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Ltldo deseado y proteina adlc;onal de los cuales pueds

Vrales 51ntetlcos que codifican la

o pwsane - 3 v -

RESUMEN

DE TA THVENCION
La Invencidn se refiére a:

L. LOo VOQL ulos de ClOuaCién microbiaacs re;
combinontes que conbtienen la codificacién de un ADW heberd-
Bl

Somatostatina) y obros polipéptidos, incluyendo plasmidos

logo para la ex pLe¢¢on de una nornona de memiferos (v.

gpropiados para la transformacidn de huéspedes bacterianos

Los ultlmos incorporan un regulador nomolowo dl hues ped en

su estado no transformaao, en la fase de lectura conizl ge-
ne,estructuralrpara eerDNVheterélogo; 7 {

2. La codificacidén de vehiculos de clonzcidn

paria la expresidn microbiana de una proteina que consiste

"

H

adil

intamente de (&) un hapbteno de polipéptide y profeina

Sl

ional en cantidad suficiente para conferir inmunidad al
pro‘ucté de la'expresién, que puede ehcontrar uso en?la ele
vac+on de los gntlouerpos al- ha“teno para uso de enqa"o o

en ia fabrlca01on de vacunas, v (b) un Droducto de pcllﬁep~

sepa-

|- rarsé el producto déseado; ¥y

3. Los métodos para preparar genes estructu-

xpresibn de 1os polipén-

tidos de mamiferos en 51stemas de clonacidn microbianos.

~ ADN pre

hY

 ANTECEDENTES . -

i V :- ‘t' & U. ) ) . - '. .
La informacidn genética se codifica en el éci

o o
do desoxirribonucléico de doble hebra.("ADN" o "genes")

‘de acuerdo con el orden en que la hebra de codificacién de
senta las bases caracteristicas de sus componentes

nucledtidos de mepeticidn. La "exp resibn® de 3& inforna~

'.01on codlflcada nara formar los oollueot1dos 1nvo1u\ra Il

CDTO oew it

M

ientc en das partes. De LTI

.
[P SN
z \’;Q-‘... 3 >
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de ciertas regicnes de coutrol ("re uladorpﬁ") en el gen,
la polimerasa ARW pueds woverse a 1o largo de la hilera
de codificacién.formando ol Aﬂﬂ mensajero (4cido ribonu~
cléico) en un pTOCCuO 1lansdo ”““Jngcrlpc;on" En un pase
de "traduceidén" siguiente, los ribosomas de la célula jun-

to con ¢l ARH de trancierencia cenvierben el "mensaje" del

- mARN en polipéptides. Ircluida en la informacibén del mARN

2’ -

transcrito del ADN estin las sefales para la iniciacidn y
terminacidén de la traduccidn ribosomal asi como la identi—
dad y secuencia de los anminodcidos que constituyen el PO=
1:Lpepbldo. La hebra de codificacidén de ADN consiste en ge-
cuencias largas de tripletes de nucléotido llamados ?codo-
neL” debido a que las bases caracteristicas de los n&cleéti'
doé en cada triplete o coddn codifican fragmentos deiinfor-
maJmon especificos. Por OJGMDLO, % nuclebtidos leldo como

ATG (adonlna—tlm:nd~gu&nJna), dan paor reuultado una uenal

en ¢l mARN que se interpreta como "iniciar la bradu001on"

~mientras que los codones de terminacidén TAG, TAA ¥y TGA se

\
interpretan como "detener la traduccidn', IEntre los codo-

nes de iniciacidn v detencidn que da el llamado gen estruc-
tural, cuyos codones definen la secuen01a de aminodcidos
trgducida}finalmente. Esa definicidn estd de acuerdo con
el agédigo genético" bien establecido (v. gr., J.D;‘Watapn,

Biologia Molecular del Cen U.n denjamin Inc., Nueva York
d 3 3

tercera edicidn 1976) que describe los codones para los

distintos aminofcidos. Bl .cddigo genético cs degenerado en

el sent 1do de que dirferentes codones nuedan rendir el mis-~
mo aminofdcido pero solc &1, ya que para cada aminodcido
hay uno o més codones vura 21 miswo ¥ no para otro. De es-

ta manera pow ejcanle, todos los codones IOF, TTC, MIA ¥
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tural con respeCuo al regulawor.

, to de la expresién genetlca una vez que se hayan deflnldo

estructural para la exnre31on de pollpeptldo v la reglon

de control ("regulador“) que regula esa expreplon.

la pollmerasa ARN en el promotor adyacente.

- proteina represora, liberando al operador y permitiendo. que

oy B T T R IR LATT ¥ R

TTG; cuaﬁdd s¢ leen de esa manora; efeu' an-la codifica~
cibén para serina ¥ para ningin otroram;noacido. Durante Lo
transcripeion, debe mantenerée la forma de lectura o faée
de lectura anrOﬁlada. Tomamos en cueaia -pox ejemplo, lo gue|
sucede cuando el traanscripbtor de polimerasa AR lee de
diferentes come comienzo de un codén (subrayado) an lar

secuencia . o . GOTGEPTGTAAGr. » o2

e« « GOT GGT TGT AAG o o o = o o o Ala=Gly-Cys—Lys » « b
e e o GCTG GIT GTA AG-« o o0 - « o o Teu-Val-Teu . « .

¢+ o GC ICE TTG TAA A . . .3 « + . Trp-Teu (DETENER)
“E1 polipéptido produc1do en ultlma 1nsban01a

)

depende v1ualmente de la r91301on esr301al del gen evtruc—

Se oomprender ﬁé 'claramente el Drocedlmlenn

iertos componentes de los gﬂnes.'

Operdén -- Un gen que con51sbe del gen(geneg)

" Promotor -~ Un gen dentro'del regulador en el
cual debﬂ enlazarse la pollmerasa ARH para la 1n101ac10n

de la transcrlpclon.

-

Operador —— Un gen al cual puede énlazerse la

4

protelna renresora, 1m01d1endo de esta manera el enlace de
Inductor -~ Una substanc1a que desaCulva la

la polimerasa ARN se enlacc al promotor vy comience la trang

cripeidn.

" 3itio de unién de la Froteina icki vst“ﬂ de Jatabolito
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cripeidn. EL sitio de unidn de CAP puede ser innecesario

" con o sin tener en cuenta su inclusidn de un sitio d¢ unidn
L O .

dek‘AP o capacidad para codificar la expresibn de-lafbro«

' ("CAP") -~ Un gen queée enlaza el monofosfato
de adenosina ciclico ("¢ AMP") por medic del CAP, gie¢ se re-

quiere también cominmente para la iniciacidn de la trans-

en cosos especificos. Por ejemwlo, una mutacibén del promo-
tor en el operon de lactoza del fago AL plac UV5 elirina

el requisito de cAMP y CAP para la expresidn. J. Beckwith

y otros, J. Mol. Biol 69, ISB-160 (1972). !

Sistema de Promotor-Operador ~-- Tal y como se

usa aqui, una regibén de control operable de un operén,

. .

teﬂ a represora.

|

en da discusién del ADN recombinante que se da a continua-

Asimismo a modo de definicién, y para usarse

A\l .
cidn, se define lo siguiente: N

Vehiculo de Conacién ~ ADN de doble hebra no

cromsaml que consiste @8 un "replicon" intacto de maﬁera
tal.que el vehiculo se repiica, cuando se coloca dentro de
uﬁ organismo unicelular (”microbio“)_mediante un proéedi—
miento de "transformacidn". Un organismo transfofmado de
e%té manera se denomina un "transformante. ‘7

| - Plésmido -~ Para 165 fines‘preéehtes, un vehicu

lo de clonacién derivado de virus o bacterias, siendo los
1 -

Gltimos "plésmidos bacterianos".

Complementoridad -~ Una propieQad conférida
mediante las secuencias de base del ADIT de una sola hebra
que permife la formacibén del ADN de doble hebra a través
de enlaées de,hidrégond entre bases complementariass en las

hebras resnectivas. La adenina (L) comvlementa con bimina
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(T) mientras que 1la guanlna \G)V complementa. con citosina
().
Los adelantos en bicquimica en-afios recientes,

han conducido a la comstruccldn de vehiculos de clonacidn

"recombinantes” en donde por” ejemplo, los plésmidos se ela-

boran para conbtener ADN exég@naa Frn casos particulares,

el recombinante puede incluir ADH "heterdlogo", por lo que

-se smpone que el ADN codifica los polipéptidos ordinaria-
‘mente no producidos por el ciganismo susceptibles de trans-—

" formacidn por el vehiculo rebombinante. De esta manera, los

plésmidos se dividen o segmehtan para proporcionar ADN li-

neai_que tiene terminales capaces de ligarse. Estos se en-

1azan a un gen oxoveno que bﬁene bermlnales capaceu de ligal

se para Droporclonar un r951duo blologlcamente func1ona1
con un repllcon intacto ¥y unz p;opledad,feQOLlplqa deseada.,

Tl residuo recombinante se inserta en un microorganismo me-

. diante transformacién y 10°%tr°nsformantes se alslan y se

someten a clOﬁa01on con el obaeto de obtener’ DObl&ClOHeS
,grandes capaces de expresar ia nueva 1nformac1on genética.

_Tos metodos ¥y med;os para formay los vehiculos de.clonam

cidn recombinantes y para transformar los organismos con

lOS mismos han sido dados afconocer extensamente en la li-

.teratura. Vease, V.” vr.; de He L. Heynecker ¥ otros, Nature

263, 748~752 (l97b), Golien y otros, Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 69, 2110 (1972); ibid., 70 i295:(1975j;7ibid 70, 3240
(1975), ibid., 71, lO)O {1974); Horrow ¥ otros, Proc. Hab.

Acad. Sci, U.SAe 71 1745 (1974, Nov1ck, BacterlologlcaJ

Rev., 33, 210 (1959); Hershfield y otros, Proc, Soc. Nat'l,

:Adad.'Sci;rU.SkAn 71, 3455'(1974) 7. Jackon vy otros, ibid.

69, 29C4 1972). Una discusibn menera alizada sobre la masﬁ“ 1

'y
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objeto aparece en Heientbific American 23%%, de B. Coheny 24

(1975). Estas v otras publicaciones menclonadas en la pre-
sente se incorporan como referencia.
Hay disponibles una varicdad de ftécenicas para

la recombinacidn del ADN de acuerdo con las cuales los ex-

- tremos adyacentes de los fragmentos separados del ADN se

‘preparan de una manera u obra para facilitar la unidn. EL

G1timo término se refiere a la formacién de enlaces de fos

fodiéster entre los nucieétidos adyacentes, frecuentemnente

a través del enzima T4 ADN-ligasa. De esta manera, lps ex-

tremos romos pueden ligarse directamente. Alternativamente

1o ‘fragmentos que contienen hebras individuales complemen-—

tQ‘ias en sus extremos adyacentes, son promovidos por puen-
| ,

tes| de hidrdgeno que colocan los extremos respectives para

1a!

\1ni6n siguiente. Tales hebras sencillas, referidas al

extremo cohesiveo, pueden formarse mediante la adicidn de

nucledtidos a los extremos romos usando transferasa termi-
nal y algunas veces simplemente juntando una hilera de un

extremo romo con un enzima tal como jA\—exonucleasa.tDe

nuevo, y de manera mis comin, puede recurrirse a endonu~

cleasas de restriccidén que rompen los enlaces de fosfodi-

ter en y alrededor de secuencias ulngulares de nucleotl—

-dos de aproxlmadamente 4 a 6 pares de baues de 1ong1tud.

Muchas endonucleasas de restriccidn y sus sitios de recono-

cimiento son conocidas, la llamada endonucleasa Eco RI es

la que se emplea mis exbensamente. Las endonucleasas de

restriceidn que rompen el ADN de doble hebrea en "palindro~
nes" rotacionalmente simétricos déjan terminales cohculvoo.
Por lo tantec, un plismido u otro vehiculo de clonacidn pue-

de romperse dejando 1crm1ndleg gue consta cada une de c¢llon
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'de la mitad del sitio o de rec nboimiento de la endonv-~

to exoveno. La 1ncorpora01on de un fragmenbo con la orien-

1o puede mejorarse cuando eleragmen+o suplanba el ADN de

‘las endonucleasas dlferentes,
en la investigacidn del ADN recomblnante, se han,obtenldo

- pocos resultados susceptlbles de apllcaclon 1nmed1ata ¥

practlca. Esto se ha demostrado esp301almente en el caso

'ven01ona1 0 se obtengan medlanbe transcr1p01on 1nversa del

cleasa de restriceidn. Un pLoducbo de run*u 2 del ADH exd-
genéiobtenido con la misma endonucleasa de restriccién e
dréreﬁtremés comple menterlog a los Germinales gml plésmie-
do. Alternativamente, tal y LOHO se ha dlCﬂO antes, el ADH
sintético con terminalen cohesivos puede proporeionarss
para insertarse en el vehiculo'foto. Para imnedjr la reu-
nibén de los terminales cohnstvos de los vehiculos pendien—
tes de insercidn del ADN exogeno, los bermlnales pueden di-
gerirse con fosfabasa alcallna, proporclonando una selec~— -

cién molecular para los,01erres que;lncorporan el fragmen~
tac1on anronlada con rela01on a oLrOD aspectos del vehlcu-

vehiculo es01nd1do por doo endonucleasas de restrlcclon di-
ferentes y comprende por si termlnales que consrltuvon res—

pectlvamantp la mltad de la secuen01a de recon001m1ento de

A pesar del trabago extenso ‘en afios re01entes

de los 1ntentos fallldos para expresar los pOllpeptldOg ¥
semejantes COdlLlC&dOS medlante el "ADN 31ntet1co" ya sea

que se conSuruyan nucleotldo por nucleotldo de maners. con-

ARN 1n ‘aislado (comnlementarlo 0 “cADN")' En esta solieitud
se descflbe lo que parece ser. que r@nresenta la primera ex-
presio a de un Droducto de DOllDEPuldO funclonal a partir dm

zen "LnteUJCO, ﬂuatc con Loc deuarrol;o relacionados
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que promeben aplicacién‘extensa. Elrproducto al cual se ha
ce réferencia es la somatostatina’(Patente'Horteamericanﬁ
de Guillemin Kémero %.904.594) un inhibidor de la secrecidn
de la hormona de crecimiento, insulina v glucagon cuyos
efectos sugieren su aplicécién en el fratamiento de acro-
melagia, pancreatitis aguda y diabetes dependiente de insu

lina..Véase de R. Guillemin y otros, Annual Rev. Mod. 27,

379 (1976) El modelo de la somatostatina se muestra cla-
ramente en la apllcabllldad de los nuevos des arrollos des
critos en la presente en numerosos y benéficos frentes, ta
les ychmo aparecerd de los dibujos gque se acompaflan, y
més claramente de la descripbién detallada gue se da a con
tinuacidn.

\ . ’ BREVE DESCRIPCIONM DE LOS DIBUJOS

Los dibujos que se acompafian ilustran un con

’texto%en donde las modalidades preferidas de la invencién

encuehtran la aplicacién, es decir, oxpresién de la soma~
tostatlna de la hormona medlante transformantes bacterla—
nos que contienen plésmidos recomblnantes. , '

Figura 1. Perfil esquemitico del procedimien-
to: El gen para la somatostaina, elaborado mediante sinte-
sis quimica del ADN, se funde en el gen de 1a/3~@ﬂlacto-
s1dasa de E. coli .en el plésmido pBR322 Desnues de la trang’
formaclon en E. coll, el plésmido recomblnante dirige la
sintesis dehuna proteina precursora que puede Tomperse espe
cificamente in vitro por los restos de mefionina nediante
bromuro de cianééeno para rendir la hormons pblipeptidica
de mamifero activa. A T CyG roprosentan las bascs carae .
terlstlcaa (respectivamente adenlna, vimina, citosina y

ruanina) de leos desoxirribonucleotidos en la heobra de codi~




———

1 ficacibn del gen de somatostatina.

s T ey rrem i s S PT—.
Figura 2. ﬂsgructura egguendtica del gen sin-
2okl o ’ 2

G
tético cuya hebra-de codific a'j én (es devqu 1 hehie Yate
perior") consta de codonosg ﬁﬁra Ja uecuen31a o MY

e anincicidos
5 de somatostatina (dada).

Pipuan 3. Iluatﬁacién egquewitico dol wilede
pre?erldo para la conutrucglén,dertrimerosrdv nouels ti”o
usados para construir genes s tetlcoo. B 1o anota
vencional empleada para 11uutrar 1os nucl idosred la #
10 gura 3, el 5' OH queda a la’ 1zqulerda y el %' OH hacla la

derecha, V. gr.,

5‘ ) 3!;.7
15 _ .
HO O

W

Fipura 4. La grafica de flujo para la cons- .
20 truccién de un plasmido recompinéhte}(v gr., pSOLuL~ ) ca~

paz de expresar'una proteina que contiene somatostatina

-

(" OP“)— comenzando con el plasmldo orl in 'pBREEQ.'En 1z
Figura 4 el peso molecular ZpTrox 1mado de cada plagm*lo

da en dalbones ("d") Ap A Tt resmectlvamoq e represeantan

28 genes con resistencia a la amplclllna y tetrac1clina, mien

—

tras que meS representa suoceoulbl¢¢dad la tebraciclina

-

que resulia de la exunidén de una p ién del gene Tch. Se

O
n
Cu

L

@

v 1luutran n051c1onos reluL*vaﬂ de Los distintos sivi

ruptura es ;ccif 03 de euaouucle”_a de resbriccidn ea

o

| 24

' o
30

2 - ) LE—
plésmidos (v, gr., Zco, P._5 3am I, ete.).
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Tipuras 5A v 5B, Tlustran las secuencilss de

nucledtidos de las porciones clave de dos plésmidos,. asi’

como la direcciln de la transcripicidn del mensajero ARN

("mARN"), que invariablemente avanza desde el extremc 5'

de la hebra de codificacidn. Se muestrs como son los si-

tios substrato de la endonucleasa de restriccién. Cada se-

‘guencia ilustrada contience tanto elementos.de conbtrol del

operon lac (lactosa), como codones para la expresidn de la
secuencia de aminoAdcidos de la somatostatina (cursivé).
Los unfmeros de la secuencia de aminodcidos para la/3¥~ga—
lactosidasa (”/@ -gal') estin entreparéntesis.

|

b Figuras 6 a 8. Como se describe con mayor

parficularidad en la discusidn "Experimental" anterior, es

tad|ilustran los resultados de los experimenﬁos'del ensayo

radioinmune de comparacidn gque demuéstran la actividﬁd de
la somatostatina del producto expresado mediantevlos1p155~
midos recombinantes.
Figura 9. La estructura esquemdtica de los
v ‘

genes éintéticos cuyas hebras de codificacién comprenden
codoﬁés para las secuencias de amino &cidos de las hebras
Ay3B de‘insulina humana., | '

N Figura 10, La grafica de elaboracidn para la
conétruccién de un plésmido recombinante capaz de expresar

la cadena B de la insulina humana.

DESCRIPCION DETALLADA -;

1. "Preparacibn de Codificacibén de Genes para el Polipép-

tido Heterdloso

La codificacidén dol ADN para cualqguien polipéptido de
secuencia de aminoAcidos conocida puede prepararse selec-

1 1 £ oy I .-
cionando ccdones de acuerdo con el codigo fenético. Fara
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facilidad en la purificacidn, etc., los fragmentos del oli

godeoxirribonucléotido por ejemplo de aproximadaments 11 a

16 nucléotidos se prepacan separadamente,,y luego se arman
o juntan en la secuencia deseada. Por lo tanto, se prepars.
. primera y vnn sepunda gorie de Lrapmentosn do olipode-

soxirribunucléotidos de tamaﬁo'conveniente3 La'primera se~-
rie, cuando se une en la secuencia aproﬁiada, rinde uharhg
bra de codificacibén de ADN para 1a expreéién del polipépti
do (véase por ejemplo la Figura 2;:fragment05'A, B, Gy D),
Ta segunda serie, 'cuando se unen de maﬁéra'semejante.en la

secuencla aproplada, rlnde una hebra comnlementarla a:la

heb\a de codificacién (v. gr., Flgura 2, Fragmenuos. e T,

Gy H).VLos~£ragmentos de las hebras respectlvas se'éolapan

preﬁeribleménﬁede tal manera que la COﬁplementaridaqlacti

‘va. 8p autoarmado a través de puentes de hidrdgeno de los

terminales cohesivos de los bloques fragmento. Después de

armarse, el gen estructural se completa mediante unidn de’
manera convencional. =~ |
La,degeneracién'del cédigo genétioo permite

11bertad congsiderable para la seleccidn de codones D”

cualquler secuencia determlnada de an1noac1do. Para los fi-

da ventaaosamente por tre° con51dera01ones. Prlmero, los
codones v los fragmenfos ‘se se1e001onaron y el armado de

fragmentos se preparo a fln de eVWUar connlomenuarlaad in-

'deblda de los ﬁragmentos, uno con el otro,'excepto para los

fragmentos adJacentes uno al .otro en el gen Dronuesto.,En'
segundo lugar, se evitan 1as ﬁecuen01as rlcas ‘en pares de

base de AT'(VL BT, aprox1madamenue cinco o mas), particu~

larmente cuande son vreced Jaﬂs no vna sect iencia rica on

neSapresentes, sin embargo la oelee01on del codon fue guia
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pares de base de GC para evitar la férminaoién prenatura

de 1a transor ip clén. Fn fercer 1ugar, por Lo menos una ma-
yorid de los codones gseleccionados son aquellos preferidos
en la ex pre31on de los genomas microbianos (veasc por ejem
plo de W, Piers, y otros, Nature 26C, 500 (L976)) Para los
fines de las reivs.anexas, se definen los siguientes .como

codonos “preferidos para la expresidn de los genomas micro

bianos":
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De preferencia en el gaso de la somatostati-
na, las relaciones del aminofcido (codon) del gen estruc~
tural son: gly (CGT); cys (TGT); lys (AAG): trp'(TGG)g ala’
(GOT, GCG); asn (AAT, LAC). phe (PTG, TTT); thr (ACT, ACG);
v ser (TCC, TCG). '

| Cuando el gen'estructurhl de un polipéptide de-
seado va a insertarse en un vehiculo de clonacibn para
expresarse como tal, el pen es precedido por un codon do
tinjciaciébn" (v. gr., ATG), y seguido inmediatemente por
uno o mhs codones de terminacién o de detencién (véase la
Figuﬁa 2). Sin embargo, tal y como se describié antes, la
secuencia de aminodcido de un pelipéptido especifico puede'
exp%eéarse con una proteina adicional gque precede-y/o sigue
al hiémo. Sivel'uso propuesto del polipéplido requiere,rup—
tura de la pfoteina adicional, se éodifican sitios de Tup-
turé gpropiados adyacentes al codon de unibén del polipép-
tido-broteinaAédicional. De esta manera,.en la Pigura 1
COomo ?jemplo,;el producto de la expresién.es;ﬁna proteina
precu%sora que consiste tanto de somatostatina como de la
mayor parte del polipéptido. de /3-gal§ctosideasa. Aqui, el
ATG no se requiere para que codifique la iniciacidn de la
tféduccién debido a que la construcciéﬁ ribosomal de la
prdtéiné adicional de /4 ~gal les hacia el gen estructural
de la somaﬁostatiﬁa. La incbrporacién de la seﬁallﬁTG, éin
embargo, éé'codifica para la prdduccién de metioniné,vuni
aminofcido roto especificamente mediante bromuro de ciand-

geno, nroporcicnando un método fécil para convertir la pro-’

tefna precursora en el polipéptido deseado.

N

Ta Tlgura 2 btambién muestra uvna particulari-

dad o cional nreferida oo el Ab heterdlogo destinndo po-
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‘ra empleo recombinante, es decir, la provisidén de vermine-

a la produ001on de poll(amvno)ac1au : ualGS'como pollleu-

dos produc1dos de esta manefa sera ho;monas de mamifero o

'imenclonar Ve gr., 1la sonatostablma, 1nqu11na humaaa, hormo-

'na de créc1m1enuo humana ¥ de bov1no, hormOﬁa de 1eutlnlza—

,1nc1uyen, por eaemnlo, prepromnsullna mumana, pr01nsu11na

jhumana, las cadenas A y B de 1a 1Q9u11na humana J asi suce-

rdlogo puede cons istir dn oADN quc resulba de la tranucr1p~

'01on 1ﬂveraa del mAPH Veaoo, Ve ro$ de- U11rlch Yy otrop,

E 2._ i icacidn Roconbln ‘para la Exnro ibén de la Fro-

les cohesivos que pPOf&fO“EGnOnhC comprenden una de las dos
hebras con un sitio de rqesnmcim L0 de la endonucleasa

otk

de restriocién,‘BebidO'a,1as,razones-ante icrmente disculi-

das, los herminslos de p“PthPHOLu ; disefian para crear si
tlos de. reconocimiento res 'eobzvemeuto diferentes despué§
de la recombinacién; 7 o |

“&bn cuando los lcsa%rollo deso?itos en la
presenbe han demos»rado 56T 15 aul sfa tOELos con el modelo
de somatostatina, se apreoidﬂé»querl ‘co rdi' aclon del. ADH
heterolo 30 para v1rtualmcnbe~cuanu1era secuencis de ami-

noécldo conocida se puede enplea&, matablc nutandlsq Por lo

uanto, las técnlcag dlSC tlaas con,anterlo idad v poste~

riormente, son apllcablcs, mubat:s mamandlu, oon rcupecto
cina y pollalanlna- enzimsa ; protolnas de suoro, polipép-
tidos analges:.cos9 taleu como:@-enaorflnag, que modulan
los umbrales del dior, etb. De preferenc:a, los pollpept1~
1ntermedlos de las mismas. Entre estas bovmonas se puedon
clon, ACTH, pollpepbldo Uancreau:x.co5 etc. Ios 1ntermedlos

sivemente. Ademis, del ADN elaborado in vmbro, ‘el ADN hete-

Sciencle 96, 1313 (1977)¢,
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teina Precursora

“En el procedimiento ilustrado esquemdtica-
mente en la ﬁigura 1, la expresién rinde una proteina pre
cursora que consiste tanto del polipéptido codificado_mediag
te un gen estructural heterdlogo (somatostatiné) Como Dro-
teina adicidnalA(qﬁe cdnsiste de una porcibn de la enzima
de /3 -~galactosidasa). El sitio de ruptura selecvivo adyacen
te a la secuencis del aminofcido de somatostatins permite
la separacidén siguiente del polipéptido deseado de la pro-
teina éhperflua. El caso ilustrado es representativo de una
clase considerable de procedimientos que son disponibles por
nmedijp de las técnicas descritas en la presente.

\ : * De monera mis éomﬁn,.la ruptura se efectua-
T& ﬁlera del medlo ambiente replicativo del Plasmido u otro
vehi&ulo, tal como por ejemplo, después de la cosechandel

1 R . .

cultivo microbiano. De esta manera, la conjugacidn temporal

de 1 s polipéptidos pequefios con la proteina superflua, pug-
de proteger a los primeros contra v. gr., degradacién;in vi
vo'Mquant@ enzimog ondégenasj AL mismo tiempo, la proteina
adicional ordinariamente despojari al polipéptido deseadd

de la biqacﬁividad pendiente de la ruptura extratelular, con
el\efecto de mejorar la bioseguiidad del procedimiento. En
cas;s‘especificos, desde luego, puede ser degeable efecfuar
la,ruéﬁura dentro de la qélula. Por ejemplo, podfian PTo-—

porcionarse vehiculos de clonacidn con codificacidn de ADN

para enzimas que convierten los precursores de insulina en

la forma activa, funcionando en téndem. con otro ADN codifi-
cado para la expresidn de la forma precursora.’
En el caso preferido, el polipéntido parti-

cular deseado carece de sitios de ruvtura internos que co-




bty ia s

% RN A

10

15

20

25

30 ;

—-]_6 —

o
il
3

rrespohden al empleado para'despfender,lé proteina super—
flua, aln cuando se apr601ara que cuundo no se satisfece
esa condicidén las reacciones de competen01a boddvnd Prowor
cionarén el producto deseadoq'aunéue'én nenor rendimiento.
Cuando . el préducto_daseado; estl exento de mebionina, la
rupthra con bromufo de ciandgeno en 1la metiotina adyacente
a 11 ‘ecuencia deseada se ha demostrado - ser altamente efec
tlva. As1mlsno, los Droducto exehtos deiarginina ¥y lisina
puedenﬁromperse en21matlcamente con v. gr., tripsina o qui-
motfiﬁsina en argéarg; lys—lysro sitioS'dé—ruptura semejan-
tes adyacenues a la secuencia deseada; In el cas o‘en donde
la rup bura deaa, Ve gr., arglnlna no deseada fldada al pro-
ducto deseado, puede reponerse medlante dlgestlon con carbo

x1pent1dasa. Cuando se enplea tr1p31na.para romper por arg-

arg, Dueden protegerse prlmero los smtlos de llowna dentr

PR

*;  del pollpeptldo deseado tal como con anhldrldos malelﬂos ©

oltraconlcos. Las técnicas de ruptura que se dlsouten en lQ
presente a modo de eaemplo solo ‘son représenuabnvas de mu-
ohas varlantes que sé les ocurrlran a aquellas personas ex-—
pertas en la tecnlca como consbcuen01a de 1a eune01flca01on.
. La protelna separable puede expresarse adya
cente ya sea a los Lermlnales C- o N del pollpeptldo espe

clflco o alin dentro del pollpepuldo mlsmo, tal como en el

caso de la secuencia 1nclu1da que dlstlngue la pr01nsu11na

iy la insulina. De nuevo, el vehiculo empleado puede Codlfl—
carse para la exore51on de procelna oue consiste de secu@n—
701as repeu¢das del Dollpeptldo deseado, cada uno separado

“ medlante 51L10s de ruotura selectlvos. De manera eaneﬂwalw

mante preferlda, 51n emoargo, los codonus para la prote-na

superflua e traducmran.antes.del gen cstructu,“l del nro-
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ducto deseado, tal como en el caso ilustrado en las Pigu-
ras. kn cada caso, debe tenerse culdado de mantener la for

ma de lectura apropiada con relacidn al regulador.,

3. ZExpresidn de Inmundrenos
la capacidad para expresar tanto el polinéptido especi
fico como la proteina superflua proporciona herramientas

Gtiles para la produccidn de substanciag inmunogénicas. Los

Mhaptenos" de polipéptido (es decir, substancias que “con-

tienen materiales’determinantes enlazados especifica@ente
mediante anticuerpos y semejantes, pero gue son por lo ge—
neral dema31ado pequeiios para producir una respuesta: 1nmu—
ne) pueden expresarse como conjugados con protelna adlﬁlonal
suf“01ente en tamailo para conferir inmunidad. Desde luego
el qongugado de /3 -gal -~ somatostatina producldo aour a

modoj de eaemplo es de tamaio 1nmunogenlco Y puede espérar—

1

'se qhe eleve los anticuerpos que enlazan el hapteno de S0~

matostatina. Las proteinas que contienen un exceso d& 100
aminodcidos, mis cominmente un exceso de 200 éminoécf&os,
exhibén_carécter inmunogénico.,

. ' Los conjugados preparados de la manera an-
teriormente citada, pueden emplearse para elevar loé anti~
cuérpos Gtiles para ensayos radioinmunes u otros ensayos
para el hapteno, g alternatlvamente en la producc1on de va
cunas. A cont1nuac1on se deucrlbe un egemplo de la Gltima
apllca01on. El bromuro de cianbgeno - u otros productos de
ruptura de la proteina de revestlmlento viral, rendirén oli

gopeptldos.que se enlazan al enticuerpo elevado por la pro

‘teina misma, Desde la secuencia de aminoicidos de este han

teno de oligopéptido, ol ADY heterdlogo para el misno nue-
goner. y ;

de c;vrﬂﬁar como un conjugade con vroteina epdicionsl rur
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4, TFlementos de Conirol

sa (phi 80 dara), ¢ los operones de colicina El, galactosa,

res derlvaaov del ultlmo (es de01r 7g1 “operon tryp") o

conficre inmunidad. L uso de estos conjugados COWNO vaculss
podria esperarse gue disminuyera las reacciones gecundering
que scompafian el uso de la proteina de revestlmiento migma,

para conferir inmunidad.

La Tigura 1 ilustra un procedimiento donde un organismo
transformaﬁLe exnresa el produ to de polipéptido del ADR he
uerologo co1ocado bado el control de un regulador "homblox

FARS

go" al organismo en su estado,no transformado. Asi, el ADE

Pt

crdmdsomal de E. coli denendiénte~de lac GOsa, comprend@ un
opnron de luctOSa 0 “lac” el cual 1nterv1ene en la diges—

kS

tibn ‘de la lactosa, inter alna, elabovando 1la en21mar) -fa

" -
lactouldeqsa. En el caso esneolflco Llugcrado, los eLenepn
;
tod ue ‘control de lac s€. obtlenen de un - bacterlofa@o, /{
plac b, que es 1neflcaz para el E. Coll.r?l operon Jac del
fago 2 su’ vez, derlvo medlanue tranducc1on de las mismas
especmes baoberlanau, de aqul la “homologla" Loq regula«
%
dores homologos aproplados para usarse en el procedlmlenuo
desorlto, pueden prooeder alsérnatlvamente del A?W plasm1~

H

dlco nativo al organlsmo.

‘ . ILa sen01llez y eflca01a del olStde de pro-
motor—operador 1ac recomlendaa su uso en los 31stenas que |
se descrlben a31 como su capacldad para 1nclu1rsn medxan*o
ei IP% (1soprop11tloe,6‘—D—galact931do)u_Desde luego,'otros

operones o porciones de los mismos, podrian emplearse tam-

bién v. gr., el promotor-operador lambda, el operon arabing
fosfatasa alcalina, o triptofano. Los promotores~operado-

d;ld esvsrarse que conLJrlera una induccidn pendiente de ln
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represién del 100 por ciento (con el Acido indolacrilico)
y cosccharse.

5. Construccidn del Flasmido por lo General

Los detalles del procedimiento ilustrado qsquémétioa~
mente en la Figura 4, aparecen derla seceidn Experimental,
igigg. In este punto, sin embargo, es 0til discutir breve-
mente varias técnicas empleadas para construir el plaémido
recombinante de la modalidad preferida. ‘

La clonacidn y expre51on del gen de somatos
tatlna 51ntet1ca empleo dos plasmldos. Cada plismido tlene
un sitio substrato de EcoRI en una regibn difervente del gen
est uctural de ﬁ‘-galactosidasa (véanse las Figuras 4%y 5).
La insercidn del fragmento de ADH de somatostatina 31ntét1—
co eh los ulthQ de EcoRI de estos nlasmldos llevan la ex~-
pr651on de la 1nformaclon genética en aquel fragmentohoago

\ - 3
control de los elementos que controlan el operon lac.+Deg- .

ﬁués de la insercidén del fragmento de somatostina eh éstosv
plésmidos, la traduccidn debe, dar por resultado un poiipég
tldo dq‘domdtost&tina precodido y& soa por 10 aminolicidos
(pSOMl} o por virtualmente toda la estructura de la subu-
nidad de la /3 ~galactosidasa (pSOMll—é).

\nl; - El1 programa de construcecidn del plasmldo se

'1nlcla con el plasmldo pBR322, un vehlculo de clonacidn

blen caracterlzado. La introduccidn en los elementos lac de

este plésmido se logrdé mediante insercidén de un fragmento

de endonucleasa de restriccidn HaeITI (203 nucleotidés) que

lleva el pfomotor lac, el sitib'de enlace de CAP, el opera

dor, el sitio de enlace al ribosoma y los primeros 7 cedenes

de aminoicidos del *one esteuctural de /’—palﬂcfo idasa., TL

fragineito de W"PITI proviens del 4D de ;\pla¢5. TLowlieaie
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dor lac (pBH20).

T -

do LRI~ ~jBR)?E separado, quc cenla SUS termnna;es rcﬁk 8-
dos con pclimerasa de ADN T4 y T“lLOSLuLO de desoxiribunu-
cléotido, se ligd con el extr"wo TOHO ael LragmonLo Haelll
para crear terminales licoRI el }os puntos,de,inﬂcTcién. Le.
unibn de estos terminaleside gggIII vy Ecoll rev arado gen erell
el sitio de restriccidn de EcoRi Cvéénsé las Figuras 4 y 5)
en cada terminal. LOsrtransfo%méntes de E. coli BRL con es-
te ADN se seleccionaroﬁ cohrrésistendia a la'tétraciélina
(To) vy a la ampicilina (Ap) en el nedio de 5~bromo~4~cloro~
1ncolllgalact031do (X«gal) En eote medlo indicador, las
colonias constltutlvas Dara la s1nte31o de/g-gwlactoolda
debido al nQimero aumentado del represor de evaluacidn de

los operadores lac, se 1dent1¢10aron medlanbe su color

,z-., -
[

azul. Dos or1entac1ones del fragmenbo de HaeITI son desde
]ucgo DOSlbles, pero estos se dlstlngulcron medlante la

ubicacidn a31metr1ca de un 31t10 de res r1001on de Hha, en

—x*

el fraanento. El plasmldo pBHlO se modlflco ademas para eli

minar el sitio de endonucleasa de FcoRi distante del opera-

s
B

Los ocho o11go-des‘oxlrrlbunucleotn_dos, quini
camente 1ntet1zados (Flgura E) se marcaron en los termlna
les 5' con [T52p 7~ ¥ ~ATP medlante pollnucleotldo quinasa
¥ se unleron con la 11gasa de ADN T4, A traves de enlaces

de hldro geno entre los fragmentos empdlmados, el gen de la

somatostatina se arma por si y eventualmente,se polimeriza

en moléculas més;grandes,'debido a los términales del sitio

'de rcstr1c01on coheovvo. Lou produCuov llgado" se trataron

con enaonucleasao de restr1001on de Eco-RT y BanHT para ge-—

nerar el ge de sonatogtutlnd taL y como se ilustra en la

“Tigura 2.

.......
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El fragmento del gen de somatostatina sinté-
tico con los terminales de LicoRT y Baml se ligd con el plés
nido pBHEO,ﬁratado anteriormente con laé endonucleasas de
restricciénvde LcoRI y BapHl y la fosfatasa glcalina, E1l
tratamiento con Tosfatasa alcalina proporciona una sclec—

cibén molecular de plasmidos que llevan el fragmento inser—

tado. Los transformantes resisbtentes a la ampicilinaiobte~

nidos con este ADN ligado, se seleccionaron para determinar
la sensibilidad a la.tetraciclina y se examinaron varios
para la insercidn en un fragmento de EcoRI-BamHI del.tama-—

fio apropiado.

Ambas hebras en los fragmentos de EcoRI-BamHI
W ‘ : A

de\ os plésmidos de dos clonos se analizaron mediante anali
sis|de secuencia de nucledtidos comenzando desde los:;ei-

tiog de BamHI y EcoRI. El andlisis en secuencia se g&jiten-

A3
didihacia los elementos de control de lac; la secuencia del

fragmento lac estaba intacta y en un caso, pSOMl, la se-

“cuencia del nuclebétido de ambas hileras se determinaron in-

dependlentemente, codé una do ollas pfoporcionando Le se—:
cuencia ilustrade en la TFigura 5A. | .

EL fragmento de EQQRI;EQE del plésmido pSOM1
cbnAel elemento de control lac, se separd y se'reemplazé

porjel fragmento de EcoRI-Pst del pBR322 a fin de producir

,él:plésmido pSOM11l. EL fragmento de EcoRI de plac 5, que

lleva la reégidén de control del operon lac ¥ la mayor parte

del gen estructural de /3 ~galactogidasa, se insertd en el

sitio de EcoRI del pSOMll. Dos orientaciones del fragmento

lac de TeoRl del P&placS-se esperaban, Una de estas orvien

 taciones mantendria la forma de lectura dpropiada en el gen

de somatostatina, y la olra nc. El anflisis de log claroon
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independientemente aislaedos con actividad de somatostatina
identificd los clonos que eontenian,el gen orientado apro-

piadamente, dél'cuql el clono des apnado pRoMll-~7% era vao

de ellos.

6. El Microorganismo
Se han propuesto varios microorganismos uni-

celulares como candidatos para la transformscién tales como

,bacterias, hongos y algas. Es decir, aguellos organismnos

unicelulares que sean capaces‘dercrecer o desarrollarse en
cultivos o Termentacidén. Las bacterias en su mayor parte

son los organismos mis convenientes”para trabajar. Las bac-

terips que son susceptibles a transformacién incluyen miem—

brOj de Enterobacteriaceas,'tales como cepas de Escherichia
i

coli Salmonella, Baclllaceas, tal como Baclllus subd Llng

Pnevniccocecus, Streptococcus, y Haemophllus influenzast

EL organlsmo eSPGlelCO que se seleCLlona

para el trabaao experimental que se dlscutlra a contlnua—
01on fue el E. coli. cepa RRl, genotlpo Pro Leu Thi hB NB

rec A.+ str® Lac v . E. Coll. RRL se. derlva de E. Coli

HB101 (H. . Boyer vy otros, J. Mol Blol.-(l9o9) 41, 459—472)

apareéndose con E, Coli KlE cepa KLl6 como donador de’ Hfr.

VVease de J. H. Mlller, Exnerlmentos en Cenetlca Molecular

(Cold Snrlng Harbor, Nueva York 1972) El sollcltante ha in

',dlcado que los cultlvos de E, Cc Coll RR1 oomo de E, Coln RR1

(pBR522) se depositaron en la 0019001on de Cultlvo Amerlca~

na 51n restr1001on al acceso concurrentemenbe con la presen

tacidn de esta solicitud, con,los nimeros de ATCC 31343 7

'51544 respectlvamente.;

.

"?:f' NEp el caso de 1u 1ngu11nu humana, los genes

de cudcnas & y ? fueron clonados en E.7Ccli K12 nobra 200
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(final A, thi”, hsr™, hsmk4 ) ATCG No; ~—— T e8e organiémo
empleado en expresidn de la cadené A (E. Coli K12 hebra 294
[PIal_7, ATCC No ---). Ia cadena B de insulina humana fue
primero expresada en un derivado de HB10l, i.e., E. Coli K-
hebra DlElO, un lac{~(1Qo#—zty-%), 7 que el gen B que con-
tiene el organismo ha sido depositado igualmente  (ATCC NO w=]
Alternativamenie, el gen B puede ser insertado ¥y expresado
del organismo mencionado primeramente, i.e., hilera 294",

EXPERTMENTAL

I SOMATOSTATINA

1. Construceidn de los Tragmentos del Gen de Somatostatina

Ocho oligedeoxirribunucledtidos, marcados reg
pectivamente A a H en la Figura 2, se construyeron primero
princiwalmente‘mediante el método de'triéster modificado de
K. Itakura y otros, J. Am. Chem. §gg. 97, 7327 (1975). Sin

embargo en el caso de los fragmentos C, Ey H se recurrid

a una técnica mejorada en donde los trimeros completamente

‘protegidos se preparan primero como unidades bésicas para

construlr oligodeoxirribonucleétidos més largos. La técnica
mejorada se ilustra esqueméticamente en la Flgura 5, en don
de- B es tlmlna, adenina N~-benzoilada, citosina N~benzoilada
o} guanina N—isobutirulada. Abreviando y con referencia a la
Figura 3, con un exceso de I (2 milimoles), la reaccidn de
cobuiacién con IT (1 milimol) basi se completd en 60 minu~
tos con la ayudé de un reactivo de copulacidn poderoéo, la
tetrazolida de 2, 4, 6—tfibopropilbencenosulfonilo (TPSTe,
4 milimoles) 2). Desnués de la separacién del grupo 5'-nro
tector con una solueidn al 2 por ciento de &cido bencenosul

fénizso, ol dimero S5'whidroxilo V 101 BSAnATArSe ao] Bxoo
y s
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‘de B. T. Hunt y otvos, Chem, ond Tnd. 1967, 1868 (1967).

'puos de la separacibn de todos los grupos protectores se

VII, 958 (1973)). Ia- pureza de cada ollgomero se comprobo

,mediante nomocromauografla en DEAL—celulosa de cana fina y

— 26—

s0 del mondmero de fosfodiéﬂ+er'IV medianbe exfracéién con
un dluol rente sencillo con una soluclon de uaHCO- acuosa ¥
CHClB, E1 blogue LPLHCTO, comnletamente probpwldo se ﬂraba
r63su§esiﬁamente a partir del dimero de 5'—hxdaoxllo v, I
(2 milimoles), y TPSTe (4 milimoles) y se aislé mediante

cromatografia sobre gel de silice, tal como en el articulo

Tos rendimiehtos'de'los trimeros élaborados de acuerdo con

la tccnlca megorada aparecen del Ouadro II

o CUADRO II
Rendimie;tos de 1os Tfimeros Comnletamente frotggidos
Se@ﬁgnciar ' "RendimientO-,! j Secuencia ‘Rendimientd
'KTiT o e ,»H.;--LATq_  . 899
om0 75% . aee 6l @
6ea A A/ o 2%
T N A T S P
:VAQCJ } _;”' g ;ﬁ]f,'iiA,?[V S L g
Ccr 0 - el% G - o s2g
L ACA ',f' 63 % »’_ ;75"-47 éoC }, 75 %
aec . es% oome T 593
Ccer < 51 % ! fii:f VGAmf;,fr" 60 %
‘{,.:fg;.  l Los ocho ollgodeox1rr1oonucleot¢dos, des—

Durlflcaron medlante cromatografla de. llquldo de alta pre-

816n en Pernafase A7 (R. A. Henry y otros Je Ghrom. Sci.

bamblon mediante electrofor651s en capa de acrllamlda al .
20 por C’O“uo desoucs de maerr los ollgomerOD ‘con’ /»3‘n 7L

g‘;!T; en presencia de,pollnucleotldo quinasa. -Un predues
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to principal marcado se obtuvo de.cada fragmento de ADN.

2. Unibén y Andlisis en Cel de fcrilamida del ADN de Somatos

tatina
| Los berminales de 5! OH de los-fragmentos

A a4H guimicamente. sintetizados se fosforilaron sepafada—
mente con polinucledtido quinasa T4. Se usé /[~ 5227;,3'-ATP
en la.fosforilacién de manera gue los productos de rcaccidn
podian supervisarse autoradiogréficamente afin cuando .se
apreciara que el ATP no marcado serviria también pero. sin
autorradiografia. Justamente antes de la reaccidn de la qui

nasa, 25 uCi de Zflazfle ¥ ~ATP- (eproximadamente 1500 Ci/

'mil¥moles) (Maxam y Gilbert, Proc. Nat. Acad. Sci.'Uiﬁ.A.

o,
Ipp

mos'ldel fragmento se incubaron con 2 unidades de la ADN

15072(1977) se'evaporaron hasta sequedad en tubos de

-

ndorf de 0,5 mililitros de capacida&. Cinco microgra-

et %) SO

quinasa T4 (fraccién de hidroxilapatita, 2500 unidades/mi-

1ilitro; 27), en 70 mM de Tris-HCL de pH de 7,6, 10 mii de
MgClg,‘5 mM‘de ditiotreitol en un volumen total de 150 mi-
croiitros durante 20 -minutos a teﬁperatura de 37eC. fara
asegurar lé fosforilacién méxima de los fragmentos con el
fin de dnirlos; 10 microlitros de una mezcla que consistia
dék?o rM de Tris-HCl de pH de 7,6 10 mM de MgCl2, 5 oM de
ditiotreitol,o,s mM de ATP y dos .unidades de ADN‘quinasa;.
ée aﬁédieron 3.la incubacién se ééntiﬁqé durante 20 minu-
tos adicionales a una temperatura de 756; Los fragmeﬁtos
(250 ng/microlitros) se almacenaron a una temperatura de

-209C. sin tratamiento adicional. Los fragmentos A, B; I

y F sometidos a quinasa (1,25 microgramos cada uno) se lim

garon en un volumen total de 50 microlitros =n 20 mll de

| Tris-liCl de »H de 7,6, 10 md de HgClE, 10 =i de ditiolred-
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tol, 0,5 m¥ e ALY ﬁ'a_unidadesrde,ADH ligééa . (fréccién
de hidrcxilagatiﬂa, 4u0 unidad /m:llllcro ,273 durante
16 horas a una te :'““&Luxa de 42C. Los lrawmcnbos C, o, &
y I se lipovon en cendiclones “omcaqnbcm.'is separaron mueg
tras de 2 micregramos para aﬁall 1s medLante electroforesis
en g?l de pOJl‘C da dL rO por olepto seguido por autg
rrea dﬂo*r" tia (H.L. Heyneker y otros, hature 263, 748 (1978)]

en donde los fragmentos de ﬁDN'Sln reaccionar estan repre~

sentados por el material queiemigra répidamente y'en donde

ia forma monome Pica de los fragmentos llgadOS emigran con
un colorduta de azul de broncfenol (BPB) Ocurre tamblen
01erta dim izacibn debido a los extremos ooh831vos de- los

fragmentos A, By E¥ F_llgadqs,y los 1ragmentos C, D, Gy

H ligados. Estos dimeros représentan'el material que emigra

£

mas 1en‘émente, v pueden rompcrse medlante endonucleasa de
restricciéﬁ EEERIVY Mam HI, ;respectlvamente,

i 7 Las dos medlaq moleculaq (A 4 B 4 E &£ F li-
gadas v C'-{»'DrJ G + H 11gadas) se. unieron medlante un paso
de unioén adicional 1levado a pabo en un volumen anal de
150 mlcrollt:os a unartemperayura de 59Q° durante 16. horas,
Uﬁ'microlitro se separd para anélisis‘ La mezcla de reac-
01on se ca]ento durante 15 mlnutos a una temperacura de 658
C. para 1nactlvaL la ADN 11gasa T4 El tratamlento térmi.co

\
no afecta el patrdn de mlgraqlon de lalmezcla de_ADN, Se
afiadié uﬁarcantidad,Suficiente de éndonucleasa de restric-
bién Eggﬁiﬁa la nez cla de rea001on para TOmpeT las formas
multimériéas del ADH de somauo tatina en 30 minutos a una
temperabr Ta de 3700, Después de la'adicién de HaCl lOO mM,
el ADH soriwglrié conila endonucléasd de Eco AL. Las diges-—

4. S S - O oyt ot A
o008 O L2 eniormaT.cann de regtricfiLol

g
[

g dioron por har-

e R e
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minadas mediante extraccidn del ADN con fenol-cloroformo.
El fragmento de ADN de somatoétatiha se purificd de frag~
mentos de ADN no reacclonados y par01al ente unidos, nedian
te electroforesmu ue preparativa en un gel de poliacrilami-
da al 10 por ciento. ILa banda que contvenia el fragmento. de
ADN de somatostatina se separd del gel y el ADN se eluyd
rebanando el gel en pedazos pequelios y extrayendo el ADN
con un tampén de elucidén (acetato de amonio de 0,5 M, -10 mM
de MgCl,, 0,1 mM de EDTA, 0,1 por ciento de SDS) durante la
noche. a temperatura de 652C. EL ADN se precipitd con 27 vo-
lumenes de etanol, se centrifugd, se volvid a disolvef en
200 Microlitros de Tris-HCl de 10 mM de un pH de 746 y se

dlalxuo contra el misno tampén dando por resultado una con-

centr ci

4

on de ADN de somatostatina de 4 nicrogramos por mi -~
1111%?0. '

o

R Coh strucecidén de Plismidos Recombinantes

i La PFigura 4 ilustra esquematicamente la ma-
nera en la cual_los plésmidos Tecombinantes que consti%uyen
el gpen. de somatostating se construyeron, y se puede referir
en relacidn con la siguiente dlscu316n més Dormenorlzada.

A. El Plasmido Original pBR322

S El plésmido selecolonado para clonacidn de
somauogtatlna experlmental fue el pBR322, un plésmido pegue
no (de peso molecular de aprox1madamente 2,6 negadaltones)
que 1lleva genes de r951stenc1a a los antlblotlcos de ampici
llna (Ap) Yy tetraciclina (Tc) Como se indica en la Plgura

4, el gen do resistencia a la ampicilina incluye un 51t10

|de ruptura con la endonucleasa de restriccién Pst I, el gen

de resistencia a la tetracicling incluye un sitio semejanta

tonpae da nndﬂﬂucloxuu de resbriceldn !an Gf, vy oun sikio da
h - _

ﬁ
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r17acloa de los Vehlculos de CWOna01on, en Mecanismos Kole-

'trucclon v Caracoerlaa01on de los Huevos Vehiculos de Clo

m de Hacl 6 nM de MgCl' a una temperatura de . 57°C duran

I uno de los aNTP; A. Panet y otros, "Biochem. 12, 5045 (1975)

rrde la. ADN polimerasa T4. Dequés*de inbubarserdurante 30

L B0 -

HERS A

Eco RI se sitlia entre los genes de Apr_y et Bl plasmido
pBRj22 se deriva de D3 2313, un plqsmmdo de 57) megadaltones
de AprTchol?mm (Re L. Kodrlquez y—obros, Symposiun de la
ICNnUCLA‘ﬂobre Biologia 7 Folscular ¥ Celular 5, A7L-77

(L976) de R. L. Rodriguez y otros, constru001on ¥y Caracte

culares en el vontrol de 1ia &xnr951on cel wen5 pagina 4577 -

477, Academic Press, Inc., (1976) El pirésmido pB? 22 es-
t4 caracterlzado y la manera de su derlvaclon 5e aescribe

completamente en el articulo dé/F; Bolivarfy otros, "Cons~-

nacidn TI Un Sistema de Clonac1on para fines Hultﬂples“,
Gen (nov1embre de 1977) ,5— 7

B, ConstruCﬁlon de Pldsmldo DBHlO

Cinco microgfamos'del.plésmido'pBR322 de
ADN .  se digirieron con 10 imidades. de la endonucleasa de

restyicdién EcoRI en LOO mM dé Tris;HOL de pH de 7,8, 100

te 30 minutos. La reaccidn se»dlo por Lermlnaaa mediante
extracc1on con Lenol—cloroformo, el ADN lueao se precipitd
con dos y medio volfmenes de etanol y"seuVOlvié a suspender
en’ 50 mlcrolltros de un tampon de ADN pollmeraoa T4 (67 mM
de Trms—hCl pH de 8,8, 6,7 mH de HgClz, 16,6 mi de (Hh4)2
SO4, 167 ng/ml de albumlna de sucro de boblno, 50 miMi- de cadal

'La reacclon se comenzd mealante la ad1c1on de 2 unidades
minutos a temperatura de 379C, la reaccién se dié por ver:i

nada mediante extraccién COn—fenol—clorcformo del ADE segud

do por precipitacién con etanol Trﬁs mlcro sramos de ADH
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de Aplac® (Shapiro y otros Natur e ggg 768 (1969) se digi
rieron durante 1 hora a una tempefatura de 379C, con la en
zima de restriccidén HaeITI (% unidedes) en 6 mM de Tris—HCl
de pH de 7,6, 6 mM de MgClé, 6 mM de beta~mercaptoetanol en
un volumen final de 20 microlitros. La réaccién se detuvo
calentindose durante 10 minutos a temperatura de €52C, Il
ADH tratadb con PpBR322 gse mezcld con el ADN de )\plac5 di-
gefido con [IaeITI y el extremo romo se ligd en el volumen
final de 30 microlitros don 1,2 unidades de ADN ligmasa T4
(fraccibén de hidroxilaﬁatita;ﬁA. Panet y otros, ggng)‘en

20 mM de Tris-HCL de pH de 7,6, 10 mM de MgCl,, 10 mM de

29
ditiotreitol, 0,5 mM de ATP durante 12 horas a 122C. La mez
cla de ADN ligado se dializd wcontra 10 mM de Tris-HCl de

pH de 7,6, y se usd para la transformacibn de é. coli cepa
RR1. Los transformantes se seleccionaron por su resistencia
a 1a.tetraciclina y ampicilina én plécés de medio minimo
queAconteniaﬁ 40 mg/ml de un medio de S5-bromo-4-cloro-colil
galactosido (X-gal) (J.H. Mi%ler, Experimentos en Genética
Moleccular (Cold Anring Hurbou; Hueva York, 1972)). Las co-
lonius constitutivas para la sintesis de 1g ﬂ3~ga1actosida—
sa se identificaron mediante su color” azul. Después de se~
lepcionar 45 colonias azulés aisladas independientemente,
en‘ﬁ:es;de ellas se encontrd que contenian ADN de plésmido
que tenian dos sitios de. EcoRT, separados por aproximada-
mente 200 pares de bases. La posicibén de un fragmento de
Hhal colocado asimétricamente en el fragmento de control de
lac HaeIIT en el par de bases 203 (V. Gilber y otros, en
Interacciones de Tfoteina~Grupo Coordinador, H. Band y G.
Blauer, Editores (De Gruyter, seriin, (1975) pﬁginas 193 a

210) pernibe la deterrinacidén de la orientaeibn del fram-
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' C. Construccidn del Ilésmido pBH20

rea

tato, pH de 4,5, 300 mM de NaGl, 1 mM de unC_L2 a una ‘tem~

_ a una temperatura de 122C. durante 18 horas. E1 ADN ligado

nento de HaellT, que ahora es un fragmenﬁc de Ecolll cn en-
tos plhsmidos. Tl plésmido pBHIO se mosbro que 1llevd el
fragmento en la orientacidn deseada, es decir, la trons-

cripeidn de lac que va hacia el gen de Te' del plésmido.

El plismido pBILO se modifidé luego para
eliminar el sitio de LcoRT distante'del'opérador lac. Esbo
se logrd mediante rupbura preferencial con. endonucleasa de
EcoRI en el sitio distante que inwlucra ia proteccidn par-
cial mediante ARN polimerasa del otro sitio de BcoRI -colo-~
cado entre los promo%éres de ot v léxc5 que estén separa~

dog| inicamente en mis o menos 40 pares de bases, Después

mlazar con ARW polimerasa, el ADN (5 microgramos) se di

4 con BeoRI (1 unidad) en un volumen final de'lOrmicrg

‘cidn se detuve mediante calentemiento a una temperatu-
ra ?e 65eC. durante 10 minutos. Los termlnales cohesivos

de LCOPI se digirieron con nucleasa Sl en 25 mM de Narace«

peraﬁura de ?590. durante 5 minubos. La mezoia de'reaccién
5@ detuvo medlante la adicidn de ED”A (10 mM flnales, N
Tnés—HGl'de pH de 8 (50 mH final). El ADN se extrajo con
fenol~cloroformo, se precipité pdn efanoi vy se resuspendid
en 100 microlitros de un tampén dexﬁﬁién,de ADN T4, La ADI

ligasa T4 (1 microlitro) se afladid v la mezcla se incubbd

se transformd en E. coli cepa RRI, ¥y se seleccionaron los
transformantes ﬁprTcr en un medio de Iz Oel—antlblotlcon Zi

anélisis con el enzima de restriccién del ADW seleccionado

de 30 coﬁooi“ azules aislades veveld cue cshbas clonzs iis-
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vaban ADN de'pléshido con un sitio de ficoRIl. Siete de estas
colonias habian retenido el sitio,de EcoRT colocado entre
los promotores de lac y Ter, Se confirmé la secuencia de
nucleotidos hacia el sitio de TeoRI en la regidén de control
lac de uno de los plismidos, pBHR0. Este plismido se ﬁsé
luego para clonacidn del gen de somatostatina.

D. Construccidén del Plésmido pSOM.1

Veinte microgramos del plésmido pBH20 se di-
girieron:hasta completap su digestidn con las endonuclea—
sas de.restriccién EcoRT y gémHI en un volumen final de 50
microlitros. Se afiadid fosfatnsa alcalina bacteriana (0,1
unidad de Vorthington BAPF) j;la incubacidén se continud du
rante 10 minutos a una temperatura de 6590. Las reacciones
se dieron por terminadas mediante extraccién con fenol-clo~
roformo, y el ADN se precipitd con 2 vollmenes de etanol se
centrifugd y ée disolvid en 50 micro;iffos de 10 mM de tris
HC1 de pH de 7,6, 1 mM de EDTA; EL tratamiento con fosfata-
sa alcalina impide devmanera gfectiva la auto-unidén del
ADN de pBIRA0 frata@o con Eggﬁf, BamhI, pero los plésmidos
recombinantes circulares que contenfan ADN de somatostatina
podian formarse todavia después dé la unién. Puesto que el
E..coli RRI se transformé con eficiencia muy baja mediante
plésmido de ADN lineal, la mayoria'de los transformantes con
tendréan plasmidos recombinantes, dincuenfa microlitros del .
ADN de somatostatina (4 mg/ml) se unie?on con 25 microlitros
del ADN de pBH20 tratado con fosfatasa alcalina de BamiI,
EcoRI, en un volumen toﬁal de SO.microlitros que contenian
20 mlt de Tris-HCl de pH de 7,6, 10 mhl de MgCla, 10 mM de
ditiotreitol, 0,5 mM de ATF y /4 unidades de la ligasa de

’

ADM ML a2 unn temmeratura do 222C, Desnués de 10, 20 y 3(
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minutos, se dnanO a la nozcla dc rea061oa ADN de somatog

tatine adicional (40- ng) (1a adlolon gradudl de ADI de so

matostatlna puede favorecer la wnidn del plésmido con re-
la01on a la autollvauon) La un¢on se conulnué durante 1
hora=seguido por diélisis derla mezcla contra 10 mh de

tris-HC1 de pH de 7,6. En un experimento de control, el

.ADN’ée pBHéO tratado con fosfatasaralodlina de Banlil,

<

EcoRI, se unid en ausencia del ADN de somabostatina e

condiciones semejantes. Ambas preparaciones se usaron sin

'trétémiento adicional para transfornar elrE;,coli RRl Los

_experlmentos de transformaCLOn se llevaron a cabo en una

N

1nstg1a01on de reclplenbes flSlCOS P3 (Natlonal Instituotes
of, Hualth U.S. k. Recombinant DNA Research Guidel ;nes,

19?6). Tos trandgormantes se seleco;onaron en placas de

‘medio minimo que contenian 20 mg/ml dé;Ap v 40 mg/ml de

X-gal. Se aularon diez transformaﬁtes{ que eran todos sen

,51bles a Tc. Para referen01a estos se Qeoxgnaron pS0ML,

pSOM2, ete. pSOW lO ‘In el experlmento de oontrol no se

R . \
obtuv1eron transformanxes. Cuatro de los dlez fransforman-

) tes contenlan Dlasmldos tanto con “un 81t10 de EcoRT como

un q1tlo de BamHI. El tamano del fragmento pequeno de
EcoRI BamHI de estos plasmldos recomblnantes era en los

cuatro casos semegaAues a1l tamano del ADN de somatostatlna

,preparado in vitro. El anallsls ae secuencia de base° de

',acuerao con Maxam v Gllbert Proc. Nat.-Acad. Scl, U.S. 4.

7 74 500 (1977), revelo que’ el plasmldo pSOMl tenia 1nsbr-'

tado e1 fragnento de ADN de sonatoobatlna aeseado.
La seouenc1a de ADH del pluumldo PSOML cue_'

lleva el'clono, predlce que,debe;produclr,un pepcaao qae

-conste de somatostatina. Sin embargo, no se. ha detectade

Eid amsia o B
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ftriceidn EcoRI y PstI en un volumen final de 100 mieroli-

|

detecta la presencia de somatostatina cuando el cultivo eu

'tros. 2o usd un pel de poliacrilamiia al 5 vor cicuto nre-

actividad radioinmune de somatostatina en extractos de gra

nulos.de células o liquidos sobrenadantes de cultivo ni se

crecimiento se afiade divectamente a Acido férmico al 70 por
cienfo y bromuro de ciandgeno. Lou extractos de T, Cq;i.
RRL se ha observado gue degradan muy rapidamente la soma~
tostatina exdbgena. Ta ausgncia de actividad de somatostati-
na en el plésmido pSOM 1 que lleva los clonos podria dar
por resultado la degradacién intracelularrmediante enzimas
profeoliticas endégenas. Tl plismido pSOM 1 se empled -para
construir una codificacidn de’plésmido para una proteina
pbrecursora que conste de oomatostatlna Yy que es lo suficien
temente grande para esperaroe que reulsta la degradacidn
Dro%eollflca.

E. gg-Ccnstruccién de los Plésmidos ?SOM 11 ¥ o30M 11-3

T 3 Se construyd un plismido en donde el gén
de somatostatlna podia colocarse en el termlnal C del gen
de /3-valactou1dasa mantcnlendo la traduccidn en fase. Ia
pregancia de un sitio de JcoRI cemea del torminal C de este
gon ¥ lu oocuoncle de wminobeldo dlsponible de ovstu protof-
na (B. Polisky y otros, Proc. Nat.'Acid. Sei, U.S.A. 73,
3900 (1976), A. V. Fowler y otros, Id. at 74, 1507 (1976),
AT, \Bikhari ¥ btros;‘Nature Néw Biology 24%, 238 (1075) v

K. E. Lanwley, Je Blol Chem. 250. 2587 (1975)) permltlé la
1nser01on del gen de somﬂtostatlna de EcoRI BamHI en el 31—>
tio de EcoRT, mlentras que se. mantenga la forma de 1ectura

aproplada. Para la conutrucclon de este plésmido, se dlgl—,

rib el ADN de PSOML (50 microgramos) con las enzimas de. res-
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' tr1c01on termlno por extrqcclon con fenol— Loroforwo. Peg-

'puOMll se uso en la conSurucolon del plasmlao puOh]L» 'Una

lenutos a 3700 e La dlges 1on de la endonuclpasa de pactp

12e0C., duranue 12 horas. La ne zcla ll"d“a se dializd coinire

parativo para separar el Iragmeanto gzaﬂde'de oab-teok gue
lleva el gen de somatostatina del fr ~,1LPLO vequahin suz dle
va los elementos de combrol lac. Ia banda gronds oo omard

del gel y el ADW se eluyd rebanando ol zel en broans Soaud
J <] -

fios y extrayendo el ADN a 8520, ' durante la noo o o omang
ra semejante, se digirid el ADN del plésmido ©BR3Z22 (50 i

crogramos) con las endonuclessas de resﬁric Lon f'h' v

EQQRI v Llos dos fragmentos de ADEJ esﬁltaﬁtes ae
ron por electroforesis preparativa en un gel de polf&érilg
mida al 5 por ¢iento. El frégménfo.peqﬁeﬁorde §§§I~§§§RI
del_pBR322'(l microgramo) se unié:don el'fragmento gfande

de . ADN de PstI—TooRI (5 nchogramos) de pSO{l en un volu-

j—

=

o

me anlnal de 50 nlcrolluros con una unldad de ADN~1ig-Qa T

Al

ci‘

wan

@

a 15ec. durante 12 horas. La mezcla anlda se u3d pars

Im

formar el L. coli RRI y se seleccmonaron transiormnut@g Po-

ra res1sten01a a amplclllna en un medio .de X-gal. Como era

de e§perar, casi todos los Lransformantes de AD (95 BOL
CLento) proporcionaron colonias blancac (31n opedeo lac)

en las placas indicadoras de*X%gaI; El plasmido resultante,

mezcla de-5 microgramos de AD de pf Oﬂ“l y 5 nlcrogr nog de

ADN de,k‘Dlac5 se dlglrlo con Fco“T (lO unldaaes durente 30

<

pues el ADN se precipitd con etanol y ue Tesu ‘penqié'en un

estabilizador de ADN~ligasa T%”(BO microlitros}, Ta

gasa T4 (una unidad) se afiadib a 1a mQQCTa ¥ se incubd a

10 mi de Tris-HCL de »H 7,6 y'se,d56 vara transornsr el

KA

T m At e oy -
v tES NS 3 ool ¢ '

coll de lz cepa RRL. Los bra ~9“w““-3h

L L uk..a. OO Ll
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8 Apr en placas de X-gal que contenfan ampicilina y se sg
leccionaron para la produccidn defgwgaldctosidasa_constitg
tiva, Aproximadamente el 2 por ciento de las colonias.eran
azules (pSOM1l-1, 11-2 ete.). El andlisis de la enzima de
restriceidn del ADH de plismido que se obtiene de estos clo
nos reveld qué todos los plasmidos llevaban un nuevo frag-
mento de JEcoRI de aproximadarente 4,4 megadaltones, que
contiene los sitios de control del cperon iac y la mayoria
del gen de la /5-galactosidasa. Debido a que son posibles .
dos orientaciones del fragmento de EcoRI, se ufilizdé la ubi
cacibén asimétrica del sitio de restriccidén de HindIIL; para
determinar cual de las oolqnias llevaba este fragmento de

SRI con transcripcidén de lac que continuaba hacia el gen

omatostatina. Las.digestiones dobles de HindITI~-Bamill,

indjjcaron que solamente los plésmidos pSOM1l-3, pSOM1l-5,

t

pSOM11-6 y pSOM1l-7 llevaban clonos contenian el fragménto
de AcoRI en esta orientacidn. : \ '

4., ENSAYO RADIOINMUNE PARA ACTIVINA DE LA SOMATOSTATINA

\
Los ensayos radioinmunes normales (RIA) pa

ra ld somatostatina, (A. Arimura y otros, Proc. Soc. [Exp.

Biol. Med. 148, 784 (1975)) se modificaron disminuyendo el

volumen del ensayo ¥ usando un estabilizador de fosfato.
11

\

La\somatostatina Tyr se yod6 usando un procedimiento de
cloramina T (Id.). Para ensayar la somatostatiha,rla mues-~

tra usualmente en Acido férmico al 70 por ciento, que con-

tiene 5 miligramos por mililitro de bromuro de cianbgeno,

se secé en un tubo de polipropileno cdnico (0,7 mililitros,
de Scrstedt) a través de LOH himedo a vacio. Se afiadieron
20 ml del estabilizodor de PBSA (75 mi de LiaCl; 75 wi do

fosfaso de sodio, de pil 7,23 1 milipramo/mililitro de al-




3g -

1 bémina de suero bovine; y O,E'miligramos'pbr mililitro de
azida de sodio) seggidos por 40imibrolitros dé an "cocktail®
de somatostatina 171251 7y 20 miérolitfés;dé'una dilucibn
a 1,500 veces cn PBSA de ouﬁru inmune a la antisomatostati-
8 na del concjo 539 (Vale y otres, ggpabollsm 25, 1491 (1976).
W sowkball do mnmuxoﬂtatinavgflg5lw7 conbenfa, pox milili-
tro del estabilizador de PBESA: 250 microgramos derk’-globu~
lina de conejo normal (int cibodies, Inc.), 1500 unidades de
un 1nu101dor de Drobeasa ("Trgsylol", Calbiochem)'y aproxi-
10 madamente 100,000 cuenbas de /fl25 T /Tyrll—somatostatjna.
- Déspués de dejarse renosar pon,lo menos durante 16 horas a
tempercatura am01enue, seraﬁad;pron a los tubos de muestra
0,333 mililitros'de,Bf—globgliné de antifcbnejo de cabra
(Antibodies, Inc., P=0 ,0%3) en;un eétabilizador'de PBSA. La
“15' mescla se incubd durante 2 homas a 37°C. ‘se enfrid hasta 500{'
v despuds se centrifugd a 10.000 X=g_durante 5 minuvos. Il
Liquido sobrenadante'se separd. y los granulos se contaron
en un,contadorrx‘.,Con'la can?idad de-antisﬁéro utilizéda,
: el 20 por ‘ciento de 155 puent;s se~précipit6 sin somatosta-~
iZOV tina de compébencia no marcada. El antecedente con somatos-
tatina infinita (200 ng) era'usuélmenfé:de 3 por ciento. Se
obtuvo la mitad de la comnétencia méximarcon 10 pg de somax
tOSbublnu. Tos experlmentos 1nlclales con extractos de E.
T 0011 cepa RRI- (la cepa recebtora) ¢na10aron que podian de-
.28 tectarse menos de 10 Pg de somaEOStutlna fa01lmente en pre-
sencia de 16 mlcrorramos o mis de la protelna bacterlana
Lrataaa ¢on bromuro de ciandg eno.~Més de 2 microgramos'de
b pr oteinn de los extractos bacteriénosrﬁratados con Acido

Lormlﬂo 1nué fip 1eron.hasta ciertO'grado'aumentando los ants

gcedeab¢s, nero la ruph Bd con bronuro ue cman0f3no nERuo
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grandemente esta interferencia. Los experimentos de recong
truccidn mostraron que la som-tostatina es estable en los

extractos tratados con bromuro de ciandgeno,

A, Competenciao nor Exbractos facterianos

Las cepas . coli RR1 (pSOM1l-5) y E. coli
RRL (p8ONMLll-4), se desarrollaron a %72C. hasta 5 x 10° cé-
lulas por mililitro de caldo de Luria. Iuego se aiadid IPIG
a un milimol vy el crecimiento se continud durante 2 horas.
Se centrifugaron alicuotas de-un mililitro durante unos cuay
tos segundos en una centrifuga de.Eppendorf y los grénulos
se suspendieron en 500 microlitros de &cido férmico al 70
por ciento que contenia 5 miligramos por mililitro de bro-
muro de cianbgeno. Después de: aproximadamente 24 horas a
temperatura ambiente, las alicuotas se diluyeron 10 veces
en agua y los volimenes indicados en la Figura 6A se ensa-
yeron en triplicado para determinar_la-somatostatina. En la
Tigura 64, "B/Bo" es la relacidn de la somatostatina '
1"125 I.7 enlazada en presencia de la muestra a la enlazada
en ausenciaAde somatostatinaiﬁe competencia,., Cada punto es
el promedio de tubos triplicados. Se debermind el contenido
de proteina de las maestras no diluidas siendo de 2,2 mili~-
grambs por mililitro para E. coli RR1 (pSOMLl~5).y de 1,5

miligramos por mililitro para E. coli RR1 (pSOM-4).

B. Ia Seleccién Inicial de Clonos de pSOM11 para lé

Somatostatina

VLoé extractos tratados con bromurc de cig-
nbégeno dé 1l clonos (pﬂONll—E; pGOMllé5, etc.) se elabora-
ron tal y como ge describe anleriormente nara el caso de
la Tigura 64, Se tomaron %0 ml de eada extracto por tripli-

cade para el ensnyo radioinmune, cuyos wennlitados anaracon
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de la Figure 6B, Se indica la esbéla”de puntos de ensayo.
Sé leyeron los valores para picogfamos de somatostabina en
una curve patrdn que se oblime como parﬁe del mismo emperi-
mento., 7

LOu resulbtados del cﬁsayo radicinmune des-
eritos hasta ahora—puedeﬁ resumirvse de la giguiente manera.

En contraste con los resultados de los experimentos ccn

pSONL, se enconbrd que cuatro clonos (pSOM11-3, 11-5, 11-6,

y 11-7) tentfan actividad radioinmune de spmatbstaﬁinatfécil~
mente detectable, Figuras 64 y'GB_e El andlisis del fragﬁen—
té de restricecidn reveld qué DSON11¥5; PSOM11-5, pSOM1l-6

v PkOh11—7 tenian la orientacidén deseada del operdn lac,

nientras que pSOM1l-2 y 11-4 tenian la orlenta01ou o“uesta.

\

Por 1o tanuo, hay una corr61301on perfecba eﬁure la’ orlen~

baclon correcta del operdn lac y la Droduc01on deTa activi-

dad adlolnmune de somatostaf¢na.

-C. Efectos de la Induc01on de IP”G y Seoaracidén de CNBr

.7

-en Clonos Positivo y Hegatlvo

Bl disefio del plasmldo de somatostatlﬁa pre
dice'bue la sintesis de la SOmatostatina varia bajo el con~
trol del operon 1ac. El gen represor laC no se 1ncluye en

'el plasmldo y la cepa receptora (E. coll RR1) contiene el

'gen represor lac oromosomal ael tlpo v1rgen o) rastlco que

_| produce solamente de 10 a 20 moleoulas represoras por celu—

la (15). E1 nfmero de copla del plasnldo (7 por lo tanto el

_nﬁmero de los operadores lac) es de anroxlmadamente 20 a %0

por celula, de manera que es 1mpoolble una represién com~
Dleua. Coro se mueSura en la Tabla IIT, infra la aCulV idad
especlflca de la s0ﬂauootat1ng en el En coli RR1 (pSOEll~5)

~

se aumento mediante'TIQC un- inductor del a“aro: lac. Tous

e A = e e e -
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era de esperar, el nivel de induccidén fue bajo, variando
de 2,4 a 7 veces. En el experimeﬁto 7 (Tabla ITI) la o -ag)
tividad, una medida de los 92 primeros aminoieidos de /3 -E2,
iactosidasa, también se indujo wediante un factor de dos.
En varios ezperimentos la actividad radioinmune de sdmétog
tatina no detectable.podia detectarse antes de la ruptura
con bromuro de ciandgeno de la proteina ceiular total. Pueg
to que el antisuero usado en el ensayo radioinmune S 39 re~
gquiere una alanina N~terminal libre,-no cabia esperar acti-

vidad antes de la ruptura con bromuro de ciandgeno.

TABLA III : f

Acﬁgvidad Especifica Radioinmﬁne de Somatostatina

Abré laciones: caldo de Luria, Ibj isopropiltibgalactésido,
IPT% bromuro de ciandgeno CNBr; somafoétatina, 55,

La ﬁ{ofeina se midid mediante el método de Bradford, :Anal.
Biooz_e 72, 248 (1976). '
NﬁmeLo IPTG CNBr P8 SS{micrbgramos

de, Fx- , lmi 5 mili proteina
perimen 1i - gramos -
to - Cepa Medio  'mol por mi
' lilitro
1 11-2 IB + t - < 0,1
| 11-3  IB + T 12
114 1B + o <o
. . + : i
11-5  IB . 15 -
+ +
2 11~-3 IB : 12
11-3 IB + < 0,1
' S+ ' :
11~ LB 6l
? . ’ _ +
11l-% IB &
11-3 1B + , < 0,1

) +
1. 11-3 1B t 71
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TABLA TIT (continuacidn)

de Ex- ' 1 mi miligra =~ gramos pro-
peri- ' ' © limol mos por  ‘telna
mento Cepa Hedio milili-
' ~__Tre
. "o G
11~% VB 4 glicerol *-° - 62
Sl 4 i
11-3% IB + glicerol - + - 250
6 11-3 IB S 1320
B! -
11-2 m , 0,1
7 - C11-3  IB x o1
11-3 wm e v 10

Wmero TPIG CHBr 5. Pg 8S/micro-

L

# Wedio ninimo de VogérBonna% mas glioerol
D Tllbr301on de Gel del Brovuro de Clanogeno -

'Extractos Tratadoo

El 4cido fé;ﬁicd y lbs;ektractos tratados
con cianbdgeno de los biqﬁps'pisitivds:(pSON 11-3, 11-5, 11~§
Yy 11;7) se reéogieron'(volumeé total 250 ﬁiorolitfos), se
secaron y se'resuspendieron.égrorl mililitro'de écido'acé~
tico al 50 por . ciento. Se anad:o [—aﬁfleu01na y la muestra
se aplicd a una columna de 0, 7 x 47 cenblmetro de Sphadex
G 50 en 4cido aceulco al 50. por clenuo. Se ensavaron ali
cuotas de 01ncuenta mlcrollbros de 1as fracc1ones de la co-
1umna para determlnar la somatostatlna. Los extraotos de
clono negat1st_recog;dos (11—2, lle4,.y llfll) se trataron
idénticamenﬁe. Tos resﬁitados apafécen de la Fipuré 6C. En
la mlsma columna se eluye la somatostatina conocﬂda (Beckmnan)
Corp. ) tal y como se indica (SS) En este sistema la somatog|
tatina se oeparo bien de los peptldﬂs granaes e\:oluldoq ¥y

de las moléculas pecuenas comﬁlﬂtamﬂpbe 1nclu14as. Solamen~-
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te los éxtractos de los clonds positivos para la somabog~
tatina exhibieron actividad radioinmune en las fraceiones
de la columna y esta actividad de eluye en la misma POSim
cidn -que la somatostatina quimicamente sihtetizada.

RESUMEN DE LA TIFOK-ACION DE LA ACTIVIDAD

Los datos que establecen la sintesis de un

polipéptido que contiene la secuencia de aminodcidos de so-

matostatina se resumen de la‘éiguiente manera: (1) la acti-
vidad radioinmune de somatostatina esté bresente en las cé-
lulas de E. coli que tienen el plésmido PSOMll—B, que con—.
tiené un gen de somatosfatina:de secuencia correcta demos-
trada ¥ tienen la orlentaclon correcta del fragmento de DAN
de gggBI lac. Las celulas con‘el plasmldo pSOMll—E relacio
nado,'que ﬁiene el mismo gen;de somatostatina pero una orien
tacibn opuesta del fragmentoaae EcoRI lac producen activi-
dades de somatostatina no deﬁecfables;‘(g) como se predijo
mediante el programa de disefio, no se observa actividad ra-
dioinmune de somatostatina défectable hasta después del
tratamiento con bromuro de'cfanégeno del extracto de la cé-
lula; (3) la actividad de somatostabina estévbajo el con~
trol del operéﬁ lac tal y como se demuestra mediante la ine
du001on por IPTG un inductor del operdn lac; (4) la acti-
v1dad de qomatostatlna co-cromatografla con somatostatina
conocida en Sephadex G-BO; (5) La secuencia de ADN del gen
de sématostatina clonado es correcta. Si la traduccidn esti
fuera de faée, se elaborard un péptido que es diferenté de '
la somatostatina en cada bosiciéﬁ. Se detecta actividad ra-
dioinmune que indica que se elabora un péptido estrechamen~

e relaclonsdo con la somatoctatina ¥ la traduceldn dobe eu=-

tar en faze. Duesto que la traduccidn ocurre en fase, el cb-

!
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- lea. El rendimiento de somatostatlna varlo entre 0,001 a

'} han obtenldo los renalmlentos mas elevados de somabostablna

¢ién de la hormona de crecimiento.
- B3 TABILIDAD RENDIMIEN TO Y PURIWICACION
DE LA SOMATOSTATINA
Las cepas que llevan el ffawmento del one~
rén 1&0 ‘EcoRT (p OMll—B, pSOhll—), etc.) ‘Se separan com res-

'0111na. Las cepas positiva (pSOMll—E) y negatlva (DSON11«2)

T

digo genético requicre que se elabore un péptido co

cuencia exacta a la de la somatostatinaj (6

nuestras del extracte de . coli PRl (romll~)) inhiben la.

liberacidn de la hormona de creﬂlmlcnuo ‘de las célul

-
an

'{).L%'

tuitarias de la rats mionbras que las muestras de Ji. coli

R1 (pSCM11-2) preparadas en paralelo y con una concenbtra-

(YR Ag AN

cidén de proteina idénbica, no tienen efecto en la liberg-

pecuo “al fenotlpo del Dlaamldo. Por egemolo, después de apro
x1mad“mente 15 generaclones, aprox1madamente la mltqi del
cultiﬁo de E. coli RRL (pSOM1l-3) era constitutivo para 1a

1

beta—galact031aasa, es decir, llevaba el operador 1

ac y de

éstas” aDraalmadamente la mlbad eran re51stentes a la ampi~

para 1a somatostatlna eran 1nestables, v por lo tanbo, la
desveubada del crecimiento procede supuestamente de la uobre~

produoc1on de la galact031dasa grande pero 1ncompleta

=]

=3

inac

0 OB por clento de la protelna celular total(Tabla 1) probd~
blemente cono resultado de la oelec01on de celulas en el cul

tlvo que tengan plasmldoo con una reglon lao suprimlda. Se

en ppeparaclones donde el crec1mlenuo se inicid a partir de
una sola colenia conﬁtitutiva resistente a la ampicilina. -

Aln en estos casos, Pl 20 por clento de las células al cose-

charse tenial supresionss um la Teglon Jacp ®l almsceneriens
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to en estado congelado (lidfilizacién) y el crecimiento
hasta cosecharse a partlr de una sola de estas colonias se
indica correspondientemente para el 51stema descrlto. Los
rendimientos pueden aumentarse, v. gr., recurriendo a las
cepay bacterianas gue ,obreproducen el represor lac de tal
nmancra que la expresiodn de_la proteina precursora se repri-
ne esencialmente casi de manera total antes de la induccidn
Yy cosecha. Alternativamente, como se ha discutido anterior-
mentei puede emplearse un sistema de triptofano u otro ope
radbr&promotor que por lo general se reprime totalmente.

En el extracto crudo resultante de la rotu-
ra de: las células, v. gr., en una Prenéa Laton, es insolu~-
ble la proteina precursora de somatostatina -/?—galactosidg
sa &vke encuentra en el primer granulo de centrifugacidn de
baja velocidad. La actividad puede solubilizarse en &cido
férmico al 70 por ciento, hidrocloruro de guanidina 6M o
dodecilsulfato de sodio al 2 por 01enuo. De preferencla,
sin embargo, el extracto crudo de la Prensa Eaton se extrae
con urea 8M y el residuo se rompe'con bromuro de ciandgeno.
En los experimentos iniciales, la actividad de la somatosta
tina derivada de E. Coli cepa RR1 (pSOM 11-3) se habia en-
r1qucc1do hasta aprox1madamente 100 veces por extra0916n
con aleohol del producto de ruptura y cromatografLa en Se—
phadex G-50 en &cido acético al 50 porAc;ento. Guando el
producﬁo se cromatogfafia, de ﬁuevo en Sephadex G-50 y se '
sometid después a cromatografia de liquido de alta présién,

se pudo obtener una somatostatina esencialmente pura.

IT, INBULINA HUMANA

Tag téenicas antoriormente deseritas se aplica

e
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método de fosfotriédster de bloque usando trinucledtides co-

‘ra proporcionar transcripcidn, traduccién eficiente y,una

' proteina precursora estable. Los péptidos de la insulina se

.1a cadena Ay la cadena B de la‘lnsullna humana, para las

'exbrenos 5' de cada gen tenlan un so;o term1na7 cohesivo de

ﬁon después a la produccidn de insulina,humanaq Por lo ton
to, se designaron los genes para cade na,Brdé la insulinz
(104'pares de bases) y para la cadena Arde-lazinsulina {77
pares do hases) de lo sccuencin de aminofieidos de log oL
péptidos humanos, cada uno con terminales cohesivos,de‘una
rsola hebra para las eadonucleassas dérre striceidn Too“% 7
BamfT &'cada-uno se désignd para insercidn separadamente

en ios plésmidos pBRR322. Ios fragmen%os sintéticos, los
deca~ y pentadeca-nucledtidos, se sintetizaron medianée el
mo bloqués de construccidbn y se purificaron finalmente por
cro atografla llthda de alta pres1on (HPLC) Los genes gin
tetgcoO de las oadenas Ay B de la 1nou11na humana se’ somen
tierpn después a clonaclon sepgradamenue en elrplasmldo
PBR%22. Los genes sintéticos clonados sgruniéroh despé%s en

N ¥ - . - . . - -
un gen de /3 —zalactasidasa de E. Coli como anteriormente ra

separaron del precursor de /4 -galactasidasa, se detectaron
mediante ensayo radioinmune y se purificaron. Se generd des

pués la actividad de ensayo radioinmune de la insulina mez-

clapdo los p:oductos de E. Coli.

1. Disefio v Sintesis de los Genes de la Iﬁsuliné Humana

Los genes construldos parﬂ la 1nsullna hume~

na se 11ustran en la Figura 9. Se des1gqaron los genes para
secuenc1as de aminodcidos de los pollpeptldos humanos. Los

una Dola beora paro les endonucleasac de resbrLcolon =co L
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y Bamiil, para la insercidn correcta de cada gen en el plésmg
do PER322. Se incorpord un sitio de reconocimiento de endo~
nucleasa HindITI en la mitad del gen de la cadens B para la
secuencia de aminodcidos Glu~Ala para pefmitir la amplifica
cibn y verificaoién de cada mitad del gen separadamente an-
teé de la construceidn deAtodo el gen de la cadena. B. Se de
signaron genes de la cadena B-y de la cadena A pafa cons-—
truirlos a partir de 29 oligodesoiirribonucleétidos diferen
tes, variando de decfmeros a pentadeclmeros. Cada flecha in-
dica el fragmento sintefizado;mediante el método de fosfo-
triéster mejorado, H1 a H8 y Bl a BL2 para el gen de la ca-
dena B y Al a All para el gen:de la cadena A,

2. Sintesis Quimica de los oligodesoxirribonuclebtidos

Tos materiales y métodos para la sintesis de los
oligodesoxirribonucleétidos eran gsencialmehte iguales a los
descritos en el articulo de K. Ttakura ¥y otros (1975) J; .
Biol. Chem, 250, 4592 y de K. Itakura y otros (1975) J. Amer
Chen. Soc. 97, 7%27 excepto estas modificaciones:

a) Los nucledtidos éompletamente protegidos,ilos
fosfatos de 5'-O-dimetoxitritil-3'-p-clorofenil-.S ~cianoe-
tilo se sintetizaron a pactir de los derivados de nucleb-
si@o.usando cono agente.de fosforilacibn monofuncional el
foé%orécloridrato de p-clorofenil- /2 —éianoetilo (equivalen-
te moiar de 1,5) eﬁ acétqnitrilo en presencia de 1-mebil
imidazol, de J.H. Van Boom, y otros (1975) TetrahedronVBl,
2953. Tos productos se‘aislafon a gran escala (de 100 a 300
gramos) mediante cromatografia 1{quida prevarativa (Prep
500 LC. Yaters Associates). | |

b) Usando el método de extraccibn por disol-
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,2“40,7 se sintetizaron 32 trimercs bifuncionsles (véoze el

Iv } los brlmeros de termi nales 3% corre snonilenu mﬂnte
'fodiéster correspondiente con una'mezcla,de piridina-trieti

nente de 5'—h1arox110 corregponulenue con’ &cido benccnsul—,

fOﬂlCO al 2 por ciento. Tl bloque termlpal 3t al cual se

iceso delrtr;mero de .3'~fos Iodlester (equlJulente molar de

pllbencensulfon 1 tetrazollda (T? Qe, de % o 4 eguivalen-

vente ZTT. Hiroge, y obros (192e) "euranvdron Letters,

o~

Cuadroc IV) en una escala de 5 a 10 milimoles y 13 trimeros
] Fetraneros ¥y 4 dineros en losrbioaues>texmihalC$
cala de un milinmol. Lu hmmogohe dad de lou trdineros comiplos
tamente protegidos se comprobd mpﬁlaﬁL cvntLOWr fia de
capa fins sobre gel de silice en dos SJ bemas de disolven-
tes de metanol/oloro1orﬂo 01 solvense (a) 5 nor clepto en
volumen/volumen_y disolvente (b)rlG por ciento en volumen/
volumen (véase la Tabla IV) 'Paftiendoide cstoﬁ compuestos,
se sintetizaron 29 ollgoamboxlr 1bunuclb Qilog de ,sépuen—
c1a.def1n1da, 18 para el gen derla_cadena By 11 pars el

ge% de la cadena A,

i

i . 7
Las unldua 3 bé510“s usadvs para coq"Frqu

1osinol¢nucleotldos eran dos tipog de blocuc de tri mnro,

i

es lec:Lr, ‘los bloques de Lrlmero blfunclonaleq de jﬁ*Tabla

protegidos mediante un gruvo ani501lq en 3! —-hlclroxzc ik

trimero bifuncional se hidrolizb en el componente de 3'-fos
lamlna-d"ua (5 1:1 Volumen/volumen) 5 uahbiéﬁ en el compo-
ha hecao refereﬁ01a anterlormentcg se tratd con &cido- ben~
censulfdnico al 2 por c1ento para proparolonan el-5'_hidro

x1lo correspondlente. La reaccidn de conuWac1on de un ex

1,5) con él’comnonente de 5‘—h1drox1lo,'51n embargo, oovte-

nldo (un equ1Valouue molar) en resencla de 2,4,6~triisopro

L S
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No. % Compues Rendi- Rf ‘Pufézd*x# En la Figura 9,
© to % miento . presente en:
%% (%)  a. b, (%)

1. AAG 47 0,15 0440 95 . B5, B6

2. AAT 49 0,25 0,52 95 H1,AL, A6

3.0 AAC 52 0,28 0,55 93 H5,B6,A2,A8
u, ACT 43 0,27 0,5% 91 Blt,B5, AG

5. ACC 56 0,33 0,60 96 BY
6. ACE 39 0,18 0,45 90 H5,37

7 AGG . 45 10,10 0,26 89 | H6,H7,B9

8.  AGT 33 0,14 0,40 96 B9,A2,A11

9.  AGC 50 0,19 0,48 92 H8,B1,A5,A10
10, AGA 48 0,24 0,50 Ol A9,

11. PG sy 0,26 0,52 95 B, B7, A3

12, UG 49 0,11 0,31 9 13, 15, A2, A3, A5

1% e 53 0,2 0,49 96 AL

=49 L

tes) se completd casl en % horas. Para separar el exceso
de reactivo del bloque de 5'—fosfodiéster,_la mezcla de rea
cibn pasbd a través de una columna de gel de silice corta f
colocada en un filtro de wvidrio éalcinado. La columna se

lavd primero con'CI-ICI3 para eludir alguno de ios productog

secundarios y el reactivo de copulacidén, y. luego con GHClB:

MeOH (95:5 en volumen/volumen) con lo que se eluyd casi to-|

do el oligdmero completamente protegido. En estas condi-
ciones el reactivo de bloque de %'~fosfodiéster cargado
pefmanecié en la columna. De manera semejante, se'repitie-
ron las copulaciones_de bloque hasta gue se obtuvo la lon-
gitud deseada.

|
)

\ ' TABLA IV

SINTESIS DEiBLOQUES DE CONSTRUCCION DE TRIMERO

e
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' 55 *:*-El rendlmlento fue el rendlmlento total oalculado de

|
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PABLA IV (continuacidn)

~ 50 =~ T

Purezait® En la Figura

No. Com- Rendi- RE
puesto miento ' o 9, presonte en:

u ¥ ¥ (%) A b. (%) i

b TCA 45 0,28 0,55 92 L2, AL

15, 106 59 - 0,12 0,34 9L A2

16, m6C 72 0,10 0,28 87  H,ALALO

19. TGO, 5L 0,18 0,47 95 - HS,B2,Al,i7,A8

18. TG4 46 0,12 0,37 94  H?

19,  ma@ 61 0,22 0,50 90  BA,AIl

20.  T&A 55 0,17 0,44 95  B5,Al0 -
COT 5% 0,30 0;55 97 H3, Hik, B10
cac 47 0,25 0,5. 92 A3
CAR 58 - 0925'ﬂfo;5177'93 , H2, 16, T8, A7
orn K1 0,28 0,56 92 B2,B9,uk
oeA 40 0,27 0,52 95 A7 -
CGT 95 0,25 0,50 89 H2,H4yBé,Bl
T 35 0,09 0,26 9 . B3
oo 46 0,18 0,45 93 B
GTA . 38 0,25 0,50 95 .. B6,B8,46

, GAA 39 0,15 0,39 88  H7,B3,B5,A5

| 3L oear 52 0,22 0549L -89;'i,B1o,A9
1 za. fffGCAi 42 0,14 0,39 95 49

de’ 5 O—9—d1metox1tr1tll~3‘—n—clorofen11~[9—cianoetilo

, %? Tfidesoxinucleétidds completamente'protegidds; fosfato

los monomeros de 5'—h1drozllo.

*Basado en el andlisis de HPLC..

31on (HPuC) ex edsanenbe du*ante la olntusla del olironu

Se usd cromatografla de llquldo de alt° )
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cledtido para a) el andlizis de cada bloque de trimero y tel
tpémero, b) el andlisis de 108 ffagméntbs intermedios (hexé
meros, monamercs y decémeros), ¢) anilisis de la tltima read
cidén de copulacibn y d) purificacién de los productos fina-
les. El HPIC se realizb usando un cfomatégr&f5 de liguido

Spectra-Physios 3500B. Después de la separacibn de tcdos

los grupos protectores con NH40H conoentrado a 502C¢. (6 ho-
ras) y 80 por ciento de AcOl a temperatura ambiente (15 mi-

nutos), los compuestos se analizaron en una Permaphase AAX

(DuPont) Zfﬁ. Van Boom y otros (1977) J. Chromatography 131,
169.7 columna (1 mX 2 milimetros), usando un gradiente li-
neal del disolvente B (KNI P04 0,05M, KC1 1,0M, pH degﬁ,B)

-1 disolvente A (KH 5P0, 0,014, pH de & ,5)e EL gradiente

ormd comenzando con un tamgfn A y apllcando % por-ciento
del tamﬁn B por minuto. La elucibn se reallzo a 60°G . con
un reglmen de flujo de 2 mililitros por minuto. La Dur1f1~

I,

cacyon de los 29 oligonucledtidos finales se llevo a cabo

en éermaphase AAY, en las nlsmas condiciones dadas a :cono-
cer. anterlormente. La cresta deseada se recogld, se pre01—
pitd con sal mediante dlallSlS ¥ se 110f111zo. Después de

ifradiarse‘losAterminales 5' con (\(“-52P)ATP usandolpoli—
nucléotido quinasa T4, se comprobd la homogenéidad de cada
ollgonucleotldo por electrofore51s en un gel de pollacrlla-

mida al 20 por 01enuo.

5. Armado v Clonaclon del Gen de la Cadena B v del Gen de

la Cadena A
Se diseﬁ6>el gen para la cadena B de la in-
sulina dé‘mo&o qﬁe tuviera un sitio de restriceidn Leoll
en el extremo izquierdo, un sitlo IindIITI a la mitad y un

gltio LomMl on ol exbtromo derecho. Folo se ofectln o fin
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de que ambas mitades, la mitad _AQJI’“da HooRT HindITX
(BH) ¥ 1 la mitad derecha “1ﬂéiII~BanTL (B8), puedan clonar-

se senaradamente en un vehloulo de clonacidn conveniente

Ve

: pRR ey despubs de aue su&,aocuenclas 52 hayon verificado,

undene poos properciounr el gen conploto.d (Mipura 10), LQ
mitad BE so wend medianbe unldn do ]O ol odanoed il bong-
clebtidos representados por Bl a BlO en la Tigure 9, que
se elaboraron mediante sintebis ‘quinica ae fosfotriéster.
Bl y BIO no se fosforilaron eliminando de:eéta manera la

polimerizacidén indeseada de estos fragmentos a través de

sus extremos cohesives (HindIIT y BamHI). Desvués de la pu
rifiﬂacién por electroforesls de’gel'de ecrilamida prepa-
rativa y. elucién de la bdndaamayor de. ADN, el fragmento BB

se 1nserto en el plasmldo DEh522 que ‘se habla separ ado con

'Hind II ¥y amHI. AprOYLmadamane el 50 por clento de las

colonias re51stentesra la ampicilina derlvadas de DFA eran
sensiblés a la tetraéiélina,findicaﬁdo'que ée:habiarinser~
tado un fragmento de EggglllggggﬁI no plésmido. Los peque-
ﬁos‘fragmentos de'E;ggIII;EEQHI de'cuatro de estas colo-
nias (pBBlOl a DBBLO4) sé seguenciarqﬁ encoﬁtréndose que

eran,correctas-tal y COmo se. habian disefiado.

~1' ."1 - E1 fraﬂmento de BH se preparo de manera se-

meaarte y se insertd en el pBR)ZE que se habla roto con en
donucleasasrde restriceién EcoRI:y HlndIII.'Despues se ang

lizaron los plésmidos de tres transformaentes resistentes

_a la ampicilina sensibles a la'tetraciéiina (pBH1 a pBH3).

Se encontro que los fragmentos pequenos de TclenHlndIII
tenian la sccue ncia de nucleotlao eunerada.
El gen de la cudena A se armd en tres par-

tes, LTos cuatro nhc]ﬂOLLdo 1zwulor g, cuabro internedicn
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y cuatro derechos (véase la Figura 9) se unieron separada~
mente y después se mezclaron y se?unieron (105 oligonucleé
tidog AL a Al2 no sc habian fosforilado). Tl gen de la caQ
dena A armado se fosforild, se purificé mediante electrolo
resis de gel y se sometid a clonacidén en pBR322 en los si-

¢ FcoRI-Bamil, Los fragmentos de IcoRT-PamHI de dos clo
nos resistentes a la ampicilina, perc sensibles a la tetra
ciclina (pAlO, pAll), contenian la secuencia del gen A de-

seado,

4, Construceidn de PlAsmidos nara la Expresidn de Genes de

Insulina A ¥ B

e La figura lO ilustra la contbruccidn del
pldsmldo lac de insulina B (pJPl) Los pldsmldos pBHL y
pBﬁlOl se digirieron con endonucleasas EcoRI y HindIII. El
fragmento BH pequefio de pBH1 y el fragmento grande pBBlOl
(queicontiene el fragmento BB y.la mayéria de pBR?22) se
purlflcaron por electroforeuns de gel se>mezclaron y se
unierodon en presencia de EcoRI~separado ?\plaC'S. El fraé—
ment¢ de EcoRI de A plac 5 contlene la regidn de -control
lac &-1& mayqria del gen estructural de /3—galactosidasa.
La configuracidén de los sitios de restriccidn asegura la
unién correcta de BH en BB. ELl fragmento lac EcoRI puede
in;eptarse en dos orientaciones; de esta manera, sblo la
miftad de los clonos obtenidos despuds de.la transformaciéﬁ
pueden tener la orientacidén deseada. Se comprobd la orien~
tacibén de diez clonos constitutivos resistentes a 1é'penici
lina de /3~galac%osidasa mediante andlisis dé restricciédn.
Ginco de estas colonias contenian toda la secuencia del gen

By Lla locturn corroetn del gon de /3~gulactpmidunn‘on ol

men de la cadena B. Uno, pIBL se selecciond para exnerimen-
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tos subsiguientes.

cuencias correctas del gen de las cadenas Ay B en pIAl N

pIBl, respesctivamente.

11 a fijados correctamente en la./%—g’lacco sidasa pfbducen

1,a

}-proporclona un ensayo muy- apropiado, Se obtlene actividad

de 1nsu11na fa01lmente detectable desoues de mezclar y re~

, reaccionan'significa'ivamente despues de la reduceiln ¥ .

50

En mn experimentofsemejante,‘el Tragmento

lac de #,M megadalton de ).placS se 1ntrodugo en el 11 i

Y—

do pALL en ol sitio gggﬁl parn propovcionar plil. Ll plAl
o dddntico al plhl con la ezcepeldn do quu ol Pru shiard.0

del gen A se substituye por cl fraguento del gen B. 21 an)

Fd

lisis de secuencia DA demostrd que se manbuvieron las se-

5, Expresidn

[rovides ShaPiGorsnsbrony

Las cepas que'continn@n los genes de insu-

ndes cantldades de una pr0u61na del tamafio de la 3 wga-

-

osidasa. Anrox1madanenue el 20 por clento de la pfotel—

_,._A

R

celular total eza este hlbrldo de /S—galact031dasa~1nsu

»

lina de cadena A o B. Tas protelnas hibridas son Lnsnlublcs

y se encontraron en el prsmer granulo de centrmfugaulon de
baga ve1001dad que constltuﬁa aprox1madamente el 50 por
01ento de 1z protelna. -

Para detectar la exnres1on de las caaepas
Ay B de insulina se usd un enuayo radlolnmune (RIA) basa~
do en la'reconstitucion de la insulina completa de las ca~-
denau separadas. ELl nrocedlmlento reconstltu01on de insuli
na de Katsoyannls ¥ otros (1967) BlochemlsurJ 6, 2642-

2655, adaptddo a un volfmen de ensayo de 27 microlitros,

constluulr 108 derivados o—uulJonados de las cadenas de in

ullnaerLas cadenas’ ‘de 1psu11na S~Dul¢oaadau SuDiT&QSS no
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oxidacidn con el anficuerpo de anti-insulina usado,

Para usar el eﬁsayo-de reconstitucidn, se pu-
rificéd parcialmente la proteina hibrida de /35galaotosidasa
de cadena A o B, se rompibé con bromuro de cianégeno ¥ ose-
formaron los derivados S-sulfonados.

La evidencia de gque hemos obtenido la expre.
sidn cofrecta de los genes quinicamente sintetiéados para
la insulina humana, puede resumirse de la siguieﬁte manersa :
a) Se ha detectado actividad radioimmune para ambas cadenas.
b) Se han verificado directa@ente las secuencias de ADN ob-
tenidas despuds de la clonacién y construccién del plésmido,
siendo correctas tal y como se diseflaron. Puesto que se ob-
tiene'ﬁctividad radioinmune, ;la traduccibén debe quedar en
fase. Por lo tanto, el cédigq.genético ordena que se pro-
duzcan péptidos con las secuencias de insulina humana. c)
Los productos de E. coli, degpués de 1a'ruptura con bromuro
de ciandgeno, se comportan como cadenas de insulina en tres
sistémas cromatogréficos difarentes que se basén sobre tres
principios diferentes (filtra%ién de gel, intercambio de
iones y fase HPIC invertida). d) El . coli producido de

cadena A se ha purificado a éSCala pequena mediante HPLC

v tiene la composicidn correcta de aminodcidos.

N En resumen, la Patente de Invencién que se

sollclta debera recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACTONF

l.- Mejoras en un procedimiento para la pro-~
duccidn de un producto que comprende una codificacién de gen

estructural para la expresién microbiana de un polipéptido,

caracterizadas dichas mejoras porque el gen codifica la expre

sibén de un polipéptido de mamifero o un intermedio del mismo

O

1

\
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gen se interpone entre dichos sitios.

- dicho pollpeptldo es una hormona."

-comprende la secuen01a de pares de bases

,la eypreclon mlcroolana de un pollpeptldo en donde se prepa-

se arman mediante:

e B T Al S

y se unen de tal forma que la maybriané 1ar codones At 7
cho gen estructural son codones ﬁreferidos pafa la expresidn
de los genomas microbianos. -

2e= Mojorus mepin Llu reivindicucidn 1, carac-
terlsados porgquo dlcho producto oo un,véhiculordc cJonuuiOn
microbiané recombinante que comprende un primer sitio de re-

conccimiento de endonucleasaﬁdé,restricoién ¥ poxque dicho
- M9301as segun la velv1nd¢0301on 2, donde

4.~ Meaoras segun la re1v1nd1ca01on 5, donde
la hormona es somatostatina.s .
5.~ Mejoras segln la reivindicacidn 4, donde

’ . vl . o , K4 ¢ .
los codones para.la somatostatina se seleccionan de la si-

gﬂmﬁemmmmu,'ri’ ;53§" _
; aminoécido:  codon ﬁémiﬁbédidb'h C§ddn del grupo que
o consiste en:
fgly', . eeT éiféla:[ l'.-;_;gCT y GCG
. cys '}7 ...TGTV {;? asn:i'fr,i. 'AAT y AAC
s . MG phe: . TGy mT
trp ;'Z’-f",TGG'f, P gmps - ACD y ACG
o 77 "ser:' ;{,f;i TCC y TCG-

6 - Meaoras segun 1a relv1nd1cac1on 4,. que

GCT GGT TGT AAG AAC ITC TTT TGG AAG ACT e ACT TCG IGT
CGA CCA ACA TTC ITG AAG AAA ACC TTC TGA AAG TGA AGC ACA

e Megoras segun 1a re1v1nd1cac1on l donde

dlcho producto €8s una codlflcaclop del gen estrucbural parav'

ran una série de fragmenuos de ollgodeu051rrlbonucleotlac ¥
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a) preparacidén de una primera serie de Lrag-
mentos de olipodesoxirribonucledtido que, cuando se unen en
ls secuencia apropiada producen una hebra de codificacidn
de ADN para la secuencia de aminoicidos dcl pollpeptldo~

b) preparar una segunda serie de fragmentos
de ollgodcsoxvrrlbonucleo*ldo que, cuando se unen en la se-
cuencis apropiada, producen una hebra de 00d1f108016n‘

¢) efectuar el puenﬁe de hidrdgeno entre porci

[1®]

nes mutuamente complementarims de los fragmentos de la pri~
mera y segunda serie péra formar una estructura de doble
hebraAy

d) coméletar las hebras respectivas mediante
unidn, cuyas mejoras comprenden: .

1) el gen resultante codifica 15 expresidn de
un polipéptido de mamifero; -

2) al menos una méyoria de los codones en la
hebra de cod1f1cac1on son lov preferldos para la expreglén
de los genomas mlcroblanos- i _

3) los fragmengos unidos en el péso (c) care~
cen de complementaridad, uno:con respecto al otro, excep-
to los fragméntos adyaéentes uno al oftro en el gen estruc-
tural.

" 8.~ Mejéras segln la reivindicacidn 7, donde
los fragmentos se seleccionan de tal manera que la hebra de
codificacidén.del gen estructural estd inmediatamente precedi
da por el codon ATG e inmediatamente seguida por uno o més
codones de terminacidn.

9.~ Mejoras segin la reivindicacién 8, donde
los fragmentos ademds proporcionan el gen resultante con texn

minales cohesivos que compronden una de lno dos hebros con un

-
e
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sulina humana, pr01naullna humana, la- cadena A de 1nsullnd

humana, la cadena B de 1nsu11na humana, hormona de crecimier
Iy el polipéptido pancreatlcou e
de los termlnales opuestos del gen reaultante comprenden ung

sa. de restr1001on dlferentes.

“cada uno de los fragmentos contvene aproximadamente de once

[y

LS

gltio de reconocimiento de endonucleasa de restriccjénn
10.~ Heaorao'scgun la relvand*cuclon 9, donde
él polipéptido es una hormona o un 1ntevmedlo de la misma.
11.- Heaoras sngun la welv1ndlcaolon 10, doundg
el polipéptido es somdtostau1n W/ donde los codones para
Loy uminoépidom de ln nom@hogtmﬁina e mmleéciﬂnnn da Lo od

puiente maners:

- “Aminoécido " codon gAminoéoidQ :lCOdOn para el gry
— ., : . bo _gue consigste en:
gly - GET. . ala:  GCT y GOG
cys ' 7 TGT.;' i7ﬂ'asn:irlrj‘rAAT y AAC
lys i hAG ,fﬁ,f'bhe:;'ji gy o7
trp e - thr: 0 ACT y AcG
| ' 15‘ 'éér}  :" 66 y TG

12.- Heaoras segun la “elv1ndlcac1on 10, dond—

el pollpeptldo se gelecc1ona del grupo formado POY Preproin-

to para humanos o bov1nos, hormona de leutlnlzac1on, ACTH

'15 - Meaoras segun 1a re1v1ndlca01on 9, uon—

de las dos hebras con SlthS de recon001m1ento de endonucleg

14,.— Megoras segun la 1e1v1nd1ca01on 9, donde
cada uno de,lOS'fragmentos contlene anroklmadamente de once

'a_dieciseis nucleétldos. '

':115'— Megoras segun la,réivindiéagién 10, ‘dondg

a dieciseis’ nucleotldos;
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16.~ Mejoras segin la reivindicacidn 1, donde
el polipéptido se selecciona del grupo formado por propoin-
éulina humana, proinsﬁlina humana y la cadena A de insulina
humana, la cadena B deinsulina humana, hormona de crecimi?n-
to humana o bovina, ié horﬁona de leutini?gcién, ACTH y ei
polipéptido pancredtico.

' 17.- Mejoras segﬁﬁ la reivindicacidn 1, donde
ellpolipéptido es somatostatina.

18.- Mejoras segin la reivindicacién 17, donde
los terminales opuestos comprenden una o dos hebras con si-
tios de reconocimiento de endonucleasa de restriceidn dife-
rentes.-

19.~ Mejoras segin lé’reivindicacién 17, dondg
los codones para los aminoicidos de la somatosfatina se se-

leccionan de la siguiente manera:

'aminoécido: codon aninodcido Codon del grupo qu
consiste en:
gly GGT’ ala: GCT y GCG
cys TGT | . asn: AAT y AAC
lys AAG phe: TIC y TTT
trp TGG thr: ACT y ACG
ser: ICC y TCG

20.~ Mejoras segin la reivindicacidn 19, don-
de el polidesoxirribvonucledtido comprende la secuencia de
pares de bases. . '

2l.- Mejoras segfin la reivindicacidn 20, dondg
el polidesoxirribonucledtido tiene 1a secuencia de nucledti

dos:

- et s e e e e Gt S s e e e e S S s e 2o B st
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‘en la presente memoria descriptiva oue'consta:de sesenta

60 -

5! é& TIC ATG GCT GGT TGT AAG AAC TTC TTT
"G TAC CGA CCA ACA TTC. TTG AAG AAA

L TGG AAG ACT TTC ACT TCG TGT TGA TAG
ACC THC TGA AAG TGA ACO ACA ACT ATC CTAG 5

22, Be pe¢vxndnﬂa por Altimo come objeto so-
bre el que ha de recaer la Patenue de Inven01on quc gse s0-
licita: MEJORAS EN UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE
UN PRODUCTO QUE COMPRENDE UN%QCODIFICACION DEL GEN'ESTRUcig
RAL PARA LA EXPRESION MICROBfANA DE UN POLIPEPTIDO.

Todo conforme gueda descrito y reivindicado

paglnas mccanografladas T dibuaos adauntos.

. Madrld 6 nov1embre 1.978
n BERNARDO UNGRIA

P P-
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B~
—— ={AATTC|ATG { GCT GGT TGT AAG AAC TTC T7T T
]
2
{ CTAG[GAT AGTJTGT GCT TCA CTT TCA ©
pBR322 l
p-

NHa "N - Met -« Ala- Gly » Cys - Lys-Asn - Phe « Phe |
SI Trp
? Lys

HO « Cys « Ser Thr - Phe « Thr~

B- + NHp « Alg + Gly » Cys - Lys Asn - Phe - Phe ,
é Trp
5 Lys

HO - Clys- Ser-Thr- Phe - The*®

oy A

.

Ala Gly Cys Llys Asn Phe Phe Trp Llys Thr Phe Thr Ser Cys
2w ® © —— (o)

!

gAATTCATGGCTIGGTITIGTAAGAACTTCTTTITGGAAGACTTITCACTICGTIGTITGATAG

GTACCGACCAACATTCT TGAAGAAAACC T T C TGAAAGT GAAGCACAACTATCCTAGS

G {H):
(€) (F) (G} {H)

A76. 2 BseALA VARTABLE
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