Estrategias de clonado

Problemas II
Usted se encuentra trabajando en la expresión de la proteína de la cápside de un bacteriófago denominado PP7, para en pasos posteriores purificar la proteína y luego obtener anticuerpos policlonales contra la misma. 

La expresión exitosa de la misma ha sido reportada por un grupo de investigadores japoneses, utilizando un vector no comercial, el cual posee el promotor hibrido Tac, regulado a por el represor Lac, un origen de replicación de bajo número de copia (el ori de pBR322) y un gen de resistencia a Kanamicina.

Antes de comenzar a probar vectores y condiciones de expresión, usted desea emular las condiciones ensayadas por los investigadores japoneses. Para esto debe construir un vector de expresión similar al utilizado por el grupo extranjero.

En bibliografía usted encuentra que el vector pET28a posee el origen de replicación de pBR322 y el gen de resistencia a kanamicina. Sin embargo este vector posee el promotor T7 regulado por el represor Lac. Esto último puede ser fácilmente modificado para transformar pET28a en el vector del grupo asiático.

Para esto usted debe clonar el promotor Tac regulado por el represor Lac (eliminando el promotor T7 original) en pET28a. Y una vez obtenido esto deberá clonar el ORF de la proteína de la cápside de PP7 fusionado al tag de histidinas por el C-terminal.

Los materiales con los que cuenta son:

-Un cultivo de E.Coli transformado con el vector pET28a

-Un cultivo de E.Coli transformado con el vector pGEX-3 (el cual posee el promotor Tac y el represor Lac)

-El cDNA del genoma del bacteriófago PP7

Para cada situación diseñe la estrategia de clonado y describa paso a paso como lo haría en el laboratorio indicando desde como obtiene los DNA de partida hasta que encuentra el clon recombinante que a usted le interesa (incluyendo la secuencia de todos los primer a utilizar). 
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tac promoter

-
TGTTGACAAT TAATCATCGG CTCGTATAAT GTGTGGAATT GTGAGCGGAT AACAATTTCA
GSTtag

CACAGGAAAC AGTATTCATG TCCCCTATACTAGGTTATTG GAAAATTAAG GGCCTTGTGC
PGEX-S priming site

AACCCACTCG....CCTTTGCAGG GCTGGCAAGC CACGTTTGGT
BamHI EcoRl  Aval Xhol

GTTCCGCGTG GATCCCCGGA ATTCCCGGGT CGACTCGAGC GGCCGCATCG TGACTGACTG
PGEX-S priming site

I
ACGATCTGCC TCGCGCGTTT CGGTGATGAC GGTGAAAACCTCTGACACAT GCAGCTCCCGG

...ACTCCAAAATCGGATCTG

AGACGGTCACAGCTTGTCT GTAAGCGGAT GCCGGGAGCA GACAAGCCCG TCAGGGCGCG




>Pseudomonas phage PP7, coat protein
ATGTCCAAAACCATCGTTCTTTCGGTCGGCGAGGCTACTCGCACTCTGACTGAGATCCAGTCCACCGCAGACCGTCAGATCTTCGAAGAGAAGGTCGGGCCTCTGGTGGGTCGGCTGCGCCTCACGGCTTCGCTCCGTCAAAACGGAGCCAAGACCGCGTATCGAGTCAACCTAAAACTGGATCAGGCGGACGTCGTTGATTGCTCCACCAGCGTCTGCGGCGAGCTTCCGAAAGTGCGCTACACTCAGGTATGGTCGCACGACGTGACAATCGTTGCGAATAGCACCGAGGCCTCGCGCAAATCGTTGTACGATTTGACCAAGTCCCTCGTCGCGACCTCGCAGGTCGAAGATCTTGTCGTCAACCTTGTGCCGCTGGGCCGTTAA
Operador Lac








