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INGENIERIA GENETICA
Problemas 2% parte

NOTA: En los problemas detallados a continuacion Ud. debe basarse en las siguientes premisas:
-Dispone de un laboratorio con todo el equipamiento y los reactivos necesarios para llevar a cabo el
trabajo

-Debe basarse exclusivamente en los datos disponibles, analizandolos objetivamente (se permite la
creatividad personal en el disefio experimental, pero no en la lectura de lainformacion).

-En todos los casos dispone de toda la informacién necesaria para realizar el trabajo.

-Siempre debe utilizar la metodologia mas corta, simple y econdémica.

Problema 1. Las quitinas constituyen una gran familia de glicanos que son polimeros lineales de
N-acetilglucosamina (NAcGIc) unidos por enlaces a-1,4. Estos compuestos estan presentes en las paredes
de muchos hongos, en el exoesqueleto de los insectos, los aracnidos y muchos otros grupos de
invertebrados, y como parte del polimero extracelular de algunas bacterias. La quitina es el segundo
compuesto organico mas abundante (después de la celulosa). Se calcula que la produccion natural de
guitina esta en el orden de 1010 a 10! toneladas/afio. Por lo tanto, la produccién de enzimas capaces de
hidrolizar eficientemente la quitina (quitinasas) es altamente deseable para una efectiva utilizaciéon de esta
abundante biomasa.

Hasta el presente se han descripto varias quitinasas provenientes de eucariotes y bacterias.
Sorprendentemente, en un trabajo reciente se describe la existencia de un gen codificante para una
quitinasa en una arquea hipertermofilica: Thermococcus chitinophagus, la cual utiliza la quitina como fuente
de carbono.

En su laboratorio estan trabajando en la caracterizacion de los genes presentes en el genoma de otra
arquea: Pyrococcus kodakaerensis KOD1. Durante la etapa de busqueda de homdlogos de quitinasas, otro
miembro del laboratorio determind la existencia de un gen, al cual bautizdé chiA, de 3645 nucle6tidos
(codificante para un polipéptido de 1215 aminoacidos). Este gen fue clonado y secuenciado en su totalidad.
Las busquedas de homologia en los bancos de datos sugieren la existencia de distintos dominios
(detallados en la figura 1)
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En el laboratorio donde Ud. trabaja estan interesados en estudiar en detalle la funcionalidad de este
polipéptido y de los distintos dominios, con 3 objetivos principales:
- Producir la proteina wild type en forma recombinante en grandes cantidades (en
E. coli).
Aumentar el conocimiento basico sobre la proteina y determinar la imprescindibilidad de
algunos de los dominios.
- Desarrollar un vector de expresion procaridtico que permita la expresion de proteinas
heterdlogas y su facil purificacion mediante la fusién a uno de los dominios de unién a quitina
de P. kodakaerensis KOD1 (CBD2 o CBD3).
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Informacién adicional necesaria

Secuencia posterior al péptido sefial.

61 GCAGTATTGACCGCCGTCGACCTTACAAACGCAAGTCGTTAC
2. AV L T A V D L T N A S R Y

Secuencia del primer sitio activo de Quitinasa (el residuo en negrita y marcado con un asterisco se
supone que es el donor de electrones necesario para la actividad hidrolitica)

712 AAGTATCCAGCCGTCAAGGTTCTCATCTCAGTCGGCGGATGGACTCTCAGCAAGTACTTC
238 K vy p AV K VL I §s Vv G G W T L S K Y F

772 TCGGTGGTCGCCGCAGACCCGGCCAAGAGACAGCGCTTCGCCGAGACTGCCATAGAGATC
258 s vv A A D P A KR Q R F A E T A I E I

832 CTCAGAAAGTACAACCTCGACGGAATTGATATCGACTGGGAGTACCCGGGCGGCGGAGGT

278 L R K ¥y N L D GG I DI D W E Y P G G G G
*

892 ATGGCGGGCAAC

298 M A G N 301

Secuencia del dominio de union a quitina CBD2

1873 AAGCCGGGTTCTTTGAGCGTCAAGGTAACCGACTGGGGCAACACTGAATACGATGTCACC
625 K p G S L. s v K v T D W G N T E Y D V T

1933 CTCAACCTCGGTGGAACCTATGACTGGGTCGTCAAGGTCAAACTCAAGGACGGTTCAAGC
L N L G G T Y D W V V KV K L K D G S S

1993 GTATCGAGCTTCTGGAGCGCGAACAAGGCCGAGGAAGGCGGTTACGTCGTCTTCACGCCG
v s s F W S A N K A E E G G Y V V F T P

2053 GTGAGCTGGAACAGGGGGCCGACGGCAACGTTCGGATTCATCGCCACTGGAAGCGAGTCC
v $S W N R G P T A T F G F I A T G S E S

2113 GTTGAAGCGATTTACCTCTACGTAGACGGCCAG
v E A I Y L Y V D G Q

Nota (detalles técnicos)

La actividad de quitinasa puede ser determinada mediante un ensayo fluorométrico utilizando 4-
methylumbelliferyl N-acetyl-a-D-glucosaminide (GIcNAc-4MU). La fluorescencia liberada por la 4-
methylumbelliferone (4MU) puede ser medida en un espectrofotdmetro de fluorescencia con energias de
excitacién de 350 nm y de emisién de 440 nm.

En funcién de esta informacion Ud. debe:

a) Describir la estrategia experimental a utilizar para clonar en un vector de expresion y producir la Quitinasa

b) I

de Pk KOD1 en E. coli en grandes cantidades, funcional y facil de purificar. Para esto elija un vector de
expresion y escriba la secuencia de los primers que disefie. Indique en detalle que ensayos realizaria
para verificar la actividad.

ndicar la estrategia a utilizar para obtener un mutante de delecién que contenga sélo desde el residuo
posterior al término del péptido sefial hasta el Ultimo residuo del primer sitio activo de Quitinasa. Ademas,
debe indicar que ensayos (y controles) realizaria para verificar si este mutante tiene actividad y
determinar la relacién de actividades versus la proteina nativa.

c) Como una alternativa adicional al estudio anterior, sus jefes le piden que construya una versién mutante

de la Quitinasa donde elimine el donor de electrones del primer sitio activo reemplazandolo por un codén
de leucina. Ud. debe indicar como haria la mutagénesis y la construccion final para su expresion.

d) Disefie un experimento que le permita confirmar la existencia del sitio CBD1.

e) Pensando en el desarrollo de un nuevo vector de expresion de genes heterélogos, su jefe decide que Ud.

realice una construccion plasmidica que le posibilite clonar cualquier marco de lectura abierto en fase
(por la regién 3") con la secuencia codificante para CBD2 de Pk KOD1. Este producto de fusién podria
ser facilmente purificable mediante una columna de afinidad con quitina inmovilizada. Para la
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construccion se decide utilizar el plasmido pZErO como punto de partida. Ud. debe detallar todas las
etapas constructivas, sefialando en cada una las razones para realizarla.

Problema 2. El sistema proteolitico de las bacterias lacticas, encargado de la degradacién de la caseina
de la leche, consta de 1 proteasa, varias aminopeptidasas y un sistema de transporte de péptidos. La
actividad de este sistema determina la velocidad del proceso de fermentacion y juega un rol crucial en el
desarrollo del aroma, sabor y textura del producto final (yogur y queso).

Se han analizado las propiedades bioquimicas del sistema proteolitico y la mayoria de los genes han
sido clonados y secuenciados, entre ellos los genes cromosomales pepN (aminopeptidasa) de las cepas
Wg2 y CH de Lactococcus spp. La actividad de la aminopeptidasa PepN de la cepa productora CH, que
cataliza la eliminaciéon de residuos leucina amino-terminales, tiene una actividad 20 veces menor que la
correspondiente enzima de la cepa Wg2. Esto se debe a cambios estructurales en la enzima, derivados de
34 sustituciones aminoacidicas.

Dado que la cepa productora CH posee caracteristicas adicionales que la hacen elegible como starter,
respecto a Wg2, se desea trasladar la mayor capacidad de leucil-aminopeptidasa de la cepa Wg2 a la cepa
CH. Se debe tener en cuenta la necesidad de respetar que la cepa modificada sea food grade.

Los elementos con que Ud. cuenta son:

e Conocimiento de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de los genes pepN de ambas cepas.

e El vector pVS71, que contiene un origen de replicacion (Ori) para Gram positivas y los genes de

resistencia a eritromicina (Em) y ampicilina (Amp).

e Las cepas tipo salvaje Wg2 y CH de Lactococcus spp.

a) ¢Cual seria la estrategia experimental que Ud. utilizaria para alcanzar el objetivo propuesto con
los elementos de los cuales dispone?.

b) ¢De qué manera comprobaria, a nivel molecular y fenotipicamente, que ha logrado trasladar la
mayor capacidad de aminopeptidasa PepN de la cepa Wg2 a la cepa CH?

Problema 3. Usted ha comenzado a trabajar en una industria biotecnolégica, y su primer proyecto dentro
de la misma consiste en encontrar nuevos promotores fuertes funcionales en E. coli e inducibles por
temperatura con el fin de desarrollar nuevos vectores de expresion.
a) Describa la metodologia a aplicar para hallar el mayor nimero de promotores inducibles por
temperatura en E. coli.
b) Proponga un experimento que le permita elegir el promotor con mayor nivel de actividad de todos los
hallados y compararlo con el promotor lac.
c) Proponga un experimento que le permita aumentar la actividad promotora de la secuencia elegida en
el punto anterior.
d) Describa los pasos experimentales que seguiria en la etapa de construccién de un vector de
expresion utilizando el promotor del paso c).
e) Indique que pruebas realizaria para asegurarse que el vector esta bien construido y que el promotor
realmente funciona como se espera en su nueva localizacion.

Problema 4. El xilano es un componente importante de las paredes celulares de las plantas. La hidrolisis
del xilano implica la accion de endo-B-1,4-D-xilanasas y B-D-xilosidasas. Recientemente, se aislé una
bacteria hemicelulolitica perteneciente al género Cellulomonas, a partir del intestino terminal de las larvas
de un insecto herbivoro (Pachnodae marginata). Esta bacteria, Cellulomonas pachnodae secreta xilanasas
y endogluconasas el medio.

Las endo-B-1,4-D-xilanasas bacterianas pueden estar formadas por multiples dominios discretos unidos
por secuencias que actlian como linkers. Los dominios cataliticos existentes pertenecen a la familia de los
dominios de unién a celulosa (CBDs) y dominios de unién a xilosa (XBDs). Ademas, pueden contener
dominios de union de polisacaridos, dominios de termoestabilizacion y otros.

Desde un punto de vista tecnolégico, es interesante disponer de una endo-B-1,4-D-xilanasa
recombinante. Por ello, en su laboratorio estan interesados en caracterizar s nivel molecular el producto del
gen XynllA de Cellulomonas pachnodae. En trabajos previos en el grupo, se caracterizé el producto
proteico codificado en este gen como un polipéptido de ~35 KDa, y se obtuvo la secuencia nucleotidica a
partir de una biblioteca genémica.

El polipéptido XYN11A comprende 335 aminoécidos y, en funcion de analisis de homologia con otras
xilanasas conocidas, se han ubicado dos dominios: un dominio catalitico y un dominio de unién a xilano
(XBD).
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En su laboratorio estan interesados en caracterizar a nivel molecular mas profundo el gen xynllA v,
ademas, evaluar la factibilidad de introducir modificaciones que permitan ampliar el uso biotecnolégico de
este producto proteico. Desde este punto de vista, los objetivos principales del laboratorio son tres:

e Incrementar el conocimiento basico Xynl11A, a nivel molecular.

e Modificar el polipéptido original agregandole un dominio de termoestabilizacion, con la finalidad de
utilizarla a altas temperaturas (60°C)

e Desarrollar un sistema de expresién heterélogo que le permita producir la proteina en cantidades
importantes y evaluar la factibilidad de su utilizacién biotecnologica para la degradacion de
lignocelulosa.

En funcién de esta informacion, Ud. debe:
a) Indicar como haria para:

1. Construir un gen mutante, derivado del Xyn11A, cuyo producto proteico mantenga las funciones del
original y posea agregado en el N terminal del polipéptido funcional una secuencia de
termoestabilizacion. Esta secuencia es de 50 aminoacidos de longitud y sus extremos son

N-terminal GKLLWWNKR... (nucleotidica GGTAAGTTACTCTGGTGGAACAAAAGA...)

C-terminal ....VVTLMNKKM (nucleotidica ... GTTGTCACCCTAATGAACAAGAAGATG)

Las secuencias del gen que codifica para la proteina son:

N-terminal MATHMHRLE...(nucleotidica ATGACCCACATGCATCGGCTTGAGTTC)

C-terminal .... YFKTIDLLF (nucleotidica .... TATTTTAAAACCATTGATTTGCTGTTT)

Indicar la secuencia de todos los primers a utilizar.

2. Asumiendo que el punto anterior ya lo cumplié, disefiar ensayos in vivo e in vitro que le permitan
comprobar la funcionalidad de la proteina recombinante.

3. Producir la proteina recombinante en cantidades importantes en el sistema de E. coli fusionando a algun
péptido que permita su purificacion. Elegir un vector de expresion e indicar la secuencia de los primers a
utilizar.

b) Al realizar el analisis inicial de las secuencias aminoacidicas, se observa que existen varios triptofanos
(W). Dado que su jefe quiere utilizar los espectros de fluorescencia (basados en la presencia de W)
como indicadores de conformacién, Ud. debe tomarse el trabajo de realizar mutagénesis dirigida en
cada una de las posiciones donde hay un triptofano, cambiandolo por fenilalanina (F).

1. Disefiar un esquema de mutagénesis mediada por PCR que le permita realizar estos cambios.

2. Indicar que tipo de controles realizaria para comprobar que el cambio introducido no afecta a la funciéon
de XYN11A.

Problema 5. El Sindrome Urémico Hemolitico (SUH), es causado por una cepa de E. coli denominada
0:157, la cual es transmitida generalmente mediante ingesta de alimento contaminado.

La enfermedad (SUH) esta asociada a una toxina liberada por E. coli denominada Shiga toxin.

Una vez que la bacteria fue introducida al organismo, esta coloniza el intestino, y exporta la toxina al
medio. Esta proteina formada por dos subunidades (A y B), una vez liberada interacciona con receptores
de las células endoteliales del rifién. Dentro de la célula la subunidad A es clivada en Al y A2 y el
fragmento Al interacciona con el ribosoma 28 S inhibiendo la sintesis proteica.

Su grupo de trabajo esta encargado de estudiar y caracterizar la toxina Shiga con el fin de desarrollar una
vacuna a subunidad. Para ello usted cuenta con el gen dicha proteina aislado, clonado y secuenciado.
Por otro lado necesita obtener la proteina en gran cantidad y de forma muy pura para empezar a hacer los
ensayos correspondientes en ratones.
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Alineamiento de la secuencia de la subunidad A de la toxina Shiga

Sefial de exportacién

0:157 ATGeeerureishiehNervieee e e TTTTTCTTTTTTTTTCGTTGCAAGTTGGCAGCCA
VarB ATGeeeruneeuieuerveeccee e TTAATCTNTTCTTTTCGTTGCAAGTTGGCAGCCA
Var atenuada ATGEEERuissiisurNeneveeeeecuiTTTGTTTTTTTTTTTCGTTGCAAGTTGGCAGCCA
VarD ATGeceruneauieuraerveeecee e TTTTTTTTTTTTTTTCGTTGCAAGTTGGCAGCCA

Kok kkhkhkkhkhkhhkhhkkhkkhxkKhx kKK * kk Kk kkkhkkkhk Ak kA khkkkhkkKk Kk

fragmento Al <

0:157 CCGCGCAACG--CACCGACAATCATGTCTAGATTGACAATTACCGACGGTCTTATGGGA
thr leu

VarB —-CGCGCAACGT-CACCGACAATCATGAACGTTTTGACAATTACCGACGGTCTTATGGGA

Var atenuada -CGCGCAACGA-CACCGACAATCATGAGATCTTTGACAATTACCGACGGTCTTATGGGA

varD -CGCGCAACG-TCACCGACAATCATGAAACGATTGACAAGTTAACACGGTCTTATGGGA

*kkkkkkkk*k kAhkkhkkhkkhkkkhkkhkkkkhkx Kk kkkk*x * kAhkkhkkhkhkkkkkhkkkkhkx

—» fragmento A2

0:157 ACCGTCTACGCCAAGTCACGCGCTGTTC//CGCGATCTGCAGAATTCCAGCACACTGTAA

varB CACCGTCTACGCCAAGTCACGCGCTGTTC//CGCGATCTGCAGAATTCCAGCACACTGTAA

Var aten CACCGTGTACGGCAAGTCACGCGCTGTTC//CGCGAT---C-=————— CATCACACTGTAA

VarD CACCGTCTACGCCAAGTCACGCGCTGTTC//CGCGAT-——====——~ CCATCACACTGTAA
*kkhkkkkk K*khkkx *k*k***************//****** * Kk kkhkkkkk*k

Region remarcada, sefial de exportacion
En negrita esta el inicio y final de traduccion

A- Usted decide expresar el gen de la subunidad A en pET22 b.
¢, Como clonaria el gen de manera de obtener la proteina de forma econémica, sin demasiados agregados
aminoacidicos, relativamente pura, y utilizando la menor cantidad de pasos posibles?.

B- Usted esta interesado en determinar que secuencia se encuentra involucrada en la protedlisis de la
subunidad A. Para ello decide mutar dos amino&cidos que sospecha que son responsables. Esquematice
como haria para mutar los dos a Gly. Escriba la secuencia de cada uno.

C- Esquematice paso a paso como armaria por PCR un gen, de manera de: eliminar la sefal de
exportacion y que quede fusionado entre el fragmento Al y A2 el gen de la inteina Scel. Escriba todos los
primers que usaria.

Secuencia que codifica para los extremos de la inteina Scel
AGC GGA GGA GGA GGA GGA GGA GGA ////GGA GGA GGA GGA GGA ATC GGT CCC AAC

D - Como usted puede cuantificar la actividad téxica de esta proteina en cultivos de células Vero su jefe le
propone mutar la subunidad A de manera de buscar versiones mas atenuadas de la proteina y poder
utilizarlas como antigeno vacunal. Disefie un experimento que le permita obtener esto. Mencione los
controles que utilizaria en el experimento.

E —Usted encuentra una version atenuada de la proteina pero al formular la vacuna a subunidad, y hacer los
ensayos en ratones estos no desarrollan suficiente inmunidad sobre E. coli O:157, asi que decide hacer una
vacuna atenuada utilizando la versién del gen que encontré. Para ello deberia generar una cepa de E. coli
0:157 (genotipo: exactamente igual a 0:157 excepto gen A "atenuado”) y utilizar toda la bacteria para la
formulacién de la vacuna.

F - Para que tanto trabajo realizado (lleva 7 afios en este trabajo, 830000 ddlares gastados, dos ulceras, y
tres anteojos de graduacidon en aumento, sin hijos, sin casa propia y solo como un perro) genere algun
beneficio econémico se le ocurre disefiar un kit de diagnostico rapido para identificar inequivoca y
rapidamente este patdgeno en cualquier tipo de muestra identificar y sus variantes que no son patégenas.
Disefie la estrategia en la que basaria su kit, y los controles que llevaria el mismo.

Problema 6. En la empresa donde usted trabaja quieren expresar en grandes cantidades un péptido
humano con actividad antimicrobiana con el objetivo de producir cremas de accién topica para heridas en la
piel. Ademas quieren producir nuevos pépticos que resulten novedosos y una de las ideas que surgio es
agregarle al péptido luego del décimo aminoé&cido la secuencia que codifica para los aminoécidos GHK, ya
gue se conoce que es un tripéptido que ayuda a la cicatrizacién.
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1. Disefie y esquematice una estrategia que le permita: agregar la secuencia que codifica para GHK entre
los AAs nimero 15 y 16 del péptido. Escriba la secuencia de los primers que disefie.

2. Teniendo en cuenta que el péptido podria resultar toxico, disefie y esquematice construcciones basadas
en inteinas, para expresar y purificar el péptido. Explique brevemente cémo funciona el sistema. ¢ Qué tipo
de cepa utilizaria teniendo en cuenta que se trata de un péptido de origen humano?

3. ¢,Como haria para generar versiones con actividad aumentada del péptido, teniendo en cuenta que no se
conocen los aminoacidos involucrados en el mecanismo de accion? Esquematice

Secuencia del péptido
ATGCTGCTGGGTGATTTCTTCCGGAAATCTAAAGAGAAGATTGGCAAAGAGTTTAAAAGAATTGTCCAG

M L L 6 DFF R K S K E K I G K E F K R I V Q
AGAATCAAGGATTTTTTGCGGAATCTTGTACCCAGGACAGAGTCC
R I K D F L R NL V P R T E S

Problema 7.. A partir de alineamientos de regiones parciales de genes de enterotoxinas de diferentes cepas
Vibrio cholerae, usted debe disefiar un kit para determinar las distintas tipos de V. Cholerae y que ademas
le permita identificar variantes nuevas. Esquematice cada componente del kit.

TipoA CGGATCCTCTAGAACGGCCGCTTTTTTTINTTTTTTTTTC-GTTGCAAGTTGGCAGCCA
TipoB CGGATCCTCTAGAGCGGCCGCTTTTNNTNTNTTNTTTTC-GTTGCAAGTTGGCAGCCA
TipoC CGGATCCTCTAGAGCGGCCGCTTTTTNTTTTTTTTTTTC-GTTGCAAGTTGGCAGCCA
TipoD CGGATCCTCTAGAGCGGCCGCTTTTTTTTTTTTTTTTTC-GTTGCAAGTTGGCAGCCA
TipoE CGGATCCTCTAGAGCGGCCGCTTTTTTGGTTTTTGTTTCAGTTGCAAGTTGGCAGCCA

Kok k ok ok kK k kK kkkkokkkok kK ok kK ok Kk * kk Kkkkk kkkhkkkhkkkhkkkhkKkkkk
TipoA CCGCGCAACG--CACCGACAATCATGTCTAGATTGACAATTACCGACGGTCTTATGTGAC
TipoB -CGCGCAACGT-CACCGACAATCATGAACGTTTTGACAATTACCGACGGTCTTATGTGAC
TipoC -CGCGCAACGATCACCGACAATCATGAGATCTTTGACAATTACCGACGGTCTTATGTGAC
TipoD -CGCGCAACG-TCACCGACAATCATGAAACGATTGACAAGTTAACACGGTCTTATGTGAC
TipoE -CGCGCAACGGTCACCGACAATCATGAAACGATTGACAAGGATCCACGGTCTTATGTGAC

Kk kkhkhkkkhk  hkkhkrkkhkkkhxkkkKx * ok kK ok kK Kok kK ok ok ok k ok ok ok ok ok Kok ok
TipoA ACCGTCTACGCCAAGTCACGCGCTGTTCAACGCGATCTGCAGAATTCCAGCACACTG
TipoB ACCGTCTACGCCAAGTCACGCGCTGTTCAACGCGATCTGCAGAATTCCAGCACACTG
TipoC ACCGTNTACGNCAAGTCACGCGCTGTTCAACGCGAT---C-——=-——— CATCACACTG
TipoD ACCGTCTACGCCAAGTCACGCGCTGTTCAACGCGAT--—==-————— CCATCACACTG
TipoE ACCGTCTACGCCAAGTCACGCGCTGTTCAACGCGACCG--AAGTGCCTATTGATGTG

Kok kkk kkkk  kkkokkokokk ok ok ok kokkokokkokokkokokokk * * %

Problema 8. El célera es un enfermedad producida por una enterotoxina secretada por el Vibrio cholerae,
una bacteria en forma de vara. Los sintomas de la enfermedad son abundante diarrea liquida, usualmente
acompafada de vomitos, llevando a la deshidratacién. Esto conlleva a una intensa sed, dificultad al tragar,
dolores musculares, debilidad y en algunos casos a la muerte

Mas del 90% de los casos son de severidad moderada o leve y son dificiles de detectar clinicamente de
otros tipos de diarrea aguda.

La bacteria es esparcida por los alimentos o el agua contaminados. Los crustaceos marinos y el plancton
son las reservas principales del V. cholerae.

Se sabe que esta enterotoxina interactla con el sistema de transportadores de Na+/K+ de las células
endoteliales del intestino, inhibiendo el cierre del canal. Esto genera el flujo continuo de sales y agua al
lumen intestinal provocando deshidratacion.

Se caracterizé una cepa nueva (NC) de bacteria que produce una sintomatologia similar al V. Cholerae.
Al caracterizarla descubre grandes similitudes con V. Cholerae confirmando que podria ser una especie
relacionada. Entre otras cosas, encuentra que la toxina que produce NC, podria estar anclada en la
membrana externa 0 ser secretada (no esta determinado) y esta relacionada con una fuerte actividad
proteolitica. Con el objetivo de aislar y caracterizar esta toxina disefia primers conservados sobre toxinas
relacionadas pero no logra amplificar ningun fragmento a partir del genoma de NC.

A. Disefie una estrategia alternativa para aislar, secuenciar y caracterizar el gen de esta toxina, sin
utilizar un sistema heter6logo como E.coli debido a que la via de exportacion no es compatible y
teniendo en cuenta que no ha sido purificada.

La secuencia obtenida es la siguiente:
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5" GGAAAGCATCCTGCCGCGTTTGTTAAAAGACGTTACCAACAACGAAGAATACGCCGCTAACAGTCTACGA

GACGCGACTCAGCTGATAATTAAAGACAL L. (Sle(6lerVNSS(E/CuNNCUNSICIV:VVNCUNCINNINEY VNG U EH P V:V-Xer2

GTTTTCGCGAGTTTTTAAACACCATTAAAAGCGGTGGCAATGGCCCGTGTGCCGTGCACCAACGCGCACCGL
GTCACGATAACGAAGACGTTGATGACGAAGCGGCGGAAAAACAGAGCGTGAGCTACATTAATCACTCTTTGG
TGTTGGAAAACAATGATTTTTGTGTGTTTGTCAAGCCTTTTTTATTGAAAAAACACTATAACGTAATCA

AGAACTACTTAAAACTTGATAGTTTTTTGAGCAGCGAAAACCCTGAGCACACTAACAAGTGTGTAGAAGCAG
GAGACTATTGTTATTGGCCCAATTGGCCCGCGTCGCAAGCCGTTTCATTTACGGGATGGCAGCTATTTTTGT
TTCTCAAATTTCACATCAGCGTAGAATCCACCATACCCATAATTCACAACAAGCATTTGGGTCCTGTGGACT
TGTTTGTGTTTAATCCCGAAACTTTTTTAAACATTGAAATGAGTTTGTGCACAAACGAAACGCCGCCGGTCA
AGCTGTTTGTCAACGGCAAATCCGTTTTTGACGACAAAAGCGAAAATGTTTTTGAAATAAAAATGGCCAACA
ATGCCACGGCCACGTGCAAGTTGGCCGCAAATTTGGTAAACTGTCACAAGAACCTGTTTCACGTGATTCGCG
ACAACATAAATCTTGAAGAATGCATCACGACGCCCAAGTtgaCAAGCACATTATCAACGTAAACCTAACTAA
ACTGCGCGAGTTTTCAAACGAGACGCCGTCACTCGCCGTCACAACCGGAGAACGCGGATTC 3°

mPéptido de exportacidn
N Posible dominio transmembrana

D Dominio A Citoplasmatico
N Dominio B Externo

B. Al expresar el orf completo en E.coli, encuentra que la proteina forma cuerpos de inclusién. Dado que
tiene una regién transmembrana, que podria estar afectando a la solubilidad de la proteina usted decide
eliminarla junto con el péptido de fusién y fusionar el dominio A - B a una cola de tres histidinas (CAC) en el
extremo Nt. Disefie la estrategia y los primers que utlizaria.

C. Se sabe que las proteinas que poseen motivos transmembranas aumentan la solubilidad
considerablemente si estos dominios estan delecionados o interrumpidos en aproximadamente la mitad de
aminoacidos que los conforman. Con el objetivo de obtener la proteina wild type sin agregado ni deleciones
de aminoécidos, en forma pura y lo mas importante, soluble disefie una estrategia. Esquematice las
construcciones.

D. Como usted ya disefio un experimento para cuantificar la actividad proteolitica (no??) de esta proteina
su jefe le propone mutar el gen de la toxina de manera de buscar versiones mas atenuadas y poder
utilizarlas para desarrollar una cepa inocua para la formulacion de la vacuna. Disefie una estrategia que le
permita alcanzar este objetivo. Mencione los controles que llevaria. Tenga en cuenta que no puede usar un
sistema heterdlogo como E. coli, sino debe usar la cepa NC.

E. Usted debe disefiar un ensayo, con el objetivo de determinar su relacién filogenética con otras cepas y
bacterias del genero Vibrio. Por otro lado desea construir un kit de deteccion de las distintas variantes y que
ademas le permita identificar variantes nuevas. Tenga en cuenta solo posee secuencia de algunas de las
toxinas y que entre ellas no presentan regiones altamente conservadas.

Problema 9. La tuberculosis bovina que persiste en regiones lecheras del suroeste de Inglaterra es el
reservorio natural de Mycobacterium bovis. Inicialmente el diagnéstico se llevaba a cabo a partir del
aislamiento de los microorganismos utilizando tejidos de animales con sintomatologia. Con el comienzo del
uso de anticuerpos monoclonales la tarea se ha facilitado ya que existe un anticuerpo que reacciona con
una proteina de masa molecular aproximada de 22 kDa presente en M. Tuberculosis y en M. bovis y una
proteina de masa molecular aproximada de 24 kDa M. Kansaii, y no produce reaccién cruzada con
proteinas de otras micobacterias.

Con la finalidad de aumentar la sensibilidad y especificidad de la deteccion, en el laboratorio donde Ud.
trabaja se decidio clonar y caracterizar a nivel molecular el gen que codifica para el antigeno detectado con
el anticuerpo monoclonal. Ademas, como el cultivo de micobacterias es bastante complejo, su jefe desea
gue Ud. produzca esta proteina en un sistema heterélogo con la finalidad de desarrollar un test tipo ELISA
para estudios epidemiol6gicos con gran nimero de muestras.

a) Esquematice la estrategia experimental que Ud. utilizaria para alcanzar estos resultados.
b) Explique sintéticamente las distintas etapas de su disefio experimental. En cada una,
suponga los resultados que obtendria.
Por otra parte, durante los afios de trabajo sobre el tema se generé en el laboratorio una coleccion de 10
(diez) aislamientos de Mycobacterium bovis que presentaban ligeras diferencias en su patogenicidad. En
algunos casos, esas diferencias poseen cierta correlacion con diferencias en algunos de los aspectos de la
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caracterizaciobn microbiolégica y en otros casos no. Con el objetivo de disponer de un método rapido y
seguro de tipificacién de las variantes, su jefe decide desarrollar un test basado en PCR. Para ello, usted
debe pensar en, al menos, dos etapas: en una etapa inicial el material de partida son cultivos de laboratorio
y en una segunda etapa el material de partida son muestras de animales (enfermos o no).
c) Explique sintéticamente las distintas etapas de su disefio experimental. En cada una,
suponga los resultados que obtendria.

Problema 10. Usted logra aislar una nueva bacteria la cual crece 6ptimamente a 16°C. Sin embargo en
los ensayos que le realiza comprueba que a 5°C esta bacteria tiene una fase lag mas larga, sin embargo
luego de un tiempo crece de la misma forma que a 16 °C (la curva de crecimiento exponencial tiene
parametros similares que a 16°C).

Usted supone que en la fase lag se estan expresando proteinas necesarias para poder crecer a esa
temperatura. Desconoce totalmente la secuencias genémica del microorganismo.

1- Disefie y plantee paso a paso una estrategia que le permita identificar los genes involucrados
en el crecimiento a 5°C

2- ¢ Qué controles realizaria para validar sus experimentos?

2- Suponga que son dos los genes que identifica usted, ¢cémo determinaria fehacientemente que
son los genes responsables de permitir el crecimiento a tan bajas temperaturas?

Problema 11. Su laboratorio se encuentra investigando un organismo termdfilo del género Pyrococus el
cual fue aislado de fuentes termales en la provincia Santiago del Estero. Su temperatura 6ptima de
crecimiento es entre 76-83 °C. Especificamente usted tiene como objetivo aislar y caracterizar el gen (R)
gue se encuentra involucrado en la represion de un sistema que es inducido cuando este organismo es
sometido a temperaturas inferiores a 33 °C y se calcula que podria tener aprox. 1800 pb. Por informacion
previa se sabe que este sistema solo se compone de una proteina represora que actla sobre una
secuencia operadora.

Este sistema se encuentra relacionado con la expresion de proteinas tipo chaperonas y con la secrecién de
distintos polisacaridos.

En la blsqueda de este gen usted identificé un clon con un fragmento de DNA que tiene alta homologia con
la region operadora donde este represor podria actuar. Sin embargo no cuenta con informacién acerca de la
secuencia nucleotidica del represor, como asi tampoco de la aminoacidica y los intentos por purificar la
proteina y secuenciarla no dieron resultados

1- De acuerdo a los materiales que dispone proponga una estrategia para aislar el gen R Esquematice
cada paso de su estrategia teniendo sus correspondientes controles.

Clon con de la region operadora - 1100 pb

| [ I
Pstl Bamhl EcorV Xhol

Problema 12. Usted desea obtener en cantidad, con un 95 % de pureza y sin ninguna modificacion
aminoacidica un factor de crecimiento humano, el cual tiene gran relevancia biotecnolégica. Sabiendo que
no tiene modificaciones postraduccionales, decide expresarlo en E. coli. Sin embargo, se encuentra con que
esta proteina es altamente toxica para dicha bacteria.

Por trabajos anteriores, usted sabe que el agregado de cualquier secuencia aminoacidica en el extremo N-t
y en el C-t de su proteina anula el 100 % de su actividad dejando de ser téxica para E.coli.

Debido al alto costo que implica la utilizacién de proteasas luego de expresar su proteina y la traduccion in
vitro, sus jefes le prohiben usar cualquiera de estas alternativas.

1) Proponga una alternativa que le permita expresar su proteina en E. coli, y que luego pueda
purificarla con un alto grado de pureza, utilizando un método de afinidad sin agregar ni eliminar
ningln aminoé&cido. Tenga en cuenta que no dispone de anticuerpos contra su proteina.

2) Esquematice el plasmido de expresion que disefiaria e indique todos los elementos
nucleotidicos necesarios para que funcione en E. coli.

Si utiliza algtn primer, indique si lleva sitios de restriccion o cualquier detalle que sirva para lograr su
objetivo.
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1230 pb
ﬁ ﬂ Factor de crecimiento humano
Pstl EcorV

Problema 13. Los moluscos acuaticos son organismos muy interesantes por su particular manera de
alimentacion. Constantemente se encuentran filtrando el agua donde se hallan, a partir de la cual obtienen
los microorganismos que constituyen su principal fuente nutritiva. Pero también, en ese constante pasaje de
agua ingresan contaminantes como metales pesados (Cd?*, Cu?*, Hg?*), los cuales son en general retenidos
en diferentes tejidos del animal. De esta manera, estos organismos se constituyen como auténticos filtros
biolégicos.
Un grupo de investigacion argentino estudié el molusco bivalvo Limnoperna fortunei, y encontr6 que el
contacto de estos animales con Cd?* inducia la expresion de un polipéptido de 23 kDa, posible quelante del
metal. Posteriormente purificaron esta proteina, y mediante secuenciacion por Edman de fragmentos de la
misma, disefiaron primers que le posibilitaron amplificar mediante PCR el gen que codificaba dicho péptido
(ver secuencia adjunta).
Actualmente, el grupo donde usted se ha incorporado, ha decidido comenzar a caracterizar en profundidad
las particularidades de dicha proteina, con el fin de generar dos productos biotecnoldgicos:
(1) Una columna cromatografica de afinidad para el metal Cd?*, que sirva como filtro para aguas
contaminadas
(2) Una cepa de Escherichia coli que tenga insertado en su cromosoma el gen que codifica para dicha
proteina, con el fin de utilizarlo para la biodepuracién de residuos industriales.
Teniendo en cuenta los objetivos anteriores, desarrollar:
a) Una estrategia que le permita producir la proteina en cuestiéon en cantidades importantes. Si utiliza
estrategias basadas en PCR, indique la secuencia de los primers.
b) Una estrategia que le permita mutagenizar el codén codificante para Leucina (marcado en la figura),
por una Histidina.
¢) Los productos antes mencionados, y los ensayos que muestren su correcta funcion.

ATGTGGTTGGCTGCGCGAGATGATGCGTTCGACACCGTGTTCGAGAAACGTTTCATCACACACAACGACTTTGGTAATCTC
M WL A A RDDAVF DTV F E KU RV F I THNDUFGN L

CAGCCCGGTTCACAACTTGTCTACGAGGCTGGTAAAGGTTACTCATACTCGCCGGTGCGTAGCAACACTCGACGTTCGCTG
Q P G S Q L VY EA G K G Y s Y s P V R S NTIRIR S L

CTCGATCAGATCAACGCTGCGCGTTTAAAACTGTTGCACGGCCGTGAACGACGCCAGCAAAAGATGCGAGCGTCATCACCA
L D Q I N A A RUL I KULULUHGUZREIRIZRIOQQIKMMURM AS S P

CCGCCGCCGAACACACTAAACTCGTCCGAATTCAACTACAACGAGACGGATAGTTTGGAGGATATGATTGTGGACTTTCTC
P P P NTULN S S E F NYNETD S L EDMTIV D F L

GAAGATCATTCGTTGATTATAGGCATTTTGACCGATTTGGGTCTGTAA
E D H S L I I G I L T D L G L

Nota: Esta secuencia no contiene sitios de reconocimiento a las enzimas: BamHlI, Xhol, Xbal, EcoRlI, entre
otras.

Segunda posicion
U C G U

UuU UCuU UAU uGU U

uucC Phe ucc UAC Tyr usc Oy | ¢

u UUA UCA Ser UAA Stop UGA Stop A

UuG Leu UCG UAG __ Stop | UGG Tp | G

cuu ccu CAU , CGU U

cuc ccc CAC His cGC C

. Cc CUA Leu CCA Pro CAA CGA Arg A

ngmgﬂ CUG cCG CAG Gln CGG G pgggieérn

AUU ACU AAU AGU U

AUC lle ACC AAC Asn | Agc Ser | ¢

A AUA ACA Thr AAA AGA A

AUG Met ACG AAG Lys AGG Arg G

GUU GCU GAU GGU U

GuC Gce GAC Asp GGC c

G GUA Val GCA Ala GAA GGA Gly A

GUG GCG GAG Glu GGG G
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Region de clonado del plasmido Pet22-B

AGATCTCGATCCCGCGAAATITAATACGACTCACTATA‘GG|GGAATTGTGAGCGGATAACAATTI
Promotor T7 Operador lacI
CCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGATATACATATG|AAATACCTGCTGCCGI
RBS Ndel Pel B
|ACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCGGGCGATGGCC|TGGCCATGGATAT
Pel B Ncol
CGGAATTAATTTCGGATCCGGATATCCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCCCTCGAGCAC
BamHI EcorV SacI Sall HindIII XhoI

CACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCC
Tag His STOP

A]CCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTT
Terminador T7

Problema 14. Usted trabaja como investigador en una empresa farmacéutica Argentina y se encuentra
trabajando en un polipéptido con actividad anticancerigena, sin obtener hasta el momento muy buenos
resultados. Por otro lado, recientemente una empresa extranjera lanz6 al mercado una nueva droga para
tratar algunos tipos de cancer obteniendo excelentes resultados. Por contactos dentro de esta empresa se
entera que la droga esta basada en el mismo polipéptido que usted estudia, de manera que decide comprar
el producto para analizarlo y estudiar en que se diferencia con su polipéptido.

Para ello realiza los siguientes estudios:

A C SDS-PAGE - Western

Figl: Western utilizando anticuerpos policlonales

sobre el polipéptido puro.

A: Su polipéptido. Clonado y expresado en pet22 sin tag ni pelB.
Purificado por cromatografia de afinidad

C: polipéptido comercial

Modificaciones post-traduccionales
Se evalué mediante ensayos quimicos y bioquimicos la existencia de glicosilaciones y otras modificaciones.

Glicosilaciones | Fosforilacion Otras Fig2:
A C A C A C No se encontraron modificaciones
- - _ ; ; N nien AniC

Estabilidad del polipédptido en cultivo.

Sobre cultivo in vitro de células provenientes de carcinoma hepatico, se agregé distintas diluciones de la
droga vy luego se tomaron las células (la misma cantidad de células) a distintos tiempos, se las lisé y se
realiz6 un Western.

A C Fig3:
Se muestra una de las
1 2 4 8 16 1 2 4 8 16 diluciones ensayadas.
—— Los nameros indican las horas a
_—_——_————— gue se tomaron las muestras

Estabilidad del polipédptido en ratones.

Se inyecté la droga a ratones con cancer hépatico (sobre este tipo de cancer se sabe que la droga actla
eficientemente), se sacrificaron y se extrajo el higado a distintos tiempos (para cada tiempo se sacrificaron
tres ratones). Luego se procesaron las muestras y se realiz6 un Western.

10
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A Cc Fig4:
Los nameros indican las horas a
1 2 4 8 16 1 2 4 8 16 que se tomaron las muestras

Secuenciacion del polipéptido por Edman.

Composicién Proteolisis
A C A C
Cys 2 2 CysGlylleProSer GluLeuLeulLeuGlyGluGlyCysGlylle
ProSer
Gly 5 5 ArgLysGlyCysGInGlySer ArgLysGlyCysGInGlySer
Leu 3 3 GluLeuLeulLeuGlyGluGly
Gln 1 1 La enzima que utiliz6 para digerir el polipéptido cliva el enlace
Glu 2 2 polipeptidico siguiente al residuo de Serina
Arg 1 1
Lys |1 |1 Ll
Po |1 |1 L &
le |1 |1 o -
Ser 2 2

a) Escriba la secuencia de los polipéptidos.

b) De acuerdo a los resultados obtenidos proponga una hipotesis acerca de porque su polipéptido no
funciona eficientemente como droga anticancerigena y porque la comercial si, descartando la posibilidad
de que haya un problema de plegamiento ya que por dicroismo circular corrobor6 que ambos son
iguales.

¢) Teniendo en cuenta los sistemas de inteinas disefie un plasmido que le sea Util para generar un
polipéptido igual al comercial. Esquematicelo e indique claramente la orientacion y extremos de la
inteina.

Problema 15. Usted trabaja en un hospital de infectologia en el area de patologias respiratorias. Durante
el dltimo afio, su grupo de trabajo diagnostic6 500 casos de neumonias provocadas por infeccién con
diversas cepas de Streptococcus pneumoniae, las cuales se caracterizan por tener un antigeno proteico
comun pero con regiones variables. Con el fin de acelerar los tiempos en el diagnostico, su jefe le propone:
a) Que plantee una técnica que les posibilite diagnosticar en forma sensible y especifica infecciones
provocadas por las diferentes cepas circulantes de Streptococcus pneumoniae, tomando como
muestras de partida fluidos del tracto respiratorio.
b) Que una vez encontradas diferentes cepas de Streptococcus pneumoniae mediante la
metodologia anterior, plantee una técnica que le permita hacer un estudio mas completo sobre la
filogenia de ese género de bacterias

Problema 16. En el laboratorio donde usted se incorporé recientemente, uno de los becarios de
investigacion trabaja en la blsqueda de ciertos genes para caracterizar una ruta metabdlica de una
Pseudomonas spp, cuyo producto final es un compuesto alcohdlico de importancia farmacolégica. Para tal
fin logré aislar una region gendmica que posiblemente codifica para alguna de las enzimas implicadas en la
ruta. Al secuenciar los extremos del fragmento, encontré el comienzo y el final de un ORF con homologia a
diferentes quinasas procariotas. Debido a que necesitaba resultados rapidamente, disefio dos primers sobre
esas secuencias (uno conteniendo el ATG y otro el coddn de stop) y logré amplificar el ORF entero de la
hipotética quinasa. Luego procedio a clonar ese fragmento en pET-22b para producir la proteina en forma
recombinante, y asi facilitar los ensayos sobre la misma. Pero cuando analizé sus resultados no pudo llegar
a una explicacion coherente, por lo que su jefe ofrecié a usted que culmine estos experimentos.

11
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Hindlll PCR
Kpnl
Sacl ¥
BamHI
Spel
EcoRI
Pstl
e Clon K H20 PM
SPSb
ccdb’ | 3000ph
Bglll
. . . — 2500ph
6000 1000 P
L I 2000pb
kanamicina .
Clon K Quinasa P

1500pb
- 5000 6997 bps

H

4000 3000 1000pb
AY

‘ccdb,

T

Stul

Xbal
Xhol

Clonado en pET-22b +

[— PM

i — 68 KDa
/ — 54 KDa
Induccion con IPTG —

y posterior tratamiento

45 KDa

con rifampicinay Met — — 35KDa
marcada
= 19 KDa
SDS-PAGE

(Autoradiografia)

a) Postule al menos dos hip6tesis que expliquen la aparicién de dos polipéptidos luego del ensayo de
induccion, y no sélo uno como era lo esperado.

b) Proponga un esquema experimental adecuado para verificar o refutar las hipétesis anteriores.

¢) Proponga un esquema experimental adecuado para demostrar que este gen esta verdaderamente
implicado en la ruta metabdlica en estudio.

Problema 17. Las actividades enzimaticas de las proteinas son ampliamente diversas, lo cual las
convierte en una materia prima importantisima para muchos sectores de la industria. Desde la elaboracion
de detergentes, alimentos, productos de detoxificacion, catalizadores de reacciones hasta formulados
farmacoldgicos, la produccion de las mismas involucra una parte determinante dentro de la Biotecnologia.
Dado que es crucial disminuir los costos en las diversas etapas implicadas en la generaciéon de los
productos buscados, se torna elemental lograr expresar las proteinas de interés en sistemas heterélogos,
como cualquiera que involucre a Escherichia coli.

A usted lo contratan de una industria dedicada a la produccion de proteinas con la intencion de mejorar
algunos sistemas. Partiendo del conocimiento que los dominios globulares tipicos de las enzimas, en
general, suelen poder aislarse sin importar su fusién a otros polipéptidos, su jefe le propone que disefie una
estrategia que le permita generar proteinas mosaico (varios dominios independientes unidos
covalentemente mediante linkers), pero donde la unién sea un evento posterior a la purificacion de cada
unidad proteica. Lo que su superior pretende es que usted disefie los plasmidos necesarios (con todos sus
elementos) para lograr, luego de expresar en Escherichia coli diferentes proteinas, unirlas de la manera
deseada generando las combinaciones que usted quiera, y de manera de obtenerlas rapidamente
purificadas.

y B "\, B
Productos iniciales generados en forma independiente Producto final deseado, donde Ay B pueden ser
en E. coli, donde Ay B pueden ser cualquier enzima cualquier enzima

12
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Para tal fin, usted cuenta con los siguientes elementos génicos y sus secuencias.

NH COOH MBP (proteina de union a amilosa)
NH COOH Inteina de Mycobacterium
SIS Poly Histidinas
NH COOH
EEEE Poly Glicinas
NH COOH

Hindill “sacl

ColEl ori Scal
) Lac Z (alfa)/ccdB

0 Pstl

pZErO
3297 bp

pET22B
000 5493 bp

El ori 3000
i

a) Describir y esquematizar las construcciones plasmidicas a generar para cumplir tales objetivos.
Indique la funcion de cada elemento génico incorporado.

b) Indique los experimentos minimos necesarios para probar la funcionalidad del sistema. Para tal fin
Usted cuenta con los genes indicadores lacZ y gfp.

Problema 18. En su laboratorio se han hecho diversas construcciones que implican proteinas de fusion
y han confirmado que los ultimos 32 AA del interferon confiere estabilidad a pequefios péptidos dificiles de
expresar. Es por eso que le encomiendan que haga lo mismo con la proteina LL37, un péptido de 37 AA
gue tiene actividad Bacteriana y que no han podido expresar todavia. Usted debe disefiar una estrategia
basada en rearmado por PCR para unir ambos fragmentos y ademas debe agregar entre el fragmento C-
terminal del interferén y LL37, el sitio de reconocimiento para la proteasa Xa (IGER) y clonar toda la
construccion en el vector de expresiéon pQE60. La construccion final seria la siguiente:

1. Diagrame la estrategia para lograr los objetivos y escriba todos los primers que necesita para
desarrollarla.

;Ilnt. C-term. ORF LI37 |

A\

ORF Interferén

C-terminal (32 AA)
ATGGGCGAACCGGTT/ CGTAAACTGTTTGAACATGTATACAGTTTTCGCGAGTTTTTATACACCATTGTGGCAAGTGGCCCGTGCA
CCGGATCCCGICATGATCTTCTAA

Stop
p-LL37

TAAAACTTGATAGTTTTTTCCATGGAGCGAAAACCCTGAGCACACTAACAAGTGTGTAGAAGCAGGAGACTATTGTTATTGGCCCAATT

GGCCCGCGTCGCAAGCCGTTTCATTTACGGGATGGCAGCTATTTTTGTTTCTCAAATTTCACATCAGCGTAGAATCCACCATACCTAAG
CTTGAAATTCAGATCTCATTGGGT

Stop
pQE-60
Eco RI/RBS Mea | Barm HI E-E' I &xHis  Hind 1N ty
| [CCATGGGAGGATCCAGATCT| I TAAGCTTAATIAGCTGAG ]
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