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Expresión de una proteína recombinante
La incorporación de la tecnología del ADN recombinante ha sido un avance muy importante para poder sintetizar grandes cantidades de proteínas que tienen un uso médico o de otro tipo, siendo un ejemplo típico la producción biotecnológica de la insulina humana.

La secuencia de ADN (Gen) que codifica para la proteína en cuestión se incorpora mediante un vector adecuado en células procariontes o eucariontes, donde se transcribe y traduce el gen de interés  utilizando la maquinaria biosintética de la célula huésped.

Para realiza este proceso es importante:

1. Seleccionar adecuadamente el vector que se utilizará para incorporar la secuencia del ADN a la célula huésped.

2. Elegir el tipo de célula huésped a utilizar.

3. Seleccionar los clones que contenga la secuencia del ADN.

Para determinar la incorporación en la célula huésped de los vectores que contienen el gen a utilizar, podemos:

 1) aislar y purificar el vector ó plasmido incorporado,

 2) purificar y analizar la proteína que es codificada por el gen foráneo.

El trabajo pionero de Paul Berg, Herbert Boyer y Stanley Cohen a comienzos de los años 70 llevó al desarrollo de la tecnología del ADN recombinante, la cual ha permitido a la biología pasar de ser una ciencia exclusivamente analítica a una sintética. Nuevas combinaciones de genes no relacionados se pueden construir en el laboratorio aplicando las técnicas de ADN recombinante. Estas nuevas combinaciones pueden ser clonadas –amplificándolas muchas veces – introduciéndolas en células apropiadas, donde son replicadas por la maquinaria sintética del huésped. Los genes insertados son a menudo transcritos y traducidos en su nueva ubicación.

Los plasmidos son ADN circulares de doble hebra que están normalmente en algunas bacterias y tienen un rango de tamaño de 2 a varios cientos de kilobases. Ellos tienen genes para la inactivación de antibióticos, producción de toxinas y descomponer productos naturales. Estos cromosomas accesorios pueden replicarse independientemente del cromosoma del huésped. En contraste con el genoma del huésped, ellos no son necesarios bajo ciertas condiciones. Una célula bacteriana puede no tener plasmidos o puede alojar a más de 20 copias de uno.

Se pueden construir nuevos genes en el laboratorio, introducirlos en la célula huésped y expresarlos. Nuevas moléculas de DNA se hacen juntando fragmentos que tengan extremos cohesivos por acción de enzimas de restricción. La ADN ligasa sella las cadenas de ADN. Vectores para propagar el ADN incluye a los plasmidos, fago , y cromosomas artificiales de levadura. Genes específicos pueden ser clonados desde una genoteca usando una sonda de ADN o ARN. El gen de interés puede ser expresado en células procariontes o eucariontes mediante un  vector apropiado y obtener altas cantidades de proteína para los fines que se estime conveniente.




Esquema general para la introducción de genes de interés  en un plasmido y su incorporación a  una bacteria.
Objetivos:

Este práctico tiene los siguientes objetivos:

1.- Incorporar plasmidos a bacterias competentes E. Coli.

2.- Purificar plasmidos  desde bacterias E. Coli transformadas.
Procedimientos:
1.- Transformación de bacterias competentes, método de golpe térmico
Consideraciones: Mediante este método es posible introducir un plasmido que contenga un gen de interés, y además permite seleccionar solo las bacterias que hayan incorporado el vector mediante el gen de resistencia a ampicilina contenido también en este. 

1.- Tome 50 ul de bacterias competentes en un tubo de 1,5 mL, agregue 1 ul de solución con el plasmido (10 ug/ml), agite suavemente e incube en hielo por 5 min.

2.- Realice un golpe térmico traspasando rápidamente  el tubo a un baño con 42ºC  y espere 2 min,  e incube nuevamente en hielo por 10 min. 
3.- A continuación agregue 1 mL de LB (medio de cultivo de Bacterias) para la activación del gen de resistencia e incube a 37ºC con rotación (250 rpm).
4.- Al cabo de este tiempo disperse (plaquee)  el contenido del tubo sobre una placa de cultivo LB-agar que contiene ampicilina 100 ug/mL e incube toda la noche en un horno a 37ºC, esto permite el crecimiento de colonias de bacterias que han incorporado el plasmido de interés. 

2.- Purificación de plasmidos.
Para realizar este punto se utilizará un módulo comercial de purificación de plasmidos desde bacterias, Fast Plasmad Mini de Eppendorf, el cual nos permite aislar ADN plasmidal con un alto grado de pureza.
El profesor les entregará 5mL de bacterias transformadas crecidas previamente.

1.- Centrifugue la mezcla de bacterias a 3500 rpm por 20 min y descarte el sobrenadante.
2.-  Resuspenda el precipitado de bacterias con 400 uL de solución de lisis fría y espere 3-5 min a temperatura ambiente (TA). 
3.- En paralelo prepare la columna de purificación equilibrándola con 400 uL de tampón de lavado y espere que pase todo el líquido al tubo de 1,5 mL.

4.- Transfiriera el extracto bacteriano (2) a la columna y póngala en un nuevo tubo de 1,5 mL
5.- Centrifugue  la columna por 1 min a 10000 rpm a TA.
6.- Descarte el líquido filtrado  y vuelva a centrifugar como en 5, utilice el mismo tubo.
7.- Transfiera la columna a un tubo nuevo y agregue 50 ul del tampón de elución al centro de ella.
8.- Centrifugue  la columna por 1 min a 10000 rpm a TA.

10.- Remueva y descarte la columna

El plasmido eluído se guardará a 4ºC para ser utilizado en el próximo práctico con el fin de determinar la integridad del ADN. 
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