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inoxidable con ayuda de un embolo de una jeringa estéril usando movimientos circulares,
hasta que solo el tejido fibroso permanecié sobre la rejilla. La suspension obtenida de la
presion del bazo sobre la rejilla se colectd en una caja Petri estéril. La rejilla en seguida
fue lavada con 2 mL de medio DMEM. Posteriormente se transfiri6 la suspension celular
a un tubo de centrifuga de 15 mL y se dispers6 con ayuda de una pipeta estéril de 5 mL.
Se dej6 3 min a temperatura ambiente. Posteriormente se determiné en la suspension
homogénea la concentracion y viabilidad celular. Posteriormente se transfirieron 1 x 108
células de bazo viables a un tubo de centrifuga de 15 mL.

Para el ensayo de fusién celular se transfirieron 1 x 107 células de mieloma en fase
log a un tubo de centrifuga de 50 mL, las cuales se lavaron en dos ocasiones con medio
DMEM centrifugando el tubo 5 min a 200 x g a temperatura ambiente y resuspendiendo
en 5 mL de medio. Posteriormente se afiadieron las células de bazo a las células de
mieloma en el tubo de 50 mL y el tubo se lleno con medio de cultivo (relacién 10:1). Se
centrifugo el tubo 5 min a 200 x g a temperatura ambiente y se resuspendid en 50 mL y
nuevamente se centrifugd. Se eliminé ¢l sobrenadante y ¢l paquete celular se calenté a
37°C durante 2 min en un bafio de agua. Se golped gentilmente el tubo por el fondo para
homogeneizar el paquete celular. El procedimiento de fusidn se realizé afiadiendo al
paquete celular 1 mL de una solucién de PEG a 37°C gota a gota durante 1 min y
agitando gentilmente. Inmediatamente el tubo se centrifugé por 2 min a 100 x g y a este
se afiadieron 4 mL de medio DMEM durante 3 min , 5 mL durante 2 min y por dltimo se
llen6 el tubo. El tubo se centrifugd 5 min a 100 x g y se elimind el sobrenadante. El
paquete celular se resuspendié en 70 ml de medio DMEM con SBF al 20 % y HAT y
OPI sin forzar la dispersion de los actiimulos celulares. Se incub6 al menos 30 min en una
incubadora a 37°C en atmédsfera himeda con CO2 al 5 %. En seguida se resuspendié
adecuadamente y se afladieron 200 pL de la suspension celular a cada pozo de placas de
microcultivo de 96 pozos de fondo plano y se incubaron durante 5 dias en una

incubadora a 37°C en atmésfera himeda con CO3 al 5 %. Al primer dia se verifico la
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ausencia de contaminacion, y al quinto dia se afiadieron 100 uL de medio fresco.
Posteriormente a los dos dias se reemplazaron 100 puL de cada pozo por 100 pL de
medio fresco. El paso anterior se realizé cada tercer dia hasta que las células hibridos

cubrieron un 10 a 50 % de la superficie del pozo.

2.2.4.4 Seleccion de Hibridomas Productores de anti-HGHr

A partir del séptimo dia, los microcultivos fueron revisados diariamente al
invertoscopio en busca de datos sugerentes de proliferacion celular como son la
morfologia y el numero de células. Los pozos que presentaron datos sugerentes de
hibridomas en desarrollo y que cubrian mas de un 50 % de su superficie se marcaron y de
ellos se extrajeron 100 pL. de sobrenadante (se restituyé con 100 pL de medio fresco)
para determinar la presencia de anticuerpos mediante una técnica de ELISA e inmunodot.
Las cultivos productores se expandieron en forma sucesiva, a placas de cultivo de 96
pozos a una dilucion 1:2 en medio fresco, posteriormente de este a placas de 24 pozos a
una dilucién 1:5 y posteriormente a botellas de 25 cm3 a una dilucién 1:5. De los cultivos

propagados se tomaron alicuotas para congelar y clonar posteriormente.

2.24.4.1 Ensayos de Inmunodot

El analisis de sobrenadantes de microcultivos de hibridomas se realiz6 inicialmente
mediante una técnica de inmunodot (ensayo inmunoenzimdtico en papel de
nitrocelulosa). Este se realizé empleando el procedimiento siguiente. Un pedazo de papel
de nitrocelulosa de poro de 0.45 pum se transfirid a un recipiente con amortiguador TBS
pH 7.5 (Tris-HC] 20 mM, NaCl 500 mM) y se dejo impregnar durante 10 min. El papel
se colocé en un aparato de microfiltraciéon (BIORAD) de acuerdo a las indicaciones del
fabricante. A cada pozo se le agregaron 100 pl de amortiguador TBS pH 7.5 y se drend

mediante un sistema de vacio. Posteriormente se agregé a cada pozo 50 ul de una
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solucién con 1 pg de proteina total de la fraccién soluble de un homogenado celular de E.
colt pBHX diluido en TBS pH 7.5 o 50 pL con 1 pg de proteina total del liquido de
fermentacién de una cepa de Pichia pastoris productora de HGHr, diluido en TBS pH
7.5, el cual se dejé drenar por gravedad durante 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente se afiadi6 a cada pozo 200 pL de una solucion de leche descremada al 1 %
en TBS pH 7.5 y se dej6 drenar por gravedad durante 1.5 h a temperatura ambiente. En
seguida se eliminaron las soluciones anteriores mediante filtracion a vacio. Se realizaron
cuatro lavados de cada pozo con 200 uL de Tween 20 al 0.1 % en TBS (TTBS) pH 7.5,
eliminando estos por filtracion a vacio. Se afiadieron 50 pl de cada muestra,
sobrenadantes sin diluir, suero del ratén (dia 45) diluido 1:100 en leche descremada 1 %
en TTBS pH 7.5 (control positivo) y suero del ratéon (dia 0) diluido 1:100 en leche
descremada 1 % en TTBS pH 7.5 (control negative). Las muestras se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 h y se dejaron filtrar por gravedad. Se realizaron cuatro
lavados de cada pozo con 200 UL de Tween 20 al 0.1 % en TBS (TTBS) pH 7.5,
eliminando estos por filtracién a vacio. Posteriormente se afiadieron S0 puL a cada pozo
de un suero policlonal anti-Ig's de raton conjugado a peroxidasa a una dilucion de 1:1000
en Tween 20 al 0.1 % en TBS (TTBS) pH 7.5 y se incubaron a temperatura ambiente
durante 1 h y se dejaron filtrar por gravedad. Se realizaron cuatro lavados de cada pozo
con 200 pL de Tween 20 al 0.1 % en TBS (TTBS) pH 7.5, eliminando estos por
filtracién a vacio. Se desmonto el sistema y el papel se colocé en una solucion sustrato de
3,3-diaminobencidina (tetrahidroclururo) 0.5 mg/mL en TBS pH 7.5 y perdxido de
hidrégeno al 0.06 % (2 pL de solucién de perdxido de hidrogeno al 30 % por mL de
solucion de 3,3-diaminobencidina), hasta la aparicion de color en los pozos. La reaccion
se detuvo con una solucién de HCI 5 N en agua Milli-Q. El papel se secé entre dos hojas

de papel filtro.
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2.2.4.4.2 Ensayos de ELISA

El anélisis de sobrenadantes de microcultivos de hibridomas se realizé también por
medio de un ensayo de ELISA modificado a partir de un estuche comercial de ELISA
contra HGH. El procedimiento utilizado se describe a continuacién. Se utilizaron placas
de microtitulacién cubiertas con anticuerpos IgG de conejo anti-HGH. Se afiadieron 100
ML por pozo del amortiguador de dilucién 2X (PBS/ASB/Tween 20). Se incubé a
temperatura ambiente durante 10 min y sin remover esta solucién se afiadieron en seguida
100 pl por pozo del estindar de HGH a 25 ng/mL diluido en medio de cultivo DMEM.
La placa se incubé a 37°C durante 30 min. Posteriormente se realizaron cinco lavados
con ¢l amortiguador de lavado 1X utilizando 200 pL por pozo e invirtiendo la placa para
eliminar la solucion. En seguida se afiadieron 200 pl de cada muestra, sobrenadantes sin
diluir, suero del raton (dia 45) diluido 1:100 y suero del raton (dia 0) diluido 1:100, estos
ultimos diluidos en amortiguador de dilucién 1X. La placa se incubd a 37°C durante 30
min y posteriormente se realizaron cinco lavados con el amortiguador de lavado 1X
utilizando 200 UL por pozo ¢ invirtiendo la placa para eliminar la solucién. Se afiadieron
a continuacion 200 pL de un anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén conjugado a
peroxidasa diluido 1:500 en amortiguador de dilucién 1X. La placa se incubd a 37°C
durante 30 min y posteriormente se realizaron cinco lavados con el amortiguador de
lavado 1X utilizando 200 uL por pozo e invirtiendo la placa para eliminar la solucién. La
deteccion se realizé afladiendo 200 pL. de amortiguador de sustrato y OPD recientemente
preparado. La placa se incubé a temperatura ambiente durante 30 min en la obscuridad. la
reaccion fue detenida afiadiendo a cada pozo 100 pL de una solucién de dcido sulfirico 2
N. La formacién de color fue medido mediante la determinacién de la absorbancia de la

muestra a 490 nm en un equipo lector de ELISA.
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2.24.4.3 Ensayos de Western-Blot

El analisis de sobrenadantes de microcultivos de hibridomas se realizé ademas por
medio de un ensayo de inmunoelectrotransferencia sobre membrana de nitrocelulosa. En
este ensayo se utilizé como antigeno un homogenado de células inducidas de E. coli con
pBHX. Se inicié con la separacién de dicho homogenado celular siguiendo el
procedimiento descrito en el punto 2.2.2.3.2 con algunas modificaciones, empleando 100
lLg de proteina total en 200 pL de amortiguador de muestra para electroforesis. La
separacion se llevo a cabo en un gel discontinuo de poliacrilamida de dimensiones de 8 cm
X 12 cm x 0.75 mm utilizando un gel separador de acrilamida al 12 % y un gel
concentrador de acrilamida al 4 %. El peine utilizado fue de un solo diente. La muestra se
calentéd 5 min a 100°C en una placa de calentamiento y posteriormente se centrifugd a
16000 x g (14000 rpm) a temperatura ambiente durante 1 min en una microcentrifuga,
antes de cargarse en el gel. Se utilizé un marcador de peso molecular para proteinas
(Dalton Mark VII-L, Sigma) en ¢l intervalo de 14 a 70 kDa, para la caracterizacion de la
banda de HGHr. La electroelucion del gel se realizd a un voltaje inicial de 100 volts hasta
que las muestras penetraron al gel concentrador 1 cm aproximadamente y posteriormente
un voltaje de 150 volts hasta la salida del colorante. Posteriormente, parte del gel de
separacion (aquél que contiene el marcador de peso molecular y la muestra) se tifié con la
técnica de Azul de Coomassie y el resto del gel que contenia la muestra se utilizé en la
electrotransferencia. Antes de iniciar ésta, tanto el gel como la membrana de nitrocelulosa
asi como el papel filtro, se impregnaron durante 15 min en amortiguador de
electrotransferencia. Esta se realizé sobre una membrana de nitrocelulosa de 0.45 um en
un sistema de electrotransferencia semi-dryer (B/IORAD) durante 2 h a corriente
constante de 144 mA. Posteriormente, la membrana se colocé en un recipiente con
amortiguador PBS pH 7.4 con leche descremada (Sveltys) S % p/v durante | ha 37°Cy
agitacién constante a 50 rpm. En seguida, se eliminé la solucion anterior y la membrana

se lavé con amortiguador PBS pH 7.4 con Tween 20 0.1 % v/v a temperatura ambiente y
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agitacion constante a 50 rpm durante 10 min. El procedimiento de lavado se realiz6 tres
veces. La membrana se corté en tiras de 0.5 cm y se incubaron con 1 mL de
sobrenadantes sin diluir, suero del ratén (dia 45) diluido 1:100 en leche descremada 1%
en TTBS pH 7.5 (control positivo) y suero del ratén (dia 0) diluido 1:100 en leche
descremada 1 % en TTBS pH 7.5 (control negativo) en una recipiente de multicanales
(BIORAD). La incubacién se realizé durante 2 h a temperatura ambiente y agitacién
constante a 50 rpm. En seguida, se eliminé la solucion anterior y la membrana se lav6 con
amortiguador PBS pH 7.4 con Tween 20 0.1 % v/v a temperatura ambiente y agitacién
constante a 50 rpm durante 10 min. El procedimiento de lavado se realiz6 cuatro veces.
Posteriormente, la membrana se sumergio en una solucién con el anticuerpo secundario
conjugado, el cual fue un suero policlonal anti-Ig's de ratén desarrollado en conejo
conjugado a peroxidasa (Sigma) a una dilucion de 1:1000 en amortiguador PBS pH 7.4
con Tween 20 0.1 % v/v y leche descremada 1 % p/v. La incubacién con este anticuerpo
se realizé durante 2 h a temperatura ambiente y agitacion constante a 50 rpm. En seguida,
se elimind la solucidn anterior y la membrana se lavo tres cuatro con amortiguador PBS
pH 7.4 con Tween 20 0.1 % v/v a temperatura ambiente y agitacion constante a 50 rpm
durante 10 min. La membrana posteriormente, se revelé con 10 mL de una solucion
sustrato de 3,3-diaminobencidina (tetrahidroclururo) 0.5 mg/mL en TBS pH 7.5 y
peroxido de hidrégeno al 0.06 % (2 uL de solucién de perdxido de hidrégeno al 30 % por
mL de solucién de 3,3-diaminobencidina), hasta la aparicion de color en las tirillas. La
reaccion se detuvo con una solucién de HCI 5 N en agua Milli-Q. Las tirillas se secaron

entre dos hojas de papel filtro.
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2.2.4.5 Clonacién de Hibridomas Productores de anti-HGHr

2.24.5.1 Ensayo de Clonacién a Dilucién Limitante

El ensayo de clonacién a dilucidn limitante se realizé con los hibridos que
resultaron positivos para la produccién de anticuerpos anti-HGHr en los ensayos de
Western-Blot. Estos se sembraron en placas de microcultivo de 96 pozos de fondo en
"U" a una concentracién de 1 célula por pozo en 100 pL de medio DMEM y SBF 10 %
y se incubaron a 37°C en atmoésfera himeda con CO; al 5 %. Los cultivos se revisaron
diariamente al invertoscopio en busca de proliferacién celular. Los cultivos en los que se
observd dicho crecimiento se les afiadié 100 uL. de DMEM y SBF 10 %. Los
sobrenadantes de los pozos con proliferacion de mas de un 50 % de su superficie, se

recuperaron para su andlisis posterior mediante Western-Blot.
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Biosintesis de HGHr en E. coli

3.1.1 Transformacién y Caracterizacién de la Clona de E. coli con pPBHX

Los ensayos de transformacién de células calcio competentes de E. coli TB1 con ¢l
plasmido pBHX, mostraron niveles en la eficiencia de transformacién de 1 x 104a 1 x
105 clonas por ng de ADN plasmidico. Por otro lado, el ADN plasmidico extraido a
partir de las clonas obtenidas mostré valores de calidad de 1.9 a 2.0
(Abs260nm/abs280nm) con el método de extraccidn utilizado. Asi mismo, mostrd ser de
gran utilidad para realizar las reacciones enzimaticas con las enzimas de restriccion
utilizadas en su caracterizacion.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion con enzimas de restricciéon de una
clona recombinante de E. coli TB1 con pBHX se muestran en la figura 11. La
caracterizacion enzimética comprob6 la identidad del pldsmido recombinante al analizar
las diferentes digestiones realizadas sobre el ADN plasmidico extraido de la clona, las
cuales se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1.6 % tefiido con una solucién de
bromuro de etidio y detectado bajo una fuente de luz UV a 254 nm. En el carril 6 de dicha
figura se muestra la forma superenrrollada de este plasmido (sin cortar). Por otro lado, el

corte de este con la enzima Hind III (carril 2) mostr6 un sitio unico en el plasmido, ya
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que se obtuvo sélo un fragmento de 6.5 kpb. El corte enzimético con las enzimas Xho I +
Hind 111 (carril 2) permitié la obtencion de dos fragmentos de restriccion (5.6 y 0.9 kpb).
El fragmento de 0.9 kpb correspondié al tamaiio del ADNc de HGH insertado en dicho
plasmido. Asi también, se muestran en esta figura los fragmentos de restriccion obtenidos
del corte del plasmido con las enzimas Hinc II (carril 3), Xba I+Hind 111 (carril 4) y Ssp 1
(carril 5). El carril M corresponde al marcador de tamafio, que en este caso se utilizd al

bacteriofago A cortado con la enzima Bs/E I1.

M123456€6

1 Hind 111 65

2 Xho 1, Hind 11T 56,09
&3 Hinell |  20,13,12,10,0.6,04
4 Xba L, Hind I | 59,057
s Sspl 162,03

6. Sin cortar e e

M A+BsEN

Figura 11. Caracterizacién Enzimditica del Plasmido pBHX. Este plasmido fue
extraido de una clona recombinante y fue digerido con las enzimas de
restriccion de la tabla de la derecha. Los fragmentos de restriccion esperados
se analizaron en un gel de agarosa al 1.6 % tefiido con bromuro de etidio
(fotografia de la izquierda).

El andlisis de los fragmentos de restriccion obtenidos permitié comprobar la
presencia de estos sitios de restriccion en el plasmido para las enzimas utilizadas, las
cuales fueron seleccionadas a partir de una region secuenciada de dicho plasmido (Anexo

2). Con lo anterior se logro, corroborar la identidad del plasmido recombinante pBHX.
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3.1.2 Deteccién y Analisis de la Produccion de HGHr

El andlisis del sistema de expresion de E. coli-pBHX revelo la produccion de la
HGHr. El analisis cualitativo de HGHr en dicho sistema se realiz6 mediante la técnica de

SDS-PAGE y deteccién por Western-Blot, los resultados se muestran en la figura 12.
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Figura 12. Anilisis Cualitativo de HGHr en el Sistema de Expresién E. coli con
pBHX. A) Anilisis del sistema de expresién por SDS-PAGE. En el gel se
muestran en los carriles M: marcador de peso molecular de proteinas, NI:
homogenado de células no inducidas y N: homogenado de células inducidas.
B) Andlisis por Western-Blot. En el papel de nitrocelulosa se muestran los
carriles NI: homogenado de células no inducidas y N: homogenado de células
inducidas.

La separacion de las proteinas en los homogenados celulares se realizé por SDS-
PAGE (Figura 12, A). La identificacién inicial de la banda de HGHr en el homogenado
bacteriano obtenido en el sistema de expresion, se realizé empleando una gréfica
semilogaritmica de peso molecular contra distancia recorrida por los marcadores de peso
molecular de proteinas en el gel. En el homogenado de células inducidas del sistema de
expresion con pBHX (carril 1), se observd una banda de coloracién intensa de
aproximadamente 22 kDa, la cual es mucho mds intensa que la correspondiente en el

homogenado de células no inducidas (carril NI). El peso molecular calculado para dicha
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banda corresponde al peso molecular d¢ HGH madura (22 kDa), por lo tanto, se
caracterizd como la banda correspondiente a HGHr, ya que el sistema de expresion con
pBHX expresa la HGHr en forma de metionil-HGH y esta no difiere de la HGH madura
en relacion a su peso molecular. La recta de correlacién de logaritmo base 10 del peso
molecular y distancia recorrida por los marcadores mostr6 un coeficiente de correlacion
lineal (R?) de 0.989.

Posteriormente se comprobd la presencia de dicha banda con la deteccion
inmunolégica de la misma por Western-Blot (Figura 12, B). La deteccidn inmunolégica
empleando un suero policlonal anti-HGH permitié corroborar la identidad de la banda de
22 kDa obtenida en el homogenado de células inducidas (I), como correspondiente a
HGHr.

El analisis cuantitativo del sistema de expresion se realizé mediante la combinacién
de la determinacion de proteinas totales y el analisis densitométrico en los homogenados
celulares. Los densitogramas obtenidos de dicho andlisis se muestran en la figura 13.

NI I

Dens. Dens.

HGHr

Distancia de migracion Distancia de migracién

Figura 13. Anilisis Densitométrico de HGHr en el Sistema de Expresion E. coli
con pBHX. NI) Densitograma del homogenado de células no inducidas y N)
Densitograma del homogenado de células inducidas. En este dltimo se
observa la presencia de un pico de alta densidad que correspondié a HGHr.

El densitograma correspondiente al homogenado de células inducidas (I) en este
sistema de expresién mostré un aumento en la altura del pico correspondiente a la banda

de HGHr en relacion al densitograma obtenido del analisis del homogenado de células no
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inducidas (NI). El anAlisis por densitometria de la intensidad de color de las bandas en los
homogenados celulares obtenidas en los geles de poliacrilamida mostr6é un porcentaje
relativo de la banda de HGHr mayor del 10 %.

Los resultados del andlisis cuantitativo de proteinas totales en los homogenados
bacterianos del sistema de expresion de E. coli pPBHX se muestran en la tabla IV. La recta
de calibracién utilizada en la determinacién de proteinas totales presentd una buena
correlacion con un R2 de 0.998. En la tabla anterior también se presentan los porcentajes
de HGHr y la cantidad de HGHr expresada en mg/L de cultivo (nivel de produccion). El
porcentaje de HGHr fue mayor del 10 % y el nivel de produccién de HGHr fue mayor de
25 mg/L en este sistema de expresion. Todos los valores calculados representan el

promedio de tres ensayos realizados.

TablaIV. Anilisis de la Produccién de HGHr. La tabla muestra los niveles de
produccion de HGHr obtenidos en los ensayos de fermentacion del sistema
de expresion de E. coli con pBHX realizados con la metodologia del apartado
2.2.2.2. Los valores representan la media de los experimentos + su desviacion

estandar.
E. coli con pBHX P.T. (mg/L) 2 % HGHr b HGHr (mg/L) €
Células no inducidas 483 1.1 0.1 0.5%+0.1
Células inducidas 264110 11+1 2813

a Protefnas totales determinadas por el método de Bradford, expresadas en mg/L de cultivo bacteriano
b Porcentaje de HGHr en los homogenados celulares obtenido por densitometria
¢ Nivel de produccién de HGHr expresado en mg/L de cultivo bacteriano

Los niveles de produccion de HGHr en el sistema de expresion de E. coli con
pBHX (28 mg/L) obtenidos con la metodologia del apartado 2.2.2.2 fueron mayores a los
reportados por Goeddel y colaboradores (2.4 mg/L) quienes sintetizaron por primera vez
la HGHr en el citoplasma de E. coli (19). En este ultimo caso, la biosintesis se realizé
bajo el control transcripcional del promotor Lac, un promotor de menor fuerza que el

promotor Tac utilizado en nuestro sistema de expresion. Asi también, estos niveles son
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mayores a los reportados por otros investigadores, en cuyos trabajos la biosintesis de
HGHr fue dirigida hacia el espacio periplasmico y/o el medio de cultivo (23, 24). A pesar
de ésto, estos 1iltimos trabajos ofrecen claras ventajas con respecto a la estabilidad de la

proteina y la simplificacién de los procesos de purificacion de la HGHr.

3.1.3 Evaluacion de Ia Influencia de Variables en el Proceso de
Fermentacion

Los resultados del estudio de la influencia de variables que pueden afectar el
proceso de fermentacién del sistema de E. coli con pPBHX se muestran a continuacion.
Las variables estudiadas fueron la concentracion de glucosa en el medio de cultivo (%
Gle.), la densidad dptica del cultivo bacteriano al inicio de la induccién (D.O.) y el
tiempo de induccién (T.1.). La concentracién de IPTG se mantuvo constante en 1 mM en
todos estos ensayos. En la figura 14, se muestra una grafica con los niveles de produccién

obtenidos respecto al tiempo en cada uno de los ensayos de fermentacién evaluados.

—t—LB/0.5
HGHr it LB/0.4
(mg/L) —a—LBG/0.4

—s—_LBG/05
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Figura 14. Influencia de las Variables de Fermentacién sobre la Produccién de
HGHTIr. Produccién de HGHr (mg/L) respecto al tiempo en cada uno de los
ensayos de fermentacién evaluados. Los puntos representan la media de
tres ensayos. Los coeficientes de variacién fueron menores del 20%.
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Esta grafica muestra la influencia de estas variables sobre los niveles de produccién
de HGHr. El empleo de una densidad dptica del cultivo bacteriano de 0.5 al inicio de la
induccion, permitié obtener un mayor nivel de produccion de HGHr, a diferencia de
utilizar un valor de 0.4. En este caso dicha influencia se observé a tiempos de induccion
de 3 y 5 h. La ausencia de la glucosa en el medio de cultivo al tiempo de inducciénde 3 h
incremento el nivel de produccién de HGHr, sin embargo a un tiempo de induccién de 5 h
su presencia permitié un mayor nivel de produccion. Esta influencia fue similar para los
ensayos en donde se emplearon valores de 0.4 y 0.5 de densidad éptica al inicio de la
induccidn. En el caso de la influencia del tiempo de induccién sobre la produccion de
HGHr, fue variable para los tiempos evaluados. Sin embargo, se pudo observar un
incremento en el nivel de produccién HGHr proporcional al tiempo en los ensayos
evaluados en presencia de glucosa.

En la figura 15 se muestra una grifica con los valores del porcentaje relativo de

HGHr obtenidos respecto al tiempo en cada uno de los ensayos de fermentaci6n

evaluados.
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Figura 15. Influencia de las Variables de Fermentacién sobre el Porcentaje
Relativo de HGHr. Porcentaje relativo de HGHr obtenido en los
homogenados celulares respecto al tiempo en cada uno de los ensayos de
fermentacion evaluados. Los puntos representan la media de tres ensayos.
Los coeficientes de variacién fueron menores del 20%.
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Esta grafica muestra la influencia de estas variables sobre el porcentaje relativo de
HGHr. El empleo de una densidad éptica del cultivo bacteriano de 0.5 al inicio de la
induccion, permitié obtener un mayor porcentaje relativo de HGHr a diferencia de
utilizar un valor de 0.4. En este caso dicha influencia se observé a tiempos de induccion
de 3 y 5 h en presencia y ausencia de glucosa en el medio de cultivo. La presencia de la
glucosa en el medio de cultivo disminuy9 el porcentaje de HGHr a tiempos de induccion
de 3 y 5 h. Esta influencia fue similar para los ensayos en donde se emplearon valores de
0.4 y 0.5 de densidad éptica al inicio de la induccion. El aumento en el tiempo de
induccion provoco un incremento en el porcentaje de HGHr en los ensayos en ausencia
de glucosa.

Todos estos datos nos indican que la influencia de estas variables sobre la
produccién y el porcentaje de HGHr, depende de las diferentes combinaciones de las
mismas. Por otro lado, se observé un incremento en el contenido de proteinas totales de
los homogenados celulares respecto al tiempo de induccién (datos no mostrados), lo cual
indic6 un aumento de la masa celular bacteriana respecto al tiempo, este incremento fue
ligeramente mayor en presencia de glucosa. Estos datos sugiricron que la presencia de
glucosa en el medio de cultivo a lo largo de la fermentacién (de 2 a 5 h) provocé un
incremento en el contenido de proteinas totales. Por el contrario, su presencia provoco
que el porcentaje relativo de HGHr permaneciera casi constante después de las 2 h, pero
en ausencia de la misma se observo un incremento del mismo a lo largo del tiempo. Por
tal motivo, los niveles de produccién de HGHr ligeramente mayores a las 5 h en
presencia de glucosa son debidos principalmente a un incremento en el contenido de
proteinas totales a pesar de que el porcentaje relativo de HGHr sea menor.

Los resultados estadisticos de la evaluacion de la influencia de las variables en la
fermentacion obtenidos mediante el analisis de los valores de produccién (mg/L de

cultivo) y de porcentajes relativos de HGHr, empleando una prueba ¢ de Student para
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analizar diferencias significativas entre parejas de puntos con diferencias en una variable,
se resumen en la tabla V.

Los resultados del analisis de regresion lineal multiple para conocer la influencia de
cada una de las variables en el proceso de fermentacién mostraron que existe una
influencia importante de T.1. (p=7x 107, % Gl. (p =2 x 10%) yD.O. p = 6 x 107)
en orden decreciente sobre los niveles de produccion de HGHr. Estos datos se
obtuvieron comparando los valores de p obtenidos para cada una de las variables, y
sugieren que los niveles de producciéon dependen principalmente de la presencia del
inductor (IPTG) en el sistema de expresién. Por otro lado, también son influenciados en
menor grado por el aumento de la masa celular bacteriana a lo largo del tiempo que puede
ser favorecida por la presencia de glucosa en el cultivo bacteriano. Asi también, la
densidad 6ptica al inicio de la induccién mostré cierta influencia, con lo cual se llegd ala .
conclusion de que los niveles de produccion pueden ser incrementados mediante la
combinaci6n de valores para las diferentes variables y lograr asi, la obtencidn de un valor

6ptimo en el nivel de produccién de la proteina recombinante.

Tabla V. Anailisis de ¢ de Student de la influencia de variables en la Biosintesis
de HGHr. La tabla muestra los resultados estadisticos de la evaluacion de la
influencia de las variables en la fermentacion del sistema de expresion de E.
coli con pBHX. Se muestra en donde Sl existe influencia de cada variable en
base a las diferencias significativas encontradas entre parejas de puntos con
diferencias en una variable. El estudio estadistico empleé un valor de a =

0.05.
Variable HGHr (mg/L) % HGHr
% Glc Si Si (exceptoa 2 h)
D.O. Si Si (exceptoa 2 h)
T.I Si Si

% Glc.  Concentracién de glucosa en el medio de cultivo
D.O. Densidad 6ptica medida a 600 nm en el cultivo bacteriano al inicio de la induccién
T.L Tiempo de induccién



69

El mayor nivel de produccién de HGHr (38 mg/L de cultivo bacteriano) se alcanz6
realizando la fermentaci6n a una D.O. al inicio de la induccién de 0.5, en medio LBG
durante 5 h, y en presencia de IPTG 1 mM. Por otro lado, las condiciones de
fermentacién que permitieron un mayor porcentaje de HGHr (25 %) fueron una D.O. al
inicio de la induccion de 0.5, en medio LB durante 5 h de induccidn y con IPTG 1| mM.
Las condiciones de fermentacién de este ltimo ensayo se utilizaron para la obtencién del
extracto bacteriano enriquecido con HGHr, con la excepcidn del tiempo de induccion, el
cual fue de 6 h con el fin de poder obtener un mayor porcentaje relativo de la proteina

recombinante.

3.2 Biosintesis de HGH-MBPr en E. coli

3.2.1 Transformacién y Caracterizacién de la Clona de E. coli con
PMALchGH22K

Al igual que en el sistema de expresion de E. coli con pBHX, los resultados en los
ensayos de transformacion de células calcio competentes de E. coli TB1 con el pldsmido
pMALchGH22K, mostraron niveles en la eficiencia de transformaciénde 1 x 104 a1 x
103 clonas por ng de ADN plasmidico. Asi también, el ADN plasmidico extraido a partir
de las clonas obtenidas mostré valores de calidad de 1.9 a 2.0 (Abs260/Abs280), ademas
de ser de gran utilidad para realizar las reacciones enzimaiticas con las enzimas de
restriccion utilizadas en su caracterizacion.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion con enzimas de restriccion de una
clona recombinante de E. coli TB1 con pMALchGH22K se muestran en la figura 16. La
caracterizacién enzimatica comprobo6 la identidad del plasmido recombinante al analizar
las diferentes digestiones realizadas sobre el ADN plasmidico extraido de la clona, las

cuales se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % tefiido con una solucién de
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bromuro de etidio y detectado bajo una fuente de luz UV a 254 nm. En el carril 1 de dicha
figura se muestra la forma superenrrollada de este plasmido (sin cortar). Por otro lado, el
corte de este con la enzima Hind III (carril 2) mostré un sitio Gnico en el plasmido ya que
se obtuvo sélo un fragmento de 6.5 kpb. El corte enzimdtico con las enzimas Xba ly
Hind 111 (carril 3) permitié la obtencion de dos fragmentos de restriccién (5.6 y 0.9 kpb).
El fragmento de 0.57 kpb corresponde al ADNc de HGH insertado en diche pldsmido.
Asi también, se muestran en esta figura los fragmentos de restriccion obtenidos del corte
del plasmido con las enzimas BamH I-Hind 111 (carril 4), Pvu 11 (carril 5) y ApaL 1 (carril
6). El carril M1 corresponde al marcador de tamafio, que en este caso corresponde al
bacteriéfago A cortado con las enzimas EcoR I-Hind IIl y el carril M2 al plasmido

pBR322 cortado con la enzima Msp L.

Mil 2 345 6 M2

Carril Enzima Fragmentos (kpb)
1 Sin cortar
2 Hind III 6.6
3 Xbda 1, Hind 1 6.1,0.57
4 BamH 1, Hind 111 6.0,0.6
5 P ll 2.6, 1.67, 1,61, 04, 0.1
6 ApaL 1 28,1.3,1.25,08, 0.5

M1 X +EcoR], Hind I
M2 pBR322+Mspl

Figura 16. Caracterizacién Enzimitica del Plismido pMALchGH22K. Este
plasmido fue extraido de una clona recombinante y fue digerido con las
enzimas de restriccion indicadas en la tabla de la derecha. Los productos de

restriccién se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % tefiido
con bromuro de etidio (fotografia de la izquierda).

El analisis de los fragmentos de restricciéon obtenidos permitié comprobar la
presencia de estos sitios de restriccién en el plasmido para las enzimas utilizadas, las
cuales fueron seleccionadas a partir del mapa de restriccion de dicho plasmido (Anexo).

Con lo anterior se logrd, corroborar la identidad del pldsmido recombinante

pMALchGH22K.
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3.2.2 Deteccién y Anilisis de 1a Produccion de HGH-MBPr

Los resultados del analisis del sistema de expresion de E. coli pMALchGH22K
revelaron la produccién de la HGH-MBPr. El andlisis cualitativo de HGH-MBPr en
dicho sistema se realiz6 mediante la técnica de SDS-PAGE y deteccién por Western-

Blot, los resultados se muestran en la figura 17.

. HGH-MBPr

99—
e

Figura 17. Analisis Cualitative de HGH-MBPr en el Sistema de Expresion E.
coli con pMALchGH22K. A) Anélisis del sistema de expresién por SDS-
PAGE. En el gel se muestran en los carriles M: marcador de peso molecular
de proteinas, NI: homogenado de células no inducidas y N: homogenado de
células inducidas. B) Analisis por Western-Blot. En el papel de
nitrocelulosa se muestran los carriles NI: homogenado de células no
inducidas y N: homogenado de células inducidas.

La separacién de las proteinas en los homogenados celulares se realizé por SDS-
PAGE (Figura 17, A). La identificacién inicial de la banda de HGH-MBPr en el
homogenado bacteriano obtenido en el sistema de expresion, se realiz6 empleando una
grafica semilogaritmica de peso molecular contra distancia recorrida por los marcadores
de peso molecular de proteinas en el gel. En el homogenado de bacterias con
pMALchGH22K inducidas (carril I), se identificé una banda de aproximadamente 63

kDa, la cual present6 intensidad mucho mayor que la banda correspondiente en el
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homogenado de células no inducidas (carril NI). Dicha banda se identificé como la
proteina de fusidon HGH-MBPr producida por estc sistema, ya que corresponde a la
suma de los pesos moleculares de la IIGII (22 kDa) y de la proteina de unién a maltosa
(MBP) dc 43 kDa; ¢l peso molccular calculado para dicha banda corresponde en efecto al
peso molecular de HGI-MBPr (65 kDa). La recta de correlacion de logaritmo decimal
del peso molecular y distancia recorrida por los marcadores mostr6é un coeficiente de
colrrelaci()n lineal (R?) de 0.991.

Posteriormente se comprobé la presencia de dicha banda con la deteccién
inmunolégica de la misma por Western-Blot (Figura 17, B). La deteccién inmunoldgica
cmpleando un suero policlonal anti-HGH permitié coiroborar la identidad de la banda de
65 kDa obtenida en el homogenado de células inducidas (I), como correspondiente a la
HGH-MBPr.

El analisis cuantitativo del sistema de expresion se realiz6 mediante la combinacion
de la determinacidn de proteinas totales y el andlisis densitométrico en los homogenados

celulares. Los densitogramas obtenidos de dicho analisis se muestran en la figura 18.
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Figura 18, Anilisis Densitométrico de HGH-MBPr en el Sistema de Expresion
E. coli con pMALchGH22K. NI) Densitograma del homogenado de células
no inducidas y N) Densitograma del homogenado de células inducidas. En
este Gltimo se observa la presencia de un pico de alta densidad que
correspondi6 a 11GH-MDBPr.
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El densitograma correspondiente al homogenado de células inducidas (I) mostré un
aumento en la altura del pico correspondiente a la banda de HGH-MBPr, en relacion al
densitograma obtenido del andlisis del homogenado de células no inducidas (NI). El
analisis por densitometria de la intensidad de color (densidad) de las bandas en los
homogenados celulares obtenidas en los geles de poliacrilamida mostré un porcentaje
relativo de la banda de HGH-MBPr mayor del 14 %.

Los resultados del anélisis cuantitativo de proteinas totales en los homogenados
bacterianos del sistema de expresion de E. coli pMALchGH22K se muestran en la tabla
VI. La recta de calibracion utilizada en la determinacién de proteinas totales presenté una
buena correlacion con un R? de 0.998. En la tabla anterior también se presentan los
porcentajes de HGH-MBPr y la cantidad de HGH-MBPr producida en mg/L de cultivo
(niveles de produccion). El porcentaje de HGH-MBPr fue mayor del 14 % y su nivel de
produccion fue mayor de 40 mg/L. Todos los valores calculados representan el promedio

de tres ensayos realizados.

Tabla VI. Analisis de la Produccion de HGH-MBPr. La tabla muestra los niveles de
produccién de HGHr obtenidos en los ensayos de fermentacién del sistema
de expresion de E. coli con pMALchGH22K realizados con la metodologia
del apartado 2.2.2.2. Los valores representan la media de los experimentos +

su desviacion estandar.
E. coli con HGH-MBPr
pMALchGH22K P.T. (mg/L)2 % HGH-MBPr b (mg/L) ¢
Células no inducidas 4518 1.1£ 0.1 05+£0.1
Células inducidas 306+ 18 151 4616

a Protefnas totales determinadas por ¢l método de Bradford, expresadas en mg/L de cultivo bacteriano
b Porcentaje de HGH-MBPr en los homogenados celulares obtenido por densitometria
¢ Nivel de produccién de HGH-MBPr expresado en mg/L de cultivo bacteriano

La niveles de produccion de HGH-MBPr en el sistema de expresion de E.coli con
pMALchGH22K (46 mg/L) obtenidos con la metodologia del apartado 2.2.2.2 fueron

ligeramente mayores a los obtenidos para el sistema con pBHX. Sin embargo, la HGHr
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de la proteina de fusion expresada por pMALchGH22K, solo representa una tercera
parte de la misma. Por lo tanto, el rendimiento real de HGHr es menor. A pesar de esto,
el sistema de expresién con pMALchGH22K permite la purificacién rapida de la HGH-
MBPr en forma de cuerpos de inclusion y posteriormente la liberacion de la HGHr de la

proteina de fusién mediante digestion enzimdtica.

3.2.3 Evaluaciéon de la Influencia de Variables en ¢l Proceso de
Fermentacion

Los resultados del estudio de la influencia de variables que pueden afectar el
proceso de fermentacién del sistema de E. coli con pMALchGH22K se muestran a
continuacion. Las variables estudiadas fueron la concentracion de glucosa en el medio de
cultivo (% Glc.), la densidad optica del cultivo bacteriano al inicio de la induccién (D.O.)
y el tiempo de induccion (T.1.). La concentracién de IPTG se mantuvo constante en 1
mM en todos estos ensayos. En la figura 19, se muestra una grafica con los niveles de

produccion obtenidos respecto al tiempo en cada uno de los ensayos de fermentacién

evaluados.
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Figura 19. Influencia de las Variables d¢ Fermentacién sobre la Produccién de
HGH-MBPr. Producciéon de HGH-MBPr (mg/L) respecto al tiempo en
cada uno de los ensayos de fermentacién evaluados. Los puntos representan
la media de tres ensayos. Los coeficientes de variacion fueron menores del
20%.
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Esta grifica muestra la influencia de estas variables sobre los niveles de produccion
de HGH-MBPr. El empleo de una densidad dptica del cuitivo bacteriano de 0.5 al inicio
de la inducci6n, permitié obtener una mayor nivel de produccién de HGH-MBPr a
diferencia de utilizar un valor de 0.4. En este caso dicha influencia se observé a tiempos
de induccién de 3 y 5 h sdlo en ausencia de glucosa. La presencia de glucosa en el medio
de cultivo a tiempos de induccién de 3 y 5 horas disminuyé el nivel de produccion de
HGH-MBPr. Esta influencia fue similar para los ensayos en donde se emplearon valores
de 0.4 y 0.5 de densidad éptica al inicio de la induccion. El aumento del tiempo de
induccién increment6 el nivel de producciéon de HGH-MBPr en presencia y ausencia de
glucosa en el medio de cultivo.

En la figura 20 se muestra una grafica con los valores del porcentaje relativo de

HGH-MBPr obtenidos respecto al tiempo en cada uno de los ensayos de fermentacién

evaluados.
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Figura 20. Influencia de las Variables de Fermentacién sobre el Porcentaje
Relativo de HGH-MBPr. Porcentaje relativo de HGH-MBPr obtenido en
los homogenados celulares respecto al tiempo en cada uno de los ensayos de
fermentacién evaluados. Los puntos representan la media de tres ensayos.
Los coeficientes de variacion fueron menores del 20%.

Esta grafica muestra la influencia de estas variables sobre el porcentaje relativo de

HGH-MBPr. El empleo de una densidad 6ptica del cultivo bacteriano de 0.5 al inicio de
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la induccidn, permitié obtener un mayor porcentaje relativo d¢ HGH-MBPr, a diferencia
de utilizar un valor de 0.4. Esta influencia se observo solo a los tiempos de induccidn de
2y 3 h en ausencia de glucosa en el medio de cultivo. La presencia de la glucosa en el
medio de cultivo disminuy6 el porcentaje de HGH-MBPr al tiempo de induccién de 3 h.
Un aumento en el tiempo de induccién provoco incremento sobre el porcentaje de HGH-
MBPr, en los ensayos en ausencia de glucosa a 2 y 3 h de induccién.

Todos estos datos nos indican que al igual que en el sistema de E. coli con pBHX,
la influencia de estas variables sobre la produccién y el porcentaje de HGH-MBPr,
depende de las diferentes combinaciones de las mismas. Por otro lado, se observé un
incremento en el contenido de proteinas totales de los homogenados celulares respecto al
tiempo de induccion (datos no mostrados), lo cual indicé un aumento de la masa celular
bacteriana respecto al tiempo. Dicho incremento fue ligeramente mayor en ausencia de
glucosa. Estos datos sugieren que la glucosa en el medio de cultivo a lo largo de la
fermentacion (de 2 a 5 h) presentd un menor efecto sobre el aumento en el contenido de
proteinas totales, es decir, sobre la masa celular bacteriana. Por otro lado, en presencia de
glucosa tuvo una menor influencia sobre el incremento del porcentaje relativo de HGH-
MBPr.

Los resultados estadisticos de la evaluacion de la influencia de las variables en la
fermentacién obtenidos mediante el analisis de los valores de produccién (mg/L de
cultivo) y de porcentajes relativos de HGH-MBPr, empleandoe una prueba ¢ de Student
para analizar diferencias significativas entre parejas de puntos con diferencias en una
variable, se resumen en la tabla VII.

Los resultados del anélisis de regresion lineal multiple para conocer la influencia de
cada una de las variables en el proceso de fermentacién mostraron que existe una
influencia importante de T.I. (p =9 x 10'7), %G.(p=3x 10'6) yD.O.(p=4x 10'5) en
orden decreciente sobre los niveles de produccién de HGHr. Estos datos se obtuvieron

comparando los valores de p obtenidos para cada una de las variables. Estos datos
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sugieren que los niveles de produccién dependen principalmente de la concentracion del
inductor (IPTG) en el sistema de expresién. Por otro lado, también son influenciados en
menor grado por el aumento de la masa celular bacteriana a lo largo del tiempo. Asi
también, la densidad 6ptica al inicie de la induccién mostrd cierta influencia, con lo cual
se llegé a la conclusién de que los niveles de produccién pueden ser incrementados
mediante la combinacién de valores para las diferentes variables y lograr asi, la obtenciéﬁ

de un nivel de produccién éptimo de la proteina recombinante.

Tabla VII.  Andlisis de #de Student en la Biosintesis de HGH-MBPr. La tabla
muestra los resultados estadisticos de la evaluacién de la influencia de las
variables en la fermentacién del sistema de expresion de E. coli con
pMALchGH22K. Se¢ muestra en donde SI existe influencia de cada variable
en base a las diferencias significativas encontradas entre parejas de puntos
con diferencias en una variable. El estudio estadistico empled un valor de a =

0.05.
Variable HGH-MBPr (mg/L) % HGH-MBPr
% Gle Si Si
D.O. Si Si
T.L Si Si

% Glc. Concentracion de glucosa en el medio de cultivo
D.O. Densidad éptica medida a 600 nm en el cultivo bacteriano al inicio de la induccién
T.L Tiempo de induccién

El mayor nivel de produccién de HGH-MBPr (60 mg/L de cultivo bacteriano) en
estos ensayos se alcanzo realizando la fermentacidn del sistema de expresién a una D.O.
al inicio de la induccién de 0.5 en medio LB durante 5 h y en presencia de IPTG 1 mM.
Por otro lado, las condiciones de fermentacién que permitieron un mayor porcentaje de
HGHr (25 %.) fueron una D.O al inicio de la induccidn de 0.5, en medio LB durante 3 h
de induccién y con IPTG 1| mM. Las condiciones de este wltimo ensayo se utilizaron

para la obtencion del extracto enriquecido con HGH-MBPr.



78

3.3 Aislamiento de HGH-MBPr y Aislamiento y Purificacion de HGHr

33.1 Analisis del Extracto Enriquecido con HGH-MBPr y del Extracto
Enriquecido con HGHr

En la figura 21 se muestra el gel obtenido del analisis de los extractos enriquecidos

de HGH-MBPr y HGHr.
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Figura 21 Analisis por SDS-PAGE de los Extractos Enriquecidos de HGH-MBPr
y HGHr. Se muestra en el carril M el marcador de peso molecular de
proteinas, en el carril 1 el extracto enriquecido con HGH-MBPr y en el
carril 2 el extracto enriquecido de HGHr.

En el extracto enriquecido con HGH-MBPr obtenido se observé una banda de
aproximadamente 65 kDa que correspondié a HGH-MBPr. El andlisis densitométrico del
gel de electroforesis mostré que dicha banda representa un 41 % respecto a las proteinas
totales, ademas que durante el proceso de enriquecimiento se eliminaron algunas otras
proteinas (ver figura 22, 1).

Se observé con la precipitacion de la fraccién soluble del homogenado de células
inducidas del sistema de expresién de E. coli con pBHX, con sulfato de amonio al 20 %
de saturacion, una banda de aproximadamente 22 kDa que correspondié a HGHr. El

analisis densitométrico del gel de electroforesis mostro que dicha banda representa un 43
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% respecto a las proteinas totales, lo cual demostrd que dicha precipitacién elimind
algunas otras proteinas (ver figura 22, 2). Esto representé la obtencién de una muestra
mas adecuada para la purificacion.

En la figura 22 se muestran los densitogramas obtenidos del anélisis de ambos

extractos enriquecidos.
1 2
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Figura 22 Anilisis Densitométrico de los Extractos Enriquecidos de HGH-MBPr
y HGHr. Se muestra en el carril 1 el extracto enriquecido con un 41 % de
HGH-MBPr y en el carril 2 el extracto enriquecido con un 43 % de HGHr.

3.3.2 Identificacién de HGHr por CLAR-FR

Los cromatogramas obtenidos del analisis por CLAR-FR de los homogenados de
células no inducidas e inducidas se muestran en la figura 23.

Los cromatogramas mostrados en dicha figura corresponden al canal de deteccion a
215 nm. La comparacién de ambos cromatogramas permitié identificar el pico
correspondiente a HGHr (tg = 13.2 min), el cual aparece en las células inducidas y no se
observa en las células no inducidas. Esta identificacion indirecta de HGHr fue
posteriormente comprobada mediante un andlisis de ELISA para HGHr de la fraccion
recolectada correspondiente al pico cromatografico. Por otro lado, se puede observar que

el pico de HGHr presenta una buena resolucidn respecto a los otros picos observados,



80

ademds de ser simétrico y agudo. La aparicién del pico a 13.2 min con el empleo del
gradiente en la fase mévil, indica una alta hidrofobicidad de la HGHr respecto a los otros
componentes de la muestra. Por otro lado, se calculé el mimero de platos teéricos de este
pico cromatografico y su valor fue de 156593, el cual representa un nimero grande e

indica una muy alta eficiencia en la columna y por lo tanto una buena separacion.,
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Figura 23. Analisis Cromatogrifico del Sistema de Expresion de E. coli con
pBHX. Cromatogramas correspondientes al analisis de la fraccion soluble de
los homogenados de células no inducidas e inducidas por CLAR-FR con
deteccion a 215 nm. La comparacion del perfil cromatografico obtenido en
ambos cromatogramas permitié la identificacién del pico correspondiente a
HGHr (tg = 13.2 min) en el homogenado de células inducidas.

Un detalle importante de sefialar, es la identificacion de un pico cromatografico a un
tr de 6.1 min en el homogenado de células inducidas, el cual se recolecto y analizé por
ELISA contra HGH. Dicho pico mostré reaccion positiva con esta técnica, por lo cual
podria ser una variante de HGHr producto de la manipulacion de dicha muestra durante

el proceso de anélisis. El analisis por CLAR del homogenado celular obtenido en ausencia
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de p-mercaptoetanol no mostrd la presencia de este pico, por lo tanto, podria tratarse de
una forma de tipo "clip" de HGHr, producto de un rompimiento proteolitico sobre

HGHr.

3.3.3 Anailisis Cromatografico del Extracto Enrigquecido con HGHr por
CLAR-FR

El cromatograma obtenido del analisis del extracto enriquecido por CLAR-FR se

muestra en la figura 24.
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Figura 24. Anilisis Cromatogridfico del Extracto Enriquecido con HGHr.
Cromatograma correspondiente a el extracto enriquecido con HGHr
obtenido por analisis de CLAR-FR con deteccion a 215 nm. Se observé una
disminucion franca de otros componentes en la matriz. Ademas, el pico de
HGHr es simétrico, agudo y se observd resuelto de los otros componentes.
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En dicho cromatograma se observé el pico cromatogrifico de 13.2 min
correspondiente a HGHr, con caracteristicas similares al obtenido a partir del
homogenado de células inducidas. Ademas, se observé una disminucion en los otros

componentes de la muestra. Este pico fue recolectado de forma manual para su posterior

analisis.

3.3.4 Evaluacion de la Purificacion

Los resultados de la evaluacidn del proceso de purificacién de HGHr a partir de un
sistema de expresion bacteriano, se muestran en la tabla VIII.

Tabla VIII. Evaluacién de la Purificacion de HGHr. Se muestran las diferentes
etapas de la purificacion de HGHr y los parametros evaluados en cada una

de ellas.

Etapa P.T.(ug) HGHr(ug) % HGHr Purificacién* Recuperacion (%)

HC 10130 2373 234 1.0 100
FS 8380 1123 134 0.6 47
EE 716 313 43.7 1.9 13
FP 17 15 92.4 3.9 0.7

HC: Homogenado Celular, FS: Fraccion Soluble, EE: Extracto Enriquecido, FP: Fraccion Purificada.
P.T.: Cantidad de proteina total. % HGHr: indica la pureza determinada por andlisis densitométrico.
*: El valor indica cuantas veces mejoré la pureza de HGHr obtenida en cada etapa respecto a la primera.

En dicha tabla se muestran los valores de proteinas totales determinados por
Bradford, el porcentaje de HGHr obtenido por densitometria y el calculo de la cantidad
de HGHr determinada por la férmula del apartado 2.2.2.3.3. El proceso de purificacién
mostrd una recuperacion final de 0.7 % de HGHr. Por otro lado, el porcentaje de HGHr

en las muestras (pureza) aumentd desde un 23 % hasta un 92 %, lo cual representé un
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aumento de 4 veces mas el valor inicial en la purificacién de HGHr . Por otro lado, el
rendimiento final del proceso de purificacion fue de 150 pg/L de cultivo bacteriano.

Los resultados de la evaluacion de la etapa cromatogréifica de punficacion de HGHr
empleando la CLAR-FR se muestran en la tabla IX. En dicha tabla se muestran los
valores de proteinas totales determinados por Bradford, el porcentaje de HGHr obtenido
por densitometria y el calculo de la cantidad de HGHr determinada por la férmula del
apartado 2.2.2.3.3. Ademas se muestra la determinacion de la cantidad de HGHr obtenida
por el ensayo de ELISA correspondientes a las muestras antes y después de la

purificacién por CLAR-FR.

Tabla IX. Evaluacién de la Etapa Cromatogrifica en la Purificaciéon de HGHr. Se
muestran los pardmetros evaluados en la etapa cromatogrifica de la
purificacién de HGHr mediante CLAR-FR. Comparacion entre la

combinacién del andlisis de proteinas totales y densitometria y el analisis de
HGHr mediante ELISA.

Etapa P.T.(ug) % HGHr HGHr (ug) HGHr (ng)* Recuperacién (%)

EE 716 43.7 313

FP 17 92.4 15 49
EE 126

FP 6 4.3

EE: Extracto Enriquecido, FP: Fraccién Purificada
P.T.: Cantidad de proteina total. % HGHr: indica la pureza determinada por anélisis densitométrico
*: Cantidad de HGHr determinada por ELISA

Los resultados de la tabla muestran un valor de 4.9 % de recuperacién de HGHr en
la etapa cromatografica, determinada por ambas estrategias. Dicho valor bajo influyé en
el rendimiento total de la purificacién. Sin embargo, la evaluacién de la pureza de HGHr
determinada por densitometria en las fracciones antes y después de la etapa
cromatografica aument6 de un 42 % a un 90 %.

Los resuitados obtenidos en la determinacion de HGHr por ELISA difieren de

manera importante respecto al valor calculado de HGHr mediante proteina totales y %
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de HGHr. Lo anterior, puede deberse a una degradacién parcial de la proteina (post-
recoleccion), especificamente durante el paso de eliminacién de la fase mévil. El hecho de
una probable descomposicion de la HGHr, se apoyé en ciertos hallazgos experimentales
realizados con la fraccién purificada, la cual al ser sometida a anélisis por métodos
inmunolégicos como el ELISA e inmunodot mostré baja reactividad. Ademas, con el
andlisis de la muestra por SDS-PAGE y tinciéon con Azul de Coomassie no se logrd
observar una banda definida de 22 kDa. Sin embargo, con el empleo de un método de
tincidén con plata se logré observar una banda muy difusa de alrededor de 22 kDa. Por
ltimo, la muestra purificada se analizé nuevamente por CLAR-FR y se encontr$ la
aparicion de algunos picos cromatogrificos con tiempos de retencion muy cercanos al
pico de HGHr, asimétricos, anchos con colas y muy poco resueltos entre si. El pico de
HGHr aparecié al tiempo de retencién esperado, sin embargo su altura fue muy pequeiia
respecto a los nuevos picos cromatograficos encontrados. Los resultados anteriores no se
muestran en este trabajo.

Es importante sefialar que la recuperacién y el rendimiento en la purificacién de una
proteina, depende de manera importante de las propiedades estructurales y
fisicoquimicas de las mismas. En el caso del anilisis de la recuperacién de HGHr por
medio de CLAR-FR se han descrito rendimientos altos, sin embargo, han sido descritos

rendimiento bajos parecidos a los encontrados en este trabajo.

3.4 Produccién de Anticuerpos Monoclonales anti-HGHr

3.4.1 Evaluacién de la Respuesta de Anticuerpos contra HGHr

La respuesta de anticuerpos anti-HGHr en ratones BALB/c se muestra en la figura

25. Se analizé el suero de los ratones diluido 1:100 a los 0, 15, 30 y 45 dias por ELISA.
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Los resultados muestran un aumento en el contenido de anticuerpos en el suero a lo largo
del tiempo con el esquema de inmunizacién utilizado. Por tal motivo, dichos ratones

fueron adecuados para la extraccion del bazo utilizado en los ensayos de fusion celular.

0 20 40 60

Tiempo (dias)

Figura 25 Evaluacion de la Respuesta de Anticuerpos anti-HGHr en Ratones
BALB/c. Los puntos representan el promedio del analisis de 5 ratones
inmunizados. Se muestran los valores de absorbancia obtenidos por ELISA
correspondientes a los sueros diluidos 1:100, analizados a los 0, 15, 30 y 45
dias.

Por otro lado, se realiz6 el analisis de HGHr en los sueros mediante varias técnicas
como ELISA, Inmunodot y Western-Blot. En la tabla X se muestran dichos resultados.

Se sefiala el titulo mas alto obtenido para los sueros del dia 45 en cada una de las técnicas.

Tabla X Titulo de anticuerpos anti-HGHr séricos en ratones BALB/c. Se muestra
el titulo obtenido por diferentes técnicas de andlisis. El suero analizado fue el

de los 45 dias.
Técnica de Analisis Titulo de Anticuerpos
ELISA 1:10002
Inmunodot 1:700b
Western-Blot 1.2000¢

a: HGH como antigeno
b: Fraccién soluble con HGHr obtenida a partir de un homogenado bacteriano
¢: Homogenado de células inducidas de E. coli pBHX con HGHr
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Estos resultados muestran el titulo de anticuerpos al cual ain se observa seifial
positiva a la presencia de anti-HGHr en cada una de las técnicas evaluadas. En el caso del
analisis por ELISA se consideré como sefial positiva valores de absorbancia por arriba de
0.2, por otro lado, tanto en el analisis por Inmunodot y Western-Blot se consideré seiial
positiva la presencia de una mancha de mayor intensidad que el control negativo (suero 0

dias).

3.4.2 Sensibilidad a Aminopterina de las Lineas Celulares

La determinacién de la sensibilidad se realiz6 utilizando una prueba estadistica de ¢
de Student para comparar los ensayos en presencia y ausencia de aminopterina buscando
diferencias significativas entre ambos con un valor de o = 0.05. Estos estudios
estadisticos mostraron diferencias significativas a los 24, 48, 72 y 96 dias con valores de

p menores de 0.05.

Los resultados de la evaluacién de la sensibilidad de la linea celular de mieloma

murino P3X63Ag8U.1 a aminopterina se muestran en la figura 26.
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Figura 26 Sensibilidad a Aminopterina de la Linea Celular P3X63Ag8U.1. Las
graficas muestran la sensibilidad a aminopterina determinando la
proliferacidn celular (A) y determinando la viabilidad celular (B). Los
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valores representan la media de tres ensayos. (*: el valor de eje y se

multiplica por 1 x 106).

Los resultados de la evaluacion de la sensibilidad a aminopterina de las linea celular

de mieloma murino P3X63Ag8.653 se muestran en la figura 27.
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Figura 27 Sensibilidad a Aminopterina de la Linea Celular Ag8.653. Las graficas
muestran la sensibilidad a aminopterina determinando la proliferacion celular

(A) y determinando la viabilidad celular (B). Los valores representan la
media de tres ensayos. (*: el valor de eje y se multiplica por 1 x 106)

Los resultados mostraron que ambas lineas celulares de mieloma murino evaluadas
fueron sensibles a la aminopterina, lo cual era esperado ya que éstas anteriormente ya se
habian utilizado en los procedimientos de fusién celular para la produccién de

anticuerpos monoclonales.

3.4.3 Ensayos de Fusion

Los resultados obtenidos en los ensayos de fusién celular y las condiciones
empleadas en cada una de ellas se muestran en la tabla XI. Estos resultados muestran que

el uso de PEG al 25 % permite una mayor eficiencia en la fusién celular, ya que se
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obtiene un porcentaje mayor de proliferacion celular de tipo hibridoma. Por otro lado, la
adicién de un preparado de macréfagos en los ensayos de fusién no reflejé una mayor
proliferacién celular en los ensayos de la linea celular de P3X63Ag8U.1. Las mejores
condiciones empleadas en los ensayos de fusion celular fueron las correspondientes al
ensayo de fusién 4. Incluso sélo en este se logrd obtener seiial positiva contra anti-

HGHr.

Tabla XI. Ensayos de Fusion Celular. Se muestran cada uno de los ensayos de fusiéon
celular, las condiciones utilizadas en ellas asi como, los resultados de
proliferacion celular de hibridomas y presencia de anti-HGHr en los mismos.

Fusion Linea Celular C.F.C. P.C.(%) H.P.(%)
1 P3/NSI/1.Ag4.1 PEG 25 % 0 0
P3X63Ag8U.1 PEG 25 % 8 0
PEG 50 % 2 0
3 P3X63Ag8U.1 Macrofagos 12 0
Sin Macrofagos 13 <0.2
Medio Enriquecido
4 P3X63Ag8U.1 Sin Macroéfagos 8 0
P3X63Ag8.653  Medio Enriquecido 11 3
PEG 25 %

C.F.C.: Condiciones de los Ensayos de Fusién Celular, P.C.: Porcentaje de proliferacién celular, H.P.:
Porcentaje de hibridomas positivos a anti-HGHr. PEG: polietilenglicol.

Estos resultados muestran que el uso de PEG al 25 % permite una mayor eficiencia
en la fusién celular, ya que se obtiene un porcentaje mayor de proliferacion celular de
tipo hibridoma. Por otro lado, la adicién de un preparado de macréfagos en los ensayos
de fusion no reflej6 una mayor proliferacion celular en los ensayos de la linea celular de
P3X63Ag8U.1. Las mejores condiciones empleadas en los ensayos de fusién celular
fueron las correspondientes al ensayo de fusion 4 empleando la linea celular
P3X63Ag8.653. Incluso sélo en éste se logrd obtener sefial positiva contra anti-HGHr.

Por otro lado, el porcentaje de cultivos positivos por proliferacién celular de tipo
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hibridoma fue del 10 % y en el caso de los cultivos de hibridomas productores de anti-
HGHr fue de solo un 3 %.

Los cultivos producto de la fusién celular se observaron al invertoscopio y se
lograron observar focos de crecimiento de tipo hibridoma en ellos. En algunos casos este
crecimiento fue aparente al tercer dia después de la fusién celular, el cual a simple vista se
observd como colonias celulares adheridas al fondo del pozo de cultivo. Por otro lado,
con ayuda del invertoscopio se logré visualizar otros focos de crecimiento no aparentes a
simple vista. En la figura 28 se muestran dos fotografias de hibridomas en cultivo

obtenidas mediante microscopia de contraste de fases.

Figura 28 Fotografias de Hibridomas en Cultivo obtenidas por Microscopia de
Contraste de Fases. A: Hibridoma en crecimiento al tercer dia después de
la fusién celular. B: Cultivo de hibridoma productor de anti-HGHT.

3.4.4 Seleccién de Hibridomas Productores de anti-HGHr

3.44.1 Ensayos de Inmunodot

El andlisis de los sobrenadantes de algunos hibridomas obtenidos se realizé
inicialmente mediante un ensayo de inmunodot sobre papel de nitrocelulosa. Los

resultados de estos anilisis se muestran en la figura 29.
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En estos ensayos no se logré detectar la presencia de anticuerpos anti-HGHr en los
sobrenadantes de los cultivos de hibridomas que se analizaron (Figura 29, fila3A a3l y
fila SA a 5I). Por otro lado, mediante esta técnica se logré detectar la presencia de
anticuerpos anti-HGHr en el suero del dia 45 del ratén inmunizado (Figura 29, 1I),
utilizando como antigeno ¢l liquido de fermentacion de un sistema de expresién de HGHr
en Pichia pastoris (35); el control negativo (suero dia 0) no presentd sefial importante
(Figura 29, 1H). Ademas, estos mismos controles se analizaron utilizando como antigeno
la fraccién soluble de un homogenado bacteriano inducido que contenia HGHr. Los
controles positivos (Figura 29, 1A...1F) presentaron sefial, a diferencia del control

negativo (Figura 29, 1G).
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Figura29 Deteccion de anti-HGHr en Sobrenadantes de Cultivos de Hibridomas
por Inmunodot. Se observé una sefial negativa en los andlisis de
sobrenadantes (2A a 5I) sin diluir. Los pozos del 1A al 1F son diferentes
diluciones del suero a los 45 dias del ratén inmunizado. El control negativo
(1G) fue el suero del dia 0 diluido 1:100.

3.4.4.2 Ensayos de ELISA

El anélisis de los sobrenadantes de algunos hibridomas obtenidos se realizé
mediante un ensayo de ELISA. Los resultados de estos andlisis se muestran en la figura
30. Al igual que en los resultados anteriores no se logrd detectar la presencia de

anticuerpos anti-HGHr en los sobrenadantes de cultivos de hibridomas analizados
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(Figura 30, pozos del C1 al H2). Los controles positivos (Figura 30, Bl y B2) como se
esperaba mostraron sefial positiva especifica a la presencia de anticuerpos anti-HGHir.

Los controles negativos asi mismo no presentaron sefial.
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Figura 30 Deteccién de anti-HGHr en Sobrenadantes de Cultivos de Hibridomas
por ELISA. No se observé sefial en los sobrenadantes (C1 a H2). Los
pozos del B1 al B2 son diferentes diluciones del suero a los 45 dias del

ratén inmunizado. El control negativo (A1) fue el suero del dia 0 diluido
1:100.

3.4.4.3 Ensayos de Western-Blot

El andlisis de los sobrenadantes de algunos hibridomas obtenidos se realizé
mediante un ensayo tipo Western-Blot. Los resultados de estos anélisis se muestran en la
figura 31. Se detectaron algunas clonas positivas para la presencia de anticuerpos anti-
HGHr y algunas otras proteinas (Figura 31, B4). Por lo tanto, estos cultivos fueron
sometidos a la etapa de clonacion a dilucion limitante.,

Se observé no sélo la presencia de la banda especifica contra HGHr, sino ademéas
algunas bandas para otras proteinas. Pero siempre, se encontré una banda de menor peso

molecular (19 kDa) que la HGH (22 kDa) y con una intensidad muy semejante. Esto
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coincide con los resultados del analisis por SDS-PAGE de homogenados celulares
inducidos por tiempos prolongados para la produccién de HGHr. En donde se observo la
presencia de una banda con iguales caracteristicas (estos datos no se muestran). Podria
por otro lado, tratarse del pico cromatografico adicional encontrado en el analisis por
CLAR de los homogenados bacterianos inducidos. Por tal motivo, seguiria existiendo la

posibilidad de que se tratara de una variante de HGHr producto de protedlisis.
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Figura 31 Deteccion de anti-HGHr en Sobrenadantes de Cultivos de Hibridomas
por Western-Blot. A: Analisis por SDS-PAGE del antigeno utilizado (1) y
del marcador de peso molecular (M). B: Anélisis de algunos sobrenadantes
de cultivos bacterianos por Western-Blot (4 al 8), suero control positivo (3)
y suero control negativo (2). La tirilla 4 muestra la presencia de anticuerpos
anti-HGHr en dicho sobrenadante.
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3.4.5 Clonacion de Hibridomas Productores de anti-HGHr

3.4.5.1 Ensayo de Clonacién a Dilucién Limitante

Los sobrenadantes de los hibridomas positivos para anti-HGHr que fueron
sometidos a clonaci6n a diluci6n limitante fueron analizados por la técnica de Western-
Blot, con la cual no se logr6 detectar clonas positivas para anti-HGHr. Asi mismo, se
realizaron otros analisis con los sobrenadantes mediante ELISA e Inmunodot y los
resultados fueron negativos. Por otro lado, no se encontré produccidn de anticuerpos en
ninguno de los cultivos de hibridomas clonados. Para comprobar si estos cultivos eran
hibridomas y no la propia linea celular se sometieron a ensayos de sensibilidad a
aminopterina, y se encontr6 efectivamente que eran hibridomas ya que estos proliferaron
y mantuvieron su viabilidad en el medio HAT.

Estos resultados indican la probabilidad de detectar de forma inespecifica la
presencia de anticuerpos anti-HGHr mediante el método de seleccion por Western-Blot,
los cuales no fueron detectados en la etapa de clonacion. Esta duda se sostiene aun, ya
que la presencia de las bandas detectadas por Western-Blot no aparecieron en el control
negativo (suero no inmune), sin embargo, la exposicion de este a tiempos de incubacion
largos durante la deteccién permitio la deteccion de algunas de estas bandas.

Por otro lado, se sugirié que los anticuerpos anti-HGHr detectados en una etapa
inicial sean realmente dirigidos contra la proteina nativa y no contra una proteina
desnaturalizada utilizada comoe antigeno en los ensayos de Western-Blot e Inmunodot,
sin embargo, los ensayos de Western-Blot realizados en condiciones no desnaturalizantes
no indicaron la presencia de anticuerpos anti-HGHr.

Ante esta duda, los hibridomas sometidos a clonacién se almacenaron para
posteriores analisis y se determind que el paso siguiente era realizar un nuevo ensayo de
fusion celular, ya que en el ultimo ensayo sélo hubo proliferacion de hibridomas en 10

cultivos celulares.
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CONCLUSIONES

Las condiciones utilizadas en los ensayos de expresion fueron suficientes para
permitir la induccidn eficiente de la biosintesis de HGH por los sistemas de expresion
utilizados. Sin embargo, es necesario optimar dichas condiciones para lograr una mayor
produccion de la proteina recombinante.

El anélisis cualitativo y cuantitativo de los homogenados bacterianos utilizando la
combinacion de determinacion de proteinas totales por el método de Bradford y el
andlisis densitométrico sobre geles de electroforesis, permitid la evaluacion de los niveles
de produccion de HGH en los sistemas de expresion utilizados. Dicha evaluacién mostrd
resultados similares a otras evaluaciones reportadas en la literatura con sistemas de
expresién semejantes.

Los resultados de los niveles de produccion obtenidos en ambos sistemas
evaluados fueron muy similares, sin embargo, el rendimiento en la producciéon de HGH
por cada uno de estos sistemas fue diferente.

La evaluacién de la influencia de las variables de fermentacion sobre los niveles de
produccién de HGH en ambos sistemas, mostré que existe una influencia importante de
T.I, % Glc. y D.O., en orden decreciente. Ademds, dichas variables influyen en menor
grado sobre el porcentaje relativo de HGH en los homogenados celulares.

El método de elucién estandarizado para €l analisis de HGHr por CLAR en fase

reversa permitié la resolucién del pico cromatografico correspondiente a HGHr. Ademds,
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la eficiencia de la separacion fue muy buena, ya que se obtuvo un nimero de platos
tedricos alto para dicho pico cromatografico.

La identificacién indirecta del pico cromatografico de HGHr en los homogenados
celulares por CLAR-FR es un alternativa para el anélisis cualitativo de sistemas de
expresién recombinantes. Este método mostrd ser adecuado, especialmente cuando no se
cuenta con suficiente estandar de proteina pero se tiene un sistema de expresion eficiente.
Por otro lado, mediante este método se logré la separacion y recoleccion simultinea de un
pico cromatografico relacionado a HGHr, el cual no podria ser separado con mayor
facilidad si se empleara un método de electroforesis en gel.

El empled de varias técnicas para evaluar la pureza de la fraccién con el analito de
interés, mostré ser una herramienta util para poder detectar algin problema de
descomposicién durante el proceso de purificacion.

El empleo de una etapa cromatografica como la CLAR-FR para la purificacion de
HGHr permiti6 obtener una pureza aceptable de la HGHr recuperada, a pesar de la baja
recuperacion que mostro la técnica.

El esquema de inmunizacion utilizado sobre ratones BALB/c provocé una buena
respuesta de anticuerpos contra HGHr, encontridose en los sueros titulos de
antiicuerpos anti-HGHr altos. Por otro lado, las diferentes metodologias inmunoldgicas
utilizadas para la deteccion de anticuerpos anti-HGHr en los sueros de los ratones fueron
adecuadas.

La metodologia empleada en la fusion celular y analisis de anticuerpos permitio
obtener y seleccionar hibridomas productores de anticuerpos anti-HGHr. Sin embargo,

no se concluy6 con la obtencion de los anticuerpos monoclonales correspondientes.
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tcagggtcctgtggacagctcacectageggcaAT@GCTACAGGCTCCCGGACGTCCCTGCTCCTG
GCTTTTGGCCTGCTCTGCCTGCCCTGGCTTCAAGAGGGCAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA
TCCAGGCTTTTTGACAACGCTATGCTCCGCGCCCATCGTCTGCACCAGCTGGUCTTTGACACCTACCAGGA
GTTTGAAGAAGCCTATATCCCAAAGGAACAGAAGTATTCATTCCTGCAGAACCCCCAGACCTCCCTCTGTT
TCTCAGAGTCTATTCCGACACCCTCCAACAGGGAGGAAACACAACAGAAATCCAACCTAGAGCTGCTCCGC
ATCTCCCTGCTGCTCATCCAGTCGTGCGC TGGAGCCGTGCAGTTCCTCAGGAGTGTC TTCGCCAACAGCCT
GGTGTACGGCGCCTCTGACAGCAACGTCTATGACCTCCTAAAGGACCTAGAGGAAGGCATCCAAACGCTGA
TGGGGAGGCTGGAAGATGGCAGCCCCCGGACTGGGCAGATCTTCAAGCAGACCTACAGCAAGTTCGACACA
AACTCACACAACGATGACGCACTACTCAAGAACTACGGGCTGCTCTACTGCTTCAGGAAGGACATGGACAA
GGTCGAGACATTCCTGCGCATCGTGCAGTGCCGCTCTGTGGAGGGCAGCTGTGGCTTC TAGe tgecegggt
ggcatccctgtgacccoctecccagtgectetectggecctggaagttgecactccagtgeccaccagectt
gtcctaataaaattaag

Minusculas normales:  Secuencias 3' y5' no traducibles
Mayusculas negritas:  Secuencia sefial nativa de hGH
Maynisculas normales: Secuencia que codifica para la hormona madura

Secuencia Aminoacidica de la HGH

1/1

31711

ATG GCT ACA GGC TOC GG ACG TCOC COTG OTC CTG GCT TTT GGC CT6 CTC T6C CIG CCC TGG
Met ala thr gly ser arg thr ser leu leu

6l/21

CTT CAA GAG GGC AGT GCC TTC CCA ACC ATT
leu gln glu gly ser ala phe pro thr ile

121/41

CTC CGC GCC
leu arg ala
181/61

TAT ATC CCA
tyr ile pro
241/81

TCA GAG TCT
ser glu ser
inl/10
CTG CTC CGC
leu leu arg
361/121

AGT GIC TIC
ser val phe
421/141
AMS GAC CTA
lys asp leu
481/161

ACT GGG CAG
thr gly gln
541/181
GCA CTA CIC
ala leu leu
601/201
ACA TTC CIG
thr phe leu

CAT
his

AMG
lys

ATT
ile

ATC
ile

GCC
ala

GAG
glu

ATC
ile

lys

arg

CGT
arg

GhA
glu

oG
pro

TCC
ser

AAC
asn

GAR
glu

TTC
phe

ARC
asn

ATC
ile

CTG CAC CAG
leu his gln

CAG AAG TAT
gln lys tyr

ACA CCC TCC
thr pro ser

CTG CTG CTC
leu leu leu

AGC CTG GTG
ser leu val

GGC ATC CAA
gly ile gln

AAG CAG ACC
lys gln thr

TAC GGG CTG
tyr gly leu

GTG CAG TGC
val gln cys

CTG
leu

TCA
ser

GCC
ala

TIC
phe

AAC AGG

asn

ATC
ile
TAC
tyr

ACG
thr

TAC
tyxr

CTC
leu

cGe
arg

arg

CAG
gln

TAC
tyr

ser

leu ala phe gly leu leu cys leu pro trp

91/31
CCC TTA TCC
pro leu ser
151/51

TTT GAC
phe asp
211/71

CTG CAG
leu gln
271/91

GAG GAA
glu glu
331/111
TG TGC
ser cys
391/131
GCC TCT
ala ser
451/151
ATG GGG
met gly
511/171
AAG TTC
lys phe
571/191
TGC TIC
cys phe
631/211
GTG GAG
val glu

ACC
thr

AAC
asn

gly

AGG CTT
arg leu

TAC CAG
tyr gln

CCC CAG
pro gln

TTT GAC
phe asp

GAG TTT
glu phe

ACC TCC
thr ser

CAA CAG AAA TCC

gin gln

GGA GCC
gly ala

AGC ARC
ser asn

CTG GAR
leu glu

ACA AAC
thr asn

AAG GAC
lys asp

AGC TGT
ser cys

lys ser

GIG CAG
val gln

GTC TAT
val tyr

GAT GGC
asp gly

TCA CAC
ser his

ATG GAC
met asp

GGC TTC
gly phe

AAC GCT ATG
asn ala met

GAA GAA GCC
glu glu ala

CTC
leu

TGT TIC
cys phe

Aac
asn

CTA GAG
leu glu

TTC
phe

CTC
leu

AGG
arg

CTC
leu

CTA
leu

GAC
asp

AGC COC
pro arg
AANC

asn

GAT

ARG

lys val glu
TAG

AMB
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ANEXO2

Mapa de restriccién incompleto del plésmido pBHX

AMPr
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ANEXO3

Analisis teérico de restriccién de pMALchGH22K empleando
¢l programa computacional DNA Strider

Mscl 6677

Ndel 5824

al 638
||I|ll||l||||i|||“|l /’" coRV 879

lacIg llll“l
/ | 1
ColEl

P lac

pMalchGH22K
6704 bp
= mal E Bgl It 1887
Scal 4275 % Ncol 2489

BamHI 2653

Xbal 2708

819
Hndniazrz TSt@

Digestion with :
*HinD III a/agctt
1 fragment
Order Length From
1 6685 3261 *HinD IIIX

To
3261 *HinD III

1
v

Digestion with :

*HinD III a/agctt
*Xba I

t/ctaga
2 fragments
Order Length From To
2 6113 3261 *HinD III  -> 2689 *xXba I
1 572 2689 *Xba I -> 3261 *HinD ITI
Digestion with :
*BamH I  g/gatcc
*HinD 111 a/agctt
2 fragments
Order Length From

To
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2 60717 3261 *HinD III -> 2653 *BamH I
1 608 2653 *BamH I 3261 *HinD III

1
v

Digestion with :
*Pvu II cag/ctg

6 fragments
Order Length From To
5 2682 3354 *Pvu II -> 6036 *pvu II
6 1678 6036 *Pvu II -> 1029 *Pvu II
2 1612 1122 *Pvu II -> 2734 *Pvu II
3 497 2734 *Pvu II -> 3231 *Pvu II
4 123 3231 *Pvu I1I -> 3354 *Pvu II
1 93 1029 *Pvu II -> 1122 *pPvu II

Digestion with :
ApaL I g/tgcac

5 fragments
Order Length From To
2 2826 1241 ApaL 1 - 4067 ApalL I
5 1285 5811 ApalL I -> 411 ApalL 1
3 1246 4067 ApaL I -> 5313 ApalL I
1 830 411 ApalL I ->» 1241 ApalL I
4 498 5313 ApaL I -> 5811 AapaL I
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