resultadoide':
que se prpduce una unién covalente de una cadena, dejando -
una rotura de discontinuidad de una cadena en la otra cade-,

na. La cadena no unida covalentemente permanece asociada a 14

molécula unida debido a las interacciones de puentes de hi--.
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‘indeseables por tratamiento de los extremos reactivos apro-

. vidirse en dos sub-fragmentos, tipicamente empleando'ﬁna

_ 34

denas oPuestas, como es sabido. En el caso III, ninguno
de los extremos reactlvos contiene un 5'-fosfato y no pue-
de produ01rse ninguna reaccién de unlén.

Por lo tanto, pueden evitarse las reacciones de unidn

piados, cuya unidn desea evitarse, para eliminar los grupos
5'-fosfato de los mismos. Puede emplearse cualquier método
adecuado para ellmlnar los grupos 5'~fosfato que no dafie -
de alguna otra manera a la estructura del ADN. Se preflere
la hidr6lisis catalizada por la enzima fosfatasa alcallna;

| El procedimiento que acabamos de describir también ‘es

T

til en el caso de qué una molécula de ADN lineal héyaide diA

enzima endonﬁcleasa de restricciéﬁ, y después reconstituirse
la secuencia original Los sub-fragmel..os pueden sef'purifi—
cados 1ndepend1entemente y la secuencia deseada puede- ser
reconstltuida reunlendo los sub-fragmentos. La enzima ADN

liéasa, que cataliza la unibn extremo a extremo de los'frag-
mentos de ADN pugde emplearse para este fin. V&ase égéféme-
1lla, V.; Vah de Sande, J.H. y Khorana, H.G., Proc.Nati:Acad.
Sci USA 67, 1468i(1970). Cuando las secuencias gque han @é
unirse no son de extremos truncados, puede utilizarse la lri‘gaéa
obtenida de E. coli, Modrich, P. y Lehman, I.R., J.Biol.Chém,
245, 3626_(1970);

La eficiencia de la reconstitucibn de la secuencia
orlglnal a partlr de los sub-fragmentos produ01dos poxr el
tratamiento coﬁ la endonucleasa de restriccidn es con51dera—

blemente aumentada mediante el uso de un método que evite la

reconstitucién en una secuencia inadecuada. Este resultgdo
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indeseable se evita mediante tratamiento del fragmento de
ADNc de longitud £omogénea de la secuencia deseada con un
agente capaz de separaf los grupos 5'-fosfato terminales
del ADNc antes de la escisi6n del ADNc homogéned con una
endonucleasa de restriccién. Se prefiere la enzima foéfata-
sa alcalina. Los grupos 5'-fosfato terminales constituyen -un
requisito previ& estructural para la accién de unifn subsi-
guiente de la ADN ligasa utilizada pararreconstituir los
sub-fragmentos separados. Por lo tanto, los extremos que.
carecen ‘de un 5'-fosfato terminal no pueden ser unidos co-
valentemente. Los sub- fragmentos de ADN solamente pueden
ser unldos en loL extremos que contienen un grupo 5'- fosfa—
to generado por la e501516n con la endonucleasa de restrlc—
cién realizada sobre los fragmentos aislados de ADN.V

El procedgmlento anterior evita la formacién de la -
reaccién de uniQn indeseada mis signi:.cativa, a sabgr;
la unién de losggos fragmentos en secuencia invertida,-q§la
a cabeza en lugar de cabeza a cola. Otras reacciones’ secun-
darias posibles; como la formacidn de dimero y la cici&éién,
no son evitadasxya que pueden producirse mediante uﬁé»ﬁeéc—
cién del tipo II, supra, Tabla I. Sin embargo, estasxiéac—
ciones secundarias son menos molestas ya que conducen .a pro—
ductos fis1came?te separables e identificables, mientras que
la recombinac16& en orden invertido no lo hace asf. L;:*W

| Con objeto de ilustrar los procedimlentqganteriormen—

te descritos, s ha aislado un ADNc que codifica a la insulij:
na de rata y se ha recombinado con un plésmido.

Se utilféaron moléculas de ADN para transformar E. éol{
X-1776. Los transformantes se seleccionaron por crec1m1ento

sobre un medionque contenia tetraciclina. Un ADN de plésmldo
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. similares. Los f;agﬁentos insertados se liberaron dei'plés—

' de Maxam, A.M. y Gilbert, W., Proc.Natl.Acad.Sci. USA 74,
560 (1977). .Se hallé que las secuencias de nuclebtidos de

.los fragmentos de ADN insertados eran superponibles y conte-

-alslar una secuencia de nucleétldos con una longitud de apro

en E.coli y se halls’ que comprendfa toda la secuenc*a de

|
. ble en general al alslamlento Yy pur1f1caci6n de un gen de .

: . - - ) . > . : > V
" su transferencia a un microorganismo y replicacién en este.
: : < _ te.

_ﬁitimo. Sefdefc;iben nuevos plédsmidos recombinantes que con

- 36

T

recomblnante obtenldo de c€lulas transformadas se encontr6
gue contenia un fragmento de ADN insertado con una longltud
de aprox1madamen§e 410 nucleétldos. También se obtuvieron Yy

analizaron otros recombinantes, aislados por procedimientos

mido por digestibn_éon endonucledsa Hind III o HSH Iy se sq-

metieron a un an§lisis de la secuencia de ADN por el ﬁétodo

nian la regi6n ﬁe codificacitn completa para la proinsulina

I de rata, asf ﬁomo 13 de los 23 am1noéc1dos de la secuen—

‘l

cia del prepéptqdo. Se construyd un compuesto de la ‘secuen-
cia de nucleétlgos de esta regidn como se indica m&s ade—

lante.

En un précedimiento similar, s- aiclé el ADNC gle
codifica a la hormona del crecimiento de la rata, se 'recom-

biné con un plésmldo Yy se transf1r16 a E.coli. Se volv16 a

;.._.
-

xlmadamente;800|nucleétldos después de extensa replxcacxén

-

codificacién pdra la hormona del crecimiento de la rata asi
como porcionés 'del_ péptido precurscr-y tma porcién de la :jeé'

gldn 5'- sin traducir.

g a e
PR

El procédlmlento que acabamos de describir es apllca-

un o;ganismo superlor,.lncluido un gen humano, asf como .

. tienen la totalidad o una parte del gen aislado. Se desgri-
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esta 1nvenc16n. L 0 & siguientes ejemplos caracterizan'los

‘de la rata, el gen de la insulina humana y el gen de la hor-
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ben nuevos microorganismos de naturaleza desconocida hasta

ahora, que contienen como parte de su sistema genétlco un

ejemplos especificos que detallan cada etapa del procedl—
miento aplicado -al aislamiento,,purificacién y transferencig
del gen de la insulina de la rata a g.coli, con objetd de.

revelar mis claramente las caracteristicas y utilidad“dé .

plésmidos recomblnantes que contienen porciones del gen de

la insulina de la rata, el gen de la hormona del crecimientd

mona del crec1m1ento humana y nuevos microorganismos que

contienen dlchos genes.

EJEMPLOS OPERATIVOS , N

EJEMPLO i

Los procedlmlentos descritos p.aen de manlfiesto la
extraccifn ¥y alslamiento de ARNm de insulina de rata, la’
sintesis de un ADN complementario de aquél y la caraqterlza-
cién del ADN cpmplementario. pPara preparar células de lslo-
te de rata purificadas, el p&ncreas de una rata anes»ggla-
da se infundié con solucién salina de Hank, por infgq%ﬁh
retrégrada en ?l conducto pancredtico. La solucibn salina
de Hank es una, mezcla patr6n de solucifn salina conocida en
este campo Yy obtenzble de diversas fuentes comerc1ales,r
como Gran Island Biological Supply Company, Grand Insland
New York. Después se extirpl el péncreas, se desmenuzé en |
soluc16n de Hank a 0°C y se digirib con colagenasa e inhi?
bidor de 1a tripsina de soja. Todos los procesos se reali-
zaron a 0-4°C salvo 1nd10ac16n en contrario. Las cond1c1o-

kg

nes del proceso de digestifn eran extraordinariamente cri—
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‘ticas. En un tubo de vidrio de 30 ml se introdﬁjeron 2:pén-

creas de rata desmenuzados con un volumen total de 8 ml en

medio .de Hank. Todos los tubos de vidrio se trataron previa-
mente con silicona®, La mezcla de incubacién contenfa 12 mg
de colqgénasa, una enzima preparada a partir de Clostridium

histolyticum, esencmalmente por el m&todo de Mandl I.,-

Mackennan, J.D. y Howes, E.L., J.Clin.Invest. 32 1323

-(1943), tipo CLS.IV, obtenido de la Worthington Biochemical

VCorboration, Freehold,  New Jersey, y 1 mg de inhibidot de la

tripsina de soja, obtenido de la Sigma Chemical Company, .

St. Louis, Misspuri. La incubacién se realizf a 37°C'durén-

te 25 minutos, sacudiendo a un ritmo de 90 sacudidaz poirmi-
L . - -

5
.,

nuﬁo. Fué hecesgrio inspeccionar continuamente para.garahti—
zar que la digestién con colagenasa habfa transcurridérhas-
ta el grado Sptimo. Si la incubaéidn era demasiado corta,
las célﬁlas derislotg eran liberadas ¢ncompletamentéjyrsi
la incubacién era demasiado larga, las c€lulas de iéiéte

podian empezar a llsarse. Después de la 1ncubac16n, el tubo

-

- fué centrlfugado durante 1 minuto a 200 x G. Se decanuﬁ el

'quuldo sobrenadante y el grénulo se lav6 con soluci&h de

o

Hank v este,prqgeso ‘'se repitid cinco veces. Después de- la
centrifuéacién'finai, el grdnulo se suspendil en 15 m;'de
Ficoll3, con una densidad de 1,085. Se agreg6 una capé{déi
8 ml de Flcoll %e densidad 1,080, después se agregl una ca-

pa de 5 ml de Flcoll de densidad 1,060 y el tubo se centrl-

 fugs en un rotqr de cesta osc1lante durante 5 minutos a

500 x G, éeguiéos*de 5 minutos a 2000 x G. Como resultado

2 - Slllclad marca comercial, Clay-Adams Division, Becton—
Dickinson Inc.} Parsippany, New Jersey
3 - Marca comei‘c:.al, Pharmacia Chemical Carpany, Uppsala, ch:.a
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del procedimiento anterior, quedaron en el fondo del-tubq
células acinares y las células de islote ascendieron'én el
gradiente y formaron un banco entre las dos capas superiores
La banda de céluias de islote contenfa células contaminanted
de ganglio, nodos linf4ticos y tejido conjﬁntivo. Se sepa-
raron grandes frégmentos contaminéntes del material de-la
banda. El resto de la preparacién se colocé bajo un micros-
copio de diseccién donde los méte;iales contaminantes wvisi-
bles se retiraron manualmente utilizando una micropipeta.
La preparacién celular se diluy6 despu€s con solucifn de
Hank y se centrifugé. El lfquido sobrenadante se decant§
y el-gré&nulo celtlar se conservS§ congelado en nitrégégé '
1fquido. | o

Se homogéneizaron células de islote reunidas”@eﬁ
200 ratas en ﬁiécianato de guaniainio 4M4 contenien&éls—mern
captoetanol 1M %amponado-a pH 5,0 a 4°C, El homogeﬁado:se
depositd sobre &,2 ml de CsCl 5,7M conteniendo AEDTZi00=mM
vy se centrifugé durante 18 horas a 37.000 rpm en el*robor
SW 50.1 de una ultracentrffuga Beckman a 15°C (Beckﬁaﬁ“f;
Instrument Company, Fullerton, California). E1 ARN'se,ﬁovid
hasta el fondo del tubo. | L

Se aisl6é ARN poliadenilado pdr cromatografia dé 1&
preparacién t&fal de ARN sobre oligo(dT)-celulosa, de 
acuerdo con el procedimiento de Aviv, H. y Leder, P.;.ggggg

Para transcribir el ARN poliadenilado total deéée[
los islotes de rata de Langerhans al  ADNc se utiliz6 traﬁ§

, .
criptasa de inversifn del virus de la mieloblastosis aviar,

proporcionado por D.J. Beard, Life Science Inc., St. Peters

4 - Tridom, marca comercial, Fluka AG Chemische Fabrik,

Buchs, Suiza
i
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trifosfato marcado con a—32P, actividaa especifica 50-200.

‘volumen igual de fenol saturado de agua, seguido de cromato-

 pués de la adicién de acetato aménico oH 6,0, hasta0,25M.

_ BADN se detectéqpor autorradiograffa utilizando una pelicu—

———e e T

'57Fhrca<menﬁal,EbShmumekk Onp&nﬂﬁon,derster,NaﬁYbrk.
M
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burg, Florida. Las reacciones se realizaron en Tris 50 mM-
HCl, pH 8,3, MgCl, 9 mM, NaCl 30 mM, B -mercaptoetanol 20 mM,
1 mM de cadaruno-de los tres desoxirribonuclefsidos trifos-

fatos no radiactivos, 250 UM del cuarto-desoxinuclebtido

curios por mol, 20 ug/ml-dé 0ligo-dTy,_ ié de Collaborative
Research Waltham, Massachusetts, 100 ug/ml de ARN oollade—
nllado y 200 unldades/ml de transcriptasa de 1nvers16n. La
mézcla se 1ncub6 a 45°C durante 15 minutos. Después de la

adicibn de AEDT--I\?a2 a 25 mM, la soluc16n se extrajo con un

grafia de la fase acuosa en una columa de Sephadex G-100
de 0 3 cm de dlémetro por 10 cm de altura, en Tris 10 mMr
HC1, pH 9, 0 'NaCl 100 mM, AEDT 2 mM. El éc1do nuclelva

elufdo en el volumen ‘vacfo fué precipitado,con etanol des-

El precipitado se recogié por centrifugacién, el grénulo se
d1501V16 en 50 ul de NaOH 0,1M recién preparado .y se- 11cu—
b6 a 70°C durante 20 minutos para hidrolizar el ARN. La
mezela se meutralizé por adicién de acetato sédico lMé

pH 4,5y el brdﬁucto 325 _ADNe sé precipité con etanol y

se redisolvié en aéua. Unas partes alfcuotas del ADNc de
una cadena se dnalizaron sobre geles de pbliacriiamida na-
tivos porrei método de Dingman, C.W. y Peacock, A.C.,

Blochemlstry 7‘ 659 (1968). Se secaron los geles y el’ 32 P~

5

la-Kodak-No-Sckeen NS=2T". El ADNc era heterodisperso, a

R
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juzgar por el diagrama de electroforesis. Contenfa por 1o
menos una especie prominente -de ADNc de unos 450 nuclebtidos,
a juzgar por la comparacién con patrones conocidos.
| BIEHPLO 2

Se describe la sintesis y caracterizacidén de Ach
de doble hélice cénteniendo la secuencia de la insulina de
la rata. El producto ADNc de una cadena del Ejemplo 1 se
tratd con transcrlptasa de inversidén para sintetizar la ca-
dena complementarma. La mezcla de reacc16n contenfa Tris
50 mM - HCl, pH 8L3, MgCl2 9 mM, ditiotreitol 10 mM, 50'mM
de cada uno de 10; tres desoxirribonuleésidds-trifosfatos;
sin marcar, 1 mM del nucleb6sido trifosfato marcado rond-32P,
de actividad especiflca 1-10 curios por milimol, 50° pg/ml
de ADNc y 220 un;dades/ml de transcriptasa de 1nver51§n.rLa
mezcla de reaccién se incubl a 45;C durante 120 minuébs. La
reaccifn se intefrumpié por adicién de AEDT-Na, hasta 25 mM,
se extrajo con fenol y se cromatografff sobre Sephadék'G—loo
seguido de pre01pltac16n con etanol. Una parte alicuOta del
producto de reaccibn con 500 cpm a 1000 cpm fué anal;Zada
por electroforesis de gel como se ha descrito en el Ejemplo
1. Se observé unf banda heterodispersa centrada, defuﬁétlon-
gitud de unos 450 nuclebtidos, determinado por comparacidn

con muestras patrén. Unas partes alfcuotas de los productos

de reaccién ADN de los Ejemplos 1 y 2 se trataron independien

temente por digestién con un;exceso de la endonucleasa de’

restriccifn Hae II y se analizaron andlogamente por electro—
foresis de gel Ambos productos fueron escindidos por la en-
donucleasa de manera que se observaron dos bandas de radlo-
actividad por electroforesis de gel. Las bandas resultgptes

! o
de la escisién del ADNc de doble hélice representaban unos.
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productos de escisifn esencialmente de la misma longitud
que los resultantes de la escisidén del ADNc de una sola
cadena.
- | EJEMPLO 3
Sé'describe la. ligadura de extremos tfuncados de:los
ligantes'decanhcleétidos Hind III al ADNc de cadena del islo-
fe de rata. El producto de reaccidn de cadena del Ejemplo 2,

a una concentracién de 2-5 ug/ml, fué tratado con 30 unida-

!
des de nucleasa S1 con una actividad de 1200 unidades/ml, $?

obtenida de los Miles Laboratories; Elkhart, Indiana,.en*
acetato sddico 0,03M, pH 4,6, cﬁruro sédicoro;BM, ZmCl2 4;5
mM, a-22°C durante 30 minutos de incubaciébn, seguldo de una
incubacién ad1c1onal de 15 minutos a 10°C. pPara 1nterrumD1r
la digestitn se hizo uso de la adicién de Tris-base nasta
una concentrac16n final 0,1M, AEDT hasta 25 mM y ARNt de

E.Coll, preparado por el mé&todo de vor Ehrenstein, G:; -

vol. 123, p&gs. 588 (1967), hasta 40 ug/mi. Después*defex—
traer con fenol %a mezcla de reaccibn vy cromatograffa.éb—
bre Sephadex G—;do; el 32P-ADNc eluido en el volumeh*vécio
fué precipitadoigoﬁ e€tanocl. Este tratamiénto dié,lpgagia un
graﬁ rendimiento de mol&culas de ADNc con los extremcs,defba—
ses apareadas necesarios para la ligadura de extremos trunca
dos a los decanucleétidos qufmicamente sintetizados. Se pre-
pararon decémeros de Hind III por el método de Scheller,
R.H. chkerson, R.E., Boyer, H.W., Riggs, A.D. e Itakura,

K. Science 196, 177 (1977). La ligadura de los decémeros de .
Hind III al ADNc se realizd por incubacién a 14°C en Tris -
66 mM-HCl, pH 7,6, MgCl, 6,6 mM, ATP 1 mM, ditiotreitol 1o,hum

decémeros de Hind III 3 mM con 10° cpm/pmol y T4 ADN llgasa,

P
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aproximadamente 500 unidades/ml, durante una hora. Después
la mezcla de reaccifén se calentS a'é5°c durante 5 minutos
para inactivar la ligasa. Antes de la digestién con 150 uni-
dades/ml de endonucleasa Hsu T o Hind III, durante 2 horas

a 37°C, se agregd KCl hasta una concentracién final de 50 mM
B—mercaptoetanol:hasta una concentraclén final de 1 mM vy
AEDT hasta una copcentracién final de 0,1 nM. Las endonﬁcleg
sas Hind III y Hae III son productos comerciales de la New
England Bio-Labs, Beverly, Massachusetts; El producto de
reaccidn se analizé por.electroforésis de gel como en e;
Ejemplo 1 y se observ§ un pico correséondiente a una secﬁen—
cia de aproximadamente 450 nucleétidos; ademés de los frag-
mentos de los aebémeros de Hind III escindidos. R

. EJEMPLO 4 {3,;
Se descrlbe la formac16n de un nlésmldo recombigante

y su caracterizacibn después de la rericacifn. El ADh .pMB-9
de plésmido, preparado como describen Rodriguez, R.Lﬁ, Boli-
ver, F., Goodman, H.M., Boyer, H.W: y Betlach,.M., en Simpo-
sio ICN-UCLA sobre Biologfa Molecular y Celular, D.P. Wier-
lich, W.J. Rutter y C.F. Fox; Eds., (Academic Pressy‘Néw
York 1976, pags. 471-477, fué escindido en el puntOAde‘res-
triccién de la Hind III con endonucleasa Hsu I ¥y después
tratado con fosfatasa alcalina, tipo BAPF, Worthington Blo—
chemical Corporation, Freehold, New Jersey. La enzima se en-
contraba en la mezcla de reaccién a una concentracidn de

0,1 unidades/microgramo de ADN y la mezcla de reacciln se
incubé. en Tris 25 mM-HCl, pH 8, durante 30 minutos a 65°C,
seguido de extraccién con fenol para separar la fosfatasa.
Después de la precipitacifn con etanol, el ADN de pl&sm;do

tratado con fosfatasa fué agregado al ADNc que contenfa gruf’
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‘pos termlnales cohe51vos con Hind III, a una relacidn molar

de 3 moles de plésmldo por cada mol de ADNc. La mezcla se
incub6 en Tris 66 mM, pH 7,6, MgCl 6, 6 mM, dltlotreltol
10 mM y ATP l mM, durante una hora a 14°C, en presencia de
50 unldades/ml de T4 ADN ligasa.
' EJEMPLO 5

El ADN-del{pAU—l descrito en el Ejemplo 4 se purificé
todavia més por blectrbforesis sobre un gel de poliacrilamI-
da a176 %.VDespugs de eluirlo del_gel; el AﬁN se marcs por
incubacién. con stzP-ATP y la enzima pblinucleétido kinasa,

bajo las condiciones descritas por Maxam y Gilbert, supra.

La enzima cataliza la transferencia de un grupo fosfato
32

radiactivo de la Y-°“pP-ATP a los extremos 5' del ADﬂ. Ia

enzima. se obtqu a partir de E. Sgl£ éara métodos dé%Pahét,
A. y colaboradores, Biochemistry 12, 5045 (1973). E1 ADN

asf marcado se escindié con la endonuc "easa Hae III;‘cbmo

se describe en el'Ejemplorz, y los dos fragmentos maféados,
de unas 265 y7135 parejas de bases respectivémeﬁte,~sefsepa«
raron sobre un gel de poliacrilamida en las condiciénés—deg—
critas en el Ejémplo 1. Los fragmentos aislados se SDmétie—
ron a reacciones seletctivas de escisién y andlisis dgﬁéécueg
cias de acuerdo con-el método de Maxam y Gilbert, supra. La
secuencia de la Tabla I se basa sobre una composicién de los
hallazgos de'eéta serie de experimentos y los de una serie
similar de ADNc utilizando vectores de plésmidos derivados

de col El, tales como pMB-9 y pBR-322. En la secuencia en

el extremo 5',Vuha secuencia estimada entre 50 y 120 nucleéf

tidos de longitud estd indeterminada y el segmento poli dA
en el extremo 3' es de longitud variable. Esta secuencia se

comunica como representatlva de la mejor informacién actual-

T AW
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! -
mente existente, con el sobreentendido de que los estudios

en maréha édedentrevelar detalles adicionales o pueden indi-
car la necesidadlde uné ligera revisién en algunas &reas.

La correspondienée secuencia dé aminoécidos de la proinsu-
lina I de la rata comienza en la posicidn del triplete marcar
da con el n° 1 y termina en la posicidn del triplete marcada
cén ei n° 86. Existe todavia cierta inceitidumbré con respec

to a la secuencia subrayada con una lfnea de puntos.
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indeterminado....'GCC

TGT

TAC

‘GeT

AAC

secciones subrayadas = &reas

CTG

GGT

ACA

GGA

CGT

TAC

cic

CCT

cccC

GGC

GGC

GTC

10
CAC

CCG

ATT

86

CcTC

CTG

30-.
- TCC

GAC

GTG

TGC AAC TGA

TABLA I

TGG GAG

GTG GAG

" CGT  CGT

50 .
GCC GGG

70
GAT CAG

— 46

ccc
‘GCT
GAA
GAT

TGC

A
-3

-GTG

GTG
CTT

TGC

CCT

TAC

GAG

ACC

GC

cT

GA

AC

AG

CTTCAATCARTTCCCGATCCACCCCTC

de incertidumbre en l2.actualidad. .

- s




-~ 46 -

TABLA I

[C CTC TGG GAG CCC AAG ¢CT GCT CAG GCT TTT GIC AAA CARG CAC CIT

L0 ) 20 - ;
\C CTG GTGC GAG GCT .GTG TAC CTG GTG TGT GGG GAA CGT GGT TTC TTC

30 . - 40 _
AC TCC " CGT CGT GAA GTG GAG GAC CCG CRA GTG CCA ChA CIG GAG CTG

50 - : : ’ 60
CG GAC GCC GG3 GAT CTT CAG ACC TGG GCA CTG GRG GIT GCC CGG CAG

70 - 80
TT GTG GAT CAG TGC TGC ACC AGC ATC TGC TCC CIC TAC; caa CTG GAG

86 Tete . S . .
AC TGA GTTCAATCARITCCCGATCCACCCCTCTGCAATGAATARAGCCTTTGAATGAGC- poli A

ertidunbre en la.actualidad. . EN )

ER RN
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7 humana adecuada, tal como un pancreas donado o un caddaver

fresco o un insulinoma humano.

' completo para la'hormona del crecimiento de la rata y “la

‘Tashjian, A.HI'& colaboradores, Endochrinology 82, 342;L1968

S - 47~

EJEMPLO 6
(Sg_aiSLa;uqa gecuencia de nuclebtidos que codifica a
la insuliﬁé humana, se ourifica y se incorpora a un plésmido
esenc1almente como se ha descrlto en los Ejemplos 1-4, a

partlr de tejldo de pdncreas humano aislado de una fuente

EJEMPLO 7
Se descriﬁe el aislamiento y purificacién de ADN con
la secueﬁcia estructural completa del gen ?ara la hormona
del crecimientoxde la ratamGH)juﬂn con la sintesis de un

vector de traﬁsferencia que contiene el gen estructural

construcecidn: de una cepa de un mlcroorganismo aque contiene
el gen de la hqrmona del crecimiento de la rata como parte
de su sistema genético. o
Cuando est&n implicados genes de origen no humano, las
restricciones de éeguridad federales de Estados Unidbé no

-

exigen el aislamiento del ADNc en un grado de pureéa'tan
alto como el requerido para los ADNc humanos. Por ibnéanto,
fué posible aislar el ADNc conteniendo el gen estrﬁcﬁﬁral
compleﬁo de la hormona del crecimienté de la rata por aisla-
miento de ADN electroforéticamente separado de la longitud
esperada, alieéedor de 800 parejas de bases, determinada a

partir de la longitud conocida de aminofcidos de la hormona

del crecimientorde la rata. Como fuente de ARNm de la hormo-~
i ]

na del crecimiento de la rata se utilizaron células de pitul

taria de rata 'cultivadas, un sub-clon'. de la 1lfnea celular

'

GH-1 obtenible de la American Type Culture Collection. Véase
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lamente un pequeno porcentaje,'l-3 %, del ARN total conte-

48

En estas células, cuando se desarrollan en condiciones for-

males, el ARNm de la hormona del crecimiento representa so-

niendo poli-A. Sin embargo, los niveles de ARNm de la hormo

na del crecimiento se eleﬁaron por encima del de otras es-
pecies de ARNm celular por la accién sinérgica de hormbnas
de tiroides y'glucocorticoides. Sé obtuvo ARN a partif'de
5 x 108‘células desariolladéé en un cultivo en suspensién
en las que se habfa induéido.la éroduccién de la hormona del
crecimiénto incluyendé dexametasona 1 mM y L-triyodotironing
10 mM en el medio durante 4 dfas antes de recoger las-célu-

las. Se aisld ARN poliadenilado de la fraccién de membrana

01toplésm1ca.de las células cultlvadas, como se ha«deocrlto

PR

en otra parte. Véase Martial, J. A., Baxter, J.D., Goodman,
H.M. y. Seeburg, P H. Proc Nat Acad Sci.UsA 74, 1816’ (1977)
Y Bancroft, F. C., Wu, G. v Zubay, G., 2roc.Nat. Acad S&m
USA 70, 3646 (1973). El ARNm fué purlflcado N transqr;tc.al
ADNc de doble hélice esencialmente 'colﬁo se ha descrito:ef; ‘los
Ejemplos 1, 2 y'3 anterlores. Por fracc10nam1ento nedlante
electroforesis de gel,- se observd una banda débil pero clara
correspondiente, a un ADN de una longitud de unas BQOfgarejaﬂ
de bases. 7 - '
Por tratémiento del ADNc total transcrito desde el
ARNm de célula; de pituitaria cultivéda con la'endonuciéasa
Hha I, se obtuv1eron dos fragmentos princ1pales de ADN por
separac16n electroforétlca, correSDOndlentes a 320 nucleétl-
dos (fragmento A} y 240 nucleotldos (fragmento B) aproxlma—
damente. El‘an51151s de la secuencia de nucleétldos de los

fragmentos A y B, en la forma descrita en el Ejemplo 5

revelS que estos fragmentos eran de 8 porc10nes de la reglén
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o

de codificabiénlpara la-hormona del crecimiento de la rata,
bas&ndose en los datos publicadoé de la secuencia de amino-
4cidos de dicha hormona y en comparaciones con otras secuen
cias conocidas de hormonas del crecimiento. Véase Wallié,
M. vy Dav1es, ‘R.V. N., Growth Jlormone And Related Peptldes
(Eds., Copecile, A. ¥y Muller, E. E'), p&gs. 1-14 (Elsevier,
New York, 1976) y Dayhoff, M.O., Atlas of Protein Sequence

and Structure, 5, suppl. 2, pdgs. 120-121 (National Biome-

.dical Research Foundatipn, Washington, D.C., 1976) . Cuando

el ADNc de cadena, de 800 parejas*de base, aislado electro-
foréticamente como se ha descrlto anteriormente, se somet16
de forma smmilar a un tratamiento con la endonucleasa Hha I,
se encontraron entre los productos de escisibn prlnc;pales

dos fragmentos puya longitud correspondfa a los fragmentos
Ay B. ' .

Como el ADNc de 1la hormona del .recimiento de:la rata
de 800 parejas.ﬁe bases no fué purificado recurriendo al
tratamiento coﬁ la endonucleasa de restriccién, fuérnéce-
sario tratar eﬂ ADN con objeto de separar los extremos de
una cadena sin]aparearj En la préética; el tratamiéngé para
eliminarlestos,extremos éin aparear fué rgalizaﬂo anﬁés de
la separacién électioforética en 25 yl de Tris 60 mM~HCI,
pH 7,5, MgCl, ? mM, B-mercaptoetanol 10 mM, ATP 1-mM y

200 uM de:céda’uno de los compuestos 4ATP, dTTP, AGTP y

dCcTP. La mezclla se incubé con una unidad de ADN polimerasa

I de E.coll a '10°C durante 10 minutos para eliminar exonu-

cleoliticamenée cualquier extremo 3' protuberante y llenar
cualquier extqemo 5' protuberante. La ADN polimerasa I es.

un prmrducto comerc1al de la Boehringer-Mannheim Biochemi~

cals, Indianapolls, Indiana.
1
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El ADNc de 80 parejas de bases de la hormona delfc;e-
cimiento de la rata se traté pox adicibén de ligantes Hind

III quimicamente sintetizados, como se describe en el Ejem-

plo 3. El plésmido pBR-322, con'unrgen de la ;esistendia a

la amplc111na ¢ un solo punto Hind III situado dentro de
un gen de la resistencia a la tetraciclina, fué tratado.
previamente con la endonucleasa Hind III y fosfatasa,alca—

lina, como se describe en el Ejemblo 4. El plé&smido trata-

do se combind con el ADNc de 800 parejas de bases de la

hormona del crecimiento de la rata, ‘'en una me;cia de reac-
cién con ADN ligasa, como se déscribe en el Ejemplo_B;
EJEMPLO 8 | »
Se descrlbe el aislamiento v pur1f1cac16n de ;a ser,
cuencia completa del gen que codiflca ala hormona del cre-

cimiento humana (HCH), junto con la sintesis de un plésmido
recombinante que contiene el gen est.uctural compieté dg la
hormona de crecimiento humana Y la produccién de un;micro-
organismo con el gen estructural completo para “la-hormona
del crecimiento humana como parte de su sistema: genéflqo.
El aislamiento del ARNm de la hormona del creCLmlento
humana se realiza esSencialmente como se ha descrlig én el
Ejemplo 7, a excepc16n de que la fuente biocldgica es el
tejido de un tumor de la pituitaria humana. Cinco tumores
benignos de la pituitaria humana, congelados répidamente
en nitrégeno lfquido después dé su extirpacién quirﬁ?gica,
één un peso de 0,4 a 1,5 g cada uno, se descongelaron §~:
homogeneizaron en tiocianato de_gﬁanidinio aM contenieﬁdo_'
mercaptoetanol iM, tamponado a PH 5,0 a 4;C. El hémpgenado
se deposité sobre 1,2 ml de CsCl 5,7M conteniendo AEDT

100 mM y se centrifugd durante 18 horas a 37.000 rpm en el
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rotor SW 50.1 de una ultra-centrifuga Beckman a 15°C
(Beckman Instrument -Company, Fullerton, California). El

ARN se trasladé al fondo del tubo. Se purificé todavia mas

diente de sacarosa como ‘se ha descrito prev1amente en los

Ejemplos 1, 2 y 3. Alrededor del 10 % de ARN asf aislado

1ncorporac16n del aminoicido precursor radiactivo en el ma—
terial prec1p1tado anti-hormona del crecimiento en el sig-
tema de traduccién exento de células derivado del germen

de trigo. Véase Roberts, B.E. ¥ Patterson, B.M., Proc Nat.
Acad.Sci. UsA 70, 2330 (1973). La preparacifn de ADNc-HCH
se realiia esencialmente como se ha descrito en el Ejemplo
7. . 'E 1l ADWc—HCH s e frac01ona por electroforesx° de gel
y el material que migra a una posiciGn correspondlente a
una longitud de unos 800 nucledtldos -e selecciona para fort
mar el clon. La fraccibn seleccionada se trata con ADN po-
limerasa I como, se describe en el Ejemplo 6 ¥y después se
trata mediante la adici6én terminal de ligante Hind IIT. EL
ADNc se recombina después con el plismido pBR-322 traéado
con fosfatasa alcalina, empleando ADN ligasa. B e er_n"&;'ru-e n, -
tra que e l:ADN clorado cie.d.é h<frinot1a del’
crecimi e~n'F o humana ¢ o?nrprr;emn~d.e h-ﬁ cled=~

tidos-quercodifican la secuefcia -com-

pleta de aminodcidos de dicha hormona.

. ([
T e em a0

Los veintitres prlmerqsu caim-iimio =

Ak F A s iy

& c'i.d.o.s die : lua: ho<r:m o nrdd el -

R T T

PILTRERTES g STed LoaglUts e L@ ?bOﬁ
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crecimiento humdna son H, -Phe—Pro—Thr—Ilé-Pro-Léu—Sér—a..
0 - , ' 20
Arg—Leu—Phe—Asp—Asn-Ala-Met—Leu—A;g—Ala—His-A;g—Leu—His—

Gln-Leu~-. El resto de 1a secuencia estd indicado en la Ta-

bla III.
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TABLA III

Secuencia de nucleStidos de una cadena de ADN de la hormona del crecimie

~ la secuencia de aminodcidos de la hormona del crecimiento humana comenzan

amino. La secuencia del ADN mostrada corresponde a la secuencia del ADNI

a excepcidn de que

24

Ala
5% G GCC

Leu
CTG

Glu
GAA

Leu

CTG-

Ser
AGC -

Glu
GAA

Ser
TCA

Asp
GAC

TAG

Phe
TTT

Gln
CAG

Thr
ACA

Glu
GAG

Asn

Asp
GAC

His
CAC

Lis

CTGCCCGGETGECATCCCTGTGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGCC

U sustituye a T en el ARNm.

Asp
GAC

Asn

Gln
CAA

Pro
-CCC

Val
GTC

Gli
GGC

Asn
AAC

val
GTC

Thr
ACC

Pro
CCC

Tir
TAT

Ser
AGC

His
CAT

Glu

GAG

Tir
TAC

Gin

LLs

Gln
CAG

Asp
GAC

Pro
CCC.

S &
[@ e}

Thr
ACA

Gln.

CAG
Thr
ACC

Ser
TCC

-Phe
TTC

Leu
CTC

Arg

CGG

Ala
GCA

Phe

Live

Glu
GAG

Ser
TCC

Leu
CTA

Thr
ACT

Leu
CTA

Leu
CTG

Phe
TrT

Leu
cIC

Leu
CTA

Arg

AGG

Lis
AAG

Gli
GGG

Leu
cTC

Arg
CGC

Glu Glu
GAA GAA

Cis Phe
TGT TTC

Glu Leu
GAG": CTG

3 ‘s

Ser” val
AGT. GTC
v 3

“a

<
saty

Asp. Leu

G%pjigTA'

«';“’q
Gln Tle
CAG ATC

. -
2 0
20"

Lis Asn
AAG AAC

180°

Ile Val
ATC GTG

34

Ala
GCC

Ser
TCA

Leu
CTC

Phe
TTC

Glu
GAG

Phe
T™C
160
Tir
TAC

Gln
CAG

Tix
TAT

Glu
GAG

Arg
CcGC

Gli
GGG

Cis

TGC

- e

Il
AT

Se
TC

Il
Al

As
12

Gl
GC

Gl
ca

Le

Az
Cc
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ena de ADN de la hormona del

rmona del crecimiento humana

a corresponde a la secuencia

en el ARNm.

Gln.

CAG

Thr
ACC

Ser
TCC

Phe
TTC

Leu

CTC

Arg

CGG

Ala
GCA

Phe
TTC

Glu
GAG

Ser
TCC

Leu
CTa

Thr
ACT

Leu
CTA

Leu
CTG

Phe
T

Leu
CTC

Leu
CTA

Arg

AGG

Lis
AAG

Gli
GGG

Ieu
cTC

Arg
CGC

Glu Glu
GAA GAA

Cis Phe
TGT TTC

Glu Leu
GAG": £TG

Sy
B

Ser”. val
AGT: GTC
) 3

LY
3

180°

Ile Val
ATC GTG

34

Ala
GCC

Ser
TCA

Leu
cTC

Phe
TTC

Glu
GAG

Phe
TTC

160
Tir
TAC

Gln
CAG

TGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGCC

crecimiento humana. Los nlmeros se refieren a

comenzando en el extremo que contiene el grupo

del ADNm para la hormona

Tir
TAT

Glu
GAG

Cis

TGC

Ile
ATC

Ser
TCT

Ile
ATC

Asn
AAC

120

Gli
GGC

Gln
CAG

Leu
CTG

Arg
CGC

PI'O
¢ca

Ile
ATT

Leu
cTC

Ser
TCT

Lis
AAG

Pro
CcCG

80

ALeu
" CTG

Leu
CTG

Gln

caa

. Tir

TAC

Tir
TAC

val
GTG

Glu
GAA

60
Thr
ACA

Leu
CTG

'Val

GTG

Thr
ACG

Ser
AGC

Cis
TGC

Glu
CGAG

del crecimiento humana,

40

Gln
CAG

Pro
ccc

Leu
CcTC

Tir

Lrac

Leu
CTG

Lis

Phe
TTC

Gli
GGC

Lis
AAG

Ser
TCC

Ile

ATC |

Gli
GGC

Met
ATG

Phe
TTC

Arg
AGG

Ser
AGC

Tix
TAT

Asn

Gln
CAG

Ala
GCC

Gii
GGG

Asp
GAC

Lis

Cis
TGT

43

Sexr
TCA

Asg
AGG

Ser
TCG

Ser
TCT

Arg
AGG

Thr
ACA

Asp
GAC

Gli
GGC

Phe
TTC

Glu
GAG

-Trp

TGG

Asp

GAC

Leu
CTG

Asn
ARC

Met
ATG
191

Phe
TTC
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EJEMPLOS DE REFERENCIA

EJEMPLO A

La mezcla de ligadura se agréga directamente a una sus-
pensién-de células de E.coli ¥-1776 preparadas para la trans
formacién como sigue: Se cultivan las células hasta una den-
sidad celular de alrededor de 2 x 108 células/ml en 50 ml
de medio que ‘contiene 10 g/l de triptona, 5 g/l de extfacto
de levadura, 10 g/l de NaCl, NaOH 2 mM, 100 ng/ml de &cido
diaminopimélico y 40 ug/ml de timina, a 37°C. Las células
se recogieron po& centrifugacién durante 5 minutos a 5000 x
G a 5°C, se sugpendieron de nuevo en 20 ml de NaCl 10 mM
frfo, se centrifugaron como antes y se volvieron a suspender
en 20 ml de tampdn de transformaciéh que contenia CaCl2 75
mM, NaCl 140 mM y Tris 10 mM, pH 7,5 y se dej6 durance 5 mi-
nutos en hielo.rDespués las célulés se centrifugaron y se
suspendieron de nuevo en 0,5 ml de tar%4n de transformacién.
lLa transformacién se realizé mezclando 100 ul de la sﬁspen—
sién celular y 501l de ADN recombinante (1 ug/ml). La mezcla
se incub6 a 0°C durante 15 minutos y después se transfirié
a 25°C durante 4 minutos y a continuacifén a 0°C durante 30:
minutos. Después las c&lulas se transfiriéron a piacashée
agar para su crecimiento en condiciones de seleccidn,

La seleccién de los pldsmidos recombinantes se réﬁlizé
en tetraciclina a una concentracibn de 5 microgramos/ml para
la tfaqsformacién en el punto de -Hind III. Se aislé un recon-
bipante seleccionado, denominado pAU-1. Las preparaciones 7
crudas de pldsmido, de 2 pg - 5ug de ADN aislado de pAU-1,
se digirieron con un exceso de la endonucleasa Hsu I. Después|
se afadieron AEDT—Na, hasta una concentraci6n final de 10 mM

y sacarosa hasta una concentracidn final del 10 % en peso/vo-

Eaat
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lumen, y la mezcla se resolvid sobre un gel de poliacrii-
amida al 8 %. E1 ADN se encéntré en una posicibn édrrespon—
diente a una longitud de unas 410 parejas dé bases. En un.
experimento similar, se empleérel plé&smido pBR-322 como,.
vector de transferencia. Todas las condiciones fueron:iguéle
a las descritas excepto que la seleccibdn final de los clqnes
fecombinantes se realiz8 sobre placas que contenfan 20 pg/ml
de ampicilina.
EJEMPLO- B

Se produjo un microorganismo, esencialmente en la' forma
descrita en el Ejemplo A, con una seéqencia de nuclestidos
que codificaban a la cadené A y la cadena B de insulina hu-
mana. La secueﬁcia de aminodcidos conocida de la cadena A

de insulina humana es:

K

1 10

+

Gli-Ile—Val-Glu—Gln-Cis—Cis-Thr-Ser-Iig-Cis—Sér-Leu—Tir-Glu-
20 e
Leu-Glu-Asn-Tir-Cis-Asn. | S
La secuencia de aminodcidos conocida de la cadena B de
la insulina humana es: ) ;Jﬁf
1 ' 10 .
Phe-Val—Asn-Glu—His;Leu-Cis—Gli-Ser—His-Leu—Val-Glu—AléfLéu—
20 | 30
Tir—Leu—Val—éis—Gli—Glu—Arg—Gli—Phe-Phe—Tir—Thr—Pro—Lis~Thr;
Las secuencias de aminodcidos son numeradas a partir -

del extremo con un grupo amino libre. Vé&ase Smith, L.F.,

‘Diabetes 21 (supl. 2), 458 (1972).

EJEMPLO C

1o

Se utiliz6 la mezcla de reaccifn con ligasa para transf

~ formar una sﬁspenéién de células de E.coli X~1776, tratadas
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como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo A. Las co-
lonias recombinantes se seleccionaron por crecimiento sobre
placas nutrientes que contenfan ampicilina y por la incapa-
cidad para crecér sobre- 20 pg/ml de tetraciclina. Se,obtu;
vieron 10 de estas colonias, tddas las cuales contenfan.
un plismido con un inserto de aproximadamenﬁe 800 paféjaé
de base que fué 1iberad6 por escisibén con Hind III.

E1 ADNc de 800 parejas de bases de la hormona del cre-
cimiento de la rata fué aislado en cantidades prevarativas
a partir del clon recombinante pRGH-1 y su secuencia de
nucleétido fué determinada como se describe en el Ejemplo 5.
En este caso, la gecuencia de nuclebtidos inclufa porciones
de la regifdn 5' no traducida de la hormona del crecimiento
de la rata (RGH), ‘asf como una secuencia de 26 aminoudcidos
encontrada en la proteina precursgra de la hormona cdel cre-
cimiento antes de la secrecifn. El mer .ajero de la secuen-
cia ARNm deducida de la secuencia del gen estd indicado eh
la Tabla II. La secuencia de aminodcidos prevista concuerda
bien, excepto en las posiciones 1y 8, con la secuencia de
aminoicidos parcial de la hormona del creclmiento de- 1a rata
descrita por Wallis y Davies, supra, que comprende rnstos
1-43, 65-69, 108-113, 133~143 y 150-190.

EJEMPIO D

El E. COll X-1776 se transformS con el ADN recombinante
y se seleccionf una cepa que contenfa ADN de la hormona del
crecimienfo humana. La cepa conteniendo ADN de la hor-
mona del crecimiento h.umamn'a se cultivé en cantidades pre-
parativas, se aislé el ADN de la hormona del crecimiento de

las mismas y se determiné la secuencia de nuclebtidos de

este ADN. ..
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TABLA II

Secuencia de nucledtidos del ADN de una cadena, que contiene la secuenc:
crecimiento de la rata (RGH). Se indican los aminodcidos correspondiente
pecto al terminal amino. Los amino&cidos numerados negativamente represt

crecimiento. La secuencia del AREm correspondiente es la misma, salvo q

-26
Met Ala Ala Asp Ser Gln Thr Pro

5' —---GTGGACAGATCACTGAGTGec ~— ATG GCT ~GCA GAC TCT. CAG ACT CCC

Cis Leu Leu Trp Pro Gln Glu Ala Gli Ala Leu Pro Ala Met P
TGC CTG CTG. TGG  C€CT 'CAA GAG GCT GGT GCT TTA CCT GCC ATG

20

~Val Leu Arg Ala Gln His Leuv His \Gln Leu Ala Ala Asp Thr T

GTG 'CTC CGA GCC CAG CAC CTG CAC CAG CTG GCT GCT GAC ACC T

2,
E R J

-
2 Ce

40

Pro Glu Gli Gln Arg Tir Ser Ile Gln Asn Ala Gin Ala Ala P

CCC GAG GGA CAG CGC TAT TCC ATT CAG AAT GCC ;CAG GCT &CT T

>

se 0

>
o @
sy

60

Pro Thr Gli Lis Glu Glu Ala Gln Gln . Arg Thr “Asp Met Glu I«

CCC ACC GGC AAG GAG GAG GCC CAG CAG AGA ACT GAC ATG: GAA T

Gln Ser Trp Leu Gli Pro Val Gln Phe Leu Sep;_Aig Ile Phe T

CAG TCA TGG CTG GGG CCC GTG CAG TIT CTC AGC,“AQG ATC TTT Al

Asp Arg Val Tir Glu .Iis Leu Lis Asp Leu Glu Glu GH 1Ile G
GAC CGC GTC TAT GAG AAA (TG AAG GAC CTG GAA GAG GGC ATC C
140

Gli Ser Pro Arg Ile Gli Gln ‘Ile Leu Lis Gln Thr Tir Asp L
GGC AGC CCC CGT ATT GGG CAG ATC CTC AAG ‘can ACC TAT GAC A

D



ina cadena, que
can los aminodcidos correspondientes, junto con su namer

.dos numerados negativamente

TABLA IT

srrespondiente es la misma,

Ala Ala Asp Ser Gln Thy
GCT - GCA GAC TCT. CAG ACT CCC TGG "CIC CTG ACC TIC AGC CTG CTC

la

is
AC

le
IT

\G

Ln

AG

is

aAG

le
TC

Gli
GGT

‘Gln

Gln
CAG

Gln

CAG

?he

TTT

Asp

GAC

Leu
CTC

Ala
GCT

Leu
CTG

Asn

AGA

Leu

cTC

Leu

CTG

Lis

1

L.eu Pro
TTA ~ CCT
Ala Aia
GCT GCT
Ala: éin
GCC °CAG
Thr -*Asp
ACT ~GAC
Seb,’Aig
AGC, -A8G
Giu Glu
GAA GAG
140

Gln Thy
Ycaa  acc

Ala
GCC

Asp

GAC

Ala

- GCT

Met

ATG -

Ile

ATC

GH

GGC

Tir
TAT

contiene la secuencia completa que codifica a la hormona del

o de posicidn res-

representan la secuencia de la pre-hormona del

Met
ATG

Thr
ACC

Ala
GCT

Glu

GAA

TTT

Ile

ATC

Asp
GAC

Pro
cCcC

Tirx
TAC

Phe
TTC

Leu

TG
Thr
ACC

120
Gin

CAG

Lis

Leu

TTG TCC

Glu
GAG

Lis
ARA

Cis s Pkhe
TCE * TTC

L)
.
s a
I‘-‘ ®
1% ;e
s

s 5.

ILeu Arg

¢’ cee

Asn. Ser

AAC, AGC

1

Ala Leu

GCT CTG

Phe
TTT

Asp
GAC

Ser’

Ser

.AGT

Phe
TTC

Ser
TCA

Phe

TTC
100
Leu

CTG

Met

ATG

Ala
GCC

Leu
CcuG

Glu
GAG

Glu

Ser

TCG

Met

ATG

Gln

CAG

AAC

Phe
TTT

Arg
CGT

Thr
ACC

Leu

CTG

Phe

TTT

Glu

GAG

Met
ATG

salvo que U sustituye a T en el ARNm.

Ala
GCC

Ala

- GCC

Ile
ATC

R0
Leﬁ

CTG
Gli

GGT

Leu

CTG

Arg
CGC

Asn

Tir
TAC

Pro
Cca

Leu

CTC

Thr

ACT

Glu

GAA

Ser
AGC

Pro Trp Leu Leu Thr Phe Ser Leu Leu

Ala
GCT

Ile
ATT

Ala
GCC

Ile
ATC

Ser
G
GAC

Asn
c2T
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TABLA II (continuacif

160
Asp Ala Leu Leu Lis Asn "mir @Gli Leu Leu Ser Cis Phe Lis

GAC GCT CTG CIC AAA AAC TAT GGG C€TG CTC TCC TGC TTC AAG

Tir Leu Arg Val Met Lis Cis Arg Arg Phe Ala Glu Ser Ser

TAC CTG CGG GTC ATG AAG TGT ©CGC CGC TIT GCG GAA AGC AGC

~GCACTCCCCCGTTACCCQCCTGTACTCTGGCAACTGCCACCCCTACACTTTGTCCTAATAAAATTAATGAT(
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TABLA II (continuacidn)

‘160
Gli Leu Leu Ser Cis Phe Lis ﬁis

. GGG CTG CTC TCC TGC TTIC AAG RAG

Arg Arg Phe Ala Glu Ser Ser Cis

v CGC CGC TTT GCG GAA- AGC AGC TGT

'‘GCCACCCCTACACTTTGTCCTAATAAAATTAATGATGCATCATATC

Asp

Ala.

GCT

Leu His

CTG CAC

Phe

TTC TAG

poli(2)..

Lis Ala Glu Thr

AAG GCA GAG ACC

GCACACACTGGTIGTCTCTGCG
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CONCLUSIONES GENERALES

Con el procedimi&nto de esta invencién se ha hecﬁo
posible por primera vez aislar una secuencia de nucleéﬁidos
que codifica a una protefna reguladora especifica a partir
de un organismo superior, tal como un vertebrado y transfe?
rir  la informacién genética contenida en ella a un mic;ooiga

nismo donde puede ser replicada indefinidamente. El procedi-

miento descrito puede ser aplicado al aislamiento y purifiéa—,

cién del gen de la insulina humana y a su transferencia a un
microorganismo. Anilogamente, el gen de la hormoha del-créci-
miento humana y otros genes de profeinas pueden ser aiéiados,
transferidos a un microorganismo y replicados en dicho micro-
organismo. Se describen varios plésmidos recombinantes nuevos
contenlendo cada uno de ellos dentro de su secuenc1a ﬁe nu~

cle6tidos una subsecuencia con la estructura de un gen- de un
organismo superior, transcrita desde dicho gen. Se describen

varios microorganismos nuevos, cada uno de ellos modificado

3 s
o7

para contener una secuencia de nucleétidos con la estructura

de un gen de un organismo superior y transcrita desde dlcho

gen. La préctica de la invencién ha sido ilustrada descrlbieg

3
. 3

do la transferencia del gen de la rata para la_proinsdlija I

a una cepa de Escherichia coli y la transferencia del gen de

E

la rata para la hormona del crecimiento a una cepa de g;cbli.

La secuencia de la porcién principal del gen transferido ha
sido determinada en cada caso y se ha hallado que codifica‘
a la secuencia complgta de aminodcidos dé la proinsulina I
de la rata, . hormona del creciﬁiento de la rata; respecti-
vamente, determinado por referehbia al cbdigo genético cono-
cido que es comfin a todas las formas de vida. -

Aunque la invencién ha sido descrita en relacibn con

[

[
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realizaciones especificas de la misma, se sobreentiende que
es éuscéptible de nuevag modificaciones y se pretendeiﬁué

esta memoria cubra cualquier variacibn, uso o gdaptaéi6nfde
la invencién; siguiendo en general los principios de la in-
vencién incluyendo las deéviaciones de esta descripcién al
alcance'de la préctica conocida o acostrumbrada dentro del

campo a que-pertenece la invencién o que resulte féci;mente

evidente a los expertos en esta técnica. Con este sobreen-

- tendido, la invéncién solo ha de ser limitada en el grado

requerido por las reivindicaciones del apéndice.
‘En resumen, la Patente de Inwncidén que se solici~
ta debera recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

ié.-rUn método de preparacién de un vectof'ﬂé--
transferencia del ADN con una secuencia de nucléétidos-ﬁaia
una proteiﬁa especifica, cuyo procedir.ento comprendei=f

a) aislar células que contengan ARNm que codifi-

quen a la proteina,a partir de un organismo que produéca'

1a proteina.

b) extraer el ARNm de las células .en preseg@?a
de uné coﬁposici6n inhibidora de la RNasa, cén;lo qué e
impide la degradacién del ARNm por la ENasa; '

c) separar el ARNm esencialmente exénto detérotei
na, ADN y otros ARN; 7 .

d) Sintetizﬁr un ADNc de doble hélice, en el que

una cadena contlene una.- secuencla de nucleétldos complemen-

5

taria al ARNm, produciéndo asi un ADNe con una secuencia de

nucleétldos que codifica la proteina deseadaj
‘ e) proveer un vector de transferencia de ADN con

extremns~react1vos,capaces de ser unidos entre si o de -ser
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unidos con ADNc de doble hélicé, A
f) unir el vector de transferencia del ADB coﬁ;el
ADNc de doble hélice que contiene una secuencia de nucled-
tidos que codifica la insulina, con lo que se produce un ves
tor de transferencia de ADN que contime una secuencia de -
nucledtidos que codifica la proteina deseada. -
23,.- Un método segin la reivindicacién 1, dénde
la proteina es insulina y la etapa a) consiste en:. 1
tratar el fejido de pancreas que contiene célu}as
de islotes y otras células con una enzima hidrolitica y un
inhibidor de la tripsina para liberar los islotes de las
otras células, | '
fraccionar el tejido tratado para obtener iélétes

esencialmente exentos de las otras células y residuds celu-

lares,

aislar ARNm de los islotes, estando dicho ARN en-
riquecido con respecto a la secuencia de nucleétidqg;qhe -
codifica a la insulina. -
%8.- Un método segin la reivindicacién 2,_4dié
la enzima hidrolitica es una preparacién de colasenggayéﬁ-
piricamente seleccionada. ' -
48.- Un método seglin la reivindicacién 2, doade
el tratamiento con la enzima hidrolitica se realiza en un
material de vidrio tratado con silicona. 1
58.- Un método segfn la reivindicacién 2, donde,
el tratamiento con la enzima hidrolitica se realiza en'uﬁﬁ

material de;pléstico.

68.- Un método segin la reivindicacién 1, donde
la proteina es insulina y la composicién inhibidora de la

RNasa comprende un catidn caotrépico, un anidén caotrépico
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[T

.y un agente rompedor del enlace disulfuro.

ma_.- Un método segin la reivindicacién 6, donde
el catidn caotrépico esrguanidinio ¥y el anibén caotrépico es
tiocianato.’ 7 Coe

7 '§ﬁ.— Un método segln la reivindicacién 6, donéé
el agente rbmpedor del enlace disulfuro es .ﬁ-mercaptoetano]

02.- Un método segin la reivindicacidén 1, donde
la proteina es insulina y la composicién inhibidora derla
RNasa comprende tiocianato de guanidinio 4M y f-merceaptoeta-
nol 0,2M. |

102.- Un método segln la reivindicacién 1, don&é
la proteina es insﬁlina y donde la etapa (f) consiste én:

tratar previamente una porcidén seleccionada de
los extremdé reactivos con un reactivo capaz de sepﬁraf los
grupos 5'-terminales de los mismos, |

| ~ incubar las moléculas de ADK con los extremes =--
reactivosrpre-tratados y no tratados junto con una ég?imai
ADN ligasa, con lo que es catalizada una reaccidn de ﬁnién
entre dichos extremos reactivos, a excepcidén de los exﬁre-
mos reactivos previamente tratados que no se unen entre si
por la reaccidén catalizada por ligasa. .

"~ 118.- Un método segin 1aireivindicaci6n 10,;d§n&e
el reactivo para el tratamiento previo de los extremdé:féaCJ
tivos es fosfatasa alcalina.

128,- Un método segln la.reivindicacién 10, donde
las moléculas de ADN que han de ser unidas comprenden una
mezcia de ADN de plésmido tratado con endonucleasa de res?
triceiédn y ADN lineal no plésmido y la porcién seleccioqé@a‘
pera el tratamiento previo comprende el ADN de plésmido, -

con lo qué se impide la unién extremo a extremo del ADN.de
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plésmido en ausencia de recombinacidén con el ADN no plasmi-

do.
138.~ Un método segin la reivindicacién 1, donde
la proteina es la hormona del crecimiento. N
148.-~ Un método segin la reivindicacidén 13, donde
la composicién inhibidora de la RNasa comprendé un catiéhf
caotrépico, un anién caotrépico y un agente rompedor del

enlace disulfuro.

158.- Un método segiin la reivindicacién 14, donde
el catién caotrépico es guanidinio y el anién caotrépico es

tiocianato.

' 168.- Un método segln la reivindicaciém 14, donde

el asgente rompedor del enlace disulfuro es ﬁLmercaptoetanol

178.- Un método segin la reivindicacién 13, donde|

la composicién inhibidora de la RNasa comprende tiocianato
de guanidinio 4M y ﬁ -mercaptoetanul c,2M. '
182.- Un método segun la reivindicacién 13, don-

de la etapa (f) consiste en:

tratar prevamente una porcién selecclonada de loqi

extremos reactivos con “un reactlvo cqpaa 4@ "separar: los -

grupos 5‘ fosfato terminsles de la nlena,

incubar las moléculas de ADN con extremos reactl-
vos pre-tratados y sin tratar junto con unaienzlma ADK’ lmga
sa, con lo que se cataliza una reaccién de unién entre di—f
chos extremos reactivos a excepcién de los éxtremos‘reacti-
vos tratados pieviamente que no se unen entre si mediante l
la reaccidn catalizada por ligasa;; ' | |

198,- Un método segin la reivindicacién 18;,qgﬁqg

el reactivo para el tratamiento previo de los extremos reac:
: , e

tivos es fosfatasa alcalina.
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. mezcla de ADN de plédsmido tratado con endonucleasa de res-

para el tratamiento previo comprende el ADN de plasmido, con

208~ Un método segin la reivindicacién 18, donde

las moléculas de ADN que han de ser unidas comprenden una

triccién y ADN lineal no plésmido y la porcidn seleccionada

lo que se impide la unibén extremo a extremo del ADN de piés-
mido en ausencia de recombinacién con el ADK no plésmidq;

2l2,- Se reivindica por Gltimo como objéto sobie
el que ha de récaer la Patente de Invencién que se solicita
por: UN METODO DE PREPARACION DE UN VECTOR DE TRANSFERENCIA|.

Todo conforme queda,descrito y reivindicado;en la
presenﬁe'memofia descriptiva que consta de sesenta y qugfro
paginas mecanoérafiadas.

Madrid, 26 de mayo de 1.978

BERNARDO UNGRIA
DeDe '
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