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Resumen 

En Panamá, el cáncer es la segunda causa más frecuente de defunciones. Entre los cánceres 

más comunes se encuentran el cáncer de pulmón, uterino, de mama, de colon y próstata. 

Cáncer no quiere decir muerte, entre más temprano se puede detectar más fácil será 

eliminado. En la actualidad, existen distintos tratamientos innovadores basados en 

anticuerpos, que están revolucionando el campo, como los son los de "checkpoint inhi bitor" 

utilizados en inmunoterapia oncológica, como otros expresados en las células de cáncer 

(EGFR, CD22, etc.). En este proyecto, se estableció una plataforma de expresión de 

proteínas en células humanas y en bacterias, E.coli BL21 (DE3) pLysS. Se han 

seleccionado varias proteínas que están expresadas en cánceres, como también en el 

sistema inmune. Estas serán utilizadas para estudiar su función en células de cáncer, como 

también para elaborar nanocuerpos específicos. Se amplificaron las secuencias de genes de 

las proteínas extracelulares y fueron donadas en bacterias, y finalmente, se produjo cada 

dominio extracelular de los receptores (AXL, CD32, CLEC5A y CLEC7A) en bacterias 

E. col¡ BL21 (DE3) pLysS y en células HEK293FT. 
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Abstract 

In Panama, the cancer is the second most frequent cause of death. Among the most 

common cancers are lung, uterine, breast, colon and prostate cancer. Cancer does not mean 

death, the earlier it can be detected the easier it is to eliminate it. There are different 

treatments based on antibodies that are revolutionizing the field, such as those of 

"checkpoint inhibitor" used in oncological immunotherapy, like others expressed in cancer 

cells (EGFR, CD22, etc.). In this project, a protein expression platform was established in 

human cells and bacteria E.coli BL21 (DE3) pLysS. We have already selected several 

proteins that are expressed in cancers as well as in the immune system. These will be used 

to study their function in cancer cells, as well as to elaborate specific nanobodies. The gene 

sequences of the extracellular proteins were amplified and were cloned in bacteria and 

finnaily, each extracellular domain of the receptors (AXL, CD32, CLEC5A and CLEC7A) 

was produced in bacteria E. coli BL21 (DE3) pLysS and in HEK293FT cells. 
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Introduccion 

El Cáncer es una de las principales causas de muerte y se espera que la tasa de mortalidad 

se incremente en los próximos años (Ryerson et al., 2017). En Panamá, el cáncer es la 

segunda causa más frecuente de defunciones. Entre los cánceres más comunes se 

encuentran el cáncer de pulmón, uterino, mama, de colon y próstata (Badalá et al., 2008). 

El cáncer de colon es la tercera principal causa de muerte por cáncer en las mujeres y el 

cuarto en los hombres, con 693,600 muertes en todo el mundo en 2012 y  por ende, es de 

suma importancia identificar nuevos blancos de ataque contra el mismo (Zuo et al., 2014). 

El cáncer no quiere decir muerte, entre más temprano se puede detectar, más fácil es 

eliminado, ya que debería tener menos mutaciones, menos mecanismos de escape, lo que 

hace que muchos cánceres sean letales (Badalá et al., 2008). También, en el futuro se 

utilizará la medicina personalizada (Waither et al., 2015) en que cada tumor se analizará de 

forma genética, metabolomica y proteómica para identificar qué modificaciones tiene y qué 

inhibidores o combinaciones podrán ser más efectivas contra estos cánceres (Mesri, 2014). 

Entre estas terapias revolucionarias esta la inmunoterapia (Fox et al., 2011). 

La inmunoterapia anticancerígena se basa en que el cáncer es simplemente otra 

enfermedad, la cual, debería ser eliminada por el cuerpo (Galluzzi et al., 2014), el problema 

yace en que el cáncer se disfraza y evita ser reconocido por el sistema inmune (Friedman et 

al., 2010). Para poder ayudar al sistema inmune a volver a reconocer a los tumores, se 

pueden usar varios métodos, entre estos están los de usar citoquinas o factores de 

crecimiento de células inmunes para estimularlas (Mostafa, 2014; Anestakis et al., 2015). 

También, se pueden inyectar proteínas expresadas por los tumores las cuales actuarán como 

vacunas para dirigir a las células inmunes en contra de células cancerígenas que expresan 

estos marcadores (Jones, 2015). Muchas enfermedades se pueden tratar induciendo una 

inmunidad a corto plazo llamada inmunidad pasiva (Collet et al., 2000), esta se adquiere a 

través de la infusión de anticuerpos "prefabricados" en forma de suero humano o animal, 

inmunoglobulina intravenosa o anticuerpos monoclonales en el individuo afectado (Creus 

et al., 2002). Además de éstos, existen varios ejemplos de tratamientos con anticuerpo 

monoclonales contra marcadores tumorales expresados en cánceres como el colorrectal, de 

cabeza y cuello y cáncer de mama (Yanagita et al., 2017), donde estos anticuerpos 

monoclonales atacan a proteínas específicas de las células cancerosas y señalan a las 
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células para que el sistema inmunitario pueda reconocerlas y destruirlas, en donde los 

linfocitos citotóxicos son activados, estos secretan perforinas, las cuales producen agujeros 

en la membrana celular tumoral o granzimas, las cuales degradan el ADN de la célula 

maligna (Kang etal., 2015). 

Hay vanas formas de expresar proteínas. Entre las 2 más comunes son: 

1.1.1. La expresión bacteriana. 

La expresión bacteriana en Escherichia coli (E. coli) es la forma más económica y la cual 

puede producir la mayor cantidad de proteínas por litro de medio de cultivo (Xu et al., 

2012), el problema con este tipo de expresión es que carece de proteínas chaperonas para 

ayudar en el proceso de plegado y no contiene modificaciones secundarias como 

glicosilación (modificaciones post-traduccionales) (Hunt et al,. 2016), donde estas 

condiciones contribuyen a la inhibición del plegamiento adecuado de proteínas ricas en 

cisteína, dando lugar a una estructura terciaria incorrecta, y finalmente, inactiva y 

potencialmente insoluble (Keiski et al., 2010). Estas proteínas por ende, tienen que volver a 

ser plegadas en tampones específicos. La ventaja de estas proteínas es que cuando se 

producen anticuerpo, estos pueden ser contra proteínas desnaturalizadas las cuales pueden 

ser usadas para teñir tejidos en parafina o "westem biot" (Gilda etal., 2015). 

1.1.2. La expresión en células HEK293T. 

Esta expresión es más costosa ya que se tienen que cultivar células en medio de cultivo, al 

cual se le tiene que añadir suero fetal bovino (SFB) (Yang et al., 2015), pero la ventaja de 

esta expresión, es que las proteínas están en la forma en que estuviesen en el cuerpo 

(Sikosek y Chan, 2014), de esta forma deberían poder reconocer las células cancerígenas in 

vivo y podrían tener efectos estimulantes o inhibidores (Kiris et al., 2015) y por ende, se 

podrían seleccionar anticuerpos estimulantes para estudiar su activación, como también, se 

podrían seleccionar anticuerpos inhibidores como tratamientos específicos (Galluzzi et al., 

2014). 
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Los anticuerpos humanos son proteínas que envuelven una estructura bioquímica compleja 

demarcada por la unión de cuatro cadenas proteicas: dos pesadas (CH) y dos ligeras (CL), 

unidas mediante puentes disulfuro funcionalmente (Urt-Filho et al., 2016). Los anticuerpos 

se dividen en una fracción que involucra el reconocimiento antigénico, denominada Fab y 

una fracción cristalizable (Fc) que media funciones efectoras como la citotoxicidad celular 

y la citotoxicidad que depende del complemento (CD) (Lee et al., 2017; Bona et al,. 1999). 

Una vía alternativa de activación de células inmunes como macrófagos y células NK, es a 

través del receptor CD16 o FCyR III, el cual es el receptor de baja afinidad para la región 

Fc de la IgG (Yanagita et al., 2012). Este mecanismo denominado citotoxidad celular 

dependiente de anticuerpos (CCDA) se desarrolla cuando la célula tumoral se recubre de 

anticuerpo IgG, lo cual permite la unión de las células inmunes a través del CD 16 (Biittner 

y Buttner, 2012). 

Para comprobar que los anticuerpos son específicos contra las proteínas, se necesitan 

controles positivos y negativos (Schie et al., 2015), para esto, se utilizarán las proteínas 

purificadas, pero también células las cuales sobre expresan los receptores como también 

células las cuales son negativas para estos receptores (El-Guindy et al., 2014). Estas células 

positivas pueden ser hechas a través de transfección de un plásmido de expresión 

(Woodruff y Maerkl, 2016), mientras las células negativas podrán ser hechas a través de 

silenciamiento con ARNsi o método CRISPR (Richter, Chang, &Fineran, 2012). 

Las proteínas que se han seleccionados para ser expresadas son MERTK, AXL, CLEC5A, 

CLEC7A y CD32, debido a que estas proteínas estan asociadas en la proliferación y 

desarrollo de diferentes tipos de cáncer. La proteína- MERTK recubre el exterior de las 

células cancerosas de glioma y está involucrada en la resistencia contra tratamientos 

anticancerígenos (Weier et al., 1999). El otro miembro de los receptores TAM, AXL 

confiere resistencia a cánceres de colon y próstata (Korshunov et al,. 2012). Las proteínas 

CLEC5A y CLEC7A son receptores de superficie celular expresados en células de glioma 

que señalan la vía TYROBP. La proteína CD32 es una proteína receptora de superficie la 

cual es también expresada por células de glioma y es un receptor del fragmento cristalizable 

de anticuerpo y está involucrado en la resistencia contra tratamientos basados en 

anticuerpos (Veri et al,. 2007). 
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1.2. Proteínas para expresión. 

1.2.1. La proteína AXL. Es una tirosin quinasa la cual es transductora de señales cuando 

se une a su lingando y ocurre la dimerización. La sobreexpresión de la AXL se correlaciona 

con las metástasis e invasiones de un cierto número de tumores, incluyendo el carcinoma de 

células renales, los glioblastomas y también, los cánceres de mama, pulmón y próstata 

(Axeirod y Pienta, 2014). La expresión de la AXL aumenta como respuesta a los fármacos 

quimioterápicos, confiriendo resistencia a estos en los cánceres de estromas 

gastrointestinales y en la leucemia mieloide aguda. Además, la AXL juega también un 

papel importante en la transición del cáncer de mama de epitelial a mesenquimatoso, una 

transición clave para la inducción de metástasis (Wu et al., 2014). Es un receptor tirosina 

quinasa que puede funcionar como un transductor de señales entre tipos celulares 

específicos de origen mesodérmico. Interactúa con SKP 1. La sobreexpresión en el cultivo 

de tejidos provoca la transformación oncogénica. Sobreexpresado en varios tipos de cáncer, 

incluyendo cáncer de tiroides, ovario, gástrico, er + de mama y leucemia mieloide aguda, 

donde se asocia con un pronóstico desfavorable. La señalización de AXL es esencial para 

VEGF mediando la activación de P13 K/ y migración de las células endoteliales, donde esa 

AXL también es un mecanismo de resistencia a terapia antiangiogénica (Gay, Balaji, & 

Byers, 2017). La proteína codificada por este gen, es un miembro de la subfamilia del 

receptor tirosina quinasa. Aunque es similar a otras tirosina quinasas receptoras, la proteína 

AXL representa una estructura única de la región extracelular que yuxtapone las 

repeticiones IgL y FNIII. (Wang et al., 2016) El receptor AXL transduce las señales de la 

matriz extracelular en el citoplasma mediante la unión de factores de crecimiento como la 

vitamina K-dependiente de la proteína de crecimiento de detención de genes específicos 6 

(GAS6). Además, está implicado en la estimulación de la proliferación celular. Este 

receptor también puede mediar en la agregación celular por unión homófila. La AXL está 

implicada en la transición inducida por el regulador de cáncer de mama metástasis del 

epitelio esencial al mesenquimal y a la supervivencia del paciente (Kanlikilicer et al., 

2017). Además, la AXL puede desempeñar un papel importante en la infección por el virus 

Zika, permitiendo la entrada del virus en las células huésped. Las proteínas AXL de la 

superficie de las células cancerosas parecen pequeñas cerdas o pelos y tan solo necesitan 
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recibir las señales bioquímicas de las proteínas GAS6 para entrar en una fase mucho más 

preocupante de acción. Cuando dos proteínas GAS6 se enlazan con dos AXL y las señales 

que se generan permiten a las células cancerosas abandonar el lugar original del tumor, 

migrar hacia otras partes del cuerpo y formar en ellas, nuevos nódulos cancerosos 

(metástasis)(Happonen., et al 2016). Además, la AXL esta implicado en otros procesos como 

aclaramiento celular apoptótico, remodelación de vasos sanguíneos, diferenciación y 

maduración celular (Bansal et al., 2015). 
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Figura 1. esiduos del receptor de señalización de membrana: glicoproteínas que permiten la interacción de 

determinadas sustancias con los mecanismos del metabolismo celular, su activación mediante un estímulo 

externo provoca una cascada interna de reacciones enzimáticas que facilita la adaptación de la célula a su 

entorno, por mediación de mensajeros secundarios (Viralkumar Davra, 2016). (Figura Modificada por Ernesto 

Moran (2019), tomada de www.ensembl.com  y www.uniprot.org.). 

1.1.1.1. Estructura y composición molecular de AXL. 

La secuencia genómica de este receptor se encuentra en el cromosoma 19 posición q13.2, 

tiene 9 isoformas y la más acertada es la que tiene 807 residuos. La fosforilación de esta 

tirosinas kinasa es importantes en la transmisión del crecimiento y diferenciación de 

señales, donde de sus 819 aminoácidos, del 27 al 128 abarca el dominio IG Ci tipo 1, del 

139 al 222 abarca el dominio de IG C2 tipo 2, del 227 al 331 abarca el dominio de 

fibrodectina tipo III 1, del 336 al 448 abarca el dominio de la fibronectina tipo 111 2, y del 

536 al 807 abarca el dominio kinasa. Este receptor interactua con GAS6 en la posición 26 a 
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Figura 2. A) Estructuras de los dominios y estructuras cuaternarias del receptor AXL, B). Isiformas referenciads de 

residuos de AXL, en humanos, en donde solo codifican para proteínas 5 isoformas. C) 19 exones unidos a intrones 

más el UTR terminal 5, los cuales serán madurados y los intrones saldrán, y solo quedará el mARN. D) Estructuras 

de los dominios sectorizados de cada parte del receptor AXL. (Figura Modificada por Ernesto Moran (2019), 

tomada de www.ensembl.com  y www.uniprot.org.). 

1.2.2. La proteína MERTK: es una proteína que recubre el exterior de las células 

cancerosas, transmite señales dentro de las células para inducir un crecimiento 

descontrolado, esta proteína promueve la supervivencia de las células cancerosas (Nguyen 

et al., 2014). Las mutaciones en esta proteína, se han asociado con la interrupción de la ruta 

de la fagocitosis del epitelio del pigmento retiniano y el inicio de la retinitis pigmentosa 

autosómica recesiva. La MERTK se expresa normalmente en los macrófagos y las células 

dendríticas, y facilita el engolfamiento de los desechos apoptóticos. A través de este 

proceso, la MERTK promueve la tolerogenicidad y la producción de citoquinas anti-

inflamatorias, se sobre expresa en más del 80% de las muestras de pacientes pediátricos y 

adultos comparadas con células precursoras de médula ósea normales, y las células B y T 
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de personas con leucemia, también presentan la proteína MERTK en su superficie 

(Missenhausen et al.,20 16). Este receptor está presente en cáncer de mama y próstata, en 

donde se une a GAS6 y se autofosforila, activando la vía TYROBP causando desarrollo de 

cáncer (Cackowski et al., 2017). 

1.2.2.1. Estructura y complememto molecular de MERTK 

Este receptor consta de 3954 pares de bases y  999 aminoacidos. Posee 19 exones en su 

ARNm inmaduro, ligado a UTR pequeño en el extremo terminal. Tiene 5.5943 de punto 

isoeléctrico, tiene un peso molecular de 100,249.15 glmol. De los 999 aminoacidos que la 

conforma, el dominio extracelular abarca del aminoácido 21 al 505, del 506 al 526 abarca 

el dominio transmembrana y del 527 al 999 abarca el domino citosólico. Este receptor esta 

ubicado en el cromosoma 2q13 en los seres humanos.( Kayashima., et al 2017). 

EL dominio extracelular transduce señales de la matriz extracelular al citoplasma mediante 

la unión a varios ligandos, incluidos LGALS3, TUB, TULP1 o GAS6. Esta proteína Regula 

muchos procesos fisiológicos, que incluyen la supervivencia celular, la migración, la 

diferenciación y la fagocitosis de las células apoptóticas (efferocitosis). La unión del 

ligando en la superficie celular, induce la autofosfonlación de MERTK en su dominio 

intracelular que proporciona sitios de acoplamiento para las moléculas de señalización 

descendentes. Tras la activación por ligando, interactúa con GRB2 o PLCG2 e induce la 

fosforilación de MAPK1, MAPK2, FAKPTK2 o RAC1. La señalización de MERTK 

desempeña un papel en varios procesos, como el aclaramiento de macrófagos de las células 

apoptóticas, la agregación plaquetaria, la reorganización del citoesqueleto y el 

engullimiento. Funciones en el epitelio pigmentario de la retina (RPE) como regulador de la 

fagocitosis de fragmentos de segmento externo de la varilla. Por tanto, desempeña un papel 

importante en la inhibición de la respuesta inmune innata mediada por los receptores tipo 

Toll (TLR) mediante la activación de STAT1, que induce la producción de supresores de 

señalización de citoquinas por SOCS1 y SOCS3.( Nguyen., et al 2014). 
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Figura 3. A) 5 isoformas de los residuos de las proteínas en donde 2 codifican para la proteína en el tamaño 

esperado. B) Estructura morfológica de MERTK, C) posición del receptor MERTK en el genoma del ser humano. 

D) 19 exones los cuales abarcan a los 999 residuos de aminoácidos que codificacarán la proteína MERTK. (Figura 

Modificada por Ernesto Moran (2019), tomada de www.ensembl.com  y www.uniprot.org.). 

1.2.3. La proteína CD32: es una proteína receptora de superficie y parte de una gran 

población de co-receptores de células B, que actúan para modular la señalización. Tiene 

una baja afinidad por los anticuerpos IgG y regula la producción de anticuerpos en 

presencia de IgG. Este circuito de retroalimentación actúa para disminuir la producción de 

IgG por las células B cuando hay un exceso en el cuerpo. Los anticuerpos monoclonales 

pueden distinguirse entre CD32A y C133213. Todos los receptores Fcy (FeyR) pertenecen a 

la superfamilia de inmunoglobulinas y son los más importantes receptores Fc para inducir 

fagocitosis de los receptores opsonizados (Marcados) de microbios. Esta familia incluye 

varias Miembros, FcyRI (C1364), FcyRIIA (C1332), FcyRIIB, FcyRIIIA (CD 16a), FcyRIIIB 

(CD16b), que difieren en sus afinidades de anticuerpos debido a su diferente estructura 

molecular. Por lo tanto, la CD32 es una molécula esencial para el efecto de APL contra 
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Figura 4. Dominios detallados del receptor MERTK A). Superfamilias y dominios. B) Dominios inteligentes, 

C) Dominios para transmitir respuestas. D) Genes y todas las secuencias SPNy sus variantes. (Figura 

Modificada por Ernesto Moran (2019), tomada de www.ensembl.com  y www.uniprot.org.). 

I3GPI causando la activación plaquetaria, la generación de tromboxano A y la liberación de 

gránulos después de su unión a los fragmentos Fc de APL. El FcTRIIA humano reacciona 

mejor con las subclases IgG 1 y  3, pero débilmente con la subclase 2, que incluye la 

mayoría de los anti-3GPI observados en pacientes autoinmunes. 

1.2.3.1. Estructura y funcionabilidad molecular de CD32. 

El gen de cd32 es FCGR2A(Fc Fragmento Del Receptor De IgG ha) y existen 9 isoformas 

para esta quinasa, donde su ARN consta de 317 residuos al ser madurado el ARNm. De las 

isoformas reportadas, solo hay 3 isoformas que indican la expresión de esta proteína. 

Contiene una copia de un motivo citoplásmico que se conoce como el motivo inhibidor 

basado en tirosina inmunoreceptor (ITIM). Este motivo está involucrado en la modulación 

de las respuestas celulares. El motivo ITIM fosforilado se puede unir al dominio SH2 de 

varias fosfatasas que contienen SH2.(Abdel-Mohsen., et al 2018). 
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El dominio extracelular de esta proteína abarca desde el residuo 43 al residuo 217, el 

dominio transmembrana abarca del residuo 218 al 240 y  el dominio del citoplasma abarca 

del residuo 241 al 317. Este receptor tiene un peso molecular de 35,000.68 g/mol, tiene un 

punto isoeléctrico de 6.6496 y  un peso molecular de residuos de 110.412g/mol. 
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Figura S. Exones codificantes para la síntesis de las proteínas, A). Isoformas descritas para utilizar esta 

proteína en ensayos. B). estructura molecular del receptor CD32, con sus dominios y sus interacciones. C) 

exón de ORF de CD32, unidos a los UTR 5'no codificantes de ninguna proteína, e presenta el ARNm 

inmaduro de CD32. (Figura Modificada por Ernesto Moran (2019), tomada de www.ensembl.com  y 

www.uniprot.org.). 

1.2.4. La proteína CLEC5A: funciona como regulador positivo de la osteoclastogénesis, 

es un receptor de superficie celular que señala vía TYROBP (S. Chen et al., s/f). También, 

regula las respuestas inflamatorias, actúando como un regulador clave de la lesión sinovial 

y la erosión ósea durante la inflamación de la articulación autoinmune (por similitud) 

(Huang et al., 2016). Es receptor de macrófagos críticos para los serotipos del virus del 

dengue 1-4, puede actuar como un receptor para el virus del dengue en los macrófagos (Fey 
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et al., 2012). La unión del virus del dengue a la CLEC5A desencadena la señalización a 

través de la fosfilación de TYROBP, esta interacción no da lugar a la entrada viral, sino que 

estimula la liberación de citoquinas proinflamatorias. La mayoría de CLEC5A se expresa 

como una forma monomérica en los macrófagos. Además, interactúa con 

TYROBP/DAP12. La interacción con TYROBP es necesaria para la expresión de la 

superficie celular de la CLEC5. Interacciona con HCST/DAP1O. Forman un complejo 

trimolecular de la CLEC5AITYROBP/HCST dependiendo casi exclusivamente de 

TYROBP (Chen ST, et al 2017) 

1.2.4.1. Estructura y composición molecular de CLEC5A. 

Este receptor tiene 188 aminoacidos residuales que forman la proteína completa, el dominio 

citosólico abarca del aminoácido 1 al 4, el dominio transmembrana abarca del aminoácido 5 

al 27 y el dominio extracelular abarca del aminoácido 28 al 188. Este receptor tiene 664 

pares de bases, y conta de un tamaño de 21.5 kDa. 
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Figura 6. A) Estructura molecular del receptor extracelular CLEC5A, con sus dominios de glicosilasión y 

puentes de disulfuro. B) Isoformas de CLEC5A, en donde solo 3 de las formas reportadas son codificantes. C) 

Receptor CLEC5A en el cromosoma 7 en la posisición q34.(Figura Modificada por Ernesto Moran (2019), 

tomada de www.ensembl.com  y www.uniprot.org.). 

1.2.5. La proteína CLEC7A: Familia de dominio 7 de lectina de tipo C, miembro A o 

Dectin-1 es una proteína que en humanos está codificada por el gen CLEC7A y contiene 

30 



una activación basado en tirosina inmunoreceptor (ITAM) -como con motivos en su cola 

intracelular (que está implicado en la activación celular) (Bennabi et al., 2015). La 

glicoproteína codificada es un receptor de membrana de tipo II pequeño con un pliegue de 

dominio de tipo lectina de tipo C extracelular y un dominio citoplasmático con un motivo 

de activación basado en tirosina de inmunoreceptor parcial. La expresión se encuentra en 

células dendríticas mieloides, monocitos, macrófagos y células B. Este gen está 

estrechamente relacionado con otros miembros de la superfamilia CTL/CTLD en el 

cromosoma l2p 13 en la región compleja del gen asesino natural (Walachowskil, 2016). 

Los receptores de lectina de tipo C son una clase de receptores de reconocimiento de 

patrones de señalización que participan en la inmunidad antifúngica, pero también 

desempeñan un papel importante en la respuesta inmunitaria a otros patógenos, como 

bacterias, virus y nematodos. La unión del ligando induce la señalización intracelular a 

través del motivo de tipo ITAM, CLEC7A puede inducir vías dependientes de Syk o 

independientes de Syk (Sancho, 2015). La dimerización de dectin-1 tras la unión del 

ligando conduce a la fosforilación de la tirosina por las quinasas de la familia Src y al 

reclutamiento de Syk. Syk activa el factor de transcripción NFKB. Este factor de 

transcripción es responsable de la producción de numerosas citocinas inflamatorias 

(Viriyakosol, 2012) 

1.2.5.1. Composición molecular de CLEC7A. 

El receptor CLEC7A esta forma por 201 residuos de aminoácidos, tiene un tamaño de 22.6 

kDa, tiene un peso molecular de 27,627 g/mol, y un punto isoeléctrico de 5.2 1, además 

tienes 6 exones en su ARNm inmaduro, el gen codifica un miembro de la superfamilia de 

tipo Lectina de tipo C/Llectina de tipo C (CTL/CTLD). La glicoproteína codificada es un 

pequeño receptor de membrana de tipo II, con un pliegue extracelular tipo dominio de 

Lectina de tipo C y un dominio citoplásmico con un motivo de activación inmunoreceptor 

tirosina basado en tirosina. Este gen está estrechamente vinculado a otros miembros de la 

superfamilia CTL/CTLD en el cromosoma l2p 13 en la región del complejo del gen asesino 

natural. La CLEC7A esta presentes en procesos de señalización mediada por carbohidratos; 

reconocimiento celular; respuesta de defensa al protozoo; respuesta inflamatoria. Y cumple 

funciones moleculares como enlace de carbohidratos; unión de iones metálicos; Unión a 
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reconocimiento de patrones(Kalia., et al 2018). 
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Figura 7. A) posición del receptor en cromosoma 12, B) 11 isoformas reportadas para este receptor, las cuales solo hay 6 

codificantes, tal vez algunas fueron reportadas en otras especies, C) Pequeño UTR terminal 5'y 3 'unido a los exones que 
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Figura S. Aminoácidos o residuos de que componen a receptor CLEC7A, en donde quedan secciones que tiene 

especificidad para la fosforilación (azul) y para la ubiquitilación (naranja). 



1.3. Células cíe expresión de proteínas recombinantes. 

13.1. Escherichia coli BL21 (DE3) plyss 

La E. coli es una enterobacteria anaeróbica facultativa, que puede crecer en presencia o 

ausencia de oxígeno, esta cepa normalmente es utilizada para expresión de proteínas 

recombinantes, debido a que el hospedero bacteriano más importante para la producción de 

Proteínas recombinantes (Kru et al., 2011) La E. coli es la especie más empleada y 

estudiada tanto genética como fisiológicamente. Entre las ventajas que brinda este 

microorganismo como hospedero están: rápida generación de biomasa (elevada velocidad 

de crecimiento), fácil manipulación genética, no posee requerimientos costosos asociados a 

medios de cultivo o equipamiento, alta eficiencia en la incorporación de material genético 

foráneo, gran variedad de vectores de expresión y variantes mutantes. Los parámetros 

importantes para una exitosa producción de proteínas recombinantes en E. coli incluyen 

estabilidad proteolítica, localización y plegamiento de la proteína (Quiroga, 2010). 

1.3.2. Células HEK293T. 

Las células embrionarias de riñón humano 293, también conocidas como HEK 293, HEK-

293 o de forma menos precisa, células HEK, son una línea celular proveniente de células de 

riñón de embrión humano (Yang et al., 2016). Estas células son muy sencillas de cultivar y 

se transfectan fácilmente, por lo que se han usado ampliamente durante muchos años para 

la investigación en biología celular. Además, se utilizan en la industria biotecnológica para 

producir virus y proteínas para terapia génica (Termini et al., 2017). 
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Figura 9; Cultivo de las células HEK 293FT observado a través de microscopia de contraste de fases, a baja 

densidad y luego el alta densidad, estas células se generaron por la transformación de fibroblastos, endotelio 

o epiteliales, todas ellas abundantes en riñón. Estas células son líneas estables para expresión de proteínas 

(ATCC, 2016). 

1.4. Clonación de vectores de expresión de proteínas. 
La donación de ADN es una técnica de biología molecular que hace muchas copias 

idénticas de un fragmento de ADN, como un gen. En un experimento típico de donación, 

se inserta un gen blanco en un fragmento circular de ADN llamado plásmido (Vogl, et al., 

2015). El plásmido se introduce en bacterias mediante un proceso llamado transformación y 

las bacterias que contengan el plásmido se seleccionan mediante antibióticos (Cui et al., 

2015). Las bacterias con el plásmido correcto se utilizan para hacer más ADN plasmídico o 

en algunos casos, se induce la expresión del gen para hacer proteína (Spath et al., 2012) 
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Figura 10. Construcción y estrategia de clonaje en pQCXIH. A. Reconocimiento de los sitios de restricción de 

cada enzima endonucleasa, B. Digestión enzimática de los plásmidos con las enzimas de digestión, y digestión 

enzimática de los productos de PCR con las mismas enzimas de restricción, C. Ligación de los plásmidos con las 

secuencias de genes amplificadas en PCR mediado por catálisis enzimática.(Figura Elaborada por Ernesto Moran 

2019) 

1.4.1. Plásmidos de expresión. 
Figura 11. Estrategias de clonaje en bacterias, utilizando el vector pET-30a, al cual se le generaron nuevos sitios 

de restricción, unidos al promor de lactosa. Y se subclonó para lograr la construcción del vetctor de expresión. 

Figura elaborada por Ernesto Moran (2019) 
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Un vector de expresión debe contener, además del gen de interés, un origen de replicación, 

un gen que confiera resistencia a antibióticos, un promotor y un terminador transcripcional. 

El origen de replicación determina el número de copias del vector, el cual influencia la 

estabilidad del plásmido, es decir, la conservación del plásmido dentro de las células 

durante la división celular. Un efecto positivo en el alto número de copias es la alta 

estabilidad de los plásmidos cuando ocurre un particionamiento aleatorio en la división 

celular. Por otro lado, un alto número de plásmidos generalmente disminuye la velocidad 

de crecimiento. La elección del vector puede incrementar la solubilidad y/o plegamiento de 

3 formas: fusión a un polipéptido soluble, fusión a una enzima que catalice la formación de 

puentes disulfuro y fusión a una secuencia señal para transporte al espacio periplasmático. 

La exportación de proteínas al periplasma permite que la proteína posea un buen 

plegamiento y además favorece la formación de puentes disulfuro debido a la presencia de 

enzimas que catalizan su formación. En consecuencia se obtiene proteínas solubles y 

activas. La regulación de expresión se encuentra ligada a la fuerza del promotor. Un 

sistema promotor regulable proporciona la habilidad de activar la expresión del gen foráneo 

variando un factor ambiental, como la concentración de un componente particular en el 

medio de cultivo. El promotor lac, proveniente del operón lactosa de E. coli, es uno de los 

promotores más comúnmente utilizados para regular la expresión de genes recombinantes 

en bacterias y ha sido extensamente caracterizado a nivel molecular (Quiroga, 2010). 

1.4.1.1. pQCXIH 	 u 

Vector retroviral bicistrónico autoinactivante para la expresión de un gen junto con un 

marcador de resistencia a la higromicina (Muraki et al., 2013). Tras la transfección en una 

la línea celular de envasado, este vector puede expresar transitoriamente o integrar y 

expresar de manera estable, un transcripto genómico que contiene el promotor temprano 

inmediato de CMV Citomegalovirus, el gen de interés, sitio interno de entrada de ribosomas 

(IRES) y el gen de resistencia a la higromicina (Hygr). El gen de interés y la resistencia a la 

higromicina gen son co-traducidos, a través del IRES, como un mensaje bicistrónico en 

células de mamífero (Muraki et al., 2015). 

36 



CAG_006a000r 
CMV_In.mOarty...prOn,OtOr 

AOWRPTOO.Ote, CMV 

	

ORfr Trame 3 	 5_LTR 

	

Amplcnml 	 5_LTR 

	

PeRI (6834) 	 CMV_Vp.eoe, 
A98(542) 

509 
MSCV...p.*n 
p4.XSN_S....prenr 
p8ABL.5p,.ser 
X08I (1595> 
CAO_enhancer 
CMV_fllrnOaflv_prOmoter 

SV4Op,o_F_pnmm 
SV40_onin 

5V40_p,ometer 
5V40_Onhar,cer 

PBABE3..pOmer 
pCEX_3_.,nmer 

5411 (4590) 
Nhel(4497) 
P.I) (4398) 

EcoRV (4355) 

ORPrIan.e  1 
ORFkn,  1 
hyy.oB 

CMV_fd_pnnmr 
CMV_jwemoter 
oCEP_lWøpnesor 
LNCX...pñnmr 
CMV2_oeon,oter 
NO>. (2240) 
A901 (2247) 
P401 (2270) 
EamHI (2275) 
A>,eI (2407) 
RES 

P511 (2606) 

Figura 12. Estructura del vector pQCXIH, el cual consta de origen de replicación, sitios de clivaje para 

enzimas, sitios de proteínas fluorecentes o detectable a anticuerpos y marcador de selección en células 

eucariota (Alvarez, 2010). 

1.4.1.2. pGEX4T1 

El pGEX4T1 se deriva de pGEX-2T y contiene un sitio de reconocimiento de trombina. El 

pGEX-4T- 1 puede aceptar y expresar directamente insertos de ADNc aislados, este vector 

tiene ADN de doble cadena y se replica usando una ADN polimerasa dependiente del 

ADN, no usando el ARN como intermediario durante la replicación. Este plasmido es 

utilizado en la expresión de proteínas recombinantes en bacterias, tiene la particularidad de 

tener GST para poder identificar la poteínas y finalizar ocn ensayos de pull dawn, al 

expresar las proteínas estas quedan de forma insolubke dentro de la bacteria, y ea estas 

estructuras se le llama cuerpos de inclusión, este vector tiene esistencia a la ampicilina 

como marcador positivo de transformación y presenca del vector como tal en medio liquido 

o en placas de LB con Agar. (Paulo etal., 2017). 
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Figura 13. Estructura del vector pGEX4T1, el cual consta de origen de replicación, sitios de clivaje para 

enzimas de restricción, marcadores a antibiótico ampicilina, promotor, sitio de unión a ribosomas, sitio de 

terminación de la transcripción , sitios de proteínas fluorecentes o detectable a anticuerpos y marcador de 

selección en células procariota (Alvarez, 2010). 

1.4.1.2.pET-30a(+) 

Vector funcional para expresiones de proteíns recombinantes, este vector consta de origen 

de replicación, y es diseñado para realizar expresiones heterólogas. Tiene 5422 pares de 

bases, consta de su sitio multiple de clonaje, ligado al promotor del operon de la lactosa, es 

utilizado en altas expresiones de proteínas, debido a su alto numero de copias, tiene 

resistencia a Kanamicina, esta resistencia está localizada en su genoma de la par de base 

4000 a la 5000, para identificarlo se pueden utilizar cebadores delanteros de T7, con la 

secuencia 5'd[TAATACGACTCACTATAGGG]3, este vector marca a las proteínas con 

histidina en la parte N-terminal y C-termial; también esáa presente en expresiones de 

proteínas en condiciones desnaturalizantes. (Marder et al., 2014) 
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Figura 14. Mapa del vector pET-30a (+), el cual consta de 5422 pares de bases, tiene resistencia a 

Kanamicina, tiene promotor T7, y la zona múltiple de clonaje. Puede ser secuenciado con cebadores que 

hagan hibridación en las regiones internas específicas.(Addgene). 

1.5. 	Células de clonaje 

1.5.1 Esclzerichia Col¡ XL-10 GOLD 

Cepa utilizada para clonajes, ya que es una cepa ultracompetente y ha sido utilizada para 

expresar bacteriófagos (Kamal et al., 2013). Estas células XL- 10 Goid fueron creadas para 

la transformación de grandes moléculas de ADN. Las XL-10 GOLD son ideales para 

construir bibliotecas de ADN plasmídico, porque disminuye el sesgo del tamaño. Esta cepa 

es deficiente en los sistemas de restricción y en la endonucleasa (endA), mejorando de esta 

manera la calidad del ADN plasmídico. También, tienen deficiencias en la recombinación, 

lo cual ayuda a la estabilidad del ADN en el clonaje (Wang etal., 2015). 

1.6. Miniprep 

La miniprep es una extracción de ADN de naturaleza plasmídica de un cultivo bacteriano. 

La miniprep es la técnica inicial de purificación y concentración de ADN plasmídico para 
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cualquiera de sus posibles fines, entre los que destaca la donación (biología) (Pronobis et 

al., 2016). La purificación de ADN plasmídico de E. coli, es una técnica de importante para 

la donación molecular. La purificación a pequeña escala (miniprep) de menos de 5 mL del 

cultivo, es una forma rápida para la verificación de clones o el aislamiento del ADN, 

seguido por otras reacciones enzimáticas (reacción en cadena de la polimerasa y digestión 

por restricción enzimática) (Zhang y Cahalan, 2007). 

1.7. Reacción en Cadena de la Polimerasa-PCR 

La técnica de amplificación de ADN mediante la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) es una técnica que consiste en la amplificación in vitro de un fragmento de ADN 

específico o genomas completos (Guerrini et al., 2016). Para llevar a cabo el experimento 

de amplificación es necesario conocer, al menos parcialmente, la secuencia del fragmento a 

amplificar (un gen, una parte de un gen, una región no codificadora) (Kebschull y Zador, 

2015). Básicamente, se trata de replicar una y otra vez un mismo fragmento de ADN y para 

ello, se debe realizar in vitro lo que hacen las células in vivo para replicar su ADN (Shagin 

etal., 2017). 

Así, se trata de disponer en un tubo de ensayo el ADN de la especie objeto de estudio. 

Además, se debe añadir en dicho tubo un par de oligonucleótidos que actúen como 

cebadores para la ADN polimerasa (Nikzad et al., 2017). La elección de estos 

oligonucleótidos (cebadores o primers) es crucial, dado que han de delimitar la región a 

amplificar (Chan etal., 2016). 

1.8. 	Elcetroforesis en gel de agarosa 

La electroforesis en gel de agarosa, es una técnica utilizada para separar fragmentos de 

ADN según su tamaño. Las muestras de ADN se cargan en pozos (ranuras) en un extremo 

de un gel y se aplica una corriente eléctrica para arrastrarlas a través del gel (Li et al., 

2016). Los fragmentos tienen carga negativa, por lo que se mueven hacia el electrodo 

positivo (Kunkel y Asuri, 2014). Puesto que todos los fragmentos de ADN tienen la misma 

cantidad de carga por masa, los fragmentos pequeños atraviesan el gel más rápido que los 

grandes (Gil¡ etal., 2016). Cuando un gel se tiñe con un pigmento que se une al ADN, los 
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fragmentos de ADN pueden verse como bandas, las cuales representan un grupo de 

fragmentos de ADN del mismo tamaño (Article et al., 2016). 

1.9. Transformación bacteriana 

Las bacterias pueden recolectar ADN de otros organismos en un proceso 

llamado transformación. La transformación es un paso clave en la donación de ADN 

(Datey et al., 2017). Ocurre después de los tratamientos de digestión con enzimas de 

restricción y ligación, y se transfiere ADN plasmíddicos recién hechos a las bacterias. 

Después de la transformación, las bacterias se seleccionan en platos con antibióticos 

(Johnsen et al., 2016). Las bacterias con un plásmido son resistentes a los antibióticos y 

cada una formará una unidad formadora de colonia (UFC). Las colonias con el plásmido 

adecuado, pueden cultivarse para producir grandes cantidades de cultivos de bacterias 

idénticas que se utilizan para producir plásmidos o hacer proteínas (Moradigaravand y 

Engelstidter, 2014). 

1.9.1. Células calcio competentes 

Las células naturalmente competentes son generalmente transformadas de manera más 

eficiente con ADN linear que con plásmidos (Ton et al., 2015). La competencia artificial no 

está codificada en los genes celulares. Sino que es inducida por procedimientos en el 

laboratorio, en donde las células son convertidas en permeables de forma pasiva, a través de 

diversas condiciones que normalmente no ocurren en la naturaleza(Gode-potratz et al., 

2010). 

Las células enfriadas en presencia de cationes divalente como Ca2  (en CaCl2) prepara las 

membranas celulares para ser permeables al ADN plasmídico (Hakansson et al., 2011). Las 

células son incubadas en hielo con el ADN y luego, darles brevemente un shock 

térmico (ej: 42°C por 30 a 120 segundos), lo que causa que el ADN entre en la célula. Éste 

método funciona muy bien en ADN plasmídico circular. Una excelente preparación de 

células competentes, entrega 408  UFC por jtg de plásmido. Una pobre preparación, 

entrega aproximadamente 104  UFC/tg o menos. Buenas preparaciones no-comerciales 

debiesen arrojar 105  a 106  células transformantes por p.g de plásmido (Cheng et al., 2013). 

1.10. Expresión de proteínas recombinantes 
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La producción de proteínas en el periplasma tiene variadas ventajas. Primero, el producto 

secretado puede ser idéntico al producto nativo, ya que la secuencia señal es cortada por 

peptidasas. Segundo, la actividad proteasa es considerada mucho más baja en el espacio 

periplasmático que en el citoplasma. Tercero, la purificación de la proteína recombinante es 

simplificada, puesto que el periplasma contiene menor cantidad de proteínas endógenas. 

Cuarto, la correcta formación de los puentes disulfuro puede ser facilitada porque el espacio 

periplasmático entrega el ambiente oxidativo necesario (Quiroga, 2010). 

La temperatura óptima de crecimiento de E. col¡ es 37°C, la cual coincide con la 

temperatura de máxima actividad de la T7 ARN polimerasa, pero no es necesariamente la 

temperatura óptima de producción de proteínas heterólogas, porque se ha demostrado que 

la sobreproducción de proteínas recombinantes en E. coli a 37°C, induce al plegamiento 

correcto de las proteínas en los compartimentos deseados (Chen et al., 2003; Novagen, 

2006). 

1.10.1. Expresión de proteínas recombinantes en bacterias 

Las bacterias son microorganismos que pueden servir como medio para expresar proteínas 

y son los microorganismos más utilizados para la síntesis de proteínas recombinantes, más 

concretamente la especie E. coli (Summary, 2015). Esta bacteria es fácil de cultivar y de 

modificar genéticamente. A nivel de síntesis de proteínas, es un trabajador rápido de alto 

rendimiento y puede acumular proteínas recombinantes en una proporción que puede llegar 

hasta el 80% de su peso seco, lo que hace que sea la primera posibilidad que se tiene en 

cuenta cuando se quiere expresar proteínas recombinantes (Jafari et al., 2012). 

Las bacterias son ideales para producir proteínas de pequeño tamaño que no requieran 

modificaciones post-traduccionales. Pero al ser procariotas, no son tan idóneas para 

sintetizar proteínas de gran tamaño o procedentes de organismos superiores (Pieper et al., 

2011). Éstas últimas, a menudo muestran plegamientos complejos que incluyen muchos 

puentes disulfuro o que necesitan la intervención de chaperonas celulares en el 

plegamiento, características no presentes en los procariotas. Además, muchas de estas 

proteínas requieren para su función la inclusión de modificaciones tras su síntesis, que no 

pueden llevarse a cabo en organismos procariotas. Un ejemplo de ello, es la glicosilación, 

esencial para la función de muchas proteínas eucariotas (Adediran et al., 2014). 
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1.10.1.2. Inducción de bacterias con IPTG 

Las células transformantes que han captado plásmidos con el operón lac intacto, una vez 

inducidas con IPTG, están expresando activamente j3-galactosidasa, que hidroliza X-gal y 

colorea de azul sus UFC (Adediran et al., 2014). Las UFC de células transformantes que 

han captado un plásmido con el operón lac recombinante, en cuyo interior ha sido insertado 

el gen de la proteína de interés, sufren con la inserción la inactivación del gen lacZ (uno de 

los genes que codifica la f3-galactosidasa) y por tanto, no pueden expresar j3-galactosidasa 

ni degradar el X-gal, permaneciendo sus UFC de color blanco (Iniesta, 2012). La molécula 

de IPTG es absorbida por la bacteria a través de la acción de la enzima permeasa de lactosa. 

Una vez dentro de lacélula, induce la transcripción del gen que codifica la j3-galactosidasa, 

una enzima hidrolasa que cataliza la hidrólisis de 3-galactósidos a monosacáridos (Dvorak 

etal., 2015). 

El IPTG es un inductor del operón lac, ya que es capaz de unirse al represor lacI e 

inactivarlo, pero no es sustrato para 3-ga1actosidasa. Para producir grandes cantidades de 

una proteína en E. col¡, se procura ubicar el gen de la proteína deseada bajo el control de un 

promotor fuerte como el promotor T7, la sobreexpresión de proteínas recombinantes 

provoca, una rápida respuesta de estrés incrementando la actividad proteasa y la lisis 

celular. Los inconvenientes del uso de IPTG son: costo, toxicidad en humanos, uso para 

producción de proteínas terapéuticas; formación de proteínas en agregados insolubles o 

cuerpos de inclusión, a altas concentraciones de inductor; crecimiento retardado como 

consecuencia del desvío del metabolismo celular hacia procesos de producción del ADN 

plasmídico y expresión de la proteína recombinante (Quiroga, 2010). 
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Figura No.15. Sistema de expresión para proteínas recornbinantes utilizando como hospedador E.coli BL2I 

(DE3) y como vector de expresión pGEX4TI. A la izquierda de la figura, es posible apreciar la inducción por 

IPTG de la transcripción de ARN polimerasa T7, la cual una vez expresada, transcribe el gen de la proteína 

recombinante CD32, AXL, CLEC7A, CLEC5A y MERTK, bajo la inducción del mismo compuesto, IPTG. 

Figura modificada por Ernesto Moran(2019), tomada de (Quiroga., 20 10) 
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Figura 16. Proceso de expresión heteróloga de proteínas recombinantes, en E.coli como hospedero y 

plataforma de expresión. Figura modificada por Ernesto Moran(2019), tomada de (Quiroga., 20 10) 
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1.10.2. Expresión de proteínas en células cucariotas. 

1.10.2.1 Transfección 

La transfección consiste en la introducción de material genético externo en células 

eucariotas mediante plásmidos, vectores víricos u otras herramientas para la transferencia 

(Durán et al., 2011). En un sentido más reducido, frecuentemente se usa solo para referirse 

a la introducción de material genético en células animales, prefiriéndose otros términos 

para otras células (Kim y Tang, 2015) 

Figura 17. Sistema de transfección por medios biológicos, en este caso es transfección por lentivirus, esta 

transfeccion tiene un amplio rango de infección a las células en división y tiene una alta eficiencia de 

transfección (Alvarez, 2017). 

1.11. Verificación de expresión y purificación de proteínas recombinantes. 

1.11.1. Electroforesis en Gel de Poliacrilamida. 

Sin duda alguna, es una de las técnicas más ampliamente usada para caracterizar mezclas 

complejas de proteínas (Magdeldin et al., 2014). La electroforesis en poliacrilamida es un 

método conveniente (Durán et al., 2011), rápido y económico a nivel de muestra, pues se 

requieren sólo cantidades del orden de microgramos de proteína (Yan y Forster, 2010). La 

electroforesis en geles de poliacrilamida, se puede realizar empleando sistemas de uno o 

más tampones, en estos casos se habla de sistemas tampón continuos o discontinuos 

(Laremore et al., 2011). En los sistemas discontinuos, el primer tampón asegura la 
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migración de todas las proteínas en el frente de migración, provocándose la acumulación de 

todas las que se han cargado en el pocillo. La separación realmente comienza a partir del 

momento en el que el frente de migración alcanza la frontera del segundo tampón (Jakob 

etal., 2017). 

1.11.1.1 SDS-PAGE 

Es la electroforesis de proteínas más ampliamente usada. Su nombre significa la 

electroforesis en geles de poliacrilamida que se realiza en presencia de SDS (Wu et al., 

2015). Se trata de un tipo de electroforesis desnaturalizante en la que las muestras se 

desnaturalizan por calor en presencia de agentes desnaturalizantes (3-mercaptoetanol, que 

destruye los puentes disulfuro, SDS que desnaturaliza y recubre a la proteína con cargas 

netas negativas) y se separan como cadenas polipeptídicas aisladas (Pujol-Pinaet al., 2015). 

1.11.1.2 Gel separador 

Es un gel que tiene lugar en la separación de los componentes a la hora de la corrida de las 

proteínas. Este gel consta de un pH mas básico (pH: 8.8) y  es fundamental en la separación 

de las proteínas por su tamaño (kDa). (Zhang etal., 2016). 

1.11.1.3. Gel apilador o concentrador. 

Es de mayor poro (menor porcentaje de acrilamida+bisacrilamida) y tiene un pH más ácido 

que el segundo gel. Tiene como efecto, concentrar la muestra en una banda estrecha (L. 

Chen etal., 2015). 

1.11.2. Western Blot 

El Western Blot, inmunoblot o electrotransferencia, es una técnica analítica usada 

en biología celular y molecular para identificar proteínas específicas en una mezcla 

compleja de proteínas, tal como la que se presenta en extractos celulares o de tejidos (Gilda 

etal., 2015). Esta técnica utiliza tres etapas para lograr esto: separación por tamaño, 

transferencia a un soporte sólido y finalmente, visualización mediante la marcación de 

proteínas con el uso de anticuerpos primarios o secundarios apropiado (Ghosh etal., 2016). 
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Figura 18. Esquema de los principios de western blot, basados en la detección de proteínas presentes en una 

muestra, esta técnica tiene alta sensibilidad para brindar informaciones de interacciones, expresiones y 

silenciamientos de proteínas, etc (W.NealBumette, 1985). 

1.11.3. Tinción con comassie. 

Técnica aplicada para evaluaciones de sobreexpresión en células procariotas y eucariotas. 

La técnica consiste en teñir el gel separador con el tinte de azul de comassie, este tinte esta 

prepara con ácidos y grupos cetónicos, los cuales se intercalaran en las proteínas expresadas 

y separadas en el gel(Nowakowski., et al 2014) 

1.11.4. Purificación de proteínas 

Una purificación de proteínas es una serie de procesos que permiten aislar un sólo tipo 

de proteína de una mezcla compleja (HHS Public Access, 2016). La purificación de 

proteínas es vital para la caracterización de la función, estructura en interacciones de la 

proteína de interés, por ejemplo una enzima un receptor celular o un anticuerpo (Costa et 

al., 2014). 
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1.11.4.1 Purificación mediante His-Tag 

En el proceso de expresión y obtención de proteínas de fusión, una de las etapas más 

críticas y que mayores retos supone, es la purificación de proteínas recombinantes (England 

et al., 2015). Este paso constituye un especial desafio cuando se trabaja con proteínas no 

caracterizadas o con proteínas para las que no existe un buen anticuerpo (Asher y Bren, 

2010). 

Los tags de afinidad, suelen ser generalmente, pequeñas secuencias de aminoácidos cuya 

fusión a la proteína diana, se hace mediante técnicas de ingeniería genética, que permite en 

teoría, la purificación de cualquier proteína mediante cromatografía de afinidad, sin 

necesidad de tener un conocimiento previo sobre las propiedades bioquímicas de la misma 

(Stotz et al., 2014). Esta entrada trae los tags de afinidad utilizados para la purificación de 

proteínas recombinantes (Gabe et al., 2017). 

1.12. Reactivos de expresión de proteínas recombinantes. 

1.12.1. Medio LB 

El medio de cultivo LB (Luria Bertani) es el medio utilizado por excelencia para el 

mantenimiento de las cepas de E. coli recombinante en procesos de microbiología 

molecular (Devidas et al., 2014). El caldo Luria Bertani-LB o caldo LB, contiene peptona 

de caseína y extracto de levadura que proporcionan al medio los nutrientes necesarios para 

el desarrollo óptimo de la mayoría de los microorganismos. El cloruro de sodio, ayuda a 

mantener el equilibrio osmótico (Süle et al., 2014). 

1.12.1.1. 	Triptona 

Es un digerido pancreático de caseína, se utiliza como fuente de nitrógeno en los medios 

de cultivos. Es capaz de soportar el crecimiento exigente y no exigente de microorganismos 

(Hensleyet al., 2016). 

1.12.1.2. 	Extracto de levadura 

El Extracto 	de 	levadura, es 	un 	extracto soluble en 	agua 	formado 	por 

el autolisado de células de levaduras. Es un producto rico en vitaminas, especialmente 
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del complejo B, aminoácidos y otros factores de crecimiento. Es utilizado en microbiología 

en la preparación de una amplia variedad de medios de cultivo como excelente fuente 

de nutrientes (Kram y Finkel, 2015). 

1.12.1.3. Cloruro de Sodio-NaC1 

Es una sustancia cristalina y de color blanco, que se utiliza para realizar medios de cultivo 

y tiene una gran importancia, ya que el NaC1 mantiene el balance osmótico (Medina et al., 

2017). 

1.12.2. Medio DMEM 

Es una fórmula modificada que permite el crecimiento celular in vitro, proporcionando los 

nutrientes esenciales requeridos por la célula, y es considerado como un medio enriquecido 

para el mantenimiento y expansión de líneas celulares, siendo este medio es enriquecido 

con glucosa, L-glutamina y suero fetal bovino, para el óptimo funcionamiento de líneas 

celulares (Sundararajan et al., 2016). 

1.12.2.1. Suero fetal bovino 

El suero fetal bovino (SFB) es un producto utilizado en la ciencia, especialmente en 

medicina y biotecnología. Los medios de cultivo contienen normalmente SFB (u otros 

tipos de sueros animales) y el producto se utiliza en varios campos de aplicación, como por 

ejemplo: investigación de cáncer, toxicología, diagnóstico, producción de vacunas e 

investigación de células madres. El SFB, es el único medio universal aplicable para el 

cultivo y proliferación in vitro, y en la producción biológica de células animales (Huang et 

a1,2015). 

1.12.3. Agarosa 

Polisacárido, producto purificado de algas (composición similar al agar-agar). Se disuelve 

en caliente (50-60°C) y al enfriar, solidifica formando un gel de alta porosidad. Este gel 

tiene amplias funciones para evidenciar la presencia de ADN (Kunkel y Asuri, 2014). 
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1.12.4. Bromuro de etidio 

Es un agente intercalante usado comúnmente como aclarador de ácidos nucleicos en 

laboratorios de biología molecular para procesos como la electroforesis en gel de agarosa. 

Cuando se expone esta sustancia a luz ultravioleta, emite una luz roja-anaranjada, que se 

intensifica unas 20 veces después de haberse unido a una cadena de ADN (Gomes-pereira y 

Monckton, 2017). 

1.12.5. TBE 

El TBE, es una disolución tampón formada por Tris, borato y EDTA, de uso frecuente 

en electroforesis, en especial en gel de agarosa, para separar ácidos nucleicos. Es el tampón 

en el que se funde la agarosa y tiende a ser, mejor solvente para que el ADN pueda 

desplazarse. El TBE tiene una interacción pegajosa con la agarosa, lo que provoca una 

recuperación baja del ADN y para fragmentos pequeños de ADN (100 - 500bp), corren 

más rápido y tiene mayor capacidad de discriminación en gel de agarosa al 2% (Gomez, 

2012). 

1.12.5.1 Ácido borico 

El ácido bórico es utilizado como tampón en la regulación del pH. El primer ácido bórico 

fue elaborado por wilhem Homberg y se ha utilizado en la elaboración de la solución TBE 

para fines en la biología molecular, en lo que respecta la técnica de electroforesis 

(Henderson et al., 2009). 

1.12.6. EDTA 

El Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), es un quelante de cationes divalentes y la 

función principal en la electroforesis, es secuestrar el Mg2+, con lo que evita que las 

posibles nucleasas presentes degraden el ADN por completo. Dentro de la biología 

molecular, es utilizado para combinarlo con tris y guardar del ADN de forma estable. 

También, es utilizado en la preparación de soluciones como el TBE y el TAE, para ejecutar 

las técnicas de electroforesis (Martinez-Andrade et al., 2018). 
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1.12.7. Desoxirribonucleótidostrifosfato (dNTPs) 

Los dNTPs, son los nucleótidos fosfatados y éstos son la materia prima del ADN. 

Literalmente, son los "ladrillos" para construir una hebra de ácido nucleico (Ji et al., 2014). 

La polimerasa toma estos dNTPs y los va organizando sobre una cadena de hexosas 

(desoxirribosa en el ADN), en una secuencia determinada. La amplificación mediante la 

PCR, se hace de manera exponencial (Delagoutte y Baldacci, 2011), es decir, siempre se 

dobla la cantidad anterior de fragmentos, por que se denaturaliza las dos hebras que sirven 

como molde para las cadenas siguientes (Yamashige et al., 2012). 

1.12.8. PFU polimerasa 

La polimerasa PFU, es un tipo de ADN polimerasa termoestable y es frecuentemente 

utilizada en las técnicas de PCR, un método que se utiliza para amplificar secuencias cortas 

de ADN. La utilización de la polimerasa PFU termoestable, elimina la necesidad de añadir 

nuevas cantidades de polimerasa durante el proceso de termociclado (Spangler et al. 2009). 

De esta forma, es posible utilizar un único tubo cerrado en una máquina de termociclado 

relativamente simple, para realizar todo el proceso (Millar et al., 2015). Por lo tanto, el uso 

de la polimerasa PFU, fue la idea clave que permitió hacer aplicable el proceso de PCR a 

una gran variedad de problemas de biología molecular relacionados con el análisis de ADN, 

evitando errores en el marco de lectura (Yamagami et al., 2014). 

1.12.9. Cebadores o prirncrs 

Un cebador, iniciador o primer, es una cadena de ácido nucleico o de una molécula 

relacionada que sirve como punto de partida para la replicación del ADN (Schneider et al., 

2012). Es una secuencia corta de ácido nucleico que contiene un grupo 3'hidroxilo libre que 

forma pares de bases complementarios a una hebra molde y actúa como punto de inicio 

para la adición de nucleótidos con el fin de copiar la hebra molde (Y. Wang etal., 2014). 

Siempre se necesita un cebador, porque la mayoría de ADN polimerasas, enzimas que 

catalizan la replicación del ADN, no pueden empezar a sintetizar una nueva cadena de 

ADN de la nada, sino que solo pueden añadir nucleótidos a una hebra preexistente. Se 

necesitan dos para la reacción de PCR, uno en el extremo 3' y  el otro complementario para 



la otra hebra. Son de aproximadamente 20 nucleótidos, porque es la cantidad necesaria para 

que de manera probable se una a un sitio específico de la cadena de ADN (Busk, 2014). 

1.12.10. Kanamicina 

La Kanamicina inhibe el desarrollo bacteriano, Aminoglucósido, bactericida. Interfiere en 

la síntesis proteica bacteriana, se le añade a los medios de cultivo en el momento de crecer 

plásmidos, e inducir alguna expresión (DNA, 2015). 

1.12.11. Ampicilina 

Antibiótico fundamental en la producción y crecimiento de plásmidos, y en clonaje de 

células, se añade al medio de cultivo al momento de crecer algún vector, o donar algún 

vector, debido a que por medio de este antibiótico, se confirman las incorporaciones de 

ADN externo a las células (Sakoulas etal., 2012). 

1.12.12. Acrilamida 

La poliacrilamida es un soporte empleado frecuentemente en electroforesis en gel, es 

químicamente inerte, de propiedades uniformes, capaz de ser preparado de forma rápida y 

reproducible. Forma, además, geles transparentes con estabilidad mecánica, insolubles en 

agua, relativamente no jónicos y que permiten buena visualización de las bandas durante 

tiempo prolongado. Además, tiene la ventaja de que variando la concentración de 

polímeros, se puede modificar de manera controlada el tamaño del poro (Hogervorst et al., 

2014). 

1.12.13. SDS 

El SDS es un detergente de acción desnaturalizante que se une a las cadenas polipeptídicas 

desnaturalizadas con una relación de 1.4 g de SDS por g de proteína, uniéndose 

aproximadamente una molécula de SDS por cada dos aminoácidos de la cadena. Esta unión 

masiva de moléculas de SDS, bloquea la carga propia de la molécula de proteína y le 

confiere al complejo una carga neta negativa proporcional a su masa, haciendo que todas 

las proteínas acomplejadas con SDS viajen hacia el ánodo (Sanderson etal., 2015). 
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1.12.14. TEMED 

Reactivo 	que 	es 	utilizado 	con persulfato 	amónico para 	catalizar 

la polimerización de acrilamida en la fabricación de geles de poliacrilamida, utilizados 

en electroforesis en gel para la separación de proteínas o ácidos nucleicos (Silva y 

Mcmahon, 2014). 

1.12.15. Amonio persulfato 

El persulfato amónico es un compuesto inorgánico de fórmula (NH4)25208, son las sales de 

amonio del ácido peroxisulifirico, es un agente oxidante fuerte, se presenta en forma de 

cristales o polvo de color blanco, cuenta con muy buena solubilidad en agua. Por ser un 

inductor de polimerización de la acrilamida, es utilizado en la preparación de geles para 

concentrar y separar proteínas (Mun y 011e, 2014). 

1.12.16. Tris 

Tris es el nombre abreviado del compuesto orgánico conocido como tris (hidroximetil) 

aminometano, de fórmula (HOCH2)3CNH2. Se utiliza ampliamente 

en bioquímica y biología molecular, en particular para preparar disoluciones tampón (por 

ejemplo, tampones Tris-HC1, Tris-Gly, TAE y TBE). Es una amina primaria, con la 

reactividad típica, por ejemplo la condensación con aldehídos y el establecimiento de un 

equilibrio ácido-base (responsable de su capacidad tamponante) (Ibrahim-hashim et al., 

2017). 

1.12.17. PBS 

El PBS es una solución empleada en la investigación biológica, bioquímica e inmunología, 

esta solución es acuosa y salina la cual contiene cloruro sódico, fosfato sódico, cloruro de 

potasio y fosfato de potasio. La osmolaridad, concentración de iones de esta solución (Cf, 

Na y K), es semejante a la del líquido extracelular de los mamíferos. Esta solución es 

empleada en técnicas de elaboración de TBST en técnicas de western para el lavado de 

membranas de nitrocelula y también, es utilizado en cultivo de células para hacer lavados 

(Yost y Joshi, 2015). 
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1.12.18. Azul de Comassie 

La tinción con Coomassie puede emplearse para la determinación de proteínas cuando estas 

son abundantes, pero no para la determinación de pureza de proteínas trazas. Esta tinción 

requiere un medio ácido para la generación de la atracción electrostática entre las moléculas 

del colorante y los grupos amino de las proteínas. La atracción iónica es a través de las 

fuerzas de Van Der Walls, que une a las proteínas y al colorante formando un complejo. 

Esta unión es totalmente reversible en condiciones apropiadas (Ata et al., 2012). 

1.12.19. Azul de tripano 

El azul de tripano, azul de tripán o azul tripán, es un colorante azoico que se utiliza 

en tinciones histológicas para ensayos de viabilidad que permiten diferenciar células vivas 

de células muertas, las células vivas o tejidos con la membrana celular intacta no se 

colorean, debido a que la membrana celular es selectiva respecto a qué compuestos pueden 

atravesarla (Grisanti., et a!, 2017). En las células viables, con membrana intacta, no se 

incorpora el azul de tripano; por el contrario, sí atraviesa la membrana de las células 

muertas. Por lo tanto, las células muertas se muestran de un distintivo color azul debido a 

que las células vivas excluyen al colorante y no se tiñen. (Lade etal., 2015). 

1.12.20. Tween 

Es una solución acuosa con una estabilidad y relativa no toxicidad que le permite ser 

utilizada como detergente y emulsionante en una serie de aplicaciones domésticas, 

científicas y farmacológicas. Como su nombre lo indica, el proceso de etoxilación deja a la 

molécula con 20 unidades repetidas de polietilenglicol. Es utilizada en preparaciones de 

soluciones para lavads de membranas y en preparación de muetras para miscorcopía 

confocal (Kang etal., 2016). 

1. 	Objetivos: 

A. Objetivo general: 

- Conocer el sistema de excreción de proteínas en E. co!i BL21 y en HEK 293T y 

- purificar las proteínas MERTK, AXL, CLEC5A, CLEC7A, CD32 generadas por E. 

co!i B121 y en HEK 293T. 
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B. Objetivos específicos: 

- Generar células E. coli B121 (DE3) pLysS con la capacidad de aceptar genes de las 

proteínas: MERTK, AXL, CLEC5A, CLEC7A, CD32. 

- Generar células HEK293T con capacidad de aceptar genes de las proteínas: MERTK, 

AXL, CLEC5A, CLEC7A, CD32. 

II. Hipótesis 

Expresar y purificar las partes extracelulares de las proteínas MERTK, AXL, CLEC5A, 
CLEC7A y CD32, que serán las bases de la posible inmuoterapia basada en nanocuerpos 
contra cáncer. 

III. Hipótesis estadística 

Ho: Las células E. coli BL2 1 y HEK293T, no son viable para las expresiones de las 

proteínas extracelulares MERTK, AXL, CLEC5A, CLEC7A, CD32. 

Ha: Las células E. coli BL21 y HEK293T, si son viable para las expresiones de las 

proteínas extracelulares MERTK, AXL, CLEC5A, CLEC7A, CD32. 
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Cap ítulo II 
Metodología 
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2.1 Diseños de Cebadores. 

Se identificaron las secuencias de ADN específica de cada receptor inmunológico y esa 

secuencia de ADN, se pasó al programa (software) Gene Runner, se tradujo la secuencia y 

luego, se seleccionaron los cebadores para el extremo de 5" a 3" (forward) y del extremo 3" 

a 5 (reverse). En la parte forward, se tomó como inicio al primer aminoácido metionina 

para seleccionar las 3 bases nitrogenadas que sintetizan la metionina y a partir de esas 3 

bases nitrogenadas, se seleccionaron de 18 a 22 bases nitrogenadas terminando en citocina. 

Y en el extremo reverse, se seleccionaron las 3 bases nitrogenadas que dan origen a la 

glutamina, y a partir de esas 3 bases nitrogenadas, se seleccionaron de 18 a 22 bases 

nitrogenadas terminando en citocina. Luego, se le añadió la secuencia kozac y la secuencia 

TATA que funciona como promotor de todos los factores de transcripción. En el programa 

(software) gene Runner, se buscaron los sitios de restricción y con ellos, se seleccionaron 

las enzimas de restricción, y en el cebador tambien se le añadió a la secuencia de ADN en 

donde corta la enzima de restricción. El diseño del vector en la parte delantera constó de la 

fórmula (TATA + GC + Secuencia de ADN de la enzima de restricción + 18-22 bases 

nitrogenadas de la secuencia de cada proteína). Y la parte interna de 5 a 3", constó de la 

fórmula (secuencia de la enzima de restricción + codón de terminación + 18-22 bases 

nitrogenada de la secuencia de cada proteína). En base a este diseño, se mandó a generar 

estos cebadores en IDT para poder utilizarlo en la PCR. 

2.2 Preparación de Placas de LB. 

Se preparó medio LB con agar en 2 matraces de 1L, luego enfriamos el medio LB con agar 

a una temperatura de 50°C para añadirle antibióticos de una solución stock 100 mg/mL 

(ampicilina y Kanamicina a concentración de trabajo 100 pg/mL). Además, se sirvió el 

medio LB en platos Petri y se dejó en la cámara extractora de gases por 20 min abiertos 

para eliminar la humedad, y evitar contaminación. Y los platos Petri, fueron guardados a 

4°C para su posterior utilidad. 
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2.3 Preparación de solución stock de ampicilina, Kanamicina a 1100 rng/rnLI y 

cloranfenicol a 120 mg/mLI 

Se pesó 2g de antibiótico ampicilina y fue añadido a 20 mL de agua destilada-deshionizada, 

se homogenizó la solución y con una jeringa se tomó todo el volumen, y se le colocó un 

filtro a la punta de la jeringa y se filtró la solución de ampicilina, guardé 2 tubos a 4°C ylos 

demás, a -20°C, forrados con papel de aluminio. 

La solución de Kanamicina estaba a 100X (10 mg/mL) y se prepararon alícuotas de 5 ml-

para 

L

para guardarlas a 4°C, y  el frasco de Kanamicina a 1 OOX, guardarlo a -20°C. 

La solución de cloranfenicol fue preparada a [20 mg/mL] y las alicuots fueron guardadas a 

-20°C. 

2.4. Plásmidos 

Para la obtención del control positivo se optó por la transformación bacteriana con un 

vector plasmídico. La cepa de E. coli que se empleó fue XLI  GOLD, proporcionadas por 

el Dr. Gerald Moncayo y las BL21 DE3 pLysS fueron compradas en Thermo Fisher. 

Los plásmidos empleados para la transformación fueron pQCXIH y pGEX4T1, los cuales 

sirvieron para donación y expresión de proteínas. Cada plásmido tiene resistencia a la 

ampicilina como marcador de la transformación. Se recibió 400 pL de cada plásmido 

diluido en el buffer TE estéril. La muestra se congeló a -20°C. 

2.5. Células ultracompetentes 

Para la obtención de las células competentes se empleó el protocolo reportado por 

(INVITROGEN), al cual se le hicieron algunas modificaciones para adecuarlo a las 

condiciones imperantes. La preparación de las soluciones para la preparación de las células 

competentes está en la sección de anexos. 

El método consistió en descongelar las células XL1O GOLD y BL21 (DE3) pLysS, y 

sembrarlas en una placa de 100 mm con LB más agar sin antibiótico, y luego, se tomó una 

UFC y se añadió en un tubo tipo falcon de 15 mL, que contenía 10 mL de medio LB 

liquido sin antibiótico, y un tubo falcon con 10 mL de medio LB con cloranfenicol a 20 

ig/ml, se dejó en el agitador a 37°C por toda la noche y se inoculó 300 mL de medio LB 

líquido con 3 mL del medio LB líquido con crecimiento. Este medio fue incubado en el 
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agitador a 37°C hasta que el medio alcanzara una densidad óptica 0D600  de 0.3-0.6 (3 a 4 h 

aproximadamente). 

Una vez se obtuvo la densidad óptica OD600  adecuada, los siguientes pasos fueron a 

temperatura de 4°C. Se pasaron los 300 mL de medio LB con crecimiento a tubos tipo 
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Figura 19. Curva de crecimiento de E.coli BL2 1 (DE3) A!, hasta alcanzar la densidad óptica esperada para la 

elaboración de células ultracompetentes. 
u 	 i 	 i 

0 	 1 	 2 	 3 	 4 	 5 

Tiempo. h. 

falcon de 50 mL y fueron centrifugados por 10 min a 4000 rpm a 4°C, y luego, se descartó 

el sobrenadante y cada peliet, fue resuspendido con 30 mL de CaC12  0.1M, se incubó por 30 

min en hielo, y luego, se centrifugó por 10 min a 4000rpm a 4°C. Se descartó el 

sobrenadante y los precipitados fueron resuspendidos en 10 mL de medio SOC, el cual 

estaba suplementado con 5% de glicerol, 10% de polietilenglicol (PEG) y 10% de 

Dimetilsulfoxido (DMSO). Se añadieron alícuotas de 200 t1 en cada tubo y cada tubo, fue 

colocado en nitrógeno líquido, para hacer congelación rápida. Los tubos fueron guardados a 

-80°C para su posterior utilidad. 

2.6. Transformación bacteriana 

Para la transformación de las células competentes previamente obtenidas, se siguió el 

protocolo complementario (Zúñiga-soto eta!,. 2015). 

Se utilizó 100 iL de células competentes, fueron colocadas en un tubo eppendorf y se 

añadió 4 pL de la solución del plásmido pQCXIH, se incubó por 30 min a 4°C, y luego, 45 

seg a 42°C, y finalmente, 5 min a 4°C. Seguido, se añadió 200 tL de medio SOC y se 
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colocó en el agitador por 1 h a 37°C. Se sembró 100 iL en cada placa de LB con 

ampicilina a una concentración de 100 j.tg/mL. 

Se transformó células E.coli XL-10 Gold, introduciéndole ADN complementario (ADNc) 

que le da resistencia a ampicilina y Kanamicina, introduje ADNc de CD32, AXL, MERTK, 

CLEC7A, CLEC5A, para aumentar la concentración [nglmL] de cada ADNc 

La eficiencia de transformación se calculó mediante las siguientes fórmulas: 

UFC transformadas: 
(No.de UFC)(coeficiente de dilución)(volumen original de transformación) 

Volumen empleado en la placa 

(UFC  transformada) 
Eficiencia de transformación: 

ADN de Plásmido (en tg) 

2.7. Miniprep (extracción de ADN plasmídico) 

Para la extracción del ADN plasmídico se siguió el protocolo del kit de extracción de 

Bioland. 

De las transformaciones bacterianas se inoculó 5 mL de medio LB con ampicilina y se 

colocó en el agitador toda la noche a 37°C, y  luego, se centrifugó por 20 min a 3500 rpm, 

se descartó el sobrenadante, se resuspendió el pellet con 250 iL de la solución Al, se 

añadió 250 pL de la solución A2 y 350 ILL de la solución NI. El lisado de las bacterias, se 

centrifugó por 5 min a 13000 rpm, a la columna se le añadió 100 pL de buffer de columna 

y se centrifugó por 1 min a 11 000rpm, se transfirió 750 pL del sobrenadante a la columna y 

se centrifugó por 1 min a 11000 rpm. Luego, se descartó el sobrenadante, se le añadió 750 

pl de buffer de lavado de ADN y se centrifugó por 1 min a 11 0OOrpm,  y finalmente, se 

eluyó el ADN en 100 pl del tampón de elución (TE), se midió la concentración en el 

nanodrop y se guardaron los tubos a -20°C. 

2.8. Electroforesis de los cDNA extraídos. 

Se preparó un gel de agarosa a 1.0%, en donde se pesó 1.0 g de agarosa en 100 mL de 

TBE1X y se calentó por cuatro tiempos de 30 segundos en el microonda, una vez bajó la 

temperatura, se le añadió 1.5 uL de bromuro de etidio; también se tomó 2.0 pl de ADNc de 

cada tubo, se le añadió 2.0 pL de agua esteril y 2.0 pL de tampón de carga de ADN, se 
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cargó en cada pocillo del gel y se corrió por 45 min a 110 V, para finalmente, revelar el gel 

en el programa (software) ultraquant. 

2.9. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

La amplificación se realizó en base al protocolo estandarizado por BIOLINE. 

Cuadro 1. Reactivos y cantidades necesarias para un volumen de 50.0 siL, en la 

amplificación de los dominios extracelulares de los receptores, datos establecidos por 

BIOLINE 

Reactivos Cantidad (ji1) 

1 Ox AccuBuffer 5 

50 mM MgC12 1.2 

100mMdNTPMix 1.2 

ADN 1.0 

Cebadores 20niM 1.0 

ACCUZYME 	DNA 1.0 

Polimerasa 2.5 U/uL 

agua (ddH20) 	Completar a 50.0 

Para la amplificación de 5 secuencias de genes que sintetizan 5 proteínas, 5 pares de 

cebadores que hibridizan el dominio extrecelular de cada proteína. Se realizó la mezcla de 

tampón y dNTPs, en cada tubo (10 en total) de PCR, se añadió cebadores de adelate y atrás 

(forward y reverse), también, se le aadió ADN plasmídico, agua libre de nucleasas y PFU 

polimerasa. Y luego, se colocaron los tubos en el termociclador para realizar la reacción y 

seguido de ello, se guardaron los tubos a -80°C, para después realizar la electroforesis. 
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Cuadro 2. Protocolo de las temperaturas y tiempos utilizados en el termociclador para la 

amplificación de los dominios extracelulares de los receptores. 

Paso Temperatura Tiempo Ciclos 

Primera 

desnaturalización 

94°C 5.0 min 1 

Desnaturalización 94°C 1.0 min 35 

Hibridación 48°C 1.0 mm 

Extensión 72°C 8.0 mm 

Post- 

ciclo(extensión) 

72°C 12.0 i-nin i 

2.10. Electroforesis de los productos de la PCR 

Se preparó un gel de agarosa a 1.0%, pesando 0.8g de agarosa en 80 mL de TBE 1X, para 

que se mezclara el TBE lx con la agarosa, se calentó la mezcla en un microonda y cuando 

bajó la temperatura a 50°C, se le añadió 1.5 pL de bromuro de etidio 1.100, para teñir las 

bandas de ADN. 

En tubos de PCR se añadió 50 tL de los resultados de la PCR y 20 pL de buffer de carga. 

Cuando el gel se solidificó, se colocó el marcador de peso molecular y las muestras en los 

pocillos, y se corrieron las muestras a 110 voltios por 45 mm, y luego, utilizando el 

programa (software) ultraquant, se reveló el gel. 

El TBE1X fue preparado utilizando esta formula: 

(V1)(C1) = (V2)(C2) 

vi— 
(volumen total)(concentración final) 

(concentración inicial) 

2.11. Digestión Enzimática 

Para la digestión enzimática, se utilizó el protocolo que trae cada enzima de restricción de 

marca JNVITROGEN. 
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Se cortó cada segmento de cada secuencia de gen, del gel agarosa que estuvo en el rango 

esperado, y con un kit específico, se purificó el ADN, en donde el ADN fue eluído en 35 

iL de TE buffer. A cada secuencia de genes (inserto) se digirió con enzimas de restricción 

por 2 h y se volvió a purificar en 50 l.LL como volumen final, se calculó la concentración 

cada inserto en el nanodrop. Tambien, al plásmido pQCXIH y pGEX4T1 se le digirió toda 

la noche a 37°C, con combinaciones de enzimas de restricción 1) BAM Hl y NOT 1 y  2) 

NOT 1 y ECO RI1. 

Cuadro 3. Protocolo de las cantidades a utilizar de enzimas de restricción para los sitios de 

restricción enzimática tabulado por INVITROGEN. 

Reactivos Enzima 1 Enzima 2 Enzima 3 

Agua libre de nucleasa Agregar la cantidad necesaria para ajustar al vol, total 

1 O buffer 1.0111 1.0 j.tl 1.0 pi 

ADN 0.2-1.0 jig 0.2-1.0 j.tg 0.2-1.0 .tg 

BAMH1 1.Ojil - 

ECORI1 1.0111 - 

NOTI 1.OitI 

Volumen total(5x) 20.0 jil 20.0 pi 20.0 	t1 

Cuadro 4. Sitios de restricción enzimática de cada secuencia de genes y la de los 

plásmidos. 

INSERTO 	 EcoRI NotI KpnI BamHI Agel 

MERTK 	 x 

MERTKextra 	 x 

AXL 	 x 	 x 

AXLextra 	 x 

CLEC5A 
	

x 

CLEC5Aextra 	 x 
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CLEC7A 
	

x 

CLEC7Aextra 	 x 

CD32 
	

x 

CD32extra 	 x 

Agel 

Plásmidos 	 EcoRI NotI NDEI BamHI Xhol 

pGEX4T1 	 X 	X 	 X 

pQCXIH 	 X 	 X 	X 

pET3Oa 	 X 	 X 

2.12. Electroforesis de los productos de la digestión enzimática 

Se preparó un gel de agarosa a 1.0%, pesando 0.8 g de agarosa en 80 mL de TBE 1X, para 

que se mezclara el TBE lx con la agarosa, en un microonda se calentó la mezcla y cuando 

bajó la temperatura, se le añadió 1.5 pL de bromuro de etidio, para teñir las bandas de 

ADN. 

Cada digestión de pQCXIH y pGEX4T1 con las combinaciones de enzimas de restricción, 

fue resuspendida con buffer de carga de ADN. Cuando el gel se solidificó, se colocó el 

marcador de peso molecular y las muestras de las digestiones enzimáticas en los pocillos, 

se corrieron las muestras a 110 voltios por 45 min y luego, utilizando el programa 

(software) ultraquant, se reveló el gel, para cortar el segmento de interés del mismo gel de 

agarosa. Cada segmento de pQCXIH y pGEX4T1 fue eluido en 50 pL, y la concentración 

fue calculada en el nanodrop. 

2.13. Ligación y clonaje 

Se realizó una ligación dirigida con dos enzimas de restricción, para esto, se utilizó cada 

inserto tratado con las mismas enzimas con las que se digirió los plásmido pQCXIH y 

pGEX4T1. Se tomó 1.0 pL de buffer T4, 1.0 pL de cada vector digerido, 1.0 pL de T4 
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ligasa y  7.0 iL de Inserto digerido para completar una ligación con un volumen de 10 pL. 

Esta ligación fue colocada a temperatura ambiente toda la noche. 

Se descongelé células competentes y se utilizaron 10 platos Petri de LB con ampicilina a 

100 pg/mL. Luego, se introdujo el producto de la ligación a las células competentes y se 

realizó transformación bacteriana a las células E.coli XL-10 Goid, para realizar el clonaje 

del domino extracelular de los receptores MERTK, AXL, CD32, CLEC5A y CLEC7A. 

Cuando se hizo la transformación bacteriana, se puso a crecer en medio SOC por 1 h en el 

agitador, después, fueron sembradas en los platos Petri y se incubaron a 37°C por 24 h, 

posterior a esto, de las UFC que se crecieron en cada plato, se inoculó en un tubo tipo 

falcon de 15 mL que contenía 5 mL de caldo LB con ampicilina, y se colocó en el agitador 

por 24 h a 37°C, para luego, hacer extracción de ADN plasmídico. Cada extracción de 

ADN de los tubos, fue llevada al nanodrop para calcular la concentración. También, cada 

UFC de cada plato, fue estriada en un plato nuevo y a las 24 h, cada plato se guardó a 4°C. 

Se amplificó CLEC5A donado en pQCXIH, mas sitios de restricción NOT1 y ECOR1, con 

enzimas NDE1 y XHO1 como dianas, luego se digirió el vector pET-30a con las mismas 

enzimas para hacer la ligación dirigida por enzimas. Después, se digirió este nuevo vector 

con las enzimas de restricción NOT1-ECOR1 y NOT1-BAMH1, para ligar los insertos de 

la PCR. Esto se hizo debido a que los cebadores diseñados tenían las dianas de pQCXIH y 

se nesecitó introducir las dianas en pET30a,  para así, culminar el clonaje. Ya que en 

pGEX4T1 se expresó la proteína en forma inversa y de la forma no esperada, porque las 

dianas de restricción no estaban presentes. 

2.14. Identificación de UFC positivas a través de PCR. 

Previo a la extracción de ADN plasmídico de cada tubo, se tomó UFC y se resuspendió en 

5 pL de agua libre de nucleasa, y luego, se procedió a amplificar con Taq polimerasa cada 

tubo que fue resuspendido, se calculó en base a un volumen final de 10 pL. 
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Cuadro S. Reactivos y cantidades necesarias para una de PCR de verificación de clonaje de 

un volumen de 10.0 j.tl. 

Reactivos 	 Cantidad (tl) 

løx Master mix 	 2.0 

ADN 	 1.0 

Cebadores 20 mM 	 1.0 

agua (H20dd) 	 6.0 

Cuadro 6. Protocolo ejecutado en el termociclador para la verificación del clonaje. 

Paso 	 Temperatura 	Tiempo (mm) 

Primera 	 94°C 	 5.0 

desnaturalización 

Desnaturalización 	94°C 	 1.0 

Hibridación 	 62°C 	 1.0 

Extensión 	 72°C 	 5.0 

Post- 	 72°C 	 12.0 

ciclo(extensión) 

Ciclos 

35 

1 

2.15. PCR del producto de las extracciones de ADN plasmídico. 

Para obtener esta amplificación, se realizó en un volumen de 10.0 j.tl, utilizando Taq 

polimerasa, donde se tomó 21 tubos de la extracción de ADN plasmídico y se ejecutó la 

amplificación. 

Cuadro 7. Reactivos y cantidades necesarias para una de PCR de verificación de clonaje 

en muestras de miniprep, PCR con un volumen de 10.0 .tL 

Reactivos 	 Cantidad (ti) 

l0x Master mix 	 2.0 

ADN 	 1.0 

Cebadores 20mM 	 1,0 

agua (ddH20) 	 0.0 
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Cuadro 8. Protocolo ejecutado en el termociclador. 

Paso 	 Temperatura 	Tiempo (mm) 	Ciclos 

Primera 	 94°C 	 5.0 	 1 

desnaturalización 

Desnaturalización 	94°C 	 1.0 	 35 

Hibridación 	 62°C 	 1.0 

Extensión 	 72°C 	 5.0 

Post- 	 72°C 	 12.0 	 1 

ciclo(extensión) 

2.16. Expresión de Proteínas en E.coli B121 (DE3) pLysS 

Del clonaje de cada secuencia de genes del dominio extracelular de receptores 

inmunológicos (AXL, CD32, CLEC5A y CLEC7A), con el plásmido pGEX4T1 en las 

células E. coli XL-10 GOLD, se realizó extracción de ADN plasmídico. Luego, se 

descongelaron células E.coli B121 y fueron transformadas con los productos de la 

extracción del ADN plasmídico de las XL-10 GOLD, una vez crecieron las bacterias E.coli 

BL2 1, se tomaron UFC y se inocularon en caldo LB con antibiótico a 100 ig/mL. Se 

crecieron las bacterias hasta un D.0600  =0.4-0.6 y  se procedió a inducirlas con IPTG 1:10 

por un periodo de 16 h; se colectaron volúmenes del medio y se centrifugaron las bacterias, 

para identificación de la sobreexpresión de dominios extracelulares de los receptores 

inmunológicos a través de tinción con comassie. 

Con el primer vector utilizado, no se expresó la proteína de interes y se repetió los mismos 

ensayos de expresión utilizando el vector pET-30a. 

2.17. Verificación de expresión por Western Biot y por tinción de comassie. 

Se prepararon geles de acrilamida utilizando el protocolo estandarizado por BIO-RAD. Se 

prepararon los tampones de separación y transferencia de las proteínas. Se midió la 

concentración de las proteínas existentes en el medio de bacterias inducidas con IPTG y se 

añadió el tampón de carga para las proteínas. Se calentaron las muestras por 5 min a 95°C y 

posterior a esto, se introdujeron en cada pozo del gel de acrilamida previamente preparado. 
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Se corrieron las proteínas por 40 min a 20 mA y luego, fueron transferidas a la membrana 

de nitrocelulosa. Se prepararon los anticuerpos primarios con la dilución 1:1000, se le 

añadieron los anticuerpos a la membrana previamente bloqueada con leche al 5% por 30 

mm, después de 24 h se incubaron las membranas por 2 h con los anticuerpos secundarios y 

finalmente, se hizo la reacción de quimioluminiscencia para identificar las proteínas 

CLEC5A, CLEC7A, CD32, AXL, y MERTK. También, se tiñeron los geles con azul de 

comassie para verificar la sobrexpresión de los receptores extracelulares. 

2.18. Solubilización y purificación de las proteínas expresadas. 

Para la solubilización de las proteínas expresadas a partir de los centrifugados, se siguió el 

protocolo establecido por Moreno et al. (2013) con algunas modificaciones. Luego de los 

centrifugados de cada expresión, los precipitados (pellet) fueron lavados con la solución 

STE (Tris-HC1 lOmM, pH 8.0, NaC1 l50mM y EDTA lmM). Posteriormente, el pellet de 

las células fue resuspendido en 50 mL de la solución STE y tratado con 100 ig/mL de 

lizosima durante 15 min con agitación constante a 4°C. A las mezclas anteriores, se les 

añadieron 5 mM DTT, 1% de N-laurilsarcosina y para completar la lisis celular, las mezclas 

fueron sonicadas durante 4 ciclos de 15 segundos, y centrifugadas a 10000 rpm por l5min a 

4°C. 
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2.19. Cultivo de Células HEK293FT 

Se le dió mantenimiento a las células que fueron las bases de la plataforma de expresión de 

receptores inmunológicos, primeramente se descongelaron las células HEK293FT y se 

resuspendieron en 5 mL de medio de cultivo DMEM, fueron centrifugadas por 5 min a 

1500 rpm, para eliminar el DMSO (crio preservante), se descartó el sobrenadante y el pellet 

fue resuspendido con 10 ml de medio de cultivo DMEM, y se sembraron las células en los 

platos adherentes; dos días a la semana fueron tripsinizadas y cuando las células llegaron a 

una confluencia de 100%, una parte fue congelada y la otra parte se mantuvo creciendo en 

un plato de 6 pozos. 

Para utilizar el medio de Cultivo DMEM, se le añadió 50 mL de suero fetal bovino para 

suplementarlo a 10% de suero, 3 mL de L-glutamina y  2 mL de antibiótico en esta caso 100 

u/mL de penicilina/100 tg/mL de estreptomicina. También, se preparó la tripsina en 

volumen de 500 mL, se le añadió una concentración de 0.25% de tripsina en PBS 1X y 

DMEM sin suero, y finalmente, se le añadió 2 mM de EDTA a partir de un EDTA más 

concentrado (0.5M). 

2.20. Viabilidad celular 

Para obtener los datos pertinentes a la viabilidad celular, nos basamos en el protocolo 

estandarizado por nano entek, se tomó 5.0 j.tL de células en resuspensión, se le añadió 5.0 

tL de azul de tripan 1.20, la solución de azul de tripan y células en resuspensión fue 

preparada a una relación 1:1, y  este paso fue realizado para cada plato con célula 

transfectadas antes de transfectar y luego, de transfectarlas. En un porta objeto el cual es 

específico para nano entek, se le añadió 5.0 tL de la solución preparada y fue introducido 

en el equipo EVE y el equipo cálcula la cantidad de células muertas, células viables y 

brinda el valor de la viabilidad celular. Adicional a esto, también brinda la cantidad de 

células que hay en cada plato. Además, se procedió a utilizar las curvas de crecimiento de 

cada célula transfectada creadas por el equipo EVE. 
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2.2 1. Transfección de células HEK293T 

Un plato de 6 pozos fue plateado con 1 millón de células. Después de 24 h, el plato fue 

transfectado con 1.0 p.g de cada vector proveniente del clonaje de pQCXIH con cada parte 

extracelular de los receptores inmunológicos. Después de 6 h, el medio fue cambiado con 

medio de cultivo nuevo con 2% de suero de ternera (medio de mantenimiento). Después de 

48 h, se tomó el sobrenadante y las células fueron centrifugadas. 

2.22. Microscopía de inmunofluorescencia 

Las células transfectadas por lentivirus, fueron evaludas en el microscopio de 

inmunofluorescencia con el filtro rojo, para observar la presencia de células que 

fluorescencia en rojo al adquirir el plasmido pQCXIH previamente donado. 

2.23. Aislamiento y purificación de las proteínas por marcadores de histidina 

Las células centrifugadas fueron lisadas con urea a 8 M, luego fueron cnetrifugadas las 

muestras, y seguido de ello, se lavo el pellet con Tween al 0.1% en PBS 1X y se evaluó la 

localizacion de las proteínas. Después, se utilizaron triton 1 OOX y Tween como detergentes 

para aumetar la afinidad de las proteínas, y se procedió a realizar cromatografia de afinidad 

a colas de hisitina para la purificaión 

2.24. Verificación de la purificación por gel SDS-PAGE. 

Las eluciones de la purificación fueron montadas en gel de acrilamida 10% y  fueron 

separadas en el gel, y luego, se le realizó la tinción con comassie y se aclareó el gel para 

evaluar las purificaciones. 

2.25 Identificacion de proteínas desconocidas por Western Biot anti-histidina 

Las elución final fue montada en gel de acrilamida al 10% y  fueron separadas, luego 

transferidas a la membrana, se bloqueo con leche al 5% en buffer TBST (contiene tris, PBS 

y Tween). IX, y se incubó con anticuerpo que detecta proteínas que tengan colas de 

histidinas, después, se agrego el anticuerpo secundario que reacciono contra el epitome del 

primer anticuerpo y al final, se realizó la reacción de inmunofluorescencia. 
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3.1. Resultados. 

Luego de realizar los procedimientos para la obtención de células competentes, la 

transformación bacteriana de E. coli XL1O GOLD resultó exitosa, al introducirle el 

plásmido pQCXIH y pGEX4T1. Se obtuvo la eficiencia de transformación de E.coli XL- 10 

GOLD (9.4 X109  UFC/pg). Durante las fases de la PCR, se obtuvieron las bandas 

esperadas, de cada amplificación del dominio extracelular de los receptores AXL, CD32, 

CLEC5A y CLEC7A. La secuencia de genes del receptor MERTK no amplificó (figura) 

De las digestiones enzimáticas se obtuvo de forma exitosa el corte de los vectores 

plasmídico pQCXIH y pGEX4T1. Adicional a esto, se obtuvieron los clonajes en cada 

vector plasmídico de los dominios extracelulares de los receptores AXL, CD32, CLEC5A, 

y CLEC7A De las UFC de E.coli XL-10 Goid que crecieron de cada clonaje, se obtuvo 

UFC positivas que determinaron la presencia de los receptores AXL, CD32, CLEC5A 

yCLEC7A. 

Luego de realizar los clonajes de cada receptor inmunológico ligados al vector pGEX4T1, 

se obtuvo la transformación de E.coli BL21 DE3 pLysS. Y al inducir con IPTG las 

bacterias, se obtuvo la expresión de los receptores inmunológicos la cual fue evaluada 

mediante western blot. De forma simultanea se obtuvieron células HECK293FT 

expresando dominios extracelulares de los receptores AXL, CD32, CLEC5A y CLEC7A. 

Estas células tenía una viabilidad celular de 73%, con una concentración de 2.3 X 1 06/mL. 

Posteriormente de las transfecciones por lentivirus, se obtuvo células que fluorescieron en 

rojo como indicador de que las células HECK293FT incorporaron el vector pQCXIH con 

las secuencias de genes de cada receptor extracelular. 

Finalmente, se obtuvieron 2 proteinas recombinantes en condiciones desnaturalizantes, se 

obtuvo 765 mg/sil de AXL y  488 mg/sil de CLEC7A, y fueron identificadas mediante 

western blot. 
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1. Elaboración de vectores y Expresión de proteínas en células I-1EK293 

1.1 Construcción de los vectores para expresión en células HEK293 

1.1.1 Restricción Enzimática del vector de expresión y de los productos de PCR. 

NOT1-E(C)R1 NOT1-BAMH1 
M + + 

   

N0T1-COR1 NOT1-2AMRI CONTROL 

   

M 	1 	 2 	3 

   

3000bp 

1 500h 

100&bp 
7Obp 

500bp 
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lOObp 

IOAOO bp-
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I%0 »—
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400»- 
2000ç. 
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pQO(IX 

Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa, en donde se muestra la restricción enzimática 
del plásmido pQCXIX, utilizando 2 combinaciones de dianas de restricción, para lograr 
abrir el plásmido de expresión. 
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Productos de PCR 
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Figura 20. Resultados de la electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones de los 
receptores extracelulares para ser ligados al plasmido pQCXIX y lograr los clonajes. 
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1.2 Evaluación de PCR de las colonias de pQCXIH ligados a los genes de los dominos 

extracelulares y evaluación de la presencia del vector pET-30a en dos bacterias de 

clonaje. 

Verificación de UgcIone PCR de colonias y evaluación de Minlprep 

Figura 21. Resultados de electroforesis. A). Verificación de las ligaciones del plásmido 
abierto con los receptores amplificados través de electroforesis en agarosa, comparados al 
plásmido vacío. B). verificación de los clonajes realizados, luego de una extracción 
plasmídica. 
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1.3 Evaluación de colonias positivas por PCR y digestión enzimática. 

Doninio exb.cek. de Don*iio excekd. de 
M 	AJCL+ pGEK4II 	1 	CLEC7A+ pGEX4T1 

1SOOp 

1000bp 
750bp 

OObp 

'Obp 

IOObp 

Figura 22. Resultados de la evaluación por restricción enzimática del clonaje, de los 
receptores AXL y CLEC7A al plasmido pQCXIX. 
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1.4 Resultados de la transfección de las celulas HEK293T. 

C032 extra 

 

AXL extra 	 HEK293T 

     

CLEC7A extra 

Figura 23. Verificación de transfección de las células HEK293FT en microscopia de fluorescencia. 

HEk293FT con el vector pQCXIH ligado al dominio extracelular de CD32. HEK293 expresando el 

dominio extracelular de AXL, CLEC7A y CLEC5A. Las células mostraron luego de 3 días de 

transfección poca intensidad de fluorescencia, y se procedió a realizar lisados de la purificacion, en 

donde se noto la producción de proteínas a baja concentración. 
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1.5 Purificación de los dominios extracelulares expresados en HEK293T. 

Expresión y Purificación del dominio extracelular 
de AXIL en HEK293FT 

Eqxesióiy Pt.if~ die-1 don1.o eaoek-
de AXLrm 

 

- 	-;-n• Ee1: 

  

1 2 3 4 5 
Purificación con Mis-tag 

Lxpresión y Purificación el Uoniini o ex trocelu 
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Expresión y Purificación del dominio extracelular 

deCLEC7A en HEK293FT 
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Purificación con His.tag 

1 2 3 456 
Purificación con anti-C1.EC7A 

Figura 24. Resultados de SDS Page en donde la expresión de los dominios extracelulares 

en células HEK293T no fue exitosa, ni la purificación, por ende se procedió a cambiar de 

sistema de expresión en bacterias. 
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1.6 Resultados de la inmunodeteccion de los receptores exrtracelulares por anticuerpos. 

Detección de CLEC7A con 
anti-CLEC7A 

Detección de CLEC7A con 

anti-His tag 

U 

Detección de AXL con anti-His 

tag 

Figura 25. Resultados de western biot, en donde su purificó el dominio extracelular de 
AXL y de CLEC7A, y se confirmó mediante la técnica de westem blot, utilizando colas de 
histidina para culminar la purificación y de forma simultánea, detectar la proteína con su 

propio anticuerpo (Anti -CLEC7A y Anti-AXL) 
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2. Elaboración de vectores y Expresión de proteínas en E.coli BL21 (DE3) 

BAM01/POT1 ECOR1OT1 

Figura 26. Resultados de electroforesis en donde el plásmido pGEX4T1 fue digerido con 

las dianas de restricción BAMH1 y NOT1, y con la combinación de E.con 1 y  Noti, en 

donde solo pudo ser digerido con BAMH y NOT1. 
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C032 CLFC7A CI FÍSA AXI 
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2.1 PCR de dominios extracelulares y Digestión enzimática del vector 

pGEX4T1. 

3000bp 

1 500b 

1 000b 
5Obp 

SOObp 

250bp 

IGObp 

Figura 27. Resultados de electroforesis los cuales muestran las amplificación de las 

secuencias de los genes de cada dominio extracelular de los receptores, y se construyeron 

los nuevos clonajes, los cuales fueron evaluador por PCR y digestión enzimática. 

2.2 Evaluación de las UFC positivas  del suclonajc. 

Dono  cxtr,ceIu,r de 	Dominio xtr,ce u l.r de 
M 	 XL+ pGD(4T1 	 CLEC7M pGEX4TI 

Figura 28. Resultados de la evaluación por restricción enzimática del clonaje, de los 
receptores AXL y CLEC7A al plásmido pGEX4T1. 
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Figura 29. Evaluacion de los clonajes de los dominios extracelulares al plásmido 
pGEX4T1. A). Resultados de la PCR del extracelular de la proteína AXI ligado a pGE4T1 
B). Resultados de la PCR de la ligación y clonaje del dominio extracelular de CLEC7A a 
pGE4T1. 

82 



kDa 

200 - 00- 

100 100 

so - 

15 

K» 

Oh 	 3h 4h 	Lavados 	 Elucuones 

1 	1 	1 	1 
kDa 

200 
	1-0 

100 

   

    

    

  

- 

 

80 

   

   

43kDa 

    

25 

   

    

0 1 	2 4 5 6 7 8 9 10 11 

2.3 expresión de proteínas recombinantes en E.coli BL21 (DE3) 

Expresión y Purificación de CLEC7A. 

WB anti-histidina para CLEC7A 

25 

Figura 30. Resultados de SDS Page. A). producción y punficacion de proteínas 
recombinantes en la cepa B12 1, en donde en un lapso de 4 horas hay una concententracion 
optima de proteínas. b). Resultados de inmunodeteccion con anticuerpos para identificar 
proteínas desconocidas, en esta parte de los resultados la elucion final fue sometida a 
western blot. 
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Figura 31. Resultados de laas proteínas expresadas en la cepa E.coli BL21 (DE3). fueron 

obtenidas en mayor concentración y fueron evaluadas mediante Western Blot. Se purificó 

el dominio extracelular de AXL y CLEC7A. 
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En este trabajo, los resultados obtenidos de las amplificaciones y donaciones del dominio 

extracelular de los receptores CLEC5A, AXL, CD32 y CLEC7A, son comparables con el 

trabajo realizado por Lu et al., (2017), quienes elaboraron amplificaciones y donaciones de 

diferentes fragmentos de los 849 aa que tiene el receptor AXL. La importancia yace en que 

AXL está sobreexpresado en cáncer de pulmón, páncreas y en cáncer de mama. Y que el 

dominio extracelular de AXL, transduce señalizaciones que se correlacionan a las quimio 

resistencias de pequeños tumores de cáncer de pulmón (Lu et al., 2017). Lee (2015), 

reportó que la parte extracelular de AXL está asociada a la ligación de una linfotoxina 

(LIGTH) presente en linfomas de células T y que inhibir el domino extracelular de AXL, es 

la base para reprimir la expresión de linfotoxinas, y con esto, se logra disminuir el volumen 

y crecimiento de tumores (Lee et al., 2015). La expresión de esta proteína en condiciones 

desnaturalizantes fueron óptimas, se pudo purificar y obtenerla para futuras aplicaciones. 

Por otra parte, los resultados obtenidos de la amplificación del dominio extracelular del 

receptor CLEC5A, serán claves para aportar nuevos registros, ya que no hay referencias de 

algunos cebadores que hayan utilizado para amplificar estas secuencias de genes, de los 288 

aminoácidos que forman al receptor CLEC5A. Aunque esta proteína no pudo ser expresada 

por no dar positiva la donación, se puede seguir trabajando en esta donación para lograr la 

expresión de esta proteína, ya que es importante dilucidar su rol en cáncer y aportar nuevos 

datos. Este dominio tiene interacciones con TYROBP/DAP12. Teng (2015), reportó las 

respuestas inmunes de CLEC5A frente a infecciones por bacterias. Según Batliner (2012), 

el dominio extracelular del receptor CLEC5A, es un nuevo objetivo transcripcional durante 

la diferenciación meiloidal, porque se asocia con una proteína adaptadora DAP 12 para 

activar una cascada de señalización, que activa quinasas en respuestas inflamatorias en 

pacientes con leucemias. Los reportes que asocien a CLEC5A con algún tipo de cáncer, son 

aun incipientes y por ende, podríamos ser los primeros en reportar interacciones de 

CLEC5A con cáncer. 

La construcción de la donación del dominio extracelular del receptor CLEC7A, estuvo 

basada en la posición 66 a la 266 de los aminoácidos que forman el dominio extracelular 
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del receptor como tal. Este receptor está altamente expresado en macrófagos en el 

adenocarcinoma y el dominio extracelular, interactúa con otros receptores indispensables 

en la inmunidad anti-tumor (Daley et al., 2017). Esta expresin fue exitosa, en donde se 

logro establecer los primeros métodos de purificacion de receptores asociados en cáncer, lo 

cual, es aplicable al campo de la inmunología, ya que con este receptor se pueden realizar 

proyectos en donde se evalúen los efectos específicos de este receptor. 

El dominio extracelular del receptor CD32 que fue amplificado, constó de 174 

aminoácidos, donde el receptor CD32 está conformado por 310 aminoácidos, pero el 

dominio extracelular inicia en el aminoácido 43 y  termina en el 217. Yang (2017), 

menciona que el dominio extracelular de CD32 está ligado a FcyRII y activan la ruta 

p38MAPK-Twist, y mejora la secreción de citosinas en células osteolítica, en mielomas. El 

CD32 es un marcador de la activación de las células T y la expresión de CD32, está 

asociada con proliferación celular en tumores (Badia et al., 2018). Este receptor no pudo 

ser expresado mediante bacterias de expresión, pero se puede volver a realizar los clonajes 

específicos evaluando en detalle el vector a utilizar y entandarizando los métodos de una 

mejor forma. 

Los resultados de las restricciones enzimáticas de los vectores pQCXIH y pGEX4T1 en la 

parte delantera con Eco Rl y BAM HI, en la parte de reversa con NOT1, que fueron 

realizadas en las fases de digestión enzimática, son comparable con las restricciones y 

clonajes realizados por Vogl et al. (2015), quienes digirieron 40 vectores plasmídicos con 

dos enzimas de restricción Eam 11041 y Bsa 1 y donados en E.coli. Los clones positivos de 

las ligaciones de los dominios extracelulares de AXL y CLEC7A se obtuvieron en E.coli 

XL-10 GOLD, porque esta cepa es la que tiene una mejor eficiencia de clonaje con 

fragmentos grandes de ADN. Wang et al. (2014), realizaron el clonaje del plásmido pSVK-

HBVA en la cepa XL-10 GOLD, el cual tiene 16 KB y concluyeron con que esta cepa, que 

es la más adecuada para realizar clonajes de fragmentos grandes de ADN. 

Las expresiones de los dominios extracelulares de los receptores AXL, y CLEC7A en 

bacterias BL2 1 (DE3), son contrastables con la expresión de proteína recombinante 
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realizada por Kiaie et al. (2014), quienes utilizaron el vector plasmídico pGEX4T1 donado 

con el factor de patogenicidad llamado TcpA y obtuvieron 8 mg/L de TcpA expresado y 

purificado. Otra expresión de proteínas recombinantes similar a la realizada en este trabajo, 

es la de Yunta et al. (2011), quienes expresaron la quinasa SnRK2.6/OST 1, utilizando el 

mismo vector plasmídico pGEX4T1 y E.coli BL21 (DE3) pLysS. Estas bacterias utilizadas 

en la expresión de las proteínas, carecen totalmente de la actividad de las cuatro [NiFe]-

hidrogenasas, sin embargo, tienen todos los genes estructurales necesarios para la síntesis 

de las respectivas proteínas en mayor volumen y de manera más sencilla (Pinske et al., 

2011). 

Estas proteínas serán de gran relevancia en estudios de interacciones, según Bae et al. 

(2015), se pueden realizar modulaciones proteolíticas contra AXL, las cuales serían las 

bases de una nueva terapia contra este receptor. 
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Conclusiones 
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• Los dominios extracelulares de los receptores fueron expresados en bacterias, debido 

a que estas bacterias pudieron adquirir el vector plasmídico, para la expresión 

heterologa de cada proteína. 

• La expresión en HEK293FT fue aun más costosa de lo esperado, ya que las células no 

fluorescieron de la manera esperada al ser observadas en microscopía de 

inmunofluorescencia. La expresión de los dominios extracelulares fueron obtenidos 

en menor escala en comparación con las bacterias. 

• Las proteínas expresadas, fueron asiladas y purificadas, lo cual baria posible 

inyectarlas en modelos animales para inmnunizarlos y generar nanocuerpos contra 

estas proteínas. 
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Recomendaciones 
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1. Estandarizar una PCR anidada, que amplifique la secuencia de genes que solo 

codifiquen la parte extracelular. Diseñar otros cebadores específicos para MERTK. 

2. Clonar en un plásmido pET1 lb las secuencias de genes de CLEC5A y CD32 para 

lograr realizar ensayos de interacciones con CLEC5A, ya que no existen referencias 

que lo asocien a cáncer y podríamos ser los primeros en evidenciar esto. 

3. Verificar el estado funcional de las proteínas expresadas. 

4. Inyectar las proteínas purificadas en modelos animales, y partir de allí, para la 

elaboración de nanocuerpos para cada proteína, y así, probarlos en un futuro, en 

modelos in-vivo. 

1 
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4. Secuencias (le genes (le los receptores inmunológicos. 

1.1.MERTK 
DNA: 

1 actcactgcc cgggccgccc ggacagggag cttcgctggc gcgcttggcc ggcgacagga 
61 caggttcggg acgtccatct gtccatccgt ccggagagaa attacagatc cgcagccccg 
121 ggatggggcc ggccccgctg ccgctgctgc tgggcctctt cctccccgcg ctctggcgta 
181 gagctatcac tgaggcaagg gaagaagcca agccttaccc gctattcccg ggaccttttc 
241 cagggagcct gcaaactgac cacacaccgc tgttatccct tcctcacgcc agtgggtacc 
301 agcctgcctt gatgttttca ccaacccagc ctggaagacc acatacagga aacgtagcca 
361 ttccccaggt gacctctgtc gaatcaaagc ccctaccgcc tcttgccttc aaacacacag 
421 ttggacacat aatactttct gaacataaag gtgtcaaatt taattgctca atcagtgtac 
481 ctaatatata ccaggacacc acaatttctt ggtggaaaga tgggaaggaa ttgcttgggg 
541 cacatcatgc aattacacag ttttatccag atgatgaagt tacagcaata atcgcttcct 
601 tcagcataac cagtgtgcag cgttcagaca atgggtcgta tatctgtaag atgaaaataa 
661 acaatgaaga gatcgtgtct gatcccatct acatcgaagt acaaggactt cctcacttta 
721 ctaagcagcc tgagagcatg aatgtcacca gaaacacagc cttcaacctc acctgtcagg 
781 ctgtgggccc gcctgagccc gtcaacattt tctgggttca aaacagtagc cgtgttaacg 
841 aacagcctga aaaatccccc tccgtgctaa ctgttccagg cctgacggag atggcggtct 
901 tcagttgtga ggcccacaat gacaaagggc tgaccgtgtc caagggagtg cagatcaaca 
961 tcaaagcaat tccctcccca ccaactgaag tcagcatccg taacagcact gcacacagca 
1021 ttctgatctc ctgggttcct ggttttgatg gatactcccc gttcaggaat tgcagcattc 
1081 aggtcaagga agctgatccg ctgagtaatg gctcagtcat gatttttaac acctctgcct 
1141 taccacatct gtaccaaatc aagcagctgc aagccctggc taattacagc attggtgttt 
1201 cctgcatgaa tgaaataggc tggtctgcag tgagcccttg gattctagcc agcacgactg 
1261 aaggagcccc atcagtagca cctttaaatg tcactgtgtt tctgaatgaa tctagtgata 
1321 atgtggacat cagatggatg aagcctccga ctaagcagca ggatggagaa ctggtgggct 
1381 accggatatc ccacgtgtgg cagagtgcag ggatttccaa agagctcttg gaggaagttg 
1441 gccagaatgg cagccgagct cggatctctg ttcaagtcca caatgctacg tgcacagtga 
1501 ggattgcagc cgtcaccaga gggggagttg ggcccttcag tgatccagtg aaaatattta 
1561 tccctgcaca cggttgggta gattatgccc cctcttcaac tccggcgcct ggcaacgcag 
1621 atcctgtgct catcatcttt ggctgctttt gtggatttat tttgattggg ttgattttat 
1681 acatctcctt ggccatcaga aaaagagtcc aggagacaaa gtttgggaat gcattcacag 
1741 aggaggattc tgaattagtg gtgaattata tagcaaagaa atccttctgt cggcgagcca 
1801 ttgaacttac cttacatagc ttgggagtca gtgaggaact acaaaataaa ctagaagatg 
1861 ttgtgattga caggaatctt ctaattcttg gaaaaattct gggtgaagga gagtttgggt 
1921 ctgtaatgga aggaaatctt aagcaggaag atgggacctc tctgaaagtg gcagtgaaga 
1981 ccatgaagtt ggacaactct tcacagcggg agatcgagga gtttctcagt gaggcagcgt 
2041 gcatgaaaga cttcagccac ccaaatgtca ttcgacttct aggtgtgtgt atagaaatga 
2101 gctctcaagg catcccaaag cccatggtaa ttttaccctt catgaaatac ggggacctgc 
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2161 atacttactt actttattcc cgattggaga caggaccaaa gcatattcct ctgcagacac 
2221 tattgaagtt catggtggat attgccctgg gaatggagta tctgagcaac aggaattttc 
2281 ttcatcgaga tttagctgct cgaaactgca tgttgcgaga tgacatgact gtctgtgttg 
2341 cggacttcgg cctctctaag aagatttaca gtggcgatta ttaccgccaa ggccgcattg 
2401 ctaagatgcc tgttaaatgg atcgccatag aaagtcttgc agaccgagtc tacacaagta 
2461 aaagtgatgt gtgggcattt ggcgtgacca tgtgggaaat agctacgcgg ggaatgactc 
2521 cctatcctgg ggtccagaac catgagatgt atgactatct tctccatggc cacaggttga 
2581 agcagcccga agactgcctg gatgaactgt atgaaataat gtactcttgc tggagaaccg 
2641 atcccttaga ccgccccacc ttttcagtat tgaggctgca gctagaaaaa ctcttagaaa 
2701 gtttgcctga cgttcggaac caagcagacg ttatttacgt caatacacag ttgctggaga 
2761 gctctgaggg cctggcccag ggctccaccc ttgctccact ggacttgaac atcgaccctg 
2821 actctataat tgcctcctgc actccccgcg ctgccatcag tgtggtcaca gcagaagttc 
2881 atgacagcaa acctcatgaa ggacggtaca tcctgaatgg gggcagtgag gaatgggaag 
2941 atctgacttc tgccccctct gctgcagtca cagctgaaaa gaacagtgtt ttaccggggg 
3001 agagacttgt taggaatggg gtctcctggt cccattcgag catgctgccc ttgggaagct 
3061 cattgcccga tgaacttttg tttgctgacg actcctcaga aggctcagaa gtcctgatgt 
3121 gaggagaggt gcggggagac attccaaaaa tcaagccaat tcttctgctg taggagaatc 
3181 caattgtacc tgatgttttt ggtatttgtc ttccttacca agtgaactcc atggccccaa 
3241 agcaccagat gaatgttgtt aagtaagctg tcattaaaaa tacataatat atatttattt 
3301 aaagagaaaa aatatgtgta tatcatggaa aaagacaagg atattttaat aaaacattac 
3361 ttatttcatt tcacttatct tgcatatctt aaaattaagc ttcagctgct ccttgatatt 
3421 aacatttgta cagagttgaa gttgtttttt caagttcttt tctttttcat gactattaaa 
3481 tgtaaaaata tttgtaaaat gaaatgccat atttgacttg gcttctggtc ttgatgtatt 
3541 tgataagaat gattcattca atgtttaaag ttgtataact gattaatttt ctgatatggc 
3601 ttcctaataa aatatgaata aggaagaaaa aa 

Protein: 

MGPAPLPLLLGLFLPALWRRAITEAREEAKPYPLFPGPFPGSLQTDHTPLLSLPHAS 
GYQPALMFSPTQPGRPHTGNVAIPQVTSVESKPLPPLAFKHTVGHIILSEH 
KGVKFNCSISVPNIYQDTTISWWKDGKELLGAHHAITQFYPDDEVTAIIAS 
FSITSVQRSDNGSYICKMKINNEEIVSDPIYIEVQGLPHFTKQPESMNVTRN 
TAFNLTCQAVGPPEPVNIFWVQNSSRVNEQPEKSPSVLTVPGLTEMAVFS 
CEAHNDKGLTVSKGVQINIKAIPSPPTEVSIRNSTAHSILISWVPGFDGYSPF 
RNCSIQVKEADPLSNGSVMIFNTSALPHLYQIKQLQALANYSIGVSCMNEI 
GWSAVSPWILASTFEGAPSVAPLNVTVFLNESSDNVDIRWMKPPTKQQD 
GELVGYRISHVWQSAGISKELLEEVGQNGSRARISVQVHNATCTVRIAAV 
TRGGVGPFSDPVKIFIPAHGWVDYAPSSTPAPGNADPVLIIFGCFCGFI LIGL 
ILYISLAIRKRVQETKFGNAFTEEDSELVVNYIAKKSFCRRAIELTLHSLGV 
SEELQNKLEDVVIDRNLLILGKILGEGEFGSVMEGNLKQEDGTSLKVAVK 
TMKLDNSSQREIEEFLSEAACMKDFSHPN VIRLLGVCIEMSSQGIPKPM VIL 
PFMKYGDLHTYLLYSRLETGPKHIPLQTLLKFMVDIALGMEYLSNRNFLH 
RDLAARNCMLRDDMTVCVADFGLSKKIYSGDYYRQGRIAKMPVKWIAIE 
SLADRVYTSKSDVWAFGVTMWEIATRGMTPYPGVQNHEMYDYLLHGH 
RLKQPEDCLDELYEIMYSCWRTDPLDRPTFSVLRLQLEKLLESLPDVRNQ 
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ADVIYVNTQLLESSEGLAQGSTLAPLDLNIDPDSIIASCTPRAAISVVTAEV 
HDSKPHEGRYILNGGSEEWEDLTSAPSAAVTAEKNSVLPGERLVRNGVS 
WSHS SMLPLGSSLPDELLFADDSSEGSEVLM 

Dominio extracelular. 

AITEAREEAK PYPLFPGPFP GSLQTDHTPL 
LSLPHASGYQ PALMFSPTQP GRPHTGN VAl PQVTSVESKP LPPLAFKHTV 
GHIILSEHKG VKFNCSISVP NIYQDTTISW WKDGKELLGA HHAITQFYPD 
DEVTAIIASF SITSVQRSDN GSYICKMKIN NEEIVSDPIY IEVQGLPHFT 
KQPESMNVTR NTAFNLTCQA VGPPEPVNIF WVQNSSRVNE QPEKSPSVLT 
VPGLTEMAVF SCEAHNDKGL TVSKGVQINI KAIPSPPTEV SIRNSTAHSI 
LISWVPGFDG YSPFRNCSIQ VKEADPLSNG SVMIFNTSAL PHLYQIKQLQ 
ALANYSIGVS CMNEIGWSAV SPWILASTFE GAPSVAPLNV TVFLNESSDN 
VDIRWMKPPT KQQDGELVGY RISHVWQSAG ISKELLEEVG QNGSRARISV 
QVHNATCTVR IAAVTRGGVG PFSDPVKIFI PAHGWVDYAP SSTPAPGNAD 

1.2.AXL 
DNA: 

1 agcacacgcg taaacaacac gcagaactgc agtcgcactt acaagacttg gtcccagggc 
61 cgggcaccga gtggctctgc ctgcgatcca gcactttggg aggccgaggc gggaggatcg 
121 cttggggcca gaagtttgag agcagcctgg gcaacgtggg ctgaacaaga catcctcttt 
181 ctcctgcgaa gcccataacg ccaagggggt caccacatcc cgcacagcca ccatcacagt 
241 gctcccccag cagccccgta acctccacct ggtctcccgc caacccacgg agctggaggt 
301 ggcttggact ccaggcctga gcggcatcta ccccctgacc cactgcaccc tgcaggctgt 
361 gctgtcagac gatgggatgg gcatccaggc gggagaacca gaccccccag aggagcccct 
421 cacctcgcaa gcatccgtgc ccccccatca gcttcggcta ggcagcctcc atcctcacac 
481 cccttatcac atccgcgtgg catgcaccag cagccagggc ccctcatcct ggacccactg 
541 gcttcctgtg gagacgccgg agggagtgcc cctgggcccc cctgagaaca ttagtgctac 
601 gcggaatggg agccaggcct tcgtgcattg gcaagagccc cgggcgcccc tgcagggtac 
661 cctgttaggg taccggctgg cgtatcaagg ccaggacacc ccagaggtgc taatggacat 
721 agggctaagg caagaggtga ccctggagct gcagggggac gggtctgtgt ccaatctgac 
781 agtgtgtgtg gcagcctaca ctgctgctgg ggatggaccc tggagcctcc cagtacccct 
841 ggaggcctgg cgcccagggc aagcacagcc agtccaccag ctggtgaagg aaccttcaac 
901 tcctgccttc tcgtggccct ggtggtatgt actgctagga gcagtcgtgg ccgctgcctg 
961 tgtcctcatc ttggctctct tccttgtcca ccggcgaaag aaggagaccc gttatggaga 
1021 agtgtttgaa ccaacagtgg aaagaggtga actggtagtc aggtaccgcg tgcgcaagtc 
1081 ctacagtcgt cggaccactg aagctacctt gaacagcctg ggcatcagtg aagagctgaa 
1141 ggagaagctg cgggatgtga tggtggaccg gcacaaggtg gccctgggga agactctggg 
1201 agagggagag tttggagctg tgatggaagg ccagctcaac caggacgact ccatcctcaa 
1261 ggtggctgtg aagacgatga agattgccat ctgcacgagg tcagagctgg aggatttcct 
1321 gagtgaagcg gtctgcatga aggaatttga ccatcccaac gtcatgaggc tcatcggtgt 
1381 ctgtttccag ggttctgaac gagagagctt cccagcacct gtggtcatct tacctttcat 
1441 gaaacatgga gacctacaca gcttcctcct ctattcccgg ctcggggacc agccagtgta 
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1501 cctgcccact cagatgctag tgaagttcat ggcagacatc gccagtggca tggagtatct 
1561 gagtaccaag agattcatac accgggacct ggcggccagg aactgcatgc tgaatgagaa 
1621 catgtccgtg tgtgtggcgg acttcgggct ctccaagaag atctacaatg gggactacta 
1681 ccgccaggga cgtatcgcca agatgccagt caagtggatt gccattgaga gtctagctga 
1741 ccgtgtctac accagcaaga gcgatgtgtg gtccttcggg gtgacaatgt gggagattgc 
1801 cacaagaggc caaaccccat atccgggcgt ggagaacagc gagatttatg actatctgcg 
1861 ccagggaaat cgcctgaagc agcctgcgga ctgtctggat ggactgtatg ccttgatgtc 
1921 gcggtgctgg gagctaaatc cccaggaccg gccaagtttt acagagctgc gggaagattt 
1981 ggagaacaca ctgaaggcct tgcctcctgc ccaggagcct gacgaaatcc tctatgtcaa 
2041 catggatgag ggtggaggtt atcctgaacc ccctggagct gcaggaggag ctgacccccc 
2101 aacccagcca gaccctaagg attcctgtag ctgcctcact gcggctgagg tccatcctgc 
2161 tggacgctat gtcctctgcc cttccacaac ccctagcccc gctcagcctg ctgatagggg 
2221 ctccccagca gccccagggc aggaggatgg tgcctgagac aaccctccac ctggtactcc 
2281 ctctcaggat ccaagctaag cactgccact ggggaaaact ccaccttccc actttcccac 
2341 cccacgcctt atccccactt gcagccctgt cttcctacct atcccacctc catcccagac 
2401 aggtccctcc ccttctctgt gcagtagcat caccttgaaa gcagtagcat caccatctgt 
2461 aaaaggaagg ggttggattg caatatctga agccctccca ggtgttaaca ttccaagact 
2521 ctagagtcca aggtttaaag agtctagatt caaaggttct aggtttcaaa gatgctgtga 
2581 gtctttggtt ctaaggacct gaaattccaa agtctctaat tctattaaag tgctaaggtt 
2641 ctaaggccta cttttttttt tttttttttt tttttttttt ttgcgataga gtctcactgt 
2701 gtcacccagg ctggagtgca gtggtgcaat ctcgcctcac tgcaaccttc acctaccgag 
2761 ttcaagtgat tttcctgcct tggcctccca agtagctggg attacaggtg tgtgccacca 
2821 cacccggcta atttttatat ttttagtaga gacagggttt caccatgttg gccaggctgg 
2881 tctaaaactc ctgacctcaa gtgatctgcc cacctcagcc tcccaaagtg ctgagattac 
2941 aggcatgagc cactgcactc aaccttaaga cctactgttc taaagctctg acattatgtg 
3001 gttttagatt ttctggttct aacatttttg ataaagcctc aaggttttag gttctaaagt 
3061 tctaagattc tgattttagg agctaaggct ctatgagtct agatgtttat tcttctagag 
3121 ttcagagtcc ttaaaatgta agattataga ttctaaagat tctatagttc tagacatgga 
3181 ggttctaagg cctaggattc taaaatgtga tgttctaagg ctctgagagt ctagattctc 
3241 tggctgtaag gctctagatc ataaggcttc aaaatgttat cttctcaagt tctaagattc 
3301 taatgatgat caattatagt ttctgaggct ttatgataat agattctctt gtataagatc 
3361 ctagatccta agggtcgaaa gctctagaat ctgcaattca aaagttccaa gagtctaaag 
3421 atggagtttc taaggtccgg tgttctaaga tgtgatattc taagacttac tctaagatct 
3481 tagattctct gtgtctaaga ttctagatca gatgctccaa gattctagat gattaaataa 
3541 gattctaacg gtctgttctg tttcaaggca ctctagattc cattggtcca agattccgga 
3601 tcctaagcat ctaagttata agactctcac actcagttgt gactaactag acaccaaagt 
3661 tctaataatt tctaatgttg gacaccttta ggttctttgc tgcattctgc ctctctagga 
3721 ccatggttaa gagtccaaga atccacattt ctaaaatctt atagttctag gcactgtagt 
3781 tctaagactc aaatgttcta agtttctaag attctaaagg tccacaggtc tagactatta 
3841 ggtgcaattt caaggttcta accctatact gtagtattct ttggggtgcc cctctccttc 
3901 ttagctatca ttgcttcctc ctccccaact gtgggggtgt gcccccttca agcctgtgca 
3961 atgcattagg gatgcctcct ttcccgcagg ggatggacga tctcccacct ttcgggccat 
4021 gttgcccccg tgagccaatc cctcaccttc tgagtacaga gtgtggactc tggtgcctcc 
4081 agaggggctc aggtcacata aaactttgta tatcaacgag aaaauii  

112 



Proteina: 

MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEESPFVGNPGNITGARGLTGT 
LRCQLQVQGEPPEVHWLRDGQILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQL 
SDTGQYQCLVFLGHQTFVSQPGYVGLEGLPYFLEEPEDRTVAANTPFNLSCQAQGP 
PEPVDLLWLQDAVPLATAPGHGPQRSLHVPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTFSRTATI 
TVLPQQPRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTLQAVLSDDGMGIQAGEPD 
PPEEPLTSQASVPPHQLRLGSLHPHTPYHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPL 
GPPENISATRNGSQAFVHWQEPRAPLQGTLLGYRLAYQGQDTPEVLMDIGLRQEV 
TLELQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPWSLPVPLEAWRPVKEPSTPAFSWPWWY 
VLLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRR 
TFEATLNSLGISEELKEKLRDVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDSIL 
KVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCFQGSERESFPAPVVI 
LPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTQMLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLA 
ARNCMLNENMSVCVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTS 
KSDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPGVENSEIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLYALM 
SRCWELNPQDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYVNMDEGGGYPEPPGAAG 
GADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRYVLCPSTFPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA 

Dominio extracelular: 

APRGT QAEESPFVGN PGNITGARGL 
TGTLRCQLQV QGEPPEVHWL RDGQILELAD STQTQVPLGE DEQDDWIVVS 
QLRITSLQLS DTGQYQCLVF LGHQTFVSQP GYVGLEGLPY FLEEPEDRTV 
AANTPFNLSC QAQGPPEPVD LLWLQDAVPL ATAPGHGPQR SLHVPGLNKT 
SSFSCEAHNA KGVTTSRTAT ITVLPQQPRN LHLVSRQPTE LEVAWTPGLS 
GIYPLTHCTL QAVLSNDGMG IQAGEPDPPE EPLTSQASVP PHQLRLGSLH 
PHTPYHIRVA CTSSQGPSSW THWLPVETPE GVPLGPPENI SATRNGSQAF 
VHWQEPRAPL QGTLLGYRLA YQGQDTPEVL MDIGLRQEVT LELQGDGSVS 
NLTVCVAAYT AAGDGPWSLP VPLEAWRPGQ AQPVHQLVKE PSTPAFSWPWW 

1.3. CLEC5A 
DNA: 

1 ccctttgcca agaaccccac tgaacaggaa gaggtatttc ttggggatgc taccaaggca 
61 gagactgtga agaaggaaga acgttgcttg ggcaaaagga gcatattctc aggagacggg 
121 gcccctgcct gccacaccaa gcattaggcc accaggaaga cccccatctg caagcaagcc 
181 tagccttcca gggagaaaga ggcccctgca gctccttcat catgaactgg cacatgatca 
241 tctctgggct tattgtggta gtgcttaaag ttgttggaat gaccttattt ctactttatt 
301 tcccacagat ttttaacaaa agtaacgatg gtttcaccac caccaggagc tatggaacag 
361 tctgccccaa agactgggaa ttttatcaag caagatgttt tttcttatcc acttctgaat 
421 catcttggaa tgaaagcagg gacttttgca aaggaaaagg atccacattg gcaattgtca 
481 acacgccaga gaaactgaag tttcttcagg acataactga tgctgagaag tattttattg 
541 gcttaattta ccatcgtgaa gagaaaaggt ggcgttggat caacaactct gtgttcaatg 
601 gcaatgttac caatcagaat cagaatttca actgtgcgac cattggccta acaaagacat 
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661 ttgatgctgc atcatgtgac atcagctacc gcaggatctg tgagaagaat gccaaatgat 
721 cacagttccc tgtgacaaga actatacttg caactctttt tgaatccata caggtcgtct 
781 ggccaatgat tcttttactt acctatctgt ctaccagtag cggtccttgc ccatttggga 
841 aactgagctt ctttcttctg cactggggga ctggatgcta gccatctcca ggagacagga 
901 tcagttttac ggaaacaact cagttagtat agagatgagg tccgcttctg tagtactgag 
961 catttctgac tgatcaaaaa ggcctagtct gttgacaggg tttgttttat tttagcctca 
1021 gagtatacca tactactagg gagtaactgt agagtgagaa attataaaca ttatttaggg 
1081 attaccatgg tggaagaggg ataaacatag gtcctgtgac ttcgtctctg ttctcaaggg 
1141 aaccccattc acatgcccct cctaactcca caagcgaggg tagcagaggc tctcctcagt 
1201 ctgaactaag gcttggcctt ggggagggct cctagtgctg agcttggagc agcacggaca 
1261 gcagcattgt ttatgggaat ggagagaggt ctgggcagga taggaacctt cttggagacc 
1321 cctttgaaga aaaccaggca gccaagggag ccaaacacac tagatttctg ttcttcagca 
1381 aagccctgaa gagacactta agctaaaaat tcccttgtca tatttctgaa actccattat 
1441 aacatatgta actcctttgt aaccaaaatt taggtaagca ggcttccttt gctctgaagg 
1501 ttttgagtac ctggctgtat ttgttgagta tttttaaaat tttggatagt ctcttaggca 
1561 acaataatca caatatattc atcccttcag ttctggagaa agcctgatac caggcacagc 
1621 ctactgaccc caaggagcct ggcactgatt ggcatcacat tgatctagaa ctggtccagc 
1681 cgacgaagag taggaaaaga gaagggctgc tcagggaaac attggctggg ggcacggaat 
1741 aagcacatag taaaaaggga acatcagggt caaatggaaa tcacctgaga caggaaacag 
1801 ggagttcatt tggccacact ggaagaaagg caagaaagag gaagacaagt cttggagtac 
1861 cctggctgtt ctccacactc acaagacatc agctatatac tctgcttggt gcataagaaa 
1921 gagaaaagag atgccttttg tgttttgagt aagaataatt aaaccataag gaagaccatg 
1981 tataaaactg atggaaataa tagtcaccaa agtacagcac ataccatttt gtgtctaata 
2041 acaatgtagc acagtaatga ctgtacatgt cattgtatgt ataccaaaca agattgttgt 
2101 aaatcatatt ttttattaca acactaagtt ctgcttctgc attcctaggt ttcatcattt 
2161 ttggctcctt agcatggcca cttacaattt tttaacatga gataacacat caggtgtcag 
2221 aacttgcttg aagggaatta ccagaagtaa tttgtgtttg agatggggtg gaaattggaa 
2281 ttatattagt agccggtgga gatacaagtt ctctgactgt gttgggaaag gataagtgct 
2341 accgttgaga agggaagaaa ggctgagtct aggtggagaa aaatatcaac agaactctag 
2401 ccaaaggcaa gccccagaac tcagacaaca gaaaggaaat cctaatcctt ctgttttgag 
2461 aagagagaac tgtagttgct tcacttccta tttcatgaca gaataactgc aaacttttaa 
2521 gatcaggaaa tgtagacatc tagtgatttc tttagtagac agtttaattt cccccaagat 
2581 taggagacac ttctgtgcag gttctaaaag gagcccaatg gcctggggtg ggagtgggga 
2641 gtagataggg aatatgtggg atttggttta agttcatcat tggaagagtt cctggatcct 
2701 tgcaagctta gataaatgtg atctttatta gatagcagtg gcatgcttta aaaaaaaaaa 
2761 aggcaatgaa aatttagcaa gccactgaat ttgagttttc actttgtttc taatatgctg 
2821 tgtgaatcag tacagttttc ttaccctttc ttggtcttaa tttccttact gataaaatgg 
2881 ggtagtaata cctatctcaa aaaattattg cacatattaa ataacattcc tctatgtatc 
2941 tcaatggcat tagacattag gagaagcatt ttgtggagga tttgaagttg agatcttcat 
3001 ccaagaagta gcttttcaat ttgctagaag cttaatgtag gcaagccact tcatttttca 
3061 gaacttgttt actcatttat aatatgggaa taaaaatttg tgcaagtcag agaagggtgc 
3121 cttaaaaatg ttgtggccaa gccacatgag atcaaagaca cacttttcat gacctcaaat 
3181 gtgggcccag cctaggtcag ccaaccccca tccaaccctt agactcacga acaaatccac 
3241 ctgagatcag cagagccacc ctagatcagc tgaaactcta agcacaaaaa taaaaactta 
3301 tcactgtata ccactggagt tttctggtta tctctcgtat agcaaaatct aactgatgca 
3361 atctccatct ggccttcatc cttctccctt tattgtcctt tcgtgtattg ttcatccagc 
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3421 aaccaggatg atcttgttaa aacattaaac agattctgtc actctt 

Proteína: 

MNWHMIISGLIVVVLKVVGMTLFLLYFPQIFNKSNDGF1TFRSYGTVCPKDWEFY 
QARCFFLSTSESSWNESRDFCKGKGSTLAIVNTPEKLKFLQDITDAEKYFIGLIYHRE 
EKRWRWINNSVFNGNVTNQNQNFNCATIGLTKTFDAASCDISYRRICEKNAK 

Dominio extracelular. 

PQI FNKSNDGFTF TRSYGTVSQIFGSSSPSPNG FITFRSYGTV CPKDWEFYQA 
RCFFLSTSES SWNESRDFCKGKGSTLAIVN TPEKLKFLQD ITDAEKYFIG 
LIYHREEKRW NVTNQNQNFN CATIGLTKTF DAASCDISYR RICEKNAK 

1.4. CLEC7A 
DNA: 

1 agcatagttt catttcctgc tcttgaatat ctggttgaac tacttaagct taatttgtta 
61 aactccggta agtacctagc ccacatgatt tgactcagag attctctttt gtccacagac 
121 agtcatctca ggagcagaaa gaaaagagct cccaaatgct atatctattc aggggctctc 
181 aagaacaatg gaatatcatc ctgatttaga aaatttggat gaagatggat atactcaatt 
241 acacttcgac tctcaaagca ataccaggat agctgttgtt tcagagaaag gatcgtgtgc 
301 tgcatctcct ccttggcgcc tcattgctgt aattttggga atcctatgct tggtaatact 
361 ggtgatagct gtggtcctgg gtaccatggc tatttggaga tccaattcag gaagcaacac 
421 attggagaat ggctactttc tatcaagaaa taaagagaac cacagtcaac ccacacaatc 
481 atctttagaa gacagtgtga ctcctaccaa agctgtcaaa accacagggg ttctttccag 
541 cccttgtcct cctaattgga ttatatatga gaagagctgt tatctattca gcatgtcact 
601 aaattcctgg gatggaagta aaagacaatg ctggcaactg ggctctaatc tcctaaagat 
661 agacagctca aatgaattgg gatttatagt aaaacaagtg tcttcccaac ctgataattc 
721 attttggata ggcctttctc ggccccagac tgaggtacca tggctctggg aggatggatc 
781 aacattctct tctaacttat ttcagatcag aaccacagct acccaagaaa acccatctcc 
841 aaattgtgta tggattcacg tgtcagtcat ttatgaccaa ctgtgtagtg tgccctcata 
901 tagtatttgt gagaagaagt tttcaatgta agaggaaggg tggagaagga gagagaaata 
961 tgtgaggtag taaggaggac agaaaacaga acagaaaaga gtaacagctg aggtcaagat 
1021 aaatgcagaa aatgtttaga gagcttggcc aactgtaatc ttaaccaaga aattgaaggg 
1081 agaggctgtg atttctgtat ttgtcgacct acaggtaggc tagtattatt tttctagtta 
1141 gtagatccct agacatggaa tcagggcagc caagcttgag tttttatttt ttatttattt 
1201 atttttttga gatagggtct cactttgtta cccaggctgg agtgcagtgg cacaatctcg 
1261 actcactgca gctatctctc gcctcagccc ctcaagtagc tgggactaca ggtgcatgcc 
1321 accatgccag gctaattttt ggtgtttttt gtagagactg ggttttgcca tgttgaccaa 
1381 gctggtctct aactcctggg cttaagtgat ctgcccgcct tggcctccca aagtgctggg 
1441 attacagatg tgagccacca cacctggccc caagcttgaa ttttcattct gccattgact 
1501 tggcatttac cttgggtaag ccataagcga atcttaattt ctggctctat cagagttgtt 
1561 tcatgctcaa caatgccatt gaagtgcacg gtgtgttgcc acgatttgac cctcaacttc 
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1621 tagcagtata tcagttatga actgagggtg aaatatattt ctgaatagct aaatgaagaa 
1681 atgggaaaaa atcttcacca cagtcagagc aattttatta ttttcatcag tatgatcata 
1741 attatgatta tcatcttagt aaaaagcagg aaetcctact ttttctttat caattaaata 
1801 gctcagagag tacatctgcc atatctctaa tagaatcttt tttttttttt ttttttttga 
1861 gacagagttt cgctcttgtt gcccaggctg gagtgcaacg gcacgatctc ggctcaccgc 
1921 aacctccgcc ccctgggttc aagcaattct cctgcctcag cctcccaagt agctgggatt 
1981 acagtcaggc accaccacac ccggctaatt ttgtattttt ttagtagaga cagggtttct 
2041 ccatgtcggt cagggtagtc ccgaactcct gacctcaagt gatctgcctg cctcggcctc 
2101 ccaagtgctg ggattacagg cgtgagccac tgcacccagc ctagaatctt gtataatatg 
2161 taattgtagg gaaactgctc tcataggaaa gttttctgct ttttaaatac aaaaatacat 
2221 aaaaatacat aaaatctgat gatgaatata aaaaagtaac caacctcatt ggaacaagta 
2281 ttaacatttt ggaatatgtt ttattagttt tgtgatgtac tgttttacaa tttttaccat 
2341 ttttttcagt aattactgta aaatggtatt attggaatga aactatattt cctcatgtgc 
2401 tgatttgtct tatttttttc atactttccc actggtgcta tttttatttc caatggatat 
2461 ttctgtatta ctagggaggc atttacagtc ctctaatgtt gattaatatg tgaaaagaaa 
2521 ttgtaccaat tttactaaat tatgcagttt aaaatggatg attttatgtt atgtggattt 
2581 catttcaata aaaaaaaact cttatcaaaa aaaaaaaaaa aa 

Proteína: 

MEYHPDLENLDEDGYTQLHFDSQSNTRIAVVSEKGSCAASPPWRLIAVILGILCLVI 
LVIAVVLGTMAIWRSNSGSNTLENGYFLSRNKENHSQPTQSSLEDSVTPTKAVKTT 
GVLSSPCPPNWIIYEKSCYLFSMSLNSWDGSKRQCWQLGSNLLKIDSSNELGFIVKQ 
VSSQPDNSFWIGLSRPQTEVPWLWEDGSTFSSNLFQIRTFATQENPSPNCVWIHVSV 
IYDQLCSVPSYSICEKKFSM 

Dominio extracelular: 

TMAIW RSNSGSNTLE NGYFLSRNKE NHSQPTQSSL EDSVTPTKAV 
KTTGVLSSPC PPNWIIYEKS CYLFSMSLNS WDGSKRQCWQLGSNLLKIDS 
SNELGFIVKQ VSSQPDNSFW IGLSRPQTEV PWLWEDGSTFSSNLFQIRTT 
ATQENPSPNC VWIHVSVIYD QLCSVPSYSI CEKKFSM 

1.5.CD32 
DNA: 

1 agaacatttc tttttcactt cccctttcag actccagaat ttgtttgccc tctagggtag 
61 aatccgccaa gctttgagag aaggctgtga ctgctgtgct ctgggcgcca gctcgctcca 
121 gggagtgatg ggaatcctgt cattcttacc tgtccttgcc actgagagtg actgggctga 
181 ctgcaagtcc ccccagcctt ggggtcatat gcttctgtgg acagctgtgc tattcctggc 
241 tcctgttgct gggacacctg cagctccccc aaaggctgtg ctgaaactcg agccccagtg 
301 gatcaacgtg ctccaggagg actctgtgac tctgacatgc cgggggactc acagccctga 
361 gagcgactcc attcagtggt tccacaatgg gaatctcatt cccacccaca cgcagcccag 
421 ctacaggttc aaggccaaca acaatgacag cggggagtac acgtgccaga ctggccagac 
481 cagcctcagc gaccctgtgc atctgactgt gctttctgag tggctggtgc tccagacccc 
541 tcacctggag ttccaggagg gagaaaccat cgtgctgagg tgccacagct ggaaggacaa 
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601 gcctctggtc aaggtcacat tcttccagaa tggaaaatcc aagaaatttt cccgttcgga 
661 tcccaacttc tccatcccac aagcaaacca cagtcacagt ggtgattacc actgcacagg 
721 aaacataggc tacacgctgt actcatccaa gcctgtgacc atcactgtcc aagctcccag 
781 ctcttcaccg atggggatca ttgtggctgt ggtcactggg attgctgtag cggccattgt 
841 tgctgctgta gtggccttga tctactgcag gaaaaagcgg atttcagcca atcccactaa 
901 tcctgatgag gctgacaaag ttggggctga gaacacaatc acctattcac ttctcatgca 
961 cccggatgct ctggaagagc ctgatgacca gaaccgtatt tagtctccat tgtcttgcat 
1021 tgggatttga gaagaaaatc agagagggaa gatctggtat ttcctggcct aaattcccct 
1081 tggggaggac agggagatgc tgcagttcca aaagagaagg tttcttccag agtcatctac 
1141 ctgagtcctg aagctccctg tcctgaaagc cacagacaat atggtcccaa ataaccgact 
1201 gcaccttctg tgcttcagct cttcttgaca tcaaggctct tccgttccac atccacacag 
1261 ccaatccaat taatcaaacc actgttatta acagataata gcaacttggg aaatgcttat 
1321 gttacaggtt acgtgagaac aatcatgtaa atctatatga tttcagaaat gttaaaatag 
1381 actaacctct accagcacat taaaagtgat tgtttctggg tgataaaatt attgatgatt 
1441 tttattttct ttatttttct ataaagatca tatattactt ttataataaa acattataaa 
1501 aacaacattc tgtttacctt ttcaaggctg tattggttgg agtgtagact gaactgcctg 
1561 gggtctgttt ctcttcagtg atgagactct taggaaggca ggaatggata ggataggggg 
1621 aggagaggag agatggggat ttagaatgta gagtgagtgc cccttttctt aaaactgaat 
1681 acagtcacgc accacataat gatgtttagt tcaacaacag actgcatata tgatggtgat 
1741 cccataaaat tataatacca tatttctatt gtaccttttc tattcctatg tttagatata 
1801 tgagtactta ccattgtgtt acaattgcct aaagtattca gtacagtagc atgctgtaca 
1861 ggtttgtagc ctaggggcaa taggctatac gctacagcct aggtgtgtag taggccacac 
1921 catttaggtt tgtataagta cctgctatga tgttcacaca acaaaattgc ctgcatttct 
1981 caaaatgtat ccccatattt caacaatgca tgactgtact cttctgccaa tgaccttgta 
2041 ttcttgtttc catgtcttct tctctttcct cctatggcaa ataaaacact gttttgcaac 
2101 acaaaaaaaa aaaaaaa 

Proteína completa: 

MGILSFLPVLATESDWADCKSPQPWGHMLLWTAVLFLAPVAGTPAAPPKAVLKLE 
PQWINVLQEDSVTLTCRGTHSPESDSIQWFHNGNLIPTHTQPSYRFKANNNDSGEY 
TCQTGQTSLSDPVHLTVLSEWLVLQTPHLEFQEGETIVLRCHSWKDKPLVKVTFFQ 
NGKSKKFSRSDPNFSIPQANHSHSGDYHCTGNIGYTLYSSKPVTITVQAPSSSPMGII 
VAVVTGIAVAAIVAAVVALIYCRKKRISANPTNPDEADKVGAENTITYSLLMHPDA 
LEEPDDQNRI 

Dominio extracelular: 

TPAAPPKAVLKLEPQWIN VLQEDSVTLT CRGTHSPESD SIQWFHNGNL 
IPTHTQPSYRFKANNNDSGE YTCQTGQTSL SDPVHLTVLS EWLVLQTPHL 
EFQEGETIVL RCHSWKDKPL VKVTFFQNGK SKKFSRSDPN FSIPQANHSH 
SGDYHCTGNI GYTLYSSKPV TITVQAP 

2. Diseño (le cebadores específicos para los dominios extracelulares de los receptores. 
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Cuadro 9. Diseños de los cebadores específicos de los dominios extracelulares de los 
receptores. 
Proteína Primer o Cebador 

MERTKfu11 0v 	NotI 	K Met G P A P 

Fw tata gcggccgc e ATGGGGCCGGCCCCGCTGCC 

0v 	EcoRi 	Stop 	His 	G S E V L M 

Rv atat gaattccg 	TTA GTGGTGATGGTGATGATG 
CATCAGGACTTCTGAGCC 

MERTKextra 0v 	NotI 	K Met A ¡ T E A R 

F'w tat agc ggc cgc e ATG GCTATCACTGAGGCAAGG 

0v EcoRi Stop 	His 	PAPGNAD 

Rv ata tga att e TTA GTGGTGATGGTGATGATG 
ATCTGCGTTGCCAGGCGCCGG 

AXLfu11 0v noti 	KM A W R C P 

Fw ttat gcggccgc e ATGGCGTGGCGGTGCCCCAGG 

0v bamhi end 	His 	G Q E D G A 

Rv atat GAATTC TTA GTGGTGATGGTGATGATG 
GGCACCATCCTCCTGCCC 

AXLextra 0v 	notl 	k M A P R G T Q 

Fw ttat gcggccgc e atg GCCCCCAGGGGCACGCAG 

0v bamhi end 	His 	A F S W P W W 

Rv aata GAATTC TTA GTGGTGATGGTGATGATG 
CCACCAGGGCCACGAGAAGGC 

CLEC5Afu11 0v NotI 	K Met N W H M 1 

Fw tata GCGGCCGC C ATGAACTGGCACATGATCATC 

0v EcoRi Stop 	His 	CEKNAK 

Rv atat GAATTC TTA GTGGTGATGGTGATGATG 
TTTGGCATFCTTCTCACAG 

CLEC5Aextra 0v NotI 	K Met P Q 1 F N K 

Fw tata GCGGCCGC C ATG CCACAGATTTTTAACAAAAG 
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0v EcoRi Stop 	HiS 	CEKNAK 

Rv 	GAATTC TTA GTGGTGATGGTGATGATG atat 
TTTGGCATFCTTCTCACAG 

CLEC7Afu11 0v 	NotI 	K M E Y H P D L 

Fw tata GCGGCCGC C ATGGAATATCATCCTGATTTAG 

0v BamHI Stop 	His 	EKKFSM 

Rv atat GGATCC TTA GTGGTGATGGTGATGATG 
CATTGAAAACTTCTTCTCAC 

CLEC7Aextra 0v NotI 	K Met T M A 1 W R S 

Fw tata GCGGCCGC C ATG ACCATGGCTATTFGGAGATCC 

0v BamH Stop 	His 	E K K F S M******** 

Rv 	CGATCC TTA GTGGTGATGCTCATCATC atat 
CATTGAAAACTTCTTCTCAC 

CD32full 0v 	NotI 	K Met G 1 L S 

Fw tata GCGGCCGC C ATGGGAATCCTGTCATTC 

0v EcoRi Stop 	His 	P D D Q N R 1 

Rv atat GAATTC TTA GTGGTGATGGTGATGATG 
AATACGGTFCTGGTCATCAGG 

CD32 extra 0v NotI K Met T P A A P P K 

Fw tata GCGGCCGC C ATG ACACCTGCAGCTCCCCCAAAG 

0v EcoRi Stop 	His 	T 1 T V Q A P 

Rv atat GAATTC TTA GTGGTGATGGTGATGATG 
GGGAGCTTGGACAGTGATGGT 

3. 	Cálculos y preparaciones de las soluciones empleadas en las metodologías 

3.1 cálculos de eficiencia de transformación. 

UFC transformadas. 
(79)(10000)(100)  

loo 

UFC transformadas = 7,9 XI106 UFC de XL-10 GOLD y  6,7 X 106  UFC de BL2I 

En la ecuación anterior el 79 corresponde al número de colonias observadas en la placa 

después de incubarla toda la noche. Este valor corresponde al promedio de 3 repeticiones, 
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el volumen de células competentes previo a la transformación fue de 100 pL, al cual se le 

añadió 200 tL de medio SOC, por lo cual el coeficiente de dilución es 10000. El 100 j.tL 

corresponde al volumen de transformación empleado en la placa al momento del esparcido. 

Para calcular la eficiencia de transformación se divide el valor obtenido de ufc 

transformadas entre la cantidad de plásmido pQCXIH utilizado. 

9 X106 UFC)  
Eficiencia de transformación: 

(7, 	
- 9.4 X109 UFC/j.tg de E.coli XL-l0 GOLD 

8.35X10-3 aig) 

Eficiencia de transformación: 
(6.7  X106  UFC)  

-6.7 X1O9 UFC/p.g de E.coli BL21 
8.35X10-3 [tg) 

pQCXII-1 utilizado= 2087 	x LOI•t  x 1.Oml 
- 2.08 X10 3  . .{4jil}= 8.35X10 3  j.tg 

mt 1000ng 100011 	 t1 

3.2 preparación de medios para transformación bacteriana. 

Medio de cultivo SOC = en un erlenmeyer de 500m1 añadí 2.5g de extracto de levadura, 
10 g de Tnptona, 0.3 g de NaC1, 0.1 g de KC1, 1.0 g de MgCl2, 1.2 g de MgSO4, 1.8 g de 
glucosa y aforé con agua destilada hasta completar 500 ml. Se le añadió PEG, DMSO y 
glicerol. 

0.5% extracto de levadura 
1 	 100mL=1% 
	

2.5 g de extracto de levadura/500 mL de agua= 0.5 
%. 
0.5 g 	lOOmL = 0.5 % 

2 % de Triptona 
2 g 	100 mL = 2% 	10 g de Triptona/500 mL de agua= 2% 

10 mM NaC1 
0.O1M= g / (58.44 g/mol) (500mL) 
g=0.3 gdeNaCl 

2.5 mM KG 
0.0025M= g/ (74.56 g/mol) (500 mL) 
g=0.1 gdKCl 

10 mM MgCl2 
0.01 M= g/ (203.30 g/mol) (500) 
g= 1.0 g de MgC12  
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10 MM M9804 
0.01 M= g / (246.68 g/mol) (500) 
g= 1.2 g de MgSO4  

20 mM Glucosa 
0.02M= g/(180.1559 g/mo!) (500m1) 
g= 1.8 g de glucosa 

C) CaC12  0.1M + 10% de glicerol: en un Erlenmcycr con tapa preparé la solución 
madre a 1M para luego diluir. 

Cálculos 
Concentrado CaC12 1M 
1M= g / (147.02 g/mol) (0.1L) 
g= 14.7 g de CaC12  +100 mL de agua destilada 

Vi Ci =V2C2 
Vi (1M)= (10 mL) (0.1M) 
V= 1 mL de CaC12  + 1 ml de glicerol para que la solución quede a 10% 

3.3 Preparación de placas de LB con antibióticos 

Cálculos 

Medio LB: en un Erlenmeyer de i000mL añadí lOg de Triptona, 5 g de extracto de 
levadura y  10 g de NaC1. 

Platos Petri: preparé medio LB para 30 platos de 15mL, 15 platos con Kanamicina [100 
ig/mL] y  15 platos con LB y ampicilina [100 jig/mL] 

A) (30 platos) (15 mL)= 450 mL de LB 
1.OL 	 10 g Triptona 	X= (lOg) (0.45L)/ (1.0L) 
0.451, 	X 	 X= 4.5g de Triptona 

5 de extracto de levadura 	X= (Sg) (0.45L)/ (1.0L) 
0.45L 	X 	 X= 2.25g de Triptona 

1.OL 	lOgNaCI 
0.451, 	X 

X= (iOg) (0.45L)/ (1.0L) 
X= 4.5g de NaC1 

 

Kanamicina 1100 pg/mLJ 
Vi Ci =V2C2 
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(10 mg/mL) (X) = (100 p.g/mL) (250 mL) 
X= 250 mL. 100 pg/mL/10000 = 2.5 mL del stock 

Ampicilina 1100 mg/mL] 
(100 mg/mL) (X) = (100 j.tg/mL) (250 mL) 
[100 mg/mL] X = [100 pg/mL} [250 mL] 
X= 250 jiL de ampicilina en 250 mL de LB. 

Cioranfenicol 120 mg/mi] 
(20mg/mL) (X)= (20 ig/mL) (100 mL) 
X= 0.1 mL o 100 j.tL del stock. 

3.4 Preparación de solución stock de Ampicilina 1100 mg/mL, Kanamicina 1100 
mg/mL] y Cioranfenicol 120 mg/mL] 

La solución de Kanamicina vino a 100X (10 mg/mL) y se prepararon alícuotas de 5 mL en 
tubos eppendorf de 5 mL para guardarlas a 4°C y  el frasco de Kanamicina a 100X 
guardarlo a -20°C. 

Se pesó 0.25-0.5g de cloranfenicol y se le añadió 10 mL de etanol al 70%. 

Cálculos 
Ampicilina 1100 mg/mL 
1 g= 1000 mg 
20 g = 20000 mg 
X= lOOmg 
X= 2 g de ampicilina en polvo en 20 L de agua [100 mg/mL] 

3.5 Preparación de soluciones para western blot 

3.5.1. Solución de corrida de proteínas. (pH: 8.3): en una botella de 500m1 añadí 
1.51 g de tris base [25 mM], 7.13 g de glicina [190 mM], 5 mL de SDS 0.1% y 
aforé con agua destilada hasta los 500 mL. 

Cálculos. 
A) tris base 25 mM= 0.0025 M 

M= g/ (P.M) (L) 
0.0025 M = g / (121.14 g/mol) (0.5 L) 
g= 1.51 gde tris base 

B)glicina 190mM=0.19M 
M= g/ (P.M) (L) 

0.19 M = g / (75.07 gImo!) (0.5 L) 
g= 7.13 g de glicina 

122 



C) SDS 0.1% 
Vi C1=V2C2 
V1= (0.5 L)(0.1%)/(10%) 
VI= 5mLdeSDS 

3.5.2. solución de transferecia de proteínas: en una botella de 500 mL añadí 1.51 g 
de tris base [25 mM], 7.13 de glicina [190 mM], 100 mL de metanol [20%] y 
aforé con agua destilada hasta los 500 mL. 

Cálculos. 
A) tris base 25 mM= 0.0025 M 

M= g/ (P.M) (L) 
0.0025 M= g / (121.14 glmol) (0.5 L) 
g= 1.51 gde tris base 

B) Glicina 190 mM= 0.19 M 
M= g/ (P.M) (L) 

0.19 M= g / (75.07 g/mo!) (0.5 L) 
g= 7.13 g de glicina 

C) metanol 20% 
(100 mL/ 500 mL) ('100) = 20% de metanol. 

3.6 Preparación de SDS 
100 	 100% 
X 	10% 

Se añadió 10 g de SDS y se aforó a 100 mL para la preparación del SDS a 10%. 

3.7 Preparación de TBST i OX 

Cálculos. 
A) tris base 200 mM= 0.02 M 

M= g/ (P.M) (L) 
0.02 M= g /(121.14 g/mol) (1.0 L) 
g= 24.23 g de tris base 

B) NaCI 1.5M 
M= g/ (P.M) (L) 

1.5 M= g / (50.44/mo!) (i.OL) 
g=87.7gdeNaCl 
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Se añadió en un erlenmeyer los gramos de tris y NaC1, se le añadió 1 OmI de tween, se 

añadió 700.0 mL de agua, luego se le ajuató el pH a 7.5 con HC1 2N y se aforó a 1000.0 

mL. 

3.8 Preparación de azul de comassie. 

Se añadió en una botella con rosca, 50 mL de metano!, 10 mL de ácido acético y  1 g de 

comassie. 

3.9 Preparación del decolorante de geles. 

40% metano! y  10% de ácido acético en un erlenmeyer de 100 mL, se aforó con agua. 

3.10 Preparación de geles de acrilamida. 

3.10.1 Gel separador 

10 mL de gel al 10%. 
1) 2.2 mL de H20 dd 
2) 5.0 mL de acrilamida a 30% 
3) 2.6 mL de 1.5M tris (pH: 8.8) 
4)0.1 mL de SDS 10% 
5)100 j.tL de APS 
6)10 jtL de TEMED. 

3.10.2 Gel concentrador 

5 mL de gel separador 
1)2.975 mL de H20 dd 
2) 0.67 mL de acrilamida a 30% 
3)1.25 mL de 0.5M tris (pH: 6.8) 
4)0.05 mL de SDS 10% 
5)0.05 mL de APS 
6) 0.005 mLde TEMED. 

3.11 Electroforesis 

3.11.1 Cálculos del gel de agarosa 

Se preparó una solución de 1000.0 mL de TBE1Ox. Se procedió a pesar en un una botella 

de 500 mL 108.0 g de tris, se le añadió 55 g de ácido bórico, 40.0 mL de EDTA 0.5M (pH: 

8.0) y se aforó a 1000.0 mL. 
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V1.C1= V2.C2 
vi= (1000.O ML) (1X)/(1OX) 
V1= 100.Om1 de TBE 10x más 900.0 mL de agua destilada y deshionizada, para preparar 
1.0 L de TBE1X. 

3.12 Preparación de la PCR 

Master mix. 

Agua libre de nucleasa 38.7 j.tL para cada tubo, 5.0 j.tL de accubuifer, 1.2 pL de MgC12, 1.0 

jiL de dNTPs. 

38.7 piL H20 (10 tubos de PCR)= 387 tl de H20. 
5.0 pL de accubuifer (10 tubos de PCR) =50 pL de accubuffer 
1.2 pL de MgC12  (10 tubos de PCR)= 12.0 pL de MgC12  

- 	1.0 il de dNTPs (10 tubos de PCR) = 10 pl de dNTPs 100 pM 

Se añadió en un tubo de 1.5 mL el volumen para 10 tubos de cada reactivo lo cual dio a un 

volumen total de 459 j.tL y se le añadió 45.9 pL a cada tubo de PCR. Finalmente, el 

volumen de cada tubo fue completado con 1.2 j.tL de PFU polimerasa, 1.2 laL de ADN y 

1.0 j.tL de cada cebador. 

3.13 Cálculos para los tiempos de elongación de cada fragmento de ADN. 

La enzima polimerasa PFU amplifica 500 pb/mm. Por una simple regla de tres se calculó el 

tiempo de elongación. 

2° 

Figura 28. Tiempo de elongación de los dominios extracelulares, donde la media estuvo en el rango del minuto, 
solo con el dominio extracelular de AXL el cual tuvo mayor tiempo de elongación. 
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Tabla No.10. Cálculos de los tiempos de elongación de los dominios extracelulares de los 
receptores. 

Segmento de ADN 1 	Pares de Bases Tiempo de elongación (ruin) 

CLEC5A fuli 495 1.0 
CLEC5A extra 453 1.0 
CLEC7A fuli 2581 6.0 
CLEC7A extra 546 1.0 
AXL ful! 2655 6.0 
AXL extra 1251 3.0 
MERTK ful! 2997 6.0 
MERTK extra 1440 4.0 
CD32 fulI 873 1.0 
CD32 extra 525 1.0 

3.14 Cálculos para la PCR de colonias 

Se obtuvo 26 tubos con colonias transformadas, a estas colonias se le ejecutó una PCR para 

confirmar que el vector más el inserto de cada PCR estaba incorporado en las colonias. Para 

evitar pipetear demasiadas veces en la PCR por la cantidad de los tubos se procedió a 

realizar los cálculos pertinentes, para una elaboración de un mix. También en se tomaron 

colonias y fueron resuspendidas en cada 5.0 pL de agua libre de nucleasa. 

Se preparó una PCR con un volumen total de 10.0 j.tL en cada tubo. 

Ingredientes para cada tubo 
1.0 .tL de UFC resuspendida. 
0.5 tL de cada cebador (en este caso se utilizaron cebadores del vector y del inserto). 
2.0 liL de master mix (26 tubos de PCR)= 52 j.tL 
6.0 liL de H20 (26 tubos de PCR)= 156 .tL 

En un tubo de 1.5 mL se añadió 156 jiL de H20 y  52 laL de master mix = 208 pL! 26 tubos 
=8.0 j.tL de mix. 

3.15 Expresión y Purificación de proteínas recombinantes 

3.15.1. Preparación de IPTG a 100 mM 

Se pesó 0.238g de IPTG y se le añadió 1 Omi de agu estéril y la filtramos para guardarla en 

alícuotas de 1 mL a -20°C. 
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M= G/ (P.M) (L) 
G= 100 mM (238.3 gImo!) (10 mL) 
= 0.238 g de IPTG. 

3.15.2. Preparación de la solución STE. 
Se añadieron los reactivos: Tris-HC1 10 mM, NaCI 150 mM, EDTA 1 mM 
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