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RESUMEN
Luis Lauro Escamilla Trevifio Fecha de Graduacién: Julio 1996

Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: BIOSINTESIS DE LA HORMONA DEL CRECIMIENTO HUMANO
RECOMBINANTE (HGHr) EN Eschrichia coli Y Pichia pastoris

Numero de piginas: 95 Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con
especialidad en Biologia Molecular e Ingenierfa Genética

Area de Estudio: Biotecnologia

Propésito y Métodd de Estudio: La hormona del crecimiento humano (HGH) es un polipéptido
de 191 aminoacidos y 22 kDa de peso molecular que ha sido empleado ampliamente en
el tratamiento de enanismo hipofisiario y otros padecimientos. Gracias a la tecnologia
del ADN recombinante se ha logrado producir esta hormona en forma recombinante
(HGHr) en microorganismos reprogramados genéticamente. Han sido varios los grupos
de investigacién que han llevado a cabo la biosintesis de la HGHr, siendo el
microorganismo mas empleado E. coli, aunque también han sido empleados Bacillus
subtilis, Pseudomona sp. y Saccharomyces cerevisize. En la U.LLE.G., Depto. de
Bioquimica, Fac. de Medicina de la U.A.N.L. logré en E. coli la biosintesis de la
hormona del crecimiento humano fusionada a la proteina de unién a maltosa
(HGH-MBPr). En el presente trabajo se desarrollé un sistema para la produccién
de la HGHr en la levadura metilotréfica Pichia pastoris. Para ello se realizd la
construccién de un plésmido portader del ADNc de HGH, su introduccién a la levadura,
obtencién y seleccién de clonas, ensayos de induccién y andlisis de proteinas.
También se reliz6 la biosintesis de HGH-MBPr en E. coli por el sistema ya
desarrollado, llevando a cabo ensayos de inducci6n y anilisis de proteinas. Se reliz6 la
optimacién de la produccién en ambos sistemas variando las condiciones de
fermentacién mediante el uso del método simplex secuencial y se comparé la produccién
de ambos sistemas.

Contribuciones y Conclusiones: En este trabajo se desarrollaron clonas de Pichia pastoris
portadoras del ADNc de la HGH, que sintetizaron y secretaron la HGHr al medio de
cultivo y se compar6 con la producciéon de HGH-MBPr en E. coli Se optimé la
produccién en ambos sistemas. A pesar que los niveles de producci6n en el sistema de E.
coli fueron mayores a los presentados con P. pastoris , este ultimo sistema ofrece
ventajas sobre el de E. coli para la posterior obtencién de HGHr pura y biolégicamente
activa. El sistema de expresion que emplea P. pustoris ofreceria una buena aiternativa
para la produccién de HGHr.

;7 ,://Q/; oy



.2 Preparacién de Fragmentos para Ligacién ......
.3 Reaccidn de Ligacidn ........ccueveceeenacnnan
4 Andlisis y Seleccidén de Clonas Portadoras
de PPICINGH22R . o veoeoeees e ceeannaennns e
2 Transformacién de Pichia pastoris ............
.3 Caracterizacién de Clona Recombinantes
de P. PASEOLIS ..vviieieeriennteoannnnnnasnnan
1 SDS-PAGE e Inmunodeteccién de HGHr ...........
4 Seleccién de la Clona de P. pastoris
Sobreproductora de HGHr ...... Rl T T ——— .
1 Determinacién de Protefnas .........ccuieeeees
.5 Andlisis de ADN Gendémico de Transformantes ...
1 Extraceion dé ADN . ..isceseviosoissnsiosnmas & 5 R
2 Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR) ....
.6 Optimacién de la Produccién de HGHr en
P. pastoris ....... N A DRV NSRS PI SOOI b

Biosintesis de HGH-MBPr en E. ¢0li ...........
Transformacién de E. coli con pMalchGH22K ...
Andlisis de Proteinas y Caracterizacién

de HGH-MBPY .....cccoreveenens PR SERE TR G e e
Optimacién de la Produccién de HGH-MBPr ......
Biosintesis de HGHr en P. pastoris ...........
Construccién del Vector pPIC9hGH22K ..........
Preparacién de los Plasmidos pJT y pPICY .....
Preparacién de Fragmentos para Ligacién ......
Reaccién de Ligacidn .......ieeiencencnenns o
Andlisis y Seleccidén de Clonas ......... Y A
Transformacién de Pichia pastoris ........ .
Caracterizacién de Clonas Recombinantes

de P. pastoris ..... A I N TN G TGN
Seleccién de la Clona Sobreproductora

de HGHE ... .t ieeeerieeonosonnnsanennossanes
An4lisis del ADN Genémlco de Transformantes ..
Optimacién de la produccién de HGHr

Bl P. PASEOLIS v vuetverenenrvornosonneonnmnnns

w  Www
D

»
.

WwWWwww
W w w WWwhoNoND W
.

.

FRN N NP RERENWE PR W

.

. o LB b W N = = DN W

4. DISCUSION ......:.cc000.. NS T T I LT IY
4.1 Biosintesis de HGH-MBPr en E. coli ...........
4.2 Biosintesis de HGHr en P. pastoris ...........
4.3 Comparacidén Entre Ambos Sistemas ........... .o
5. CONCLUSIONES .........0000000000000000a00eaaasn.
6. BIBLIOGRAFIA ..........c.t0iunennonenns R

7. ANEXOS ......... S E B eSS FE SSRGS G S PGS e e

47
49
49
49
51

55

55
58
62
62
62
62
63
63
65

65

68



Tabla

IT.

III.

VII.

VIIL«

IX.

XI.

XII.

XIII.

LISTA DE TABLAS
Pagina

Niveles de produccidén de proteinas
recombinantes sintetizadas en P. pastoris .......1l5

Produccién de HGHr en E. €011 ...vevienevnnanns 19

Enzimas empleadas para la caracterizacién de
pMalchGH22K y tamafio de fragmentos obtenidos ... 28

Disefio matricial para cuatro factores, propuesto
por el método simplex secuencial .............. . 34

Valores de los factores de los cinco
ensayos iniciales ......cceivereriinencnanianan . 35

Mezcla de reaccidén de la digestién de pJT
con la endonucleasa Xba I ........00000 N e . 40

Mezcla de reaccién de la digestidén de pPICY .... 41
Mezcla de reaccidn de ligacidn ........c.eveewnn 42

Endonucleasas empleadas para llevar a cabo la
caracterizacidén de PPICINGH22K ....veveeeennonren 44

Curva de calibracién para la determinacién de
proteinas totales del medio de cultivo por el
método Bradford ........c.ieiieieincancancncnnnas 49

Disefio matricial para factores, propuesto por
el método simplex secuencial ............... wpmy 03

Valores de los factores de los 4 ensayos
1niciales .vvvvrencvenoonnonons e everesacevesana 54

Ensayos realizados durante la optimacién de la
produccién de HGH-MBPY ....:iceiennvecrnacennnnnn 59



XVII.

Rendimiento y calidad de los pldsmidos pJT y
PPICY iiitresmemmmensas

Calidad y rendimiento de ADN genémico extraido
de P. pastoris ..... ‘%

Ensayos realizados durante la optimacién de la
produccidén de HGHr ......... T

Comparacién de la produccién de diversas

protefnas heterélogas, a nivel matraz vs nivel
fermentador en P. pastoris ......oeveeeennns . o5 5

. 69

. 72

78



LISTA DE FIGURAS

Figura Pagina

10.

11.

12.

13.

14.

. Via metabdlica para la oxidacién del metanol

en levaduras metilotréficas (Pichia pastoris) ...... 7

. Vector de expresién tipico empleado para la

produccién de proteinas recombinantes en
P. PASEOTIS. +uvieeneeeeenonnnensrasananonaness R -

Insercién génica del cassette de expresidén
enAOXl S 0 9 0 & 9 4 % 0 Q@ P 0 6B O e A s 4 Ns LA A s o 4 5 & % o o » 9 a 10

Insercién génica del cassette de expresién
enfel locuB/hisd .. .cccivivinnusersnpacmsvsossiesis 11

. Miltiples eventos de insercién génica ............. 12

Integracién del cassette de expresién via
remplazamiento géNico .........cceeeeeeneannnns e-eo 13

. Modelo tridimensional de la hormona del

crecimiento poxrcino (PGH) ....cveenernnerooncnsnnns 16

. Mecanismos de accién de HGH ...:vvovevvsanssanasans s 1T

Mapa de restriccién del plasmido pMalchGH22K ...... 20
Representacién esquemdtica de la fase I ....... IR
Representacién esquemadtica de la fase II ......... . 26

Estrategia experimental para llevar a cabo
la construccién del vector pPICIhGH22K ....... cevs. 36

Representacién esquematica del corte
preparativo de pdT ...cccicvennananann R ea 37

Representacién esquemdtica del corte
preparativo de pPICS ............. § e 0 0w R o s 38



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25,

26.

21 .

28.

Secuencia nucleotidica del adaptador sintético
empleado para la construccién de pPICShGH22K ...... 38

Estrategia de construccién del vector
PPICIhGH22K para la sintesis de HGHr en
P. pastoris ....ccevvveenna ereeneceeans D 1.

Caracterizacién enzimAtica del plasmido
PMalchGH22K .....cco0ctieuenenn Ceeesecencasencecaaaaa 56

Andlisis de proteinas de extractos celulares
de E. COLI vuiviuereereeeesoaanoeanoensonanossnnnaans 57

Analisis densitométricos de geles de poliacrilamida
de extractos de células inducidas y sin inducir .. 57

Variacidén de los factores empleados
durante la optimacién ..........c.u0.. T T 60

Variacién del porcentaje de HGH-MBPr, concentracidn
de proteinas totales, y niveles de produccién de
HGH-MBPr durante la optimacidén ........c..ccceceoeas 61l

Caracterizacién enzimidtica del plasmido
PPICOGH22K v vivvvmununnnnn e - 1.. AL .. B.... 64

Andlisis de proteinas de medios de cultivo
de fermentaciones con P. PAStOrisS ...eveeeees ———— 66

Andlisis densitométricos de medio de cultivo
concentrado de células inducidas y sin inducir .... 67

Resultados de la seleccién de la clona
SODTEDYOAUCEOER 435 ss oie 505 9 85 5,8 o6 576 3 % 8 & &e ssnwemins OF

Andlisis de integracién del plasmido pPICI9hGH22K
al genoma de P. pastoris usando la PCR .......c.... 70

Variacién de los factores empleados durante
la optimacién ....c..vc.. e T 73

Variacién del porcentaje de HGHr, concentracién
de proteinas totales y niveles de produccidén de
HGHr durante la optimacién ........ ceteccrecaannnon 74



CAPITULO 1

INTRODUCCION

A los procesos en los cuales partiendo de las materias primas
correspondientes se producen bienes de consumo utilizando organismos
vivos se denomina Biotecnologia. Gracias a la tecnologia del ADN
recombinante esta se ha transformado dramdticamente en las tltimas dos
décadas, frecuentemente refiriendose como la nueva Biotecnologia. Esta
tltima emplea microorganismos reprogramados por ingenieria genética para
producir proteinas recombinantes de importancia biomédica, pecuaria,
industrial, etc. Hoy en dia se ofrecen en el mercado internacional toda una
variedad de proteinas de origen recombinante, desde factores de crecimiento
hasta anticoagulantes. La lista de estos productos crece dia a dia, lo que ha
llegado a constituir toda una revolucién en el mercado biofarmacéutico y a la
vez ha impulsado la investigacién en este campo. Actualmente existe una
gran variedad de sistemas de expresién para producir proteinas
recombinantes los cuales emplean una gran variedad de hospederos que van
desde bacterias, hasta células en cultivo de mamiferos o de insectos. La
bacteria ms empleada para estos fines ha sido E. coli, aunque también se
han utilizado Bacillus subtilis, Pseudomonas sp, etc. Mientras que dentro de

los hongos, el mas empleado ha sido Saccharomyces cerevisiae,



recientemente se ha incrementado notablemente el empleo de Pichia
pastoris gracias a la disponibilidad de un estuche comercial, y a una serie de
caracteristicas favorables que posee dicha levadura. También han sido
empleados otros hongos como: Schizosaccharomyces pombe, Hansenula
polymorpha, Trichoderma reesei, Kluyveromyces lactis, Aspergillus
nidulans, etc. Dentro de células en cultivo existe una gran variedad de lineas
celulares empleadas para estos fines.

En este trabajo se llevé a cabo la biosintesis HGHr empleando y
comparando dos sistemas de expresién uno de E. coli consistente en la fusién
a nivel genético de la hormona con la proteina de unién a maltosa (HGH-
MBPr) y el otro en la levadura metilotréfica Pichia pastoris, donde se

produjo la hormona en su forma madura y secretada al medio de cultivo.

1.1 Sistemas de Expresién en Escherichia coli

Con E. coli se ha acumulado experiencia en la produccién de protefnas
recombinantes. Se asume que una proteina de tamafio intermedio,
hidrofilica y con pocos puentes disulfuro puede ser producida
adecuadamente en esta. Sin embargo dado el ambiente reductor del
citoplasma de la bacteria que es adverso para la formacion de puentes
disulfuro, el plegamiento adecuado de aquellas proteinas con varios puentes
disulfuro no se logra, conduciendo generalmente a su precipitacién en
cuerpos de inclusién y por ende la pérdida de actividad biolégica 1. Para este
hospedero se han disefiado sistemas de expresién con los cuales es posible
secretar la proteina al espacio peripldsmico, donde el ambiente es menos

reductor favoreciendo el plegamiento correcto de la proteina. Por otro lado,
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el proceso de purificacién de una proteina recombinante es més sencillo a
partir del espacio periplismico que del citoplasma, siendo atin mas sencillo si
se llevase a cabo a partir del medio de cultivo. La secrecién de la proteina
recombinante al medio de cultivo se ha logrado en E. coli mediante
estrategias complicadas 2 3. Afortunadamente existen otros microorganismos
que secretan facilmente la proteina recombinante cuando ésta posee una
secuencia sefial reconocida por el hospedero. Otro inconveniente con los
sitemas basados E. coli es que ésta no lleva a cabo modificaciones
postraduccionales frecuentemente requeridas en proteinas de origen
eucariético. A pesar de todo, existen actualmente una gran variedad de
vectores mejorados para su empleo en E. coli, por lo que a pesar de las
desventajas presentadas, los sistemas que utilizan a E. coli como hospedero
se siguen empleando ampliamente para la produccién de proteinas
recombinantes 1.

Los elementos que constituyen un pldsmido de expresién en
Escherichia coli y los cuales son requeridos para alcanzar un buen nivel de
produccién de la proteina heteréloga son: un origen de replicacién para
mantener la propagacién y replicacién del pldsmido, un marcador de
seleccién para asegurar su mantenimiento en la bacteria y las regiones
reguladoras de la expresién: un potente promotor de la transcripcién (como
los promotores Tac, Trc o PL) y un sitio de uni6n al ribosoma o regién Shine-
Dalgarno. En ocasiones, algunos pldsmidos portan ademés su propio codén
de iniciacién e incluso sitios tinicos de restriccién que facilitan la insercién
del ADNc en la fase de lectura apropiada. Otros plismidos llevan la
informacién que codifica para el extremo amino o carboxilo de un péptido, lo
que produciria una proteina hibrida o de fusién, la cual deber4 ser liberada de

la proteina de interés 4.



1.1.1 Proteinas de Fusién

Las protefnas de fusién fueron los primeros recursos usados para
producir proteinas de mamiferos en E . coli. Las razones para emplear
protefnas de fusién van desde el evitar la degradacién proteolitica en la
bacteria, hasta facilitar estrategias de purificacién sencillas, e incluso dirigir la
proteina a diversos compartimentos celulares 5. Entre estos sistemas se tiene
a la proteina de unién a fosfato (PhoS)$é, la glutation S transferasa’.8 y
muiiltiples residuos de cisteina ?. Estas son algunas de las proteinas de fusi6n
empleadas més frecuentemente; a éstas se afiade el uso reciente de la
proteina de unién a maltosa.

La proteina de unién a maltosa (MBP) de E. coli es una proteina
peripldsmica que facilita la difusién de la maltosa y maltodextrinas a través
de la membrana externa. El gen malE es el que codifica para dicha proteina. y
se ha aprovechado para construir vectores para sobreprodcir proteinas
dificiles de expresar en E. coli 10,11, 12, A éstos se les conoce como la serie de
plasmidos pMal, portan el potente promotor transcripcional Tac13, las
sefiales de inicio de la traduccién del gen malE, y miiltiples sitios de
clonacién donde el gen de interes es integrado al terminar el gen malE. Los
vectores portan el gen lac Iq que codifica para el represor Lac, el cual
mantiene apagado al promotor Tac, a menos que se adicione al medio
isopropil-8-tiogalactésidopiranosa (IPTG, un andlogo de la lactosa), para
anular la represién e iniciar la expresion. Estos vectores llevan la sefial de
reconocimiento para la proteasa factor Xa, localizada en la regién 5' del sitio
de clonacién muiltiple, lo que permite que MBP sea separada de la proteina

de interés 14,



1.2 Sistema de Expresion basados en P. pastoris

Las levaduras ofrecen un ambiente apto para el plegamiento de
proteinas eucariéticas, llevan a cabo algunas modificaciones
postraduccionales y pueden secretar las proteinas recombinantes al medio de
cultivo. Las levaduras mantienen las ventajas de los microorganismos al ser
unicelulares, de facil manipulacién y riapido crecimiento. Sin embargo su
organizacién celular es eucariética, permitiendo la realizacién de procesos de
expresién y maduracién caracteristicos de células animales y vegetales 15.

Como sistema de produccién, el basado en P. pastoris es mas sencillo
barato y rendidor que otros sistemas de eucariotes superiores. Al ser una
levadura, P. pastoris comparte las ventajas de facil manipulacion genética y
bioquimica con §. cerevisize pero supera a ésta en los niveles de produccién
de proteinas heterélogas (10 a 100 veces mayores) 16.

Pichia pastoris tiene la capacidad de crecer en metanol como tinica
fuente de carbono, por lo que se considera metilotréfica. La habilidad de las
levaduras para utilizar metanol como tinica fuente de carbono para el
crecimiento ha sido determinada para géneros tales como Hansenula,
Candida, Torulopsis y Pichia17. La ruta metabélica para la conversién del
metanol a diéxido de carbono y agua involucra a las enzimas alcohol
oxidasa, catalasa, formaldehido deshidrogenasa, S-formil-glutatién hidrolasa
y formiato deshidrogenasa 18 (Fig.3). En la primera etapa del metabolismo del
metanol, éste se oxida a formaldehido empleando la enzima alcohol oxidasa
y oxigeno molecular como donador de electrones, generandose peréxido de
hidrogeno. La alcohol oxidasa tiene poca afinidad por el Oy, lo cual es
compensado con la sintesis de grandes cantidades de la enzima, llegando a

representar el 35% de la proteina total celular15. Existen dos genes en



P. pastoris que codifican para la alcohol oxidasa, los genes AOX1 y AOX2. Las
proteinas producto de ambos tienen una similitud del 97% y poseen
aproximadamente la misma actividad especifica. Sin embargo la gran
mayoria de los transcritos provienen del gen AOX]1; por lo tanto la alcohol
oxidasa que es responsable de casi toda la degradacién del metanol es la
codificada por AOX119,

La expresion del gen que codifica la enzima estd regulada de modo que
la enzima no es sintetizada en presencia de otra fuente de carbono, sea ésta
etanol, glicerol, o glucosa, pero su expresién es estimulada cuando la fuente
de carbono es metanol, debido a la activacién del promotor de dicho gen por
el metanol 18, siendo éste iiltimo elemento regulatorio el empleado para
dirigir la biosintesis de proteinas heter6logas en Pichia pastoris.

En base a las caracteristicas de este proceso metabélico, se ha
desarrollado un sistema de produccién de proteinas recombinantes en el cual
un vector portando el gen heter6logo bajo el control del promotor de la
alcohol oxidasa I, se introduce a las células, en donde por recombinacién
homoéloga se integra al genoma de la levadura, siendo posible inducir la
expresién del gen heterélogo al afiadir el metanol como tnica fuente de

carbono.
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Figura 1.- Via metabélica para la oxidacion del metanol en levaduras
metilotr6ficas. 1: Alcohol oxidasa; 2: Catalasa; 3: Formaldehido
deshidrogenasa; 4: S-Formilglutatién hidrolasa; 5: Formiato deshidrogenasa;
M: Metanol; F: Formaldehido; S-HMG: S-Hidroximetilglutation; S-FG: S-
Formilglutation; SG: Glutatién; F': Formiato 17.

1.2.1 Vectores de Expresion para Pichia pastoris

Los vectores emplados para la produccién de proteinas recombinantes
en Pichia pastoris, son vectores plasmidicos de integracién, es decir se
integran al genoma de la levadura. Los elementos de un vector caracteristico
(Fig.4) son los siguientes: Promotor y terminador de la transcripcién del gen
AOX1 de P. pastoris (regiones 5A0X1 y 3'AOX1 TT, respectivamente), regién
3’ del mismo (S'AOXI), gen de la histidinol deshidrogenasa (HIS4) también
de P. pastoris el cual sirve como marcador de seleccién en cepas de P. pastoris
mutantadas en este gen (his4). Ademds para la secrecién de la proteina al
medio de cultivo se utilizan vectores que poseen una secuencia sefial tal

como la del factor alfa de S. cerevisiae 0 la secuencia seiial de la fosfatasa



dcida de P. pastoris (PHO1). Finalmente los vectores también contienen
secuencias necesarias tanto para su propagacién en Escherichia coli tales
como el gen de resistencia a ampicilina y el origen de replicacién ColEl,
como para la clonacién gen de interés (regién de muiltiples sitios de

restriccion) 19,

Sacl

ampr

S'AOX1

SS QY 3AO0XITT

ColEt

Vector de expresion
Pichta pastoris

3' AOX1

Bglll

Stul

Figura 2.- Vector de expresién tipico empleado para la produccién de
proteinas recombinantes en P. pastoris. Se representa en forma esquematica
las diferentes regiones que componen el pldsmido: Promotor y terminador
de la transcripcion del gen AOX1 de P. pastoris (regiones 5’AOX1 y 3'AOX1
TT respectivamente), region 3’ del mismo gen (3’AOX1), gen de la histidinol
deshidrogenasa (HIS4) de P. pastoris, la secuencia sefial (5S), También
contiene secuencias necesarias para propagacién del plismido en Escherichia
coli tales como el gen de resistencia a ampicilina (amp r) y el origen de
replicacién (ColEl), ademds de un sitio de policlonacién precedido de la
secuencia sefial.



1.2.2 Integracién del Vector al Genoma de P. pastoris

El ADN lineal del vector de expresién puede generar clonas estables de
Pichia pastoris via recombinacién homéloga entre el ADN transformante y
las regiones de homologia dentro del genoma de la levadura 16. Tales
integrantes muestran alta estabilidad en ausencia de presién selectiva, atin
cuando presenten copias multiples del cassette de expresion. Los tipos de
mutantes que se pueden obtener son dos: 1) Aquellos que sufrieron deleci6n
en el gen AOX1, cuyo producto cataliza el primer paso para la degradacién
del metanol, por lo tanto este tipo de mutantes crecen lentamente en
metanol (Mut: "Metanol utilization slow") comparado con una cepa nativa.
Los mutantes Mut® atn conservan el gen AOX2 que como ya se dijo
codifican para una alcohol oxidasa 97% similar16 a la alcohol oxidasa
codificada por AOX1 y que también cataliza el primer paso para la
degradacién del metanol con una actividad especifica similar, pero que se
encuentra en muy bajas cantidades debido a la baja expresién del gen AOX2.
2) El otro tipo de mutante es el que conserva el gen AOX1 y que por lo tanto
crece en metanol como tnica fuente de carbono a una velocidad igual a la de
una cepa nativa dePichia pastoris (Mut*).

La integracién de los vectores de expresién en el genoma de P. pastoris
puede llevarse a cabo de dos formas, dependiendo del sitio de corte del vector
antes de llevar a cabo la transformacién

1) Insercién génica: Surge de un evento de entrecruzamiento simple
entre el locus AOX1 o his4 en el genoma y las regiones 5’A0X1 o HIS4 en el
vector (Fig. 3 y 4). Este tipo de integracién se favorece al transformar P.
pastoris con el plasmido linearizado por cortes en las regiones 5’AOX1 o

HIS4 respectivamente, aunque también puede ocurrir con plasmidos no
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linearizados o religados, y las mutantes obtenidas son Mut*. Casi el 100 % de
los clonas producen la proteina heteréloga, la integracién de multicopias

(Fig. 5) ocurre con muy baja frecuencia.

TT
gen de interés
HIS4 5 AOX1
FAOX1
= |5 AOX1 T 3A0XY

Genoma de P, pastoris

FAOX1 5'AOX1 gen de interés e

— 5’ AOX1 T FAOX1 -

Cassette de Expresion

Figura 3.- Insercién génica del cassette de expresion en AOX1. Los eventos de
insercién génica en el locus AOX1 surgen de un evento de entrecruzamiento
simple entre el locus AOX1 en el cromosoma y alguna de las tres regiones
AOX1 en el vector (5', 3' 6 TT), el resultado es la insercién de una o mas
copias del vector, mientras que el gen AOX1 nativo queda intacto (Mut*).
Este tipo de eventos también pueden ocurrir con plasmidos no linearizados y
religados.
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5 AOX1

HIS4 > TT

— Genoma de P pastoris
his4 mutacion (his4)

3'AOX1

> nﬁen de interés 5 AOX1 J'AOX1

HIS4 his4

Figura 4.- Insercién génica del cassette de expresién en el locus his4. En cepas
de Pichia pastoris his4, los eventos de insercién en el locus his4 surgen de un
evento de simple entrecruzamiento entre el locus his4 en el cromosoma y el
gen HIS4 en el vector, por lo que resulta la insercién de una o més copias del
vector. Ya que el locus AOX1 no estd involucrado en este evento de
recombinacién los clonas permanecen con el fenotipo Mutt tal como se

describe.
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TT n de interds

HISA AOX1

"AOX1

5 il
-~ aoxi |-(F'A0)>‘gen do inter FAOXI

Cassette de expresién 1

OSegundo evento de insercion

5 T 8 gen de interés

Casselte de . . ' -
Expresién 1 ..FAOX11 FAOX" Jl>m<l-ns4 ).p_ ACX1T |-

Cassette de expresion 2

O Tercer evento de insercion

Figura 5.- Miiltiples eventos de insercién génica. Estos pueden ocurrir
espontidneamente con baja, pero detectable frecuencia, entre 1 a 10% de los

tranformantes His*. Los eventos de multi-copia pueden ocurrir como
inserciones ya sea en locus AOX1 o his4.

2) Remplazamiento génico: Este se lleva a cabo mediante un doble
entrecruzamiento entre las regiones 5’A0X1 y 3’AOX1 del vector con el
genoma (Fig. 6). Este tipo de integracion se favorece al transformar células
con el plasmido cortado en las regiones 5’AOX1 y 3’AOX1. Aunque se podria
esperar solo clonas Muts de una sola copia, un detallado andlisis revela que
la mayoria de los clonas no contienen el vector, por lo que no expresan la
proteina y probablemente representen una conversién génica de his4. Aun
asf del 5 al 30 % de los clonas son verdaderos remplazamientos (Mut®),

mientras que los restantes tienen integraciones en AOX1 o HIS4 y son Mut*.
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Finalmente del 1 al 10 % de los clonas Mut® tienen mé4s de 30 copias

integradas (Fig. 5)

Gen de interés T HIS4

5’AOX1 plasmido linearizado 3' AOX1

gendma de P. pastoris

5 AOX1 T 3

T s'on>— gen de interés>— T —<LH|S4 2 AOX1 +—

Cassette de expresion

Figura 6.- Integracién del cassette de expresién via remplazamiento génico.
En cepas his4 como la GS115, surge un remplazamiento génico de un evento
de doble entrecruzamiento entre las regiones 5'’A0X1 y 3'AOX1 del vector
con las homélogas del genoma de la levadura. Esto da como resultado la
remocién del gen AOXI1. El fenotipo resultante es His* Muts. El resultado
neto de este tipo de remplazamiento génico es la pérdida del locus AOX1
(Mut®) y la ganancia del cassette de expresién.

1.2.3. Produccién de Proteinas Recombinantes en P. pastoris

Las fermentaciones en P.pastoris recombinante se llevan a cabo en dos

fases. En la primera fase, se busca el aumento de masa celular empleando un
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medio de cultivo minimo, siendo la fuente de carbono glicerol o glucosa. En
esta etapa se encuentra reprimida la produccién de la proteina recombinante
debido a que el promotor del gen AOX1 que dirige la sintesis se encuentra
apagado. En la segunda fase, este promotor se activa al agregar metanol al
medio y convertirse en la tnica fuente de carbono disponible, siendo en esta
etapa cuando se produce la proteina recombinante.

El sistema de expresién de P. pastoris ha sido exitosamente utilizado
para producir numerosas proteinas heterélogas (Tab. I). Una variedad de
esquemas de lote alimentado y fermentacién continua han sido descritos en
la literatura 19,

La produccién intracelular del antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B (HBsAg)20 con una cepa Muts de Pichia pastoris, a nivel matraz,
se obtuvieron concentraciones de 2.3 mg/L. En este sistema se emple6 un
medio definido con 2% de glicerol hasta que el cultivo alcanz6 una densidad
de 5 x 107 células/mL, enseguida se cambi6 el medio por uno similar pero en
el que metanol al 0.5% remplazé al glicerol como tnica fuente de carbono,
manteniéndolo durante 200 h a una densidad de 1 x 108 células/mL por
dilucién periédica con medio fresco. Utilizando un sistema similar pero a
altas densidades celulares y en fermentadores, se obtuvieron concentraciones
de 0.4 g/L de HBsAg (Tab. I) lo cual representa concentraciones 200 veces mas
altas que las producidas en matraces 20,

En fermentaciones de lote alimentado, la produccién del factor de
necrosis tumoral (TNF) en una mutante Muts de Pichia pastoris con
multiples copias del cassette de expresidn integrado al genoma alcanz6
concentraciones finales de 6 a 10 g/L de medio (Tab. I). En cultives continuos
se observé una productividad volumétrica de 0.108 g/L-h2L.
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Con mutantes Mut* de copia sencilla y llevando a cabo
fermentaciones de lote alimentado se llegaron a obtener concentraciones de
lisozima c2 de 0.58 g/L. Al cambiar de lote alimentado a una etapa de cultivo
continuo durante aproximadamente 1 semana, se obtuvieron
concentraciones promedio de 0.35 g/L y productividades volumétricas de
1342 mg /L-h2,

Para llevar a cabo la produccién del fragmento C de la toxina tetinica
se utiliz6 una mutante Mut® conteniendo 14 copias del cassette de expresi6n,
y en fermentaciones de lote alimentado se alcanzé una produccién de 12 g/L

(23).

Tabla I. Niveles de produccién de proteinas recombinantes sintetizadas en
Pichia pastoris 19,

Proteina Produccién (E/ L)
Frag. C de toxina tetinica 12.0
Factor de necrosis tumoral 8.0
Interleucina humana 2 4.0
Albtimina sérica humana 40
Invertasa 2.5
Inhibidor de proteasas Kunitz 1.0
Anélogo de la apoproteina 0.8
Lisozima humana 0.7
Factor de crecimiento epidermico murino 045
Ag de superficie de Hepatitis B 0.3
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1.3. Hormona del Crecimiento Humano

La hormona del crecimiento humano (HGH) o somatotropina es un
polipéptido globular de 191 aminoé4cidos sin residuos de azticares, con un
peso molecular de 22 kDa. Tomando en cuenta el modelo tridimensional de
la hormona del crecimiento porcino (Fig. 7) se considera que la HGH est4
constituida por 4 hélices alfa antiparalelas. La molécula presenta dos enlaces

disulfuro que conectan la hélice 4 con el extremo carboxilo terminal de la

proteina, y la hélice 1 con la 424,

Figura 7.- Modelo tridimensional de la hormona del crecimiento porcino
(PGH). Se muestra la representacién en cilindros de las cuatro hélices alfa
que constituyen la proteina y los lazos que las unen. Se considera que la HGH
presenta una estructura tridimensional similar.

Entre las funciones importantes de la HGH se encuentra

principalmente su participacién en el crecimiento post-natal. La hormona
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del crecimiento actiia directamente sobre las células de los tejidos blanco, o
por medio de intermediarios de tipo hormonal, llamados somatomedinas
(Fig. 8) =.

La produccién de HGH en la hipéfisis es episfdica y esta regida por la
accién de dos hormonas hipotaldmicas, el factor liberador de la hormona del
crecimiento y la somatostatina. Mientras que el primero estimula su sintesis,
la segunda inhibe su liberacién. Los efectos catabélicos de la HGH incluyen:
incremento de la lip6lisis, oxidacién de los 4cidos grasos y transporte
disminuido de glucosa, lo cual provoca que se eleve la concentracién de
glucosa en sangre25. Los efectos anabélicos incluyen: incremento en el
transporte de aminoicidos con disminucién de su catabolismo y
estimulacién de la sintesis de ADN, ARN y proteinas a nivel hepitico 26. En

términos generales, se considera que el efecto neto de HGH y de las

somatomedinas es anabdlico Z7.
Célula

Pituitaria
anteriox
productoera

de somatomedinas

Célula
blanco

Figura 8.- Mecanismos de accién de HGH. Via a: La HGH liberada por la
hipéfisis actia indirectamente sobre los tejidos, induciendo a otras células
para que produzcan intermediarios llamados somatomedinas. Via b: La HGH
actia directamente sobre las células blanco. Via ¢: Las somatomedinas
ejercen su efecto sobre las células blanco 28,
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La importancia de HGH y su aplicacién en el 4rea biofarmacéutica se
refleja en los usos que ha tenido dicha hormona: Ha sido utilizada
exitosamente en el tratamiento del enanismo hipofisiario; remueve &cidos
grasos por lo que es empleada en el tratamiento de obesos, también mejora la
vascularizacién y promueve la ganancia de masa muscular en los ancianos;
es usada en el tratamiento de ulceras y fracturas 6seas y acelera la

regeneracion de tejidos dafiados 2°.

1.4.1 Sintesis de la Hormona del Crecimiento Humano Recombinante

(HGHr) en Escherichia coli

La HGHr fue sintetizada por primera vez en E. coli (2.4 mg/L de medio
de cultivo) por Goodel y colaboradores en 1979 bajo el control del promotor
lac 30. La secreci6n al periplasma de la bacteria fue lograda por Gray y cols.en
1985 , este sistema consistié en utilizar el ADNc de HGH en fusién con la
region que codifica para el péptido sefial del gen de la fosfatasa alcalina de E.
coli, logrando sintetizar 0.28 mg/L de la hormona de los cuales el 82% se
dirigi6 hacia el espacio peripldsmico3l. Becker y Hsiung en 1986 sintetizaron
15 mg/L de HGH al espacio periplismico gracias al péptido sefial de la
proteina de membrana externa (OMP) de E.coli2- Chang y cols., al fusionar el
ADNc de HGH a la regién que codifica para el péptido sefial de la
enterotoxina II de E. coli, utilizando el promotor de la fosfatasa alcalina de
esta misma bacteria sintetizaron 15.4 mg/L de HGH, de los cuales el 90% se
exporté al periplasma3. Kato y cols. en 1987 reportaron la sintesis de HGH y
su secreciéon al medio de cultivo, esto se realiz6 mediante el uso de un

plasmido hibrido kill-hGH. El gen kill expresa una proteina que
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permeabilizaba la membrana externa. La cantidad en que produjeron HGH
fue 20.5 mg/L, de los cuales 11.2 se secretaron al medio y 8.6 al periplasma 32 .
Hsiung y cols. en 1989 con el uso de la proteina liberadora de bacteriocina
permiti6 que la HGHr, la cual habia sido secretada al periplasma gracias a la
presencia del péptido sefial de OMP, fuera secretada al medio de cultivo con

una produccién de hasta 69.6 mg/L 33,

Tabla II. Produccion de HGHr en Escherichia coli

Investigador Produccién (mg /L) | Destino final
Gooddel y cols.(1979) 24 Citoplasma

Gray y cols.(1984) 0.28 Periplasma
Becker y cols.(1986) 15.0 Periplasma
Chang y cols.(1987) 15.4 Periplasma

Kato y cols.(1987) 20.5 Medio de cultivo
Hsiung y cols.(1989) 69.0 Medio de cultivo

En la Unidad de Laboratorios de Ingenieria y Expresién Genéticas
(U.L.LE.G.), Depto. de Bioquimica, Fac. de Medicina de la U.A.N.L. se llev6 a
cabo la produccién de la HGHr fusionada a la proteina de unién a maltosa
(HGH-MBPr) en Escherichia coli. Para ello se construyé el plasmido
pMalchGH22K (Fig. 9)¥4, el cual se introdujo en células de Escherichia coli
TB1. La biosintesis fue inducida con IPTG, el cual desreprime al promotor
Tac y permite que la transcripcién se lleve a cabo libremente. La produccién
fue citoplasmética debido a que el plasmido carecia de una regién codificante

para alguna secuencia sefial.
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Figura 9.- Mapa grafico del plismido pMalchGH22K. El ADNc de HGH se
encuentra clonado justo después del gen malE el cual codifica para la
proteina MBP, por lo que el resultado es la biosintesis de HGH-MBPr.
También se esquematizan las diferentes regiones del pldsmido: el gen que
confiere resistencia a ampicilina (amp r), el origen de replicacion (ColE1), el
gen lac Iq y el promotor Tac (P tac).

1.4.2 Sintesis de HGHr en Otros Hospederos

La HGH también ha sido producida en S. cerevisiae; Tokunaga y cols.
en 1985 reportaron de 1.4 a 4.7 moléculas por célula (2.5 a 8.5 mg/L)34.
Franchi y cols. en 1991 reportaron la produccién de HGH en Bacillus subtilis
y su liberacién al medio de cultivo con niveles de 35 mg/L 3.

Varios investigadores han reportado la sintesis de HGH en células de

mamifero, sin embargo los rendimientos obtenidos son muy bajo, (en el

orden de pg/L) 36,37,
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1.5 Optimacién empleando el Método Simplex Secuencial

Uno de los aspectos importantes en la produccién de proteinas
recombinantes, es el encontrar las condiciones de fermentacién que
permitan una produccién 6ptima de la proteina deseada. El método simplex
secuencial es un proceso de optimacién empirica que se puede aplicar
cuando la respuesta a optimar depende de factores continuos (cuantitativos).
La utilidad del método aumenta con el niimero de factores involucrados y
permite alcanzar el objetivo de manera eficiente.

La metodologia es sencilla, consiste en disefiar n + 1 ensayos iniciales
donde n es el niimero de factores que influyen en la respuesta a optimar. A
los factores seleccionados se les asignan dos niveles de acuerdo a la
informacion obtenida ya sea en ensayos previos o de la literatura. Con estos
niveles se disefia el primer grupo de ensayos en forma de un factorial
fraccionado y se llevan a cabo los ensayos de acuerdo a la matriz disefiada.
Después se identifica y se elimina el ensayo que produjo la peor respuesta, y
es disefiado un nuevo ensayo calculando los nuevos niveles para cada factor,
se realiza el nuevo ensayo, se identifica la peor respuesta y se contindan

disefiando ensayos hasta alcanzar la respuesta 6ptima 38, 39,



1.6 Objetivos

Tomando en cuenta la importancia que para nuestro pais tiene el
desarrollo de la nueva Biotecnologia practicamente aun inexistente a nivel
industrial, aunado a la importancia biofarmacéutica de HGH, y a la
disponibilidad del sistema de expresién de Pichia pastoris para producir

HGHr se plantearon los siguientes objetivos:

1.6.1 Objetivo General

Desarrollar clonas de Pichia pastoris que porten el ADNc de la
hormona del crecimiento humano, que sinteticen y secreten esta al medio de
cultivo y comparar su productividad con la de clonas de Escherichia coli-

portadoras del plasmido pMalchGH22K.

1.6.2 Objetivos especificos

1-. Transformar células de Escherichia coli con el plésmido pMalchGH22K

2-. Optimar la produccién de HGH-MBPr en E. coli

3-. Subclonar el ADNc de hGH en el vector de integracién pPIC9

4-. Transformar células de Pichia pastoris con el vector de integracién
construido (pPIC9hGH22K)

5-. Seleccionar la clona de Pichia pastoris sobreproductoras de HGHr

6-. Optimar la produccién de HGHr en Pichia pastoris

7-. Comparar la produccién de HGHr en ambos sistemas.



CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Area de Trabajo , Reactivos y Material Biolégico

El trabajo experimental se desarrollé en el laboratorio de Biotecnologia
de la Unidad de Laboratorios de Ingenieria y Expresién Genéticas (U.L.LE.G.),
del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina, de la U.A.N.L.,

Las enzimas de restriccion utilizadas fueron adquiridas de New
England Biolabs (NEB, Bevrly Ma, EUA) y Bethesda Research Laboratories
(BRL, Gaithersburg MD, EUA). Para las digestiones enziméticas realizadas, se
recurri6 a los amortiguadores y las recomendaciones sefaladas por los
proveedores.

Los reactivos para las diferentes soluciones provienen de Sigma
Chemical Co. (St Louis Mo, EUA), Merck de México (Monterrey, N.L.) y
Reactivos Monterrey (Monterrey, N.L.). El estuche de "Gene clean" se
adquiri6 de Bio-101 (La Jolla Ca, EUA). El pldsmido pMalchGH22K (14) y la
cepa TB1 de E. coli provienen de la coleccién de plasmidos y bacterias del
laboratorio de Biotecnologia de la U.L.LE.G., Depto. de Bioquimica, Fac. de
Medicina, de la U.A.N.L. El sistema de expresién de Pichia pastoris el cual
incluye la cepa G5115, GS115-Albtimina, G5115-8-Galactosidasa, la cepa de E.
coli TOP10F', vectores , iniciadores y otros, se adquirieron de Invitrogen

Corporation (San Diego Ca, EUA).



24

* 2.2 Equipo

Se utiliz6 un horno de microondas GoldStar modelo MA-857M (Seul,
Corea), microcentrifugas Eppendorf modelos 5402 y 5415, una fuente de
poder Biorad 200/2.0 (Nebraska, EUA), un agitador de tubos
Barntead /Termolyne modelo Maxi Mix (Bubuque, Iowa, EUA), una placa
agitadora con control de temperatura marca Corning modelo PC320 (N.Y.,
EUA), un ultracongelador marca So-Low Enviromental Equipment
(Cincinnati, Ohio, EUA) y una campana de flujo laminar marca Labconco
Corporation (K. C., Missouri, EUA), una béscula digital marca Sartorios
modelo 1206MP (Camibh Goéttingen Germany), un evaporador y
concentrador marca Labonco Corporation modelo 78100-00 (K. C., Missouri,
EUA).

El procesamiento de datos fue realizado en una computadora modelo;
Power Macintosh 6100/66 (Apple Computer, Inc.; Cupertino California.
EUA).

El procesador de texto utilizado fue; Microsoft Word versién 5.1a (©
1987-1992 Microsoft Corporation), procesadores de gréificos Microsft
PowerPoint Versién 3.0 (© 1987-1992 Microsoft Corporation), Adobe
Photoshop Limited Edition 2.5.1 (© 1989-1993 Adobe Systems Incorporated) y
UMAX Scan (© 1990-1991 UMAX Scanner Driver, Impact Research Inc.).

Los programas computacionales de Biologia Molecular fueron;
Amplify version 1.2b (Bill Engels ©1992 University of Wisconsin Genetics
M. Madison, Wi. EUA), DNA Strider ™ 1.1 (© Ch. Marck and C.E.A 1989
Service de Biochimie-Départemet de Biologie-Institut de Recherche

Fondamentale-CEA-FRANCE), Oligo versién 4.0 (© 1992, Plymouth, Mn,
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EUA), MacPlasmap versién 1.82 (© 1988-1990 Jingdong Liu, Biology
Department, University of Utah, Salt Lake City, UT 84112. EUA).

2.3 Métodos

El trabajo experimental se divide en 2 fases:
1) En la primera se llevaron a cabo las etapas experimentales para la
produccién de HGH-MBPr en Escherichia coli (Fig. 9) las cuales son las
siguientes:
a) Transformacién de E. coli TB1 con el plismido pMalchGH22K
b) Caracterizacién molecular de la clona obtenida
¢) Fermentaciones
d) Andlisis de proteinas
¢) Optimacién de la produccién de HGH-MBPr.

plasmido
pMalchGH22K

l

C Pl Transformacion de E coll
aracterizacion .
molecular clona recombinante

1

Fermentaciones |- | Andlisis de

proteinas
Optimacién de
la produccién -

Figura 9.- Representacién esquemdtica de la fase I. Etapa en la cual se llevé a
cabo la biosintesis de HGH-MBPr en Escherichia coli .
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2) En la segunda fase se llevaron a cabo las etapas experimentales para la

produccién de HGHr en Pichia pastoris (Fig. 10)

a) Construccién del pldsmido pPICO9hGH22K

b) Transformecién de E. coli TOP10F'

c) Andlisis de clonas obtenidas

d) Aislamiento del ADN plasmidico a gran escala de una de las clonas
identificadas

e) Transformacién de Pichia pastoris

f) Seleccién de la clona productora de HGHr mediante fermentacién y
andlisis de proteinas en el medio de cultivo.

g) Optimacioén de la produccién de HGHr.

Construccion del Propagacion y
: aislamiento de ADN
plasmido pPIC3hGH22k plasmidico a gran escala
Transformacion de Transformaciénde || A:ﬂsslesl (g’:r?é?iggs
. . Pichia pastons
Escherichia coli (PCR)
- 1 l Selecién de clona
Fermentacion | —™ | sobreproductora
Identificacion de ia de clonas
clona y caracterizacién
con endonucleasas l
— Optimacioén de la
AnAlisis de .
roduccién con la clona
| P
proteinas sobreproductora

Figura 10.- Representacién esquemdtica de la fase II. Etapas experimentales de
la biosintesis de HGHr en Pichia pastoris .
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2.3.1 Biosintesis de HGH-MBPr en Escherichia coli
2.3.1.1 Transformacién de Escherichia coli TB1 con pMalchGH22K

Utilizando bacterias calcio-competentes (E. coli TB1), las cuales se
prepararon de acuerdo al protocolo descrito por Sambrook 4, se llev6 a cabo
la transformacién con el plismido pMalchGH22K 14 segiin se describe a
continuacién. En un tubo de microcentrifuga conteniendo 50pL de bacterias
E. coli TB1 calcio-competentes se afiadieron 10 ng del pladsmido se colocé en
hielo por 30 min con agitacién ocasional. Posteriormente se realizé6 un
choque de calor a 37°C por 2 min, se incub6 nuevamente en hielo por 10
minutos y se afiadieron 300 pL de caldo Luria-Bertani (LB Anexo 1). Se
incub6 a 37°C por 1 h con agitacién suave, para que las bacterias se
recuperaran y comenzaran a expresar el gen de resistencia. Luego las bacterias
se distribuyeron en una caja de Petri con agar LB con ampicilina (100 pg/mL)
y se incubaron a 37°C, hasta observar colonias (12-16 h).

La identidad de la clona transformada se aseguré llevando a cabo el
siguiente procedimiento: Se tomé una colonia de la placa de transformacién,
se inocul6 en un tubo con caldo LB con ampicilina (100 pg/mL) y se incubé
durante 18h a 37°C con agitacién a 250 rpm. Posteriormente se realizé
extraccién de ADN plasmidico por minipreparacién por lisis alcalina 49,
Empleando 1 pg del ADN plasmidico con calidad de 1.6 (lectura a 260 nm/
lectura a 280 nm), se realiz6 una digestién doble con las endonucleasas Xba I
yHin d III para una caracterizacién parcial. El volumen final de reaccién fue
de 10 pL, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, se tifi6 con
una solucién de bromuro de etidio (2 mg/mL) durante 5 min y se

observaron los fragmentos en el transiluminador de luz UV (Foto/Phoresis
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I, Fotodyne, EUA). Una vez obtenidos los fragmentos esperados de la
digestién anterior se rea)izé aislamiento de ADN plasmidico a gran escala
empleando gradiente de densidad en cloruro de cesio 4! a partir de la colonia
previamente analizada. Empleando el ADN plasmidico de gran escala se
realizé la caracterizacién del plasmido pMalchGH22K con endonucleasas
diagnésticas; en cada reaccién se digirieron 3 ug de ADN plasmidico con una
calidad de 1.79 en un volumen final de reaccién de 20 pL, de los cuales se
emplearon 4 pL para llevar a cabo una electroforesis en gel de agarosa al
0.8%, tincion con bromuro de etidio y el empleo de un transiluminador para
observar los fragmentos. La cuantificacién del ADN asi como la obtencién
del pardmetro de calidad del mismo, se realizaron de acuerdo al protocolo
descrito por Sambrook y cols 49,

La caracterizacién del plismido pMalchGH22K se basé en el andlisis
computacional pricticado a su secuencia nucleotidica con el programa DNA
Strider (Anexo 2). Las enzimas empleadas para la caracterizacién, asi como

los fragmentos te6ricos obtenidos se muestran en la tabla III.

Tabla III. Enzimas empleadas para la caracterizacién de pMalchGH22K
y fragmentos teé6ricos obtenidos

Di§esti6n (enzimas) Fragentos (gb)
Xba 1+ Hind III 6113 y 572

Bam HI+ Hind III | 6077 y 608

Pou 11 2682, 1678, 1612, 497,123y 93
Apa LI 2826, 1285, 1246, 830 y 498
Hind I 6681
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2.3.1.2 Fermentacién con Escherichia coli Recombinante

Una de las colonias de Escherichia coli recombinante previamente
caracterizada fue propagada en un tubo con 5 mL de caldo LB con ampicilina
(100 pg/mL) a 37°C en agitacién a 250 rpm durante 18 h. De este cultivo se
inocularon 25 mL de medio LB con ampicilina (100 pg/mL) en un matraz de
250 mL para dar una densidad éptica (DOggp) inicial de entre 0.02 y 0.03. Se
incubé a 37°C en agitacion a 250 rpm hasta alcanzar una DOggo de 0.5, y
enseguida se afiadié el inductor (IPTG) a una concentracién final de 0.3 mM.
Posteriormente se siguié incubando a las mismas condiciones y se tomaron
dos alicuotas de 1 mL a las 2 h de induccién, para llevar a cabo el anilisis de

proteinas.

2.3.1.3. Analisis de Proteinas del Paquete Celular

El anilisis de proteinas se realizé del paquete celular debido a que en
este sistema de expresi6n, la proteina recombinante (HGH-MBPr) no es
secretada, sino que permanece en el citoplasma de la bacteria. El paquete
celular se obtuvo por centrifugacién a 16000 g (14000 rpm centrifuga
Eppendorf 5402) por 3 min, de las alicuotas tomadas en el paso anterior.
Posteriormente se evaluaron la concentracién de proteinas utilizando el
método de Bradford 42 y el porcentaje de HGH-MBPr, el cual se determiné
por densitometria de geles de poliacrilamida al 12% tefiidos con azul de

Coomassie.



2.3.1.3.1 Determinacién de Proteinas Totales

Para la determinacién de proteinas las bacterias fueron sometidas a
lisis de la siguiente manera: Los paquetes celulares de alicuotas de 1 mL de
medio de cultivo se resuspendieron en 50 pL de amortiguador de lisis
(NagHPO4 10 mM, NaCl 30mM, Tween 20 0.25 %v/v, 8-mercaptoetanol 10
mM, EDTA 10 mM, pH=7), para muestras de células no inducidas y en 200 puL
para células inducidas. Posteriormente fueron congeladas en nitrégeno
liquido y descongeladas en un bafio de agua a 37°C por 2 min Este proceso de
congelacién-descongelacién se repiti6 4 veces para asegurar una lisis
completa. Empleando alicuotas de 5 a 10 pL de la suspensién del lisado se
determinaron proteinas por el método de Bradford 42, empleando un
espectrofotémetro (Beckman DU-70) para determinar la absorbancia a 595
nm que se presenta por la unién del azul brillante de Coomassie a las
proteinas. Se realizaron curvas de calibracién con estdndares de alblimina de
suero bovino (ASB, Sigma) en un intervalo de concentracién de 1 a 17
ug/mL. Tanto las muestras como los estdndares fueron preparados por
duplicado. La concentracién de las muestras se estimaron interpolando los
valores de absorbancia en la curva de calibracién con apoyo del programa

computacional Microsoft Excel.

2.3.1.3.2 Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Sodio
(SDS-PAGE) y Densitometria

Los paquetes celulares de alicuotas de 1 mL de medio de cultivo se

resuspendieron en 200 pL de solucién amortiguadora de SDS-PAGE.
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Posteriormente se calentaron a 100°C durante 10 minutos. La separacion de
proteinas se realizé por electroforesis en gel discontinuo de poliacrilamida
(gel separador al 12 % y un gel concentrador de acrilamida al 4%) en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se aplicé un voltaje inicial de 80
V hasta que el colorante penetr6 en el gel concentrador aproximadamente 1
cm, y luego se increment6 este a 140 V, se mantuvo la electroforesis hasta
que el colorante lleg6 al gel separador y finalmente se increment6 a 180 V
salié del gel (14 cm x 17 em x 0.1 em). Se desensamblaron los vidrios que
contenian el gel y éste se colocé en un contenedor de vidrio con solucién
fijadora (metanol 50%v/v, dcido acético 10%v/v en agua desionizada) para
luego sometetlo a agitacion a 40 rpm durante 1 hora. Después se retiré la
solucion fijadora y se anadié la solucién colorante de Coomassie (Azul
brillante de Coomassie 0.5%p/v, metanol 50%v/v, 4cido acético 10%v/v, en
agua desionizada) y se agité a 40 rpm durante 25 minutos, se retiré la
solucién colorante y se afiadié solucién decolorante (metanol 5%v/v, acido
acético 7%v /v, en agua desionizada) agitando a 40 rpm durante 1 hora. El gel
se continué decolorando con cambios periédicos de la solucién decolorante,
hasta que se observaron bandas azules de proteinas en un fondo claro del
gel 43,

El porcentaje relativo de HGH-MBPr en los extractos celulares se
determiné por densitometria en gel, basdndose en la medicién de la
intensidad del color de las bandas obtenidas. El equipo empleado fue un
densitémetro Zeineh Soft Laser (Scanning Densitometer, Model SLR-2D/ID,
Biomed Instruments, Inc.) con Zeineh programs Universal Software
(Advanced American Biotechnology Biomed VGA Programs). El programa
empleado para inicio de la sesién fue el “Laser 1D Scanning Main Program”.

Se determiné la longitud de los carriles del gel para indicar la distancia a
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registrar. El equipo se calibr ajustando la densidad 6ptica a 0 de absorbancia
acomodando el laser en medio de dos carriles (blanco), donde no habia
proteinas (para ello se emplea el botén "ZERO" en el equipo "Zeineh Soft
Laser Densitometer"). Posteriormente se ajusté el 100 de absorbancia con el
botén "GAIN", colocando el haz de luz sobre la banda més intensa del carril,
(se recomienda que en lugar de 100 se ajuste de 80 a 90 para evitar problemas
en caso de que exista una banda més intensa de la que se ha considerado).
Para realizar las lecturas se ubica el laser al inicio del carril y se escoge la
opcién "Scan and Save Report” en el meni. Al realizar esta operacién el
laser automaticamente pasa a lo largo del carril donde se acomodé, registra la
inensidades de las bandas y despliega un reporte (densitograma, con los
valores de areas y porcentajes relativos de cada uno de los picos), los datos se
graban en el programa "Expanded and View Process 1 Data”, en el cual se

pueden procesar los datos e imprimir los resultados y densitogramas.

2.3.1.3.3 Inmunodeteccién de la HGH-MBPr por "Western blot"

Se realizé un andlisis por SDS-PAGE bajo las mismas condiciones
descritas en el apartado anterior. Posteriormente se llevé a cabo la
electrotransferencia a una membrana de nitrocelulosa (0.45 micrones Bio-
rad) por 3 h a 100 V, ésta se incub6 1 h con agitacién a 40 rpm en solucién de
bloqueo (Tween 20 al 0.3 % v/v, albimina de suero bovino al 0.3 % p/v en
PBS) para bloquear las 4reas libres de proteina en la membrana.

Como primer anticuerpo se empleé un antisuero anti-HGH
desarrollado en conejo (Sigma) en una dilucién 1:1000 en 1 % de solucién de

bloqueo en PBS. Este se incub6 toda la noche a 4°C. Posteriormente se
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hicieron 3 lavados de 15 min con agitacién moderada con Tween 20 al 0.3 %
en PBS. Como segundo anticuerpo se empleé un anti-IgG de conejo
desarrollado en cabra (Sigma) en una dilucién 1:1000 en 1 % de solucién de
bloqueo en PBS. Se incubé 1 h a temperatura ambiente y se realizaron tres
lavados de 15 min con agitacién moderada con tween 20 al 0.3 % en PBS.
Para el revelado se emplearon 10 mL de la mezcla de sustratos cromogénicos
que contenia 66 pL de nitroazul de tetrazolio (NBT) al 5 % p/v y 33 uL de
fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indol (BCIP) al 5 % p/v en amortiguador
fosfato-alcalino (NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM, Tris-HCI 100 mM pH=9.5). Se
afiadié a la membrana y se agit6 moderadamente hasta la aparicién de las

bandas de interés (10 min aproximadamente).

2.3.1.4 Optimaci6n de la Produccién de HGH-MBPr en E. coli

Esta etapa experimental consistié en optimar las condiciones de
fermentacién para mejorar la produccion de HGH-MBPr sintetizada por
Escherichia coli. Para ello se empleé el método simplex secuencial basico38 39
el cual es un método matemdtico para dirigirse r4dpidamente al punto
6ptimo determinado por la combinacién de los valores de los factores
considerados para la optimacién.

Las factores empleadas para la optimicién fueron:

a) Densidad 6ptica al inicio de la induccién (D.O.)
b) Concentracién de Inductor (IPTG)
¢) Concentracién de glucosa en el medio de cultivo (% Glc)

d) Tiempo de induccién (T.1.)
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El indicador para la optimacién fue la produccién de HGH-MBPr, la
cual se obtuvo a partir del porcentaje de HGH-MBPr, determinada por
densitometria de geles y la concentracién de proteinas (mg/L) determinada
por el método de Bradford 42. De esta manera el resultado obtenido se
expres6 en mg de HGH-MBPr/L de medio de cultivo.

De acuerdo al método simplex, el mimero de ensayos iniciales debe ser
de n+1, siendo n el niimero de factores empleados. Debido a que durante esta
optimacién se emplearon 4 factores, el nimero de ensayos iniciales fueron 5.
La combinacién de los valores de los factores para cada uno de los cinco
ensayos iniciales se decidi6 segiin un disefio matricial propuesto por el

método simplex tal y como se indica en la tabla IV

Tabla IV. Diseiio matricial para cuatro factores propuesto por el método
simplex secuencial

Ensayo X1 X2 X3 X4
1 bajo bajo bajo bajo
2 alto bajo bajo alto
3 bajo alto bajo alto
4 alto alto bajo bajo
5 bajo bajo alto alto

Posteriormente se fijaron valores altos y bajos para cada una de los factores
de acuerdo a la informscién obtenida de la literatura y estudios de influencia
de factores que afectan las fermentaciones 44, tomando en cuenta también
ensayos preliminares realizados , por lo tanto los cinco ensayos iniciales

fueron los siguientes:



Tabla V. Valores de factores de los 5 ensayos iniciales

Ensayo | D.O. [IPTG] | %Gle | T.IL (h) | Resultado
1 0.4 0.3 0 2 R1
2 0.8 0.3 0 5 R2
3 0.4 1 0 5 R3
4 0.8 1 0 2 R4
5 04 0.3 0.2 5 R5

De acuerdo a los resultados obtenidos para cada uno de los cinco ensayos
realizados, se descarté el niimero adecuado de ensayos de acuerdo al
siguiente procedimiento: En una lista se ordena de menor a mayor el valor
del pardmetro a optimar, obtenido de los ensayos iniciales, en este caso la
produccién de HGH-MBPr (por ejemplo: R3<R5<R2<R1<R4). Al primer
valor de la lista (R3) se le considera como el peor resultado, enseguida se
obtiene el promedio de los valores restantes (R1+R2+R4+R5/4=RX).
Posteriormente se calcula la diferencia entre el resultado mds bajo y el
promedio de los restantes (RX-R3=A). Esta misma metodologia se continva
aplicando solo que en el siguiente paso se considera como peores ensayos los
primeros dos de la lista (R3 y R5), se obtiene el promedio de sus respuestas
(R3+R5/2=RY) y se resta al promedio de los deméis experimentos
([R1+R2+R4/3}-RY=B). En el siguiente paso se agrupan los primeros tres
resultados como los peores (R3, R5 y R2) y los demds como los mejores (R1 y
R4), se obtienen los promedios y la diferencia entre éstos (C) y asi
sucesivamente. Finalmente, aquella combinacién que produzca la maxima
diferencia entre el promedio de cada uno de los dos grupos, peores y mejores,
identifica al ensayo (s) que debe (n) descartarse (ejemplo: si A>B y C, se
elimina R3, y si B>A y C, se elimina R3 y R5). Posteriormente se calculan los

valores de las variables para el nuevo o los nuevos ensayos.
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Realizando el proceso anterior se llevaron a cabo un total de 14
ensayos (tabla XIII, Capitulo 3) distribuidos en 5 etapas. En cada etapa se
realizé un ensayo control (un ensayo de una etapa anterior) para descartar el
efecto de variables no contempladas. Las condiciones empleadas para cada
ensayo, as{ como los pardmetros evaluados y el resultado o indicador para la

optimacién se observan en la tabla XIII en la seccién de resultados.

2.3.2 Biosintesis de HGHr en Pichia pastoris

2.3.2.1. Construccién del Vector pPICO9hGH22K

Para llevar a cabo la construcién del vector pPIC9hGH22K se llevaron

a cabo una serie de pasos los cuales se esquematizan en la figura 12

Piasmidos Transformacion Aislamiento de
PPICS y pJT y propagacién |:> ADN plasmidico
Gel preparativo y purificacién de <:| g;l'g: &?op?"g'm”

los fragmentos por "Geneciean pJT (Xba I, Sma I)

Y

Ligacidn de . Anélisis de

fragmentos y Transformacion las clonas
| adaptador en E. coli

- obtenidas

Figura 12.- Estrategia experimental para llevar a cabo la construccién del
vector pPIC9hGH22K.
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El ADNc de hGH se obtuvo del corte Xba I-Sma I del plasmido pJT, en
un fragmento de 563 pb (Anexo 3) portador de los codones 8 al 191 de la
hormona madura (Fig. 13). Por otra parte el plasmido pPIC9, el cual contiene
las secuencias necesarias para la integracién, expresion y secrecién del
producto recombinante en P. pastoris , fue hidrolizado por las enzimas
Xho 1-Sna BI, eliminando 11 nucle6tidos del extremo 3' de la secuencia sefial
(factor alfa de S. cerevisige) (Fig. 14). Para restaurar ambas secuencias
eliminadas (11 nucleétidos de la secuencia sefial de pPIC9 y 19 nucleétidos de
la secuencia codificante para HGH madura), se emple6 un adaptador
sintético (Fig. 15). El fragmento de 563 pb obtenido de pJT, el plasmido pPIC9
digerido con Xho 1y Sna Bl y el adaptador sintético se pusieron en una
misma reaccién de ligacién (Fig. 16), con una alicuota de la cual se
transformaron células de E. coli. Posteriormente se realizé un andlisis de las

clonas para detectar las portadoras del plasmido pPICShGH22K.

ADNec de hGH

ol codones 8 al 191
CTAGACT...
Xbal |TGA...

+ 563pb
, Smal c
] —
Vector

Pvull

Figura 13.- Representacién esquematica del corte preparativo de pJT. Se
presenta la estructura de pJT con sus elementos mas importantes y los
productos obtenidos después de la digestién con las enzimas Xba I-Sma L.



parte de la
sec. sefial

sitio de
policlonacién

— |CTTTTCT

GAGGCTGAAGCTTAC
CTCCGACTTCGAATG

Fragmento que se pierde

Xhol SnaBl

—

pPIC8+Xhol+SnaBl

Fragmento utilizado en
la construccién

Figura 14.- Representacién esquemadtica del corte preparativo de pPIC9. Se
presenta la estructura de pPIC9 con sus elementos mds importantes y los
productos obtenidos después de la digestion con las endonucleasas Xho I'y

Sna BI

TCGAGAAAAGATTCCCAACCATTCCCTTAT

Oligonucledtido 1

CTTTTCTAAGGGTTGGTAAGGGAATAGTTC
Oligonucledtido 2

* alineamiento

Adaptador sintético

TCGAGAAAAGA
CTTTTCT

TTCCCAACCATTCCCTTAT

AAGGGTTGGTAAGGGAATAGTTC |

A)

B)

A)Porcién eliminada con el
corte de pPICY9 con Xho I y Sna BI

B)Porcién eliminada con el
corte de pJT con Xba I y Sma I

Figura 15.- Secuencia nucleotidica del adaptador sintético empleado para la
construccién de pPIC9hGH22K. Se indican las secuencias recuperadas al
realizarse la ligacién de éste con los fragmentos procedentes de pPIC9 y p]T.
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g L

adaptador ‘
sintético
Xba f Smaf
— hGH
I
Xhot x'm Smai
I—|| |
sa0x1  |s ]| naH | Hiss
pPICShGH22K
3°A0X1

Figura 16.- Estrategia de construccién del vector pPIC9hGH22K para sintesis
de HGHr en P. pastoris. El ADNc de HGH se obtuvo del plasmido p]T
realizando cortes con las endonucleasas Xba Iy Sma I. Con este corte se
pierde una pequefia regién del ADNc de HGH. El vector pPIC9 portando los
elementos para la expresién en P, pastoris fue cortado con las endonucleasas
Xho 1y Sna BI, perdiendo de esta manera una pequefia porcién
correspondiente a la secuencia senal del plismido (factor alfa de S.
cerevisiae). Las porciones eliminadas del ADNc de hGH y la secuencia sefial
se recuperaron con la ligacién de estos dos fragmentos con un adaptador
sintético que es compatible con Xho I en uno de sus extremos y con Xba I en
el otro.

2.3.2.1.1 Preparacién de los Plasmidos pPIC9 y pJT

Células calcio-competentes de E. coli TOP 10F' (Invitrogen, Co. San
Diego Ca, EUA) fueron transformadas con los pldsmidos pPIC9 y pJT. La

preparacién de bacterias calcio-competentes asi como la transformacién se
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realizaron de acuerdo a los protocolos descritos por Sambrook y cols 40,
Posteriormente se levantaron colonias de bacterias portando el pldsmido
pPIC9 o pJT y se cultivaron en 1L de caldo LB para después realizar
aislamiento de ADN plasmidico a gran escala utilizando ultracentrifugacién
en gradiente de densidad de cloruro de cesio 41, De esta manera se obtuvo
una fuente de pldsmido de buena calidad para llevar a cabo la construccién

del plésmido pPICShGH22K.

2.3.2.1.2 Preparacion de Fragmentos para Ligacion

La digestién de pJT con la enzima Xba I se llevé a cabo tal como indica

la tabla VI

Tabla V1. Mezcla de reaccién de la digestion preparativa de p]T con la
endonucleasa Xba .

Reactivo Volumen (uL)
Xba1(10U/uL) 2
Buffer 10 X 5
ASB 10 X 5
ADN (pJT 600 ng/pL) 13
Agua Milli-Q 25
Volumen total 50

La reaccién se efectué a 37°C durante 5 h y después se agregaron 2 pL
de la endonucleasa Sma I (10 U/pL) y se incubé durante toda la noche a 25°C.
La digestién pPIC9 con las endonucleasas Xho Iy Sna BI se realizé de

la siguiente manera: primero se llevé a cabo el corte con la enzima Sna Bl
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incubando a 37°C por 5 h la mezcla de reaccién descrita en la tabla VII
Posteriormente se agregaron 2 pL de la endonucleasa Xho I (10 U/pL) y se
incub6 durante toda la noche a 37°C.

Tabla VII. Mezcla de reaccién de la digestién preparativa de pPIC9.

Reactivo I Volumen (uL)
Sna BI (4 U/pL) 5
Buffer 10 X 5
ASB 10 X 5
ADN (pPIC9 800 ng/pL) 15
Agua Milli-Q 20
Volumen total 50

El éxito de las digestiones se verificé por andlisis de alicuotas de 1 puL
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Una vez concluidas las
digestiones preparativas antes mencionadas, se llevd a cabo la electroforesis
preparativa en gel de agarosa al 1% con 25 pL de cada reaccién de digestion y
se realiz6 una tincién con bromuro de etidio (2 pg/mL en TBE). Los
fragmentos de 563 pb de la digestion de pJT con Xba Iy Sma I 'y de 7996 pb de
la digesti6én de pPIC9 con Xho 1'y Sna BI, fueron recuperados del gel cortando
las bandas correspondientes con ayuda de un bisturi. Estos se extrajeron de la
matriz de agarosa utilizando la técnica de "Geneclean" (The Geneclean II Kit
Bio 101, Inc. Ca, EUA) y se almacenaron en amortiguador TE a -20°C hasta su
empleo. El adaptador sintético empleado se construy6 a partir de
oligonucleétidos sintéticos complementarios que fueron proporcionados en
cadena sencilla por el Laboratorio de Quimica Biomolecular de la UL.LE.G,,
Depto. de Bioquimica, Fac. de Medicina de la U.A.N.L. donde se empleé un

sintetizador Oligo-1000 (Beckman) para su sintesis. Previo a la reaccion de
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ligacién éstos fueron apareados por complementariedad de bases de la
siguiente manera: Se llevé a cabo la mezcla conteniendo: 5 pL de
amortiguador TE 10X, 3.3 uL de NaCl 150 mM, 21 pL del oligonucleétido 1
(0.74 uM) y 21 pL del oligonucleétido 2 (0.70 pM), dando lugar una solucién
de NaCl 10 mM, Tris-HCI 10 mM, y EDTA 1 mM, se calent6 la mezcla a 80°C
por 5 minutos, se dejé enfriar lentamente hasta alcanzar temperatura

ambiente y se almacené a -20°C hasta su uso.

2.3.2.1.3 Reaccién de Ligacién

La reaccién de ligacién se llevé a cabo en una proporcién molar 1: 8 :
40 (fragmento de 7996 pb : fragmento de 563 pb : Adaptador 30 pb), realizando

una mezcla como se indica en la tabla VIII.

Tabla VIII. Mezcla de reaccién de ligacién.

Reactivo Volumen (pL)
Fragmento de 7996 pb (100 ng/puL) 2

Fragmento de 563 pb (60 ng/pL) 2
Adaptador sintético 30 pb (5 ng/pL) 6
Buffer de ligasa 5 X 4
Ligasa 40 U/pL 3
H20 Milli-Q 3
Volumen total 20

Después de realizar esta mezcla se incub6 durante toda la noche a 16°C
y se corrobor6 la ligacién mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%,

para visualizar la ausencia de los fragmentos de ligacién (7996 y 563 pb) y la
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presencia de bandas de mayor peso molecular. Posteriormente se llevé a cabo
la transformacién de E. coli TOP 10F' con una alicuota de 5 UL de producto de

ligacién usando bacterias calcio-competentes.

2.3.2.1.4. Anilisis y Seleccién de Clonas Portadoras de pPICShGH22K

De las colonias obtenidas de la transformacién (resistentes a
ampicilina) se levantaron 20 para su inoculacién individual en tubos con 4
mL de caldo LB con ampicilina (100 pg/mL). Se incubaron a 37°C y a 250 rpm
durante 18 h. Posteriormente se tomaron 2 mL de cada cultivo y se realiz
aislamiento de ADN plasmidico a pequefia escala (minipreparacién) de
acuerdo al método descrito por Sambrook y cols49, El ADN plasmidico
aislado de cada una de las clonas fue tratado con la endonucleasa Xba I, para
detectar el plasmido pPIC9hGH22K, el cual deberia presentar fragmentos
especificos de 7210 y 1377 pb, debido a que dicha enzima corta en los
posiciones 1222 y 2599 (Anexo 4). Se realiz electroforesis en gel de agarosa al
0.8% para analizar las digestiones. Las clonas que mostraron el patrén
esperado fueron caracterizadas mas exhaustivamente, realizando digestiones
con cada una de las siguientes endonucleasas: Xho I, Xho I+Eco RI, Xba I,
Pou Il 'y Bgl II. Los fragmentos tedricos segin el andlisis computacional
empleando el programa DNA Strider, alimentado con la secuencia del

plasmido pPICShGH22K, se muestran en la tabla IX.
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Tabla IX. Endonucleasas empleadas para llevar a cabo la caracterizacién de

pPICShGH22K.
Enzima (s) Fra gmento
Xho 1 8587 pb
Xho I+Eco RI 7990y 597 pb
Xba 1 7210y 1377 pb
Pou 1I 4875, 2948, 497y 267 pb
Bgl 11 4574, 2403 y 1610 pb

Se seleccion6é una de las clonas que present6 el patrén de restriccion
esperado y se realizé preparacién ADN plasmidico a gran escala utilizando
ultracentrifugacién en gradiente de densidad de cloruro de cesio4l. De esta
manera se obtuvo una fuente de pldésmido de buena calidad para llevar acabo

la transformacién de Pichia pastoris.

2.3.2.2 Transformacién de Pichia pastoris

Una vez asegurada la identidad del vector pPIC9hGH22K, se
realizaron digestiones para linearizar el plismido con las endonucleasas Sac I
y Stu I y de esta manera llevar a cabo la transformacién. El plasmido
linearizado con Sac I favorece la insercién génica en el locus AOX1 y el
plasmido linearizado con Stu I favorece la insercién génica en el locus
his4 17, Las células de Pichia pastoris GS115 fueron transformadas por
electroporacién4> con los plismidos linearizados como se describe a
continuacién: las células de Pichia pastoris se cultivaron en 50 mL de caldo

YPD (Anexo 1) a 30°C y 250 rpm hasta llegar a la fase logaritmica tardia
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{DOg00=2.0). Luego se centrifug6 a 5000 rpm por 5 min (Centrifuga [EC Centra
MP4R Rotor 854) para obtener el paquete celular, el cual se lavé 2 veces,
primero con 25 mL de Agua Milli-Q estéril y después con 2 mL de sorbitol 1
M estéril y se resuspendié en 0.5 mL del mismo (DOgpp=200). Se mezclaron
20 uL de esta suspensién celular con 5 pL del ADN lineal (50 ng/uL), se
transfiri6 a las microcdmaras de electroporacién de 0.15 cm y se llevé a cabo
la electroporacién con un pulso de 400 V, 10 uF y un campo de fuerza de
2666.6 V/cm. Se tomaron 10 pL de la mezcla de electroporacién y se le
afiadiron 0.5 pL de sorbitol 1M estéril. Posteriormente se distribuyé el
contenido del tubo Eppendorf en placas con medio MD (medio minimo con
dextrosa, Anexo 1) y se incub6 a 30°C hasta la aparicién de las colonias (3-6
dias). Ya que el medio MD carece de histidina, solamente crecen las
levaduras que hayan integrado el pldsmido en su genoma y que por lo tanto
son capaces de sintetizar histidina (His*). Posteriormente se levantaron
colonias de ambas preparaciones y se llevaron a conservacién para su
posterior analisis.

Las clonas resultantes de la transformacién con ambas preparaciones
(digestiones con Sac 1 y Stu 1) se cultivaron en tubos con 4 mL de caldo
YPD (Anexo 1) durante 48 h a 30°C y agitacién a 250 rpm. Posteriormente se
obtuvo la pastilla celular por centifugacién a 16000 g (14000 rpm centrifuga
Eppendorf 5402) durante 5 minutos, se resuspendi6 en YPD con 15% cie
glicerol en un volumen tal que tuviera una DOggo de entre 50 y 100, se

llevaron a congelacién répida en N2 liquido y se almacenaron a -70°C1¢,



2.3.2.3 Caracterizacién de Clonas Recombinantes de P. pastoris

Se seleccionaron cuatro clonas al azar, dos por cada una de las
transformaciones (ADNs digeridos con Sac I y Stu I). Cada una de las clonas
fueron inoculadas del medio de conservacién (viales con 15 % de glicerol a
-70°C) a placas con agar YPD (Anexo 1), llevando a cabo una estria en tres
campos con el fin de obtener colonias aisladas. Como ya se mencioné las
fermentaciones con P. pastoris recombinante se dividen en dos fases, la fase
de crecimiento celular y la fase de induccién o produccién de la proteina
recombinante. A partir de colonias aisladas se inocularon 4 matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 25 mL de medio BMG (Anexo 1) y se incubaron a
30°C en agitacion (250 rpm) hasta alcanzar una DOggp de 4.0. Con 3.125 mL de
este cultivo propagado se inocularon 22 mL de medio BMG contenidos en
un matraz Erlenmeyer de 250 mL para alcanzar una DOgqp inicial de 0.5, se
incub6é a las mismas condiciones hasta alcanzar una DOgQ(Q de 1.0.
Posteriormente se elimind el medio BMG por centrifugacién (5000 rpm 5
min, centrifuga IEC Centra MP4R Rotor 854) y se resuspendié en 25 mL de
medio BMM (Anexo 1). Se continué la incubacién a 30°C y 250 rpm durante
150 h y de esta manera se inici6 la etapa de induccién o produccién de la
proteina recombinante. Se afiadié 125 puL de metanol cada 24 h para
compensar la pérdida por evaporacién. Posteriormente se reliz6 SDS-PAGE e
inmunodeteccién por la técnica de "Western blot" de HGHr del medio de

cultivo libre de células, para determinar la identidad de la misma.
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2.3.2.3.1 SDS-PAGE e Inmunodeteccién de HGHr

Debido a que en este sistema el producto es secretado al medio de
cultivo, se realiz6 anilisis de proteinas del medio de cultivo, el cual fue
dializado contra agua Milli-Q antes del anlisis. Las bolsas de diilisis con 25
mL de medio permanecieron en un vaso de precipitados con 4 L de agua fria
durante 1.5 h, con agitacién moderada y se realizaron dos cambios méis del
agua Milli-Q. El medio dializado se concentré de la siguiente manera: Se
agregaron cuatro volumenes de una solucién metanol:acetona (1:1), se dej6 a
-20°C toda la noche, se centrifug6 10 min a 10000 rpm (8400 g , centrifuga [EC
Centra MP4R, rotor 854), se eliminé el sobrenadante y se sec6 al vacio el
paquete de proteinas. El paquete se resuspendi6é en 1/20 de su volumen
original de buffer SDS-PAGE, se calent6 durante 10 min a 100°C, se
centrifugd por 5 segundos para bajar el liquido evaporado y condensado en
las paredes del tubo y se aplicaron de 10 a 20 UL para la electroforesis en gel de
poliacrilamida. Las condiciones de separacién de proteinas, asi como el
proceso de tincién y decoloracién del gel y el andlisis densitométrico se
detallan en la seccién 2.3.1.3.2 (pag 30). También se realizé inmunodeteccién
de la HGHr mediante la técnica de "Western blot" empleando anticuerpos
anti-HGH. El procedimiento del "Western blot" se describe detalladamente

en la secci6én 2.3.1.3.3 (pag. 32).

2.3.2.4 Selecci6n de la Clona de P. pastoris Sobreproductora de HGHr

Se analizaron 24 clonas (18 cortes Sac Iy 6 cortes Stu I) para seleccionar

aquella con més altos niveles de produccién de HGHr. Una colonia de cada
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clona seleccionada fue inoculada en 3 mL de medio BMG en tubos de 25 mL.
Las células se crecieron a 30°C en agitacién a 250 rpm hasta que el cultivo
alcanz6 una DOgpg de entre 2 y 6. Posteriormente se obtuvo el paquete celular
por centrtifugacién a 10000 rpm (centrifuga IEC Centra MP4R, rotor 854) por 5
min, se desech6 el sobrenadante y la pastilla se resuspendi6 en medio BMM
(medio iductor) en un volumen tal que resultara una DOgpp de 1.0. Se
transfirieron 3 mL del medio ajustado a tubos estériles y se incubé a 30°C por
150 h para inducir la expresion del gen heterélogo (hGH). Para mantener la
induccién se agregé metanol al 100% cada 24 h a una concentracién final de
0.5%. Posteriormente se realizé una centrifugacién a 10000 rpm (centrifuga
IEC Centra MP4R, rotor 854), para separar el paquete celular del medio de
cultivo y realizar en este ultimo andlisis de proteinas. A las 24 clonas se les
determinaron proteinas totales, pero solo a 7 con los niveles més altos de
proteinas se les valoré porcentaje de HGHr por densitometria de geles. El
procedimiento del anélisis densitométrico se describe en la seccién 2.3.1.3.2
(pag 31). Con los valores obtenidos de estos pardmetros se calculé la

produccién expresada en mg de HGHr/L de medio de cultivo.

2.3.2.4.1 Determinacién de Proteinas

La determinacién de proteinas se realiz6 por el método de Bradford 42
(Coomassie Protein Assay Reagent, Pierce EUA), se empleé un
espectrofotémetro (Beckman DU-70) para determinar la absorbancia a 595
nm que se presenta por la unién del azul brillante de Coomassie a las
proteinas evaluadas. Se realizaron curvas de calibracién con estindares de

albimina de suero bovino (ASB, Sigma) en un intervalo de concentracién
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de 1 a 6 ug/mL. Tanto las muestras como los estdndares fueron preparadaos
por duplicado, la preparacién de estidndares se muestra en la tabla X. Los
célculos se realizaron utilizando una recta de calibracién determinada por el
método de minimos cuadrados con el apoyo del programa computacional

Microsoft Excel.

Tabla X.- Curva de calibracién para la determinacién de proteinas en el
medio de cultivo por el método de Bradford

Estdndar ABS Medio Solucién de | Conc. final
(049 mg/mL)| dializado |azul brillante de ABS
Vol. (uL) (uL) de Coomassie| (ug/mL)
{19
1 3 197 800 147
2 6 194 800 294
3 9 191 800 4.41
4 12 188 800 5.88
blanco 0 200 800 0

Las muestras se prepararon agregando 200 pL de medio dializado de

fermentacién y 800 pL de solucién de azul brillante de Coomassie.

2.3.2.5 Andlisis de ADN Gendémico de las Clonas

2.3.25.1 Extracciéon de ADN

Para la extraccion de ADN genémico de P. pastoris, se empleé una

modificacién a la técnica de TSNT 46; Las levaduras se crecieron en 4 mL de

caldo YPD durante 24-48 h, se coseché el paquete celular por centrifugacién



50

por 5 min a 16000 g (14000 rpm, centrifuga Eppendorf 5402) y se lavé con 500
pL de agua Milli-Q. Al paquete celular se.le agregaron 300 uL de solucién
TSNT (Tritén X-100 al 2 %, SDS al 1%, NaCl 100 mM, Tris-HC1 10 mM y
EDTA 1mM, pH=8) y 650 UL de fenol saturado y se mezcl6 en vortex durante
10 s. Posteriormente se agregaron 150 pL de Sevag (cloroformo: alcohol
isoamilico 1:1) y se agit6 en vortex durante 5 min Una vez concluida la
agitacién, se afadieron a la mezcla 300 pL de TE pH=8 y se procedié a
centrifugar por 10 min a 16000 g (14000 rpm, centrifuga Eppendorf 5402). Se
transfirié la fase acuosa a un tubo de microcentrifuga de 2 mL y se precipité
el ADN agregando 1.3 mL de etanol al 100 %. Se centrifugé por 10 min a
16000 g (14000 rpm, centrifuga Eppendorf 5402) y se decanté el sobrenadante.
La pastilla de ADN se resuspendi6 en 500 pL de TE, se le agregaron 3 uL de
una solucién de RNAsa (10 mg/mL) y se incub6 15 min a 37°C. Se realizaron
dos extracciones con 500 pL de fenol-sevag, se separd la fase acuosa por
centrifugacién durante 5 min y 16000 g (centrifuga Eppendorf 5402). Se
afiadieron 10 pL de acetato de amonio 7.5 M y 1.3 mL de etanol al 100% para
precipitacién del ADN, se mezcl6 por inversién y se centrifugé por 10 min a
16000 g (centrifuga Eppendorf 5402) para decantar el sobrenadante. Se
realizaron dos lavados con etanol al 70 % y se resuspendié en 50 puL de TE,
solucién a la cual se le realiz6 medicién espectrofotométrica para
cuantificacién de ADN y determinacién del pardmetro de calidad (A260/A280)
(43). También se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % en TBE y
tincién con bromuro de etidio para verificar si los ADN's gendmicos no se

encontraban degradados.
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2.3.2.5.2 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El ADN genémico de seis clonas fue analizado por la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) para corroborar la integraciéon del pldsmide
pPICO9hGH22K en el genoma de P. pastoris. El iniciador del extremo 5' (5'-
GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3') se aparea en la regién 5° AOXI1
(nucleétido 855-875) del plasmido pPICY, el iniciador del extremo 3' (5'-
GCAAATGGCATTCTGACATCC-3') se aparea en la regiéon 3 AOX1 TT
(nucleétido 1327-1347) del mismo. Ya que la PCR del plismido pPIC9 resulta
en un producto amplificado de 449 pb y el sitio de multiclonacién (MCS) de
pPIC? se encuentra entre las dos regiones de apareamiento de los iniciadores,
el fragmento clonado causa un aumento del tamafio del producto
amplificado en 567 pb generando un fragmento de 1016 pb para pPICShGH.
La PCR del ADN genémico de P. pastoris no recombinante da por resultado
un producto de 2200 pb proveniente de la amplificacién del gen AOX1. La
PCR de ADN gendémico de clonas (P. pastoris recombinante) que conservan
el gen AOX1 (Mut*), da por resultado productos de 2200 y 1016 pb
correspondientes al gen AOX1 y al cassette de integracién respectivamente.
Se llevd a cabo la estandarizacién de la PCR con el objetivo de obtener
bandas nitidas y lo mis lejano posible a la saturacién para detectar
multicopias del cassette de expresién en caso de haberlas. Para Ia
estandarizacion se emplearon diferentes concentraciones de ADN molde e
iniciadores, también se vari6é el mimero de ciclos. La PCR estandarizada tuvo
las siguientes condiciones: Buffer de PCR (Promega) 1 X, ADN genémico 2
ng/uL, dNTP’s 200 pM, iniciador 5’A0X1 0.5 uM, iniciador 3'AOX1 0.5 uM,
agua estéril y 2.5 unidades de Taq polimerasa en 25 uL de reaccién. Se empleé
un termociclador PTC-150 (M] Research), el programa llevado a cabo fue el
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siguiente: 1 ciclo 94°C (2 min), 18 ciclos 94°C (1 min) 60°C (1 min) 72°C (1
min), 1 ciclo 72°C (7 min). Se realiz6 el andlisis de 5 pL del producto de la
PCR por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE.

Debido a que las clonas Mut* siempre cuentan con una sola copia del
gen AOX]1, la relacién de la intensidad entre las bandas amplificadas (2200 pb
y 1016 pb) resulta igual en diferentes clonas que contienen una sola copia del
plasmido integrado. Considerando que la mayorfa (99% aproximadamente)
de los clonas de P. pastoris tendrian una copia del pldsmido integrado, estas
presentarian la misma relacién de la intensidad de las bandas amplificadas.
Por lo tanto las clonas con multicopias del pldsmido integrado serian
facilmente detectables debido a que se distinguirian de entre la mayoria de
clonas de una sola copia al cambiar la relacién de intensidad entre ambas
bandas (2200 pb/1016 pb), debido al aumento de la intensidad de la banda de
1016 o banda recombinante. Por lo tanto se realizé un andlisis densitométrico
de las bandas de PCR tefiidas con bromuro de etidio para determinar la
existencia de clonas con multicopias del plasmido integrado o si solo se

contaba con clonas con una sola copia.

2.3.2.6 Optimacién de la produccién de HGHr en Pichia pastoris

Esta etapa experimental consisti¢ en optimar la produccién de HGHr
con la clona seleccionada de P. pastoris recombinante, empleando el Método
Simplex Secuencial Modificado, el cual es un método matemaético para
dirigirse rdpidamente al punto donde la combinacién de valores de factores
empleados son los 6ptimos 3% 3. El Método Simplex Secuencial Modificado
(MSSM) se diferencia del Método Simplex Secuencial Basico (MSSB), en que
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en el MSSM puede haber distintas operaciones matemdticas (expansién,
contraccién y reflexién) para determinar las condiciones del(los) siguiente(s)
ensayo(s) segun las respuestas obtenidas, mientras que el MSSB solamente se
realiza reflexi6n.

Las factores empleadas para la optimacién fueron:

- Conc. de metanol (inductor) en medio de cultivo (% M)
- Densidad éptica al inicio de la induccién (DOgpo)
- Tiempo de induccién (T.1.)

El indicador para la optimacién fue la concentracién de HGHr en el
medio de cultivo, la cual se obtuvo a partir de los pardmetros evaluados (%
de HGHr y la concentracién de proteinas totales mg/L). De esta manera el
resultado obtenido se expresé en mg de HGHr/L de medio de cultivo.

De acuerdo al método simplex el nimero de ensayos iniciales debe ser
de n+1, siendo n el nimero de factores empleados. Debido a que durante esta
optimacién se emplearon 3 variables, el niimero de ensayos iniciales fueron
4. La combinacién de los valores de los factores para cada uno de los cinco
ensayos iniciales se decidié segin un disefio matricial propuesto por el

método simplex (Tabla XI).

Tabla XI. Disefio matricial para tres variables propuesto
por el método simplex secuencial

Ensayo X1 X2 X3
1 bajo bajo alto
2 alto bajo bajo
3 bajo alto bajo
4 alto alto alto
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Posteriormente se fijaron valores altos y bajos para cada una de las variables
de acuerdo a la informacién obtenida de la literatura, tomando en cuenta
también ensayos preeliminares realizados; por lo tanto, los cuatro ensayos

iniciales fueron los siguientes los descritos en la tabla XII.

Tabla XII. Valores de los factores de los 4 ensayos iniciales

Ensayo | % M DOgoo TI (h)
1 0.25 1.0 175
2 0.75 1.0 140
3 0.25 14 140
4 0.75 14 175

Después de realizar los cuatro ensayos iniciales, se llevé a cabo el
procedimiento de eliminacién de un ensayo anterior y se calcularon los
factores para el nuevo ensayo mediante operaciones ya sea de reflexién,
expansién o contraccién, segun la respuesta obtenida 38 39,

Se realizaron un total de 10 ensayos divididos en 4 etapas. Las
condiciones empleadas para cada ensayo, asi como los pardmetros evaluados
y el resultado o indicador para la optimizaci6n se observan en la tabla XIV en

la seccion de resultados.



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Biosintesis de HGH-MBPr en Escherichia coli

3.1.1 Transformacién de E. coli con pMalchGH22K

Al tarnsformar células de E. coli TB1 calcio-competentes con 10 ng del
plismido pMalchGH22K se obtuvieron 62 colonias. El tamafio de los
fragmentos de pMalchGH22K obtenidos en la caracterizacién, visualizado
después de realizar una electroforesis en gel de agarosa y tincién con
bromuro de etidio correspondieron a los tamarios esperados (fig. 17), segtin el
analisis computacional empleando el programa DNA Strider (alimentado
con la secuencia del plasmido pMalchGH22K). De esta manera se aseguré la
identidad del pldsmido

3.1.2 Anilisis de Proteinas y Caracterizacién de HGH-MBPr

La determinacién de proteinas del paquete celular de la fermentacién
con E. coli arroj6 un valor de 115.14 mg/L. En la figura 18 se muestra un
andlisis electroforético en gel de poliacrilamida-SDS de extractos de E. coli
teflidos con azul de Coomassie. Se muestra el marcador de peso molecular

(M), extracto de células no inducidas (NI) y extracto de células inducidas (I).
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En el carril (I) la banda predominante que est4 ausente en el carril (NI) y que
muestra un tamafio aproximado de 64 kDa corresponde a HGH-MBPr.
También se muestra la inmunodeteccién de HGH-MBPr mediante la técnica
de “Western blot”, empleando anticuerpos anti-HGH. La banda de 64 kDa
(HGH-MBPr) representa un 27.3 % del total de proteinas segiin anilisis
densitométricos (fig. 19). Por lo tanto la produccién de HGH-MBPr en este

ensayo fue de 31.4 mg/L.

M § 4321CM

Bl — 5148, 4973 y 4266

pb 2027, 1904,
622 - 9417584 y 1375
597 y 831
404

307

Carril Digestién Fraﬂentos (Eb)
1 Hind 1II 6681

2 Xba I+Hind TII | 6113y 572

3 Bam HI+Hind 1I1| 6077 y 608

4 Pou 1II 2682, 1678, 1612,497,122 y 93
D Apa LI 2826, 1285, 1246, 830 y 498

Figura 17.- Caracterizacién enzimatica del plasmido pMalchGH22K. Anilisis
electroforético en gel de agarosa al 0.8% de digestiones de pMalchGH22K con
diferentes enzimas de restriccion. M, Marcadores de peso molecular (lambda-
Eco RI-Hind 1I1y pBR322-Msp I respectivamente); (C), pMalchGH22K
circular; carril (1) al (5), Diferentes digestiones de pMalchGH22K las cuales se
indican en la tabla de la figura. El tamafio de los fragmentos obtenidos
corresponde a los esperados.
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Gel de poliacrilamida Western blot
M N 1 NI

HGH-MBPr
45

- | HGH-MBP:

NI: células no inducidas I: células inducidas

Figura 18.- Andlisis de proteinas de extractos celulares de E. coli. A la
izquierda se muestra un anilisis electroforético en gel de poliacrilamida-SDS,
tefiido con azul de Coomassie. M, marcador de peso molecular; NI, extractos
de células no inducidas; I, extracto de células inducidas. A la derecha se
observa la inmunodeteccién de HGH-MBPr mediante la técnica de “Western
blot” empleando anticuerpos anti-HGH; NI, extracto de células no inducidas;
(I), Extracto de células inducidas.

Células no inducidas
280 ===
intensidad
5 MMI\ J‘/\ AN fJ\\\
Células inducidas
m R
intensidad
0 ] -
0 100 200
distancia

Figura 19.- Anilisis densitométricos de geles de poliacrilamida-SDS de
extractos de células inducidas y sin inducir. Se muestra que el patrén de
picos es similar en ambos densitogramas, a excepcién del pico sombreado que
corresponde a HGH-MBPr.
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alcanzadas fueron: DOggq: 0.58, concentracién de IPTG: 1.67mM,
concentracién de glucosa en el medio de cultivo: 0.1%, TI: 6.5h.

Tabla No XIII.- Ensayos realizados durante la optimacién de la produccién de
HGH-MBPr. Se muestran cada uno de los valores de los factores empleados
en cada ensayo, concentracién de proteinas totales, % de HGH-MBPr y la
produccién de HGH-MBPr (mg /L).

Etapa No. 1
Ensayo | DOggo | [IPTG] | % Gle. | TI (h) | PT (mg/L) % HGH- prod. mg/L
(mM) MBPr HGH-MBP
A 0.396 | 0.333 0.0 2.0 131.75 239 314
B 0.905 1.0 0.0 2.0 234.31 27.0 63.2
C 0.431 0.32 0.2 5.0 313.51 22.0 69.1
D 0.914 0.33 0.0 5.0 224.00 31.8 71.2
E 0.434 1.00 0.0 5.0 283.40 28.9 81.8
Etapa No.2
E1l 0.443 1.00 0.0 5.0 260.00 34.8 90.0
F 0.967 1.00 0.1 6.5 380.86 22.9 87.2
Etapa No.3
E2 0.405 1.00 0.0 5.0 311.89 30.6 95.5
G 0.988 1.67 0.0 6.5 358.56 33.6 121.8
H 0.659 1.00 0.1 9.5 444.85 29.1 129.6
I 0.58 1.67 0.1 6.5 448.05 31.7 142.2
Etapa No.4
Gl 0.975 1.67 0.0 6.5 349.94 32.3 1129
J 0.580 1.89 0.033 8.5 424 .82 20.1 85.53
K 1.175 1.89 | 0.133 10.0 490.09 20.0 97.77
Etapa No.5
I1 0.595 1.67 0.1 6.5 543.52 26.0 141.20
L 0.613 1.00 0.1 9.5 588.02 14.8 87.26
M 0.95 1.00 0.0 9.5 394.50 23.3 91.95
N 0.579 1.00 0.0 6.5 384.06 28.7 110.07
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Figura 20.- Variacién de los factores empleados durante la optimacién. En
cada uno de los graficos los factores se representan en el eje de las ordenadas
y los ensayos acomodados en orden cronoldgico en el eje de las abcisas. Se
muestra que [I[PTG] y el T.I. se increment6 durante la optimacién, mientras la
DOgoo y [Glc.] muestran valores oscilantes. Las lineas verticales y los
niimeros dentro del grafico representan las etapas de la optimacién.
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Figura 21.- Variacién del porcentaje de HGH-MBPr, concentracién de
proteinas totales y niveles de producciéon de HGH-MBPr durante la
optimacién. El ensayo 6ptimo resultd ser el "I" tal como se muestra en la
grafica inferior. Este tuvo una produccién de 144 + 2.6 mg/L (X£E.S., n=3) y
fue 300% mas productivo que el ensayo inicial. Las lineas verticales y los
nimeros dentro del grafico representan las etapas de la optimaci6n.
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3.2 Biosintesis de HGHr en Pichia pastoris

3.2.1 Construccién del Vector pPICOhGH22K

3.2.1.1 Preparacién de los Pldsmidos p]T y pPIC9

Se logré la transformacion de bacterias calcio-competentes con los
vectores plasmidicos pJT y pPIC9. Las preparaciones de ADN plasmidico a
gran escala resulatron de buena calidad con valores A260/A280 aceptables,
como se muestra en la tabla XIV. Aunque el rendimiento obtenido de los
plasmidos aislados mostré ser comparable con los limites inferiores
reportados en la biblografia (500 a 2000 pg por litro de medio de cultivo), la
cantidad de ADN obtenida fue suficiente para realizar la construccién del
plasmido pPIC9hGH22K.

Tabla XIV. Rendimiento y calidad de las preparaciones a gran escala de los
plidsmidos pJT y pPIC9.

Plasmido Rendimiento

pIT .
pPIC9 1.74 522 pg/L

3.2.1.2 Preparacién de Fragmentos de Ligacién

La digestion preparativa de pJT con las endonucleasas Xba Iy Sma I
liber6 dos fragmentos de 563 pb y 5427 pb, mientras que la digestién pPIC9
con Xho 1y Sna BI liber6 dos fragmentos, de 7998 pb y otro de 26 pb (para
comprobar la liberacién del fragmento de 26 pb se realiz6 la estrategia descrita
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en el Anexo 5); ambas digestiones fueron completas. Los fragmentos
empleados en la construccién fueron el de 563 pb de pJT y el de 7998 pb de
pPICO.

3.2.1.3 Reaccién de Ligacién

El andlisis electroforético de la reacci6n de ligacién mostré la presencia
de las bandas correspondientes a los fragmentos de 7798 y 563 pb con una
intensidad mucho menor que las correspondientes al control negativo (no
ligacién). Ademds se observé la presencia de al menos una banda de mayor
peso molecular e intensidad mayor que las antes mencionadas. Esto fue
indicativo de una reaccién de ligacién parcial, que sin embargo fue aceptable

y suficiente para llevar a cabo las siguientes etapas.

3.2.1.4. Analisis y Selecci6n de Clonas

De la transformacién de E.coli con 5 pL del producto de ligacién se
obtuvieron 300 colonias de las cuales fueron tomadas 20 para determinar las
portadoras del pldsmido recombinante (pPICIhGH22K). Tres de ellas
resultaron poseer el plismido que generaba los fragmentos especificos
esperados al ser digerido con la endonucleasa Xba I (7212 y 1377pb). La
caracterizaci6én exhaustiva del ADN plasmidico de una de las clonas
seleccionadas, con las endonucleasas Xho I, Xho I+Eco RI, Xba I, Pvu Il y
Bgl 11, mostré que el tamafio de los fragmentos obtenidos para cada digestién,

evidenciados en el andlisis electroforético en gel de agarosa, correspondieron
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a los tamafios esperados (Fig. 22) segtin el mapa de restriccién obtenido con el

programa DNA Strider. De esta manera se asegur6 la identidad del pldsmido.

M B PXbXE XCM

pb
14055, 13485
5080, 4749, 4505
2840, 2561, 2493,
pb 2454, 1986, 1700
622 1159,1093
805
527
404
307
Enzima (s) Fragentc
Xho 1 8587 pb
Xho I-Eco RI 7990 y 597 pb
Xbal 7210y 1377 pb
Pou 1l 4875, 2948, 497y 267 pb
Bgl I 4574, 2403 y 1610 pb

Figura 22.- Caracterizacion enzimitica del plismido pPIC9GH22K.
Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de digestiones de pPIC9hGH22K con
diferentes enzimas de restriccién. M, marcadores de peso molecular (pBR322-
Msp 1 y lambda-Pst I respectivamente); C, pPIChGH22K circular. Los demés
carriles son cortes de pPIC9 con diferentes enzimas: Xho I (X), Xho I+Eco RI

(XE), Xba I (Xb), Pou II (P) y Bgl II (B). El patrén de fragmentos obtenidos
corresponde a los esperados.



3.2.2 Transformaci6én de Pichia pastoris

El anilisis electroforético en un gel de agarosa confirmé una
linearizacién completa de pPICShGH22K, tanto con Sac I como con Stu Iy asf
se llevé a cabo la tranformacién. La transformacién de Pichia pastoris con
los dos plasmidos linearizados dio como resultado 54 clonas tranformadas
con el plasmido cortado con Sac I y 33 clonas transformadas con el plasmido
cortado con Stu 1. Las clonas obtenidas presentan un fenotipo His* (capacidad
de sintetizar histidina) debido a haber crecido en un medio sin histidina,

adquirido por la integracién del pldsmido.

3.2.3 Caracterizacion de Clonas Recombinantes de P. pastoris

Las cuatro clonas recombinantes que fueron analizadas para la
caracterizacion del producto de la expresién del gen heterélogo integrado,
produjeron y secretaron HGHr. En la figura 23 se muestra un anilisis
electroforético en gel de poliacrilamida del medio de cultivo de una
fermentacién con una de las clonas de P. pastoris. Se muestra el marcador de
peso molecular (M), medio de cultivo de células no inducidas (NI) y medio
de cultivo de células inducidas (I). En el carril (I} la banda predominante y
que estd ausente en el carril (NI) de aproximadamente 22 kDa corresponde a
la HGHr. También se muestra la inmunodeteccién de HGHr mediante la

técnica de “Western blot”, empleando anticuerpos anti-HGH.



Gel de poliacrilamida “Western blot”

M NI I NI I

NI: células no inducidas I: células inducidas

Figura 23.- Andlisis de proteinas de medios de cultivo de fermentaciones con
P. pastoris. A la izquierda se muestra un andlisis electroforético en gel de
poliacrilamida-SDS, tefiido con azul de Coomassie, a la derecha se observa la
inmunodeteccion de HGHr mediante la técnica de “Western blot”
empleando anticuerpos anti-HGH. M, marcador de peso molécular; NI,
medio de células no inducidas; I, medio de células inducidas.

3.2.4 Seleccién de la Clona Sobreproductora de HGHr

La concentracién de proteinas totales del medio de cultivo de las 24
clonas analizadas presentan una variacién de entre 3 a 11 mg/L (Fig. 25). Los
porcentajes de HGHr obtenidos por densitometria de geles de poliacrilamida
de las 7 clonas con mayores niveles de proteinas varian del 35 al 80 % (Fig
25), En la figura 24 se muestra dos densitogramas; el superior representa las
proteinas del medio de cultivo de células no inducidas, mientran el inferior
representa las proteinas del medio de cultivo de células inducidas, el pico

sombreado ausente en el densitograma de células no inducidas corresponde
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a la banda de 22 kDa identificada como HGHr. Estos son un ejemplo de los
densitogramas obtenidos durante el andlisis. La produccién de HGHr (mg/L)
en estas 7 clonas tuvo valores de 3 a 9 mg de HGHr/L de medio de cultivo. La
figura 25 muestra tres graficos de barras donde se resumen estos resultados.
En la parte superior se muestran los resultados de protefnas totales en el
medio de los 24 transformantes, los que poseen un asterisco fueron lo
elegidos para andlisis densitométricos. En el grafico inferior izquierdo se
muestran los resultados de porcentaje de HGHr de cada una de las 7 clonas
elegidas y en el grafico inferior derecho se encuentran los resultados de
produccién de HGHr (mg/L). La clona 19 fue la que alcanz6 los niveles mas
altos de produccién de HGHr (9 mg/L), por lo tanto fue la que se emple6 para

llevar a cabo la optimacion de la produccién a nivel matraz.

Células no inducidas

intensidad

-\ A P }k\
o ¥ Y03 ""\.II Y s il_-ﬁﬂﬁﬁ‘v‘*’b.
distancis

__Células inducidas

0 100 200
distancia

Figura 24.- Andlisis densitométricos de medio de cultivo concentrado de
células inducidas y sin inducir. Se muestra que el patrén de picos es similar
en ambos densitogramas a excepcién del pico sombreado el cual corresponde
a HGHr y en este caso representa el 80 % de las proteinas en el medio de
cultivo.
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Figura 25.- Resultados de la seleccién de la clona sobreproductora. En el
gréafico superior se muestran los resultados de proteinas totales de 24 clonas
analizadas, las que tienen un asterisco en la parte superior fueron elegidas
para la determinacién del porcentaje de HGHr, resultados que se muestran
en el grafico inferior izquierdo. Los resultados de produccién de HGHr de
estas 7 clonas se muestran en el grafico inferior derecho. La clona 19 cuenta
con los niveles m4s altos de HGHr.

3.2.5 Analisis del ADN Gen6émico de Transformantes

Los ADN's genémicos extraidos de seis clonas sobreproductoras, separados

por electroforesis en gel de agarosa no mostraron degradacién aparente. Los
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rendimientos obtenidos en la extraccién de ADN gendmico de cada una de

las 6, clonas asi como la calidad del mismo se muestran en la tabla XV.

Tabla XV.- Calidad y rendimiento de ADN genémico extraido de P. pastoris.

Clona Calidad Rendimiento
(A280/ A260) (mg/L)
7 22 413
11 2.1 2.1
13 2.0 1.5
15 1.9 24
17 2.4 1.5
19 2.0 08

El tamano de cada uno de los productos amplificados obtenidos por la PCR,
correspondieron a los tamarfios esperados para cada uno de los ADN's
moldes empleados: pPIC9 (449 pb), pPIC9hGH22K (1016 pb), ADN genémico
de P. pastoris no recombinante (2200 pb), clonas recombinantes Mut* de P.
pastoris (1016 y 2200 pb). En la figura 26 se muestran cada uno de los
productos amplificados, separados por electroforesis en gel de agarosa y
tefiidos con bromuro de etidio. En el carril M se muestra el marcador de peso
molecular (lambda, Eco RI-Hind III), en el carril A se muestra el producto
amplificado de pPICY, en el carril B se encuntra el producto amplificado de
pPICOhGH22K, en el C se muestra el producto amplificado de ADN
genémico de P. pastoris no recombinante, los carriles 1 al 6 representan
productos amplificados de diferentes clonas recombinantes Mut+ de
P.pastoris. También se muestra la relacién de intensidad entre la banda de

2200 pb y 1016 pb para cada clona recombinante y tiene una media de
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0.99610.041 (X1E.S., n=6), lo que demuestra que cada una de estas clonas tiene

solo una copia del cassette de expresi6n integrado.

MABC123456

21226
5148 y 4973

2027, 1904,
1584 y 1375
947 y 831

564

Clona Stu I

Clona Sac 1

Relacion
banda 2200/bandal062
|___clona valor

1 095

p 1 0.96

3 0.93

4 0.98

5 1.20

6 0.96

Figura 26.- Andlisis de integracién del plismido pPIC9hGH22K al genoma de
P. pastoris usando la PCR. Carril 1: Marcador de peso molecular (lambda,
EcoR I-Hind III). Carril 2: Amplificacién de pPIC9 (449 pb). Carril 3:
Amplificacién de pPIC9hGH22K (1060 pb). Carril 4: Amplificacién de ADN
genémico de P. pastoris no recombinante (2200 pb). Carriles del 5 al 10:
Amplificacién de diferentes transformantes (1016 y 2200 pb) lo que indica un
fenotipo Mut*. Carril 11: Control negativo para la PCR.



3.2.6 Optimacién de la produccién de HGHr en Pichia pastoris

La cepa de P. pastoris (clona 19) que produjo més altos niveles de
HGHr durante la seleccién (80% y 9 mg/L) en tubos de ensayo, fue empleada
para optimar la produccién de HGHr. Para la optimacién de la produccién
extracelular de HGHr se realizaron un total de 7 ensayos distribuidos en 4
etapas, ademas de repetir en cada etapa un ensayo empleado como control de
etapas anteriores. Los factores empleados para la optimacién, asi como los
valores de porcentaje de HGHr, proteinas totales y los niveles de produccién
de HGHr (indicador de la optimacién) se muestran en la tabla XVIL. En la
figura 27 se representa la variacién de los factores respecto a los ensayos
realizados. Estos grdficos muestran que la concentracién de metanol
incrementé durante la optimacién, mientras la DOgqo y el T.I. mostraron
valores oscilantes. La DOggyp fluctué entre 0.91 y 1.43, la concentracién de
metanol entre 0.25 y 1.36 %v/v, el T.I entre 140 y 186 h. En los gréficos de la
figura 28 se muestra la variacién del porcentaje de HGHr, proteinas totales y
la producciéon de HGHr durante la optimacién. El porcentaje relativo de
HGHr fluctué entre 31 y 82 % mostrando valores oscilantes, mientras que la
concentracién de proteinas totales que fluctu6 entre 4.9 y 18.6 mg/L y mostr6
un increment6é durante la optimacién, aunque en el dltimo ensayo se
observa una disminucién. La produccién de HGHr que fluctud entre 1.3 y 13
mg/L, mostrando un incremento y luego disminucién. El ensayo (D) resulté
ser el 6ptimo tal como se muestra en la grifica inferior de la figura 28. Este
tuvo una concentracién de proteinas de 15+0.6 mg/L (X*E.S., n=3) y un
porcentaje de HGHr de 80.7 % , lo que se traduce en una produccién de HGHr
de 12.310.7 mg/L es decir 900 % mas productivo que el ensayo inicial (A). Por

lo tanto las condiciones determinadas para alcanzar niveles 6ptimos de



72

produccién de HGHr fueron: DOso0: 1.38, concentracién de metanol: 0.75 % y
T:175h

Tabla XVLI.- Ensayos llevados a cabo durante la optimacién empleando el
método simplex. Se muestran los valores de cada una de las variables
empleadas en cada ensayo, la produccién de HGHr (mg /L), y se muestran
cada una de las etapas relizadas durante la optimacion.

| Ensayo | %M | DOggog | TI (h) PT(mg/L) | %deHGHr | HGH (mg/L)

Etapa I

A 0.25 1.43 140 4.9 27.3 1.3

B 0.25 1.10 175 10.8 64.1 6.9

C 0.75 1.08 140 16.5 76.2 12.6

D 0.75 1.38 175 159 82.2 13.1
Etapa II

C1 0.75 0.94 140 16.2 78.9 12.8

E 0.92 0.91 186 140 76.6 10.8
Etapa III

El 0.92 0.97 186 12.1 68.9 8.4

F 1.36 1.07 160 18.6 48.6 9.1
Etapa IV

C2 0.75 1.26 140 13.8 55.7 7.7

G 1.06 1.37 166 7.7 31.1 24




Figura 27.-Variacién de los factores empleados durante la optimacién. En
cada uno de los gréficos los factores se representan el eje de las ordenadas y
los ensayos acomodados en orden cronolégico en el eje de las abscisas. Se
muestra que concentracién de metanol increment6 durante la optimacién,
mientras la DOgog y el T.I. mostraron valores oscilantes. Las lineas verticales
y los niimeros dentro del grafico representan las etapas de la optimacion.



CAPITULO 4

DISCUSION

En este trabajo se llev$ a cabo la sintesis de la HGH-MBPr en E. coli
por el sistema anteriormente desarrollado en la U.L.LLE.G.}4, se realizé la
biosintesis de HGHr en la levadura metilotréfica Pichia pastoris y se

compararon ambos sistemas.
4.1 Biosintesis de HGH-MBPr en E. coli

Las digestiones del plismido pMalchGH22K para su caracterizacién
resultaron dar los patrones esperados con lo que su identidad quedé
asegurada. La banda de aproximadamente 64 kDa obtenida al realizar SDS-
PAGE de extractos de células inducidas de E. coli y la inmunodeteccién con
anticuerpos anti-HGH mostraron la identidad de HGH-MBPr producida. La
optimacién condujo a niveles de produccién de HGH-MBPr 300% mayores
que el ensayo de menor produccién, lo que indica la efectividad del método

simplex secuencial bésico.
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4.2 Biosintesis de HGHr en Pichia pastoris

Se realiz6 con éxito la construccién del plismido pPIC9hGH22K
debido a que las digestiones de éste con un grupo de enzimas de restriccién
resulté dar cada uno de los fragmentos esperados. La transformacién de
Pichia pastoris fue efectiva pues todos las clonas transformadas analizadas 24
sintetizaron la HGHTr, lo que indica la integracién del vector de expresifn.
Esta integracion fue corroborada al llevar a cabo la PCR y obtener dos
productos amplificados de 1016 y 2200 pb. La relacion de la intensidad entre
las dos bandas (productos amplificados), es practicamente la misma en 6 de
los transformantes mas productores de HGHr, indicando que cuentan con
una sola copia del vector de expresién. La banda de aproximadamente 22 kDa
obtenida al realizar SDS-PAGE del medio de cultivo concentrado y la
inmunodeteccién con anticuerpos anti-HGH muestran la identidad de la
HGHr producida. La optimacién condujo a niveles de produccién de HGHr
900% mayores que el ensayo de menor produccién, lo que indica la

efectividad del método simplex secuencial modificado.

4.3 Comparacién entre ambos sistemas

En ambos sistemas se ilev6 a cabo la optimacién de la produccién de HGH-
MBPr en el caso de E. coli y HGHr en el caso de P. pastoris. El ensayo éptimo
en E. coli produjo 14412.6 mg/L (XXE.S. n=3) de HGH-MBPr, lo que
estequiométricamente corresponde a 50 mg/L de HGHr, la produccién fue
citoplasmatica y la HGH-MBPr se encontraba con un porcentaje de 31 % con

respecto al total de proteinas celulares en un tiempo de induccién de 6.5 h.
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En el sistema en el cual se emple6 Pichia pastoris, el ensayo 6ptimo produjo
12.310.7 mg/L (X£E.S., n=3) de HGHr en el medio de cultivo, en donde se
encontré con una pureza de un 81 % respecto al total de proteinas en un
tiempo de induccién de 175 h.

Aparentemente el sistema en el cual se emple6 E. coli es mejor por
tener més altos niveles de produccién y un tiempo de induccién més corto.
Sin embargo el hecho de que la hormona se encuentre no solo fusionada a
MBP, sino también con menor pureza (31 %) comparado con el sistema que
emplea P. pastoris (81 %), implica mayores pasos de purificacién y costos
mayores, asi como bajos rendimientos!l, Todavia més al ser la proteina
producida en el citoplasma deE. coli, es altamente probable encontrar la
proteina sin actividad biolégica requiriéndose de procesos adicionales de
plegamiento. El sistema que emplea P. pastoris produce HGHr madura con
un alto grado de pureza en el medio de cultivo (81 %), permitiendo procesos
de purificacién sencillos, menos costosos y la probabilidad de que la HGHr se
encuentre activa es mayor debido a que el microorganismo hospedero es un
eucariote y la proteina se encuentra en forma soluble en el medio de cultivo.

Se ha descrito 20, 48,49 que la produccién de proteinas recombinantes a
nivel fermentador en P. pastoris es de 10 a 200 veces més alta que a nivel
matraz (Tabla XII). Ya que este estudio se realizé a nivel matraz, es posible
predecir que los niveles de HGHr secretada de P.pastoris en un fermentador
serian mucho mayores que los alcanzados bajo las condiciones

experimentales aqui estudiadas.
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Tabla XVIL- Comparacién de la produccién de diversas proteinas heterélogas
a nivel matraz vs nivel fermentador en Pichia pastoris.

Proteina No. de | Intracelular o | Produccién nivel | Produccién nivel
copias secretado matraz fermentador
(mg/L) (rn§/ L)

MEGFr 1 Secretado 15 33.6

9 232 355

13 35.6 402

19 48.7 447
TAPr 1 Secretada 72 1700
HBsAg 1 Intracelular 23 380
HGHr 1 Secretada 123 ?

A pesar de que la produccién de HGHr ha sido alcanzada por varios

grupos de investigacién principalmente empleando E. coli como

hospedero 2 3 14,30, 31,32, 33 también habiéndose recurrido a S. cerevisize 34,

Bacillus subtilis 35 e incluso a células en cultivo de mamifero 36 37, el sistema

de produccién de HGHr en P. pastoris desarrollado en este trabajo tiene

claras ventajas (principalmente la secrecion al medio de cultivo y su

abundancia en éste) sobre los sistemas antes mencionados. Sin embargo aun

son necesarios estudios de actividad biolégica y ensayos a nivel fermentador

para documentar mejor dicha ventaja del sistema y perfeccionarlo.



CAPITULO 5

6. CONCLUSIONES

1-  La proteina HGH-MBPr sintetizada por E. coli fue identificada por su
peso molecular (=64 kDa) y su inmunoreactividad con anticuerpos

especificos anti-HGH.

2- La optimacién de la producciéon de HGH-MBPr en E. coli condujo a

niveles por encima del 300 % que el ensayo de menor produccién.

3.-  Selogré la construccién del vector pPICShGH22K, portador del ADNc
de HGH madura y de los elementos requeridos para su integracién en el

genoma de Pichia pastoris y la sobreexpresién del gen clonado.

4- La integracién del cassette de expresién en el genoma de P. pastoris

fue confirmado por la sintesis de HGHr y corroborado por la PCR.

5.-  Se seleccioné una clona sobreproductora la cual result6 contener una

sola copia del cassette de expresién de acuerdo a la PCR.
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6.- La HGHr sintetizada por P. pastoris resulté tener un peso molecular
aproximado de 22 kDa, ademds de reaccionar con anticuerpos especificos

anti-HGH, lo que confirmé la identidad de la misma.

7- La optimacién de la produccién de HGHr en P. pastoris condujo a

niveles por encima del 900 % que el ensayo de menor produccién,

8.- La aplicacién del método simplex permiti6 combinar el efecto de las
condiciones de fermentacién y optimar en corto tiempo la produccién de

HGHr en los sistemas empleados.

9.- A pesar de que los niveles de biosintesis de HGHr en el sistema que
emplea E. coli fueron mayores a los presentados con P. pastoris, este tltimo
sistema ofrece ventajas sobre el de E. coli para la posterior obtencién de

HGHr pura y biolégicamente activa.

10.- El sistema de expresion que emplea P. pastoris ofrece una buena

alternativa para la produccién de HGHr.
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ANEXO1

Composicién de Medios de Cultivo Empleados

YPD:

Extracto de levadura 1 %
Peptona 2 %

Dextrosa 2 %

YPD agar:

Extracto de levadura 1 %
Peptona 2 %

Dextrosa 2 %

Agar 1.5 %

MD agar:

Base nitrogenada para levadura (YNB) 1.34 %
Biotina 4 X 10 -5 %

Dextrosa 1 %

Agar 1.5 %

BMG:

Fosfato de potasio 100 mM pH=6

Base nitrogenada para levadura (YNB) 1.34 %
Biotina 4 X 10 5%,

Glicerol 1%

BMM:

Fosfato de potasio 100 mM pH=6

Base nitrogenada para levadura (YNB) 1.34 %
Biotina 4 X 10 5%

Metanol 0.5 %

LB:

Triptona 1 %

Cloruro de Sodio 0.5 %
Dextrosa 1 %

LB agar:

Triptona 1 %

Cloruro de Sodio 0.5 %
Dextrosa 1 %

Agar 1.5 %

87



ANEXO 2

Andlisis tedrico de restriccién de pMalchGH22K empleando
el programa computacional DNA Strider

Digestion with :
*HinD III a/agctt

1 fragment
Order Length From To
1 6685 3261 *HinD III -> 3261 *HinD III

Digestion with :
*HinD III a/agctt
*Xba I t/ctaga

2 fragments

Order Length From To
2 6113 3261 *HinD III -> 2689 *Xba I
1 572 2689 *Xba I -> 3261 *HinD III

Digestion with :
*BamH I g/gatcc
*HinD III a/agctt

2 fragments
Order Length From To
2 6077 3261 *HinD III -> 2653 *BamH I
1 608 2653 *BamH I -> 3261 *HinD III

Digestion with :
*Pvu II cag/ctg
6 fragments

Order Length From To
5 2682 3354 *Pvu IT -> 6036 *Pvu I1
6 1678 6036 *Pvu II -> 1029 *Pvu II
2 1612 1122 *pPvu II -> 2734 *Pvu II
3 497 2734 *Pvu II -> 3231 *Pvu II
4 123 3231 *Pvu II -> 3354 *Pvu 11
1 93 1029 *Pvu II -> 1122 *pvu II

Digestion with :
Apal I g/tgcac
5 fragments

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

Secuencias de Importancia

ADNCc de hGH natural

tcagggtcctgtggacagctcacctagecggcaATGECTACAGGCTCCCGGACGTCCCTGCTCCTG
GCTTTTGGCCTGCTCTGCCTGCCCTGGCTTCAAGAGGGCAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA
TCCAGGCTTTTTGACAACGCTATGCTCCGCGCCCATCGTCTGCACCAGCTGGCCTTTGACACCTACCAGGA
GTTTGAAGAAGCCTATATCCCAAAGGAACAGAAGTATTCATTCCTGCAGAACCCCCAGACCTCCCTCTGTT
TCTCAGAGTCTATTCCGACACCCTCCAACAGGGAGGAAACACAACAGAAATCCAACCTAGAGCTGCTCCGC
ATCTCCCTGCTGCTCATCCAGTCGTGCECTGGAGCCGTGCAGTTCCTCAGGAGTGTCTTCGCCAACAGCCT
GGTGTACGGCGCCTCTGACAGCAACGTCTATGACCTCCTAAAGGACCTAGAGGAAGGCATCCAAACGCTGA
TGCGGGAGGCTGGAAGATGGCAGCCCCCGGACTGGGCAGATCTTCAAGCAGACCTACAGCAAGTTCGACACA
AACTCACACAACGATGACGCACTACTCAAGAACTACGGGCTGCTCTACTGCTTCAGGAAGGACATGGACAA
GGTCGAGACATTCCTGCGCATCGTGCAGTGCCGLCTCTGTCGAGGGCAGCTGTGGCTTCTAGetgeccgggt
ggcatccctgtgacceectceccagtgectectectggeectggaagt tgecactecagtgeccaccagecett
gtcctaataaaattaag

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

ADNCc de hGH extraido de pJT incluye sitios Xho I y Xba I creados por
mutagénesis

CTCGAGGACGTCCCTGCTCCTGRCTTTTGGCCTGCTCTGCCTEGCCCTGGCTTCAAGAGRGC
AGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTATCTAGACTTTTTGACAACGCTATGCTCCCGCGCCCATCGTCTGCACC
AGCTGGCCTTTGACACCTACCAGGAGTTTGAAGAAGCCTATATCCCAAAGGAACAGAAGTATTCATTCCTG
CAGAACCCCCAGACCTCCCTCTGTTTCTCAGAGTCTATTCCGACACCCTCCAACAGGGAGGAAACACAACA
GAAATCCAACCTAGAGCTGCTCCGCATCTCCCTGCTGCTCATCCAGTCGTGCGCTGGAGCCGTGCAGTTCC
TCAGGAGTGTCTTCGCCAACAGCCTGGTGTACGGCGCCTCTGACAGCAACGTCTATGACCTCCTAAAGGAC
CTAGAGGAAGGCATCCAAACGCTGATGGGGAGGCTGGAAGATGGCAGCCCCCGGACTGGGCAGATCTTCAA
GCAGACCTACAGCAAGTTCGACACAAACTCACACAACGATGACGCACTACTCAAGAACTACGGGCTGCTCT
ACTGCTTCAGGAAGGACATGGACAAGGTCGAGACATTCCTGCGCATCGTGCAGTGCCGCTCTGTGGAGGGC
AGCTGTGGCTTCTAGctgcccggg

Mayiisculas negritas: Mayor parte de la secuencia sefial
Maytisculas normales: Secuencia que codifica para HGH madura
Miniisculas normales: Parte de la secuencia 3' no traducible



pPIC9hGH22K: Secuencia sefial (factor alfa) y ADNc de hGH madura

ATGAGATTTCCTTCAAT Y TTTACTGCAGTTTTATICGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTYC
CAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGACACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTA
CTCAGATTTAGAAGGOGATTTCGATGTTGCTATYTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAANC
GGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTC
TCGAGAAAAGATTCCCAACCATTCCCTTATCTAGACTTTTTGACAACGCTATGCTCCGCGCCCATCGTC
TGCACCAGCTGGCCTTTGACACCTACCAGGAGTTTGAAGAAGCCTATATCCCAAAGGAACAGAAGTATTCA
TTCCTGCAGAACCCCCAGACCTCCCTCTGTTTCTCAGAGTCTATTCCGACACCCTCCAACAGGGAGGAAAC
ACAACAGAAATCCAACCTAGAGCTGCTCCGCATCTCCCTGCTGCTCATCCAGTCGTGCGCTGGAGCCGTGC
AGTTCCTCAGGAGTGTCTTCGCCAACAGCCTGGTGTACGGCGCCTCTGACAGCAACGTCTATGACCTCCTA
AAGGACCTAGAGGAAGGCATCCAAACGCTGATGGGGAGCCTGGAAGATGGCAGCCCCCGGACTGGGCAGAT
CTTCAAGCAGACCTACAGCAAGTTCGACACAAACTCACACAACGATGACGCACTACTCAAGAACTACGGGC
TGCTCTACTGCTTCAGGAAGGACATGCACAAGGTCGAGACATTCCTGCGCATCGTGCAGTGCCGCTCTGTG
GAGGGCAGCTGTGGCTTCTAGctgcee

Maytisculas negritas: Secuencia sefial del factor alfa
Maytisculas normales: Secuencia que codifica para la HGH madura
Mindsculas normales:  codones no traducibles provenientes de pJT

Fragmento de 563 pb extraido de pJT empleado en la construccion de
pPICO9hGH22K

CTAGACTTTTTGACAACGCTATGCTCCGCGCCCATCGTCTGCACCAGCTGGCCTTTGACACCTACCAGGAG
TTTGAAGAAGCCTATATCCCAAAGGAACAGAAGTATTCATTCCTGCAGAACCCCCAGACCTCCCTCTGTTT
CTCAGAGTCTATTCCGACACCCTCCAACAGGGAGGAAACACAACAGAAATCCAACCTAGAGCTGCTCCGCA
TCTCCCTGCTGCTCATCCAGTCGTGCGCTGGAGCCGTGCAGT TCCTCAGGAGTGTCTTCGCCAACAGCCTG
GTGTACGGCGCCTCTGACAGCAACGTCTATGACCTCCTAAAGGACCTAGAGGAAGGCATCCAAACGCTGAT
GGGGAGGCTGGAAGATGGCAGCCCCCGGACTGGGCAGATCTTCAAGCAGACCTACAGCAAGTTCGACACAA
ACTCACACAACGATGACGCACTACTCRAAGAACTACGGGCTGCTCTACTGCTTCAGGAAGGACATGGACAAG
GCTCGAGACATTCCTGCGCATCGTGCAGTGCCGCTCTGTGGAGGGCAGCTGTGGCTTCTAGE tgece

Mayiisculas:  Secuencia que codifica para parte de la HGH madura
Minisculas:  codonesno traducibles
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ANEXO 4

Mapa y anélisis de restriccién del pldsmido pPICO9hGH22K
empleando el programa computacional DNA Strider

pPICORGH22K

Apa L1 6415 8587 bp

3A0X1
Bgl 11 6187 Xba 12599

Pvu 1 4979

Digestion with :

*¥Xho I
1l

Order
1

c/tcgag
fragment
Length From To
8589 1192 *xXho I -> 1192 *Xho I

Digestion with :
*EcoR 1 g/aattc

*Xho I
2

Order
2
1

c/tecgag
fragments
Length From To
7992 1789 *EcoR I -> 1192 *Xho I
597 1192 *Xho I -> 1789 *EcoR I

Digestion with :

*¥Xba I
2

Order
2
1

t/ctaga
fragments
Length From To
7212 2599 *Xba 1 -> 1222 *Xba I
1377 1222 *Xba I -> 2599 *Xba I



Digestion with

*Pvu II  cag/ctyg
4 fragments

Order Length
4 4877
3 2948
1 497
2 267

Digestion with :

*Bgl II a/gatct
3 fragments

Oxder Length
2 4574
3 2403
1 1612

4979
2031
1267
1764

1613
6187

From
*Pvu
*Pvu
*Pvu
*Pvu

From
*Bgl
*Bgl
*Bgl

IT
II
II
II

II
Ir
II

->
->

->
->
->

1267
4979
1764
2031

6187

1613

To

*Pvu II
*Pvu II
*Pvu II
*Pvu II

To

*Bgl II
*Bgl II
*Bgl II



ANEXO S

Comprobacién de la liberacién del fragmento de 26 pb
al digerir pPICShGH22K con Xho 1 y Sna BI

Corte con Sna BI
Control de la
banda de 254 pb
Comprobacién de Xho
lineaﬁTciién total 9
Resto Alicuota Comprobacién de
lineatizacién total
Ay g lenote Bam HI
Bam HI
Bam HI
26 pb 254 pb 280 pb 254 pb
(no visible)
l:—me—| I
BamHI Xhol SnaBI - o

pPIC9 — =




ANEXO 6

Ontogenia de pJT.

hipéfisis humanas =#» RNA —# DNAc
Aatll Xmal

Aatll Xmal Sspl indIII

DNAc hGH ~+ pUC19

Aat] Xmal
Sspl
#
pDRhGH22K
HindITI
spl

l S
gk ™ Xmal ' ? AS
H -+ Mi13mp18 }°™"
hGH
Aatll * Xmal
BamHI
Sepl. — HindIII



Mutagénesis
(Introducci6n de sitios Xhol y Xbal)

Xhol Xbal

Sspl Aatll Xmal
—— HindIII
Xhol Bglll
pGF25 + i_
XhOI Xbal
AUG Smal
S/D HindITI
Correccion para revertir
la mutacién de Valina

HindIII
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