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La biotecnologia promete la revolucion més grande de la historia
humana. Para fines de esta década habra dejado muy atras la energia
atomica y las computadoras en cuanto al efecto que habra de ejercer sobre

. nuestra vida cotidiana. Tal como lo expresé un observador 'la biotecnologia

va a transformar todos los aspectos de la vida humana: nuestros servicios
.médicos, nuestra alimentacion, nuestra salud, nuestras diversiones, nuestro
mismo cuerpo. Nada volvera a ser lo mismo. Literalmente, va a cambiar la faz
del planeta’.
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Propésito y Método del Estudio: La hormona del crecimiento humana (HGH) es un
péptido globular de cadena Onica de 191 aminoécidos unidos por dos puentes disulfuro, su
masa molecular aproximada es de 22 kDa y no posee residuos de azucares. La HGH es necesaria
para el crecimiento postnatal y para el metabolismo normal de carbohidratos, lipidos, nitrégeno y
minerales. Se dice que sus efectos son anabdlicos, diabetogénicos y lipoliticos, actuande a
través de mecanismos directos e indirectos. Escamilla en 1996 realizé la construccion de un
vector portador del DNA¢ de HGH con el que obtuvo cepas recombinantes de Pichia pastoris
productoras y secretoras de HGHr madura alcanzando un 82% de las proteinas totales
secretadas al medio de cultivo (equivalente a 12 mg/L).

El objetivo del presente estudio fue construir cepas de Pichia pastoris conteniendo mas de una
copia del ADNc de HGH integrado en el genoma de la levadura, capaces de producir y secretar
HGHr con mejores niveles de produccion que la cepa previamente construida y evajuar
esquemas de purificacién para el mismo producto recombinante.

Se obtuvieron clonas de E. coli conteniendo el vector construido {pPIC9KhGH22K).
.Posteriormente se construyeron cepas recombinantes de P. pastons (cepa GS115) mediante
su transformacién por la técnica de esteroplastos con &l vecior recombinante pPICSKhGH22K
linearizado con Sac I. Después de verificar la mtegracnén del cassette de expresion por PCR, se
seleccionaron las cepas con mas de una copia del casselte de expresion por tamizaje con el
antibiético G418. Se ensayé la produceidn de HGHr en el medio de cultivo en fermentaciones a
nivel matraz empleando las cepas de Pichia pasioris GS115hGH22KG418-1,
GS115hGH22KG418-19 y GS115hGH22KG418-76, con una sobreproduccion del 44, 22 y 25
% respectivamente, respecto a ia cepa GS115hGH22K-unicopia previamente construida. £l
PCR semicuantitativo de dichas cepas mostrd que el cociente de las intensidades de las bandas
de 1060/2200 es mayor en las cepas construldas que en la ¢epa unicopia, sugiriendo la
presencia de mas de una copia integada del cassette de expresién. La evaluacién de la
produccién de HGHr mostré que la cepa GS115hGH22KG418-1 presenté mayores niveles de
produccién. Al evaluar los esquemas de purificacién, no se obtuvo precipitacion selectiva con
sulfato de amonio al 20 % de saturacion ni buena recuperacion en las condiciones trabajadas. Es
necesario evaluar las variables involucradas en el proceso. Aunque no se lograron obtener
buenos resultados con la cromatografia de intercambio aniénico, el primero de los tres ensayos
efectuados sugiere que puede ser una buena opcion para purificar HGHr, sin embargo se
requiere optimar las condiciones experimentales.

Contribuciones y Conclusiones: Se logré la construccién de una cepa de Pichia pastoris
sobreproductora de HGHr, obteniendo hasta un 44% de sobreproduccion que la cepa de Pichia
pasioris previamente construida. El PCR semicuantitativo permitié estudiar la relacién de las
intensid~des de las bandas de 1060 y 2200 pb. Se logré implementar en el laboratorio la técnica
de esferoplastos como opcidn para la transformacion de Pichia pastoris, asi como la técnica de
tamizaje con G418 para la seleccion de posibles cepas multicopias. No se obtuvo precipitacién
selectiva con sulfalo de amonio al 20 % de saturacién ni buena recuperacion en las condiciones
{rabajadas, y aunque los resultados de la cromatografia de intercambio aniénico no fueron
satisfactorios, sugieren que puede ser una buena opcaon par. r HGHr, sin embargo se
requiere optimar las condiciones.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas de la Hormona del Crecimiento Humana
(HGH)

1.1.1 Generalidades de la HGH

La hormona del crecimiento humana se sintetiza en los somatotropos,
subclase de células acidofilas de la hipofisis que son las mas abundantes en
esa glandula. Es un péptido globular de cadena Unica de 191 aminoacidos
unidos por dos puentes disulfuro. Su masa molecular aproximada es de 22
kDa y no posee residuos de azucares (Figura 1) (1).

Figura1d. . Modelo tridimensional de la hormona del crecimiento porcino. Se
muestran las cuatro hélices alfa que constituyen la proteina y los
enlaces que las unen.

La HGH es necesaria para el crecimiento postnatal y para el
metabolismo normal de carbohidratos, lipidos, nitrogeno y minerales. Se dice
que sus efectos son anabdlicos, diabetogénicos y lipoliticos, actuando a través
de mecanismos directos e indirectos, e influye en el metabolismo de:

« Proteinas, incrementando su sintesis y- disminuyendo los valores
plasmaticos y urinanos de aminoacidos y urea (1).
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- Lipidos, favoreciendo la liberacion de acidos grasos libres y glicerol del
tejido adiposo, asi como la oxidacion de los acidos grasos en el hepatocito
(1).

« Nitrdgeno, incrementando su retencion (2).

- Minerales, promoviendo un equilibrio positivo de calcio, magnesio y fosfato
y causando retencion de Na*, K* y CI- (1).

Los efectos en el metabolismo de carbohidratos y grasas estan
mediados directamente a traves de receptores especificos, mientras que los -
efectos en las proteinas y en el crecimiento son mediados a través del IGF-1
(factor de crecimiento semejante a insulina-1) (1, 3).

Al unirse a los receptores de lactégeno estimula las glandulas
mamarias y la lactogénesis (1).-Ademas, provoca niveles elevados de insulina
y cambios en el empleo de sustrato. Actualmente se estudian sus efectos en la
produccién de IGF-1 y la induccion de proteinas de unién a IGF, en un -
esfuerzo por entender mejor el mecanismo de las acciones de las HGH
durante el estrés (3).

1.1.2 Usos de la HGH

La HGH ha sido utilizada exitosamente en el tratamiento del enanismo
hipofisiario, para la remocion de acidos grasos en obesos, para mejorar |a
vascularizacion y promover la ganancia de masa muscular en los ancianos,
en el tratamiento de Ulceras y fracturas éseas y para acelerar la regeneracion
de tejidos (4). En los ultimos anos se ha investigado su efecto en un gran
numero de padecimientos, como en ninos con insuficiencia renal cronica,
retardo en el crecimiento intrauterino, artritis reumatoide, hipocondroplasia y
osteogénesis imperfecta, entre muchos otros (5, 6, 7, 8, 9).

Crecimiento, densidad o6sea y metabolismo del hueso.

Un estudio en el que se empled la HGH recombinante (HGHr) en ninos
con raquitismo familiar hipofosfatémico mostré un efecto positivo en el
crecimiento, sin embargo se puede agravar la tendencia ya existente al
crecimiento despraporcionado (6). Uno de los efectos en falla renal cronica es
el sindrome de insensibilidad secundaria a HGH, provocando que los nifos
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posean corta estatura, Su administracion en prepuberes aumenta la velocidad
del crecimiento (7). El tratamiento con HGHr en nifos con artritis reumatoide
juvenil activa puede rectificar la deficiencia de IGF-1, pero su efecto esta
adversamente influenciado por la respuesta de fase aguda, lo que se refleja
en un nivel elevado de proteina C reactiva (8). El tratamiento con HGH en
osteogeénesis imperfecta moderada incrementa significativamente la velocidad
de crecimiento lineal asi como el contenido mineral en hueso trabecular de la
espina lumbar , y no incrementa-el riesgo de fractura en pacientes en el corto
plazo (9). Se sabe que los ninos de corta estatura con talasemia tienen niveles
reducidos de HGH e IGF-1 circulante, y se ha observado que las células
eritroides en cultivo responden de modo normal al estimulo con HGH e IGF-1
(10).

La respuesta inmune

Aunque existe un reporte de que la HGH no ejerce influencia en las-
subpoblaciones de las celulas encargadas de la respuesta inmune, en la
respuesta proliferativa asi como en la produccién interleucinas, TNF e
interferon gamma (11), existe un estudio mas reciente que sugiere
interacciones entre Jos sistemas inmune y enddcrino a diferentes niveles, pues
~ muestra que la HGH puede influenciar al sistema inmune mediante la
estimulacion en la proliferacion de células secretoras de interferon gamma asi
como la estimulacién de su produccion (12).

Trauma severo

Una terapia prometedora en trauma severo, donde se necesita un
estimulo anabdlico ademas del soporte nutricional en la fase de flujo
catabélico, parece ser la infusion con HGHr (13). Un estudio muestra que la
administracion de HGHr atenia la oxidacion de 13C-Leucina (que es
administrada para estudiar la degradacion de proteinas) que se observa en.
pacientes quirtrgicos (14,15). En otros estudios, se ha observado un balance
de nitrdgeno menos negativo y un aumento de los siguientes parametros: la
eficiencia de la sintesis protéica, la velocidad de lipdlisis, la reesterificacion de
acidos grasos libres, los niveles plasmaticos de GH anabdlica, de IGF-1, de
IGFBP-3 y de insulina. La glucosa plasmatica es significativamente mayor sin
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afectar la salida de glucosa hepatica, ni la oxidacion de la glucosa ni las
velocidades de reciclaje. No altera el nivel de hormonas inducidas por trauma
(cortisol, glucagon, catecolaminas); se normaliza la hipoaminoacidemia
inducida por trauma y la excrecion de 3-metilhistidina es significativamente
. baja. La mejoria en los niveles de IGF-1 observada explica los efectos
anabdlicos sobre proteinas que ayudan a la reparacion del tejido y la
recuperacion temprana (13, 16).

Sistema reproductivo

La HGH tiene efectos importantes en el sistema reproductivo.
Numerosos experimentos proporcionan evidencia de accion local de la HGH
en los ovarios. Se ha demostrado la presencia de receptores para HGH en las
células de la granulosa humana, asi como la habilidad de la HGH para
aumentar la produccion de estradiol (E2) en estas células en la fase folicular
tardia. La HGH también provoca un incremento en la biosintesis de la
. progesterona por las células luteas humanas. Siendo la HGH el principal
regulador de Ios niveles plasmaticos de IGF-1, es posible su efecto indirecto
por medio de la produccion de IGF-1 hepatica u ovarica (17).

Un estudio en que se administr6 HGH a mujeres con ciclos ovulatorios
normales y un factor de infertilidad tubal, mostré que la HGH es un sinergistico
en la esteroidogénesis folicular inducida por FSH (18). Otro estudio muestra
+.que la HGH incrementa la secresién de oestradiol y promueve el desarrollo
del oocito en mujeres con el sindrome de ovario poliquistico (19).

La administracion de HGH a madres de infantes prematuros con
lactacion inadecuada, puede mejorar el volumen de leche materna sin
presentar efectos adversos (20).

Cardiomiopatia

La HGH se ha empleado en el tratamiento de la cardiomiopatia
dilatada. Su administracion por tres meses en pacientes incrementa la masa
miocardica y reduce el tamano de la camara ventricular izquierda, dando
como resultado una mejora en la hemadinamia, en el metabolismo energético
del miocardio y en el estatus clinico (21).



1.1.3 Produccion de HGH

La HGH fue sintetizada en Escherichia coli por primera vez por Goodel
y cols. en 1979 bajo el control del operén Lac, recuperandola del citoplasma
(22). Investigaciones posteriores permitieron obtenerla a partir del periplasma
y medio de cultivo, pero para este dltimo, se requiere de estrategias
complicadas (23-28). La HGH se ha sintetizado en otros hospederos: Bacillus
subtilis (29) y Saccharomyces cerevisiae (30) a nivel de mg/mL, y células de
mamifero (31, 32) a nivel de ng/mL.

Escamilla en 1996 (33) logré producir HGHr empleando a Pichia
pastoris como hospedero. Realizé la construccién de un vector portador del
ADNc de HGH con el que obtuvo cepas recombinantes de Pichia pastoris
productoras y secretoras de HGHr madura alcanzando alrededor de un 82 %
de las proteinas totales secretadas al medio de cultivo (equivalente a 12
mg/L).

1.2 Caracteristicas de Pichia pastoris

1.2.1 Generalidades

Las levaduras combinan la facilidad, simplicidad y economia de los
sistemas de expresion bacteriana con la autenticidad de los sistemas de
cultivo de tejido animal, los cuales son mas costosos y menos convenientes.
Al igual que las bacterias, las levaduras son faciles de crecer en medios de
cultivo econdmicos, y existen muchas herramientas para |a manipulacién e
introduccion de genes externos de interés. Las levaduras, como organismos
eucariotes, proveen un medio ambiente apto para el procesamiento
postraduccional y posterior secrecion de proteinas, resultando en un producto
bioldgicamente activo que es idéntico o muy similar a la proteina nativa. -

Saccharomyces cerevisiae tiene una larga historia de uso en la
produccion de pan y bebidas alcohdlicas. Como resultado, hay confianza en
que el organismo es seguro, y la experiencia en fermentaciones industriales
facilita el escalamiento de la produccion. La primera levadura empleada para
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la produccién de proteinas recombinantes fue precisamente Saccharomyces
cerevisiae, sin embargo tiene algunas desventajas. Durante la secrecion
proteica, tiene lugar el plegamiento, formacion de enlaces disulfuro y
glicosilacion. La N-glicosilacion ocurre en los sitios correctos pero
frecuentemente difiere del patron nativo en que las cadenas de carbohidratos
son frecuentemente de longitud excesiva y -del tipo ricos en manosa. La
proteina resultante puede ser inmunogénica limitando el uso de proteinas
glicosiladas como agentes terapéuticos humanos. Ademas, Saccharomyces
cerevisiae esta limitada como sistema de expresién debido a su baja
produccion (34).

El interés en el estudio de levaduras no convencionales, distintas a
Saccharomyces cerevisiae se ha incrementado considerablemente en los
ultimos ainos. En esta categoria se encuentran las levaduras metilotréficas
como Pichia pastoris, Hansenula polimorpha, Candida boidinii y otras, las
cuales poseen las ventajas de Saccharomyces cerevisiae pero son confiables
para alcanzar producciones elevadas (35, 36).

Pichia pastoris fue inicialmente desarrollada por la compaiia Phillips
Petroleum para la produccién de proteina unicelular para alimento de ganado.
Se desarrollaron procesos fermentativos con alta productividad de biomasa
(mayor a 10 g/L-hora) (37). Sin embargo, no resulté econémicamente rentable.
Esta compania invirtid sus esfuerzos en desarrollar con ésta levadura un
sistema de expresion para la produccion de proteinas recombinantes, al igual
que muchos otros investigadores (38) (TABLA 1).



TABLA 1

ALGUNAS PROTEINAS PRODUCIDAS EN Pichia pastoris
(Sreekrishna y Kropp 1996),

Proteina

Autor

~ Antigeno de superficie VHB
Invertasa
Factor de necrosis tumoral
, Lisozima
Fragmento C de la toxina tetanica
Proteina de envoltura del HIV-1
D-alanina carboxipeptidasa
Péptido anticoagulante de garrapata
CD-38 humana
a-Galactosidasa del grano de café
Anticuerpos monoclonales de conejo
Pectato liasa
Factor de crecimiento endotelial vascular
humano
Proteina anticoagulante antimetastasica
Transferrina
Fosfatasa acida
Enterocinasa bovina
Glicolato oxidasa y catalasa
c-Kit receptor cinasa
Proteina ORF3 del VHE
Inhibidor de |a anhidrasa
carbonica porcina
Ligando trimerico CD40
Hexosa oxidasa del alga
Chondrus crispus
Proteina HMG1

Cregg y cols. 1987 (39)
Tschopp y cols. 1987 (40)

Shreekrishna y cols. 1988 (41)

Digan y cols. 1989 (42)
Clare y cols. 1991 (43)
Scorer y cols. 1993 (44)
Despereaux y cols. 1993 (45)
Laroche y cols. 1994 (46)
Fryxell y cols. 1995 (47)
Zhu y cols. 1995 (48)
Ridder y cols. 1995 (49)
Guo y cols. 1995 (50)
Mohanraj y cols. 1995 (51)

Brankamp y cols. 1995 (562)
Steinlein y cols. 1995 (53)
Payne y cols. 1995 (54)
Vozza y cols. 1996 (55)
Payne y cols. 1997 (56)
Lam y cols. 1997 (67)

Lai y cols. 1997 (58)
Wouebbens y cols. 1997 (59)

McGrew y cols. 1997 (60)
Hansen y cois. 1997 (61)

Mistry y cols. 1997 (62)

1.2.2 El metabolismo del metanol

Las levaduras metilotroficas como Pichia pastoris, utilizan el metanol
como unica fuente de carbono y energia. La primera enzima para la via de
utilizacién del metanol es la alcohol oxidasa, conocida como AOX, que
cataliza la oxidacion del metanol a formaldehido (Figura 2).

Existen dos genes que codifican para la AOX, que son AOX 1y AOX 2.
El primero es el responsable de la mayor parte de la actividad en la célula. La
produccion de AOX esta altamente regulada, ya que la enzima es reprimida
en presencia de otra fuente de carbono como glucosa o etanol. El poderoso
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promotor regulable que programa la expresion de AOX ha sido aislado y
empleado dentro de un plasmido para dirigir ta produccion de proteinas
recombinantes (63, 64).

Durante el crecimiento en metanol, la AOX constituye
aproximadamente el 30 % de la proteina celular total, secuestrada en los
peroxisomas que pueden ocupar el 80 % del volumen celular (64).

S-HMG S-FG

My F F.' 3 H-C-0
CH,OH — HCHO ——-H—C—OH ———=

|
l /\‘ SG
SG
FAD FADH, 4

NAD* NADH+H*

A__/
{—\ HO + CO,

5
<¢———— HCOOH

H,0, O, :
12 m F
Hzo + 12 02 NADH+H* NAD*
PEROXISOMA M: Metanol
1: Alcohol oxidasa F: Formaldehido
- 2: Catalasa S-HMG: S-Hidroximetilglutation
3: Formaldheido deshidrogenasa  S-FG: S-Formilglutation
4; S-Formilglutatién hidrolasa G-SH: Glutatién reducido
5: Formiato deshidrogenasa F:Formiato
Figura 2, Esquema del metabolismo del metanol (21). Dentro del peroxisoma, el

primer paso de oxidacion a formaldehido es catalizado por la enzima
alcohol oxidasa, empleando oxigeno como aceptor de electrones. El
catabolismo posterior a biéxido de carbono y agua se lleva a cabo en
el citoplasma.

1.2.3 Ventajas de Pichia pastoris

la mayor ventaja de producr proteinas heterdlogas en Pichia pastoris
es la secrecion de niveles muy bajos de proteinas nativas. La mayor parte del
medio de cultivo comprendera a la proteina de interés y esto facilita su
purificacion (65).
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Como ya se ha mencionado, a diferencia de Saccharomyces
cerevisiae, Pichia pastoris tiene la ventaja de que sus proteinas no sufren
hiperglicosilacion. Ambas levaduras producen una N-glicosilacion del tipo rico
en manosa, pero la longitud de las cadenas del oligosacarido anadidas a las
proteinas postraduccionalmente es mas corta en Pichia pastoris (8-14
residuos de manosa por cadena) que en Saccharomyces cerevisiae (50-150
residuos de manosa) (40). El oligosacarido de Saccharomyces cerevisiae
tiene enlaces glicanos a-1,3 terminales, mientras que Pichia pastoris no. Se
cree que estos enlaces son los responsables de la naturaleza hiperantigénica
de estas proteinas dificultando su uso terapéutico.

1.2.4 Vectores de expresion

Los vectores de expresion de Pichia pastoris poseen los siguientes elementos
genéticos.

1. Las secuencias regulatorias 5§°’A0X1 (940 pb) y un segmento 3"’A0X1

(256 pb), derivadas del gen altamente expresable AOX17 para la
. expresion regulada de los genes de interés (63).

2. . P. pastoris HIS4 (gen de la histidinol deshidrogenasa) contenido en un
fragmento-de 2.8 kb puede servir como un marcador de seleccién en la
transformacion de huéspedes de P. pastoris His~ como GS115 (66).

3. La regidon 3'AOX1 es de 650 pb. Junto con la region 5°'A0X1 es
necesaria para la insercion sitio-dirigida al gen estructural cuando se’
emplea un plasmido digerido con la enzima apropiada para la
transformacion (64).

4. El gen de la beta-lactamasa y el origen de replicacién proporciona a los
vectores la caracteristica de ser utilizables tanto por Escherichia coli
como por Pichia pastoris .

5. Una secuencia sefal que codifica para una seial n-terminal de
secrecion de la proteina.

6. Sitio de clonacion multiple que permite la insercion del gen de interés
dentro del vector de expresion.
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7. Senal de terminacion de la transcripcion y poliadenilacion nativa para el
gen AOX1 (~260 pb).

8. Un origen de replicacion f1 de bacteriéfago (~458 pb) que permite la
generacion de ADN de cadena sencilla para mutagénesis.

9. Sitios de restriccion unicos que permiten la linearizaciéon del vector para
la integracién eficiente dentro del genoma de Pichia pastoris (64).

1.2.5 La cepa GS115 de Pichia pastoris

La cepa GS115 de Pichia pastoris tiene un defecto en el gen de la
histidinol deshidrogenasa (His4) lo cual le impide sintetizar histidina. Los
plasmidos de expresion que contienen el gen HIS4 complementan el His4 del
huésped, de modo que las transformantes se seleccionan por su habilidad de
crecer en un medio deficiente de histidina. La reversidon espontanea de
GS115 al prototipo His* ocurre con una frecuencia de 10-8 (64).

1.2.6 Dosis génica

Se ha demostrado que es posible obtener una mayor produccién de la
proteina recombinante si se integra mas de una copia del gen que codifica
para ésta en el genoma de Pichia pastoris, y algunos estudios muestran que
existe una correlacion entre el nimero de copias y la produccién de la
proteina recombinante (TABLA 2). Clare y cols. (43) encontraron que el factor
mas importante para obtener altos niveles del fragmento C de la toxina
tetanica es la integracion de muitiples copias del cassette de expresion del
fragmento C. En otro estudio (67), con la finalidad de incrementar los niveles
de Factor de Crecimiento Epidérmico de raton (mEGF) se desarrollé un
método para efectuar un tamizaje rapido de un gran numerc de
transformantes de Pichia pastoris con la presencia de muchas copias del gen
foraneo. Scorer y cols. (68) observaron una alta correlacion entre el nimero
de copias con la resistencia a drogas, asi como un incremento progresivo en
el RNA mensajero de HIV-1 ENV.
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TABLA 2
REFERENCIAS SOBRE LA PRODUCCION CON MULTICOPIAS EN Pichia pastoris.

Proteina Nivel de expresion Referencia
TNF humano 10 g/L (> 20 copias) 41
Proteina de 51.4 KD de Rango de < 1 a > 20 de la proteina 69
B. sphaericus soluble (multicopia, nimero no
determinado)
Fragmento C de la 12 g/L (14 copias) 43
toxina tetanica
Hormona de crecimiento 0.3 g/L (18 copias) 70
de salmoén
Pertactina P69 de > 3 g/L (>10 copias) 71
Bordetella pertussis
Aprotinina 0.9 g/L (5 copias} 72
mEGF 0.45 g/L (19 copias) 67

Sin embargo, se ha encontrado que para ciertas proteinas como LacZ
(73) y el Antigeno de Superficie del Virus de la Hepatitis B (39) sdlo fue
necesaria una copia para la produccién de la proteina a altos niveles, ya que
a mayor dosis génica no hubae aumento en el nivel de produccidn. Esto implica
que es necesario evaluar para cada proteina el nivel de produccion respecto a
.la_presencia de multiples copias, si se desea aumentar por esta via la
produccion de la proteina recombinante.

Gracias al empleo del vector pPICIK (figura 3), el cual posee el gen
que provee de resistencia a Geneticina en levaduras, es posible tamizar la
integracion de mas de una copia del cassette de expresidn al genoma de la
levadura, al conferirle la capacidad de crecer en concentraciones
progresivamente mayores de Geneticina (64, 68).
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3°AOX1
Figura 3. Plasmido pPICI9K. Posee los siguientes genes: regién 5° de la alcohol

oxidasa (5" AOX1), secuencia seial de Saccharomyces cerevisiae
(SS), senal de terminacion de la transcripcion (3'AOX7 T7), gen de la
histidinol deshidrogenasa (H/S4), gen de resistencia a kanamicina o

Geneticina (Kan'), region 3’ de la alcohol oxidasa (3" AOX1}, origen de
replicacion de Escherichia coli (ColE1) y el gen de resistencia a

ampicilina (Amp).

1.3 Justificacion del trabajo

Se ha logrado la expresion de hGH en diversos sistemas procarioticos
y eucarioticos, siendo el antecedente mas reciente y novedoso la produccion
de HGHr en la levadura metilotréfica Pichia pastoris. Debido a que se desea
construir una cepa con caracteristicas mejores que la cepa de Pichia pastoris
previamente construida, y la posibilidad de seleccionar cepas que han
integrado mas de una copia del ADNc de HGH y sobreproductoras, a través
del tamizaje con el antibiotico Geneticina, se planteé el presente trabajo.
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1.4 Objetivos del trabajo
Objetivo general.

Construir cepas de Pichia pastoris productoras de Hormona del
Crecimiento Humano recombinante y evaluar esquemas de purificacion.

Objetivos especificos:

1. Producir HGHr.

a) Construir el vector de integracién pPICOKhGH22K.

b) Obtener cepas recombinantes dé Pichia pastoris mediante su
transformacion con el vector pPICOIKhGH22K y caracterizar sus

genotipos y fenotipos.

c) Seleccionar cepas multicopias del cassette de expresion productoras de
HGHr.

2. Evaluar esquemas de purificacién de HGHr.
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CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS
21 Area de trabajo, reactivos y equipo

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

Las enzimas de restriccién, asi como las enzimas ADN Ligasa de T4
fueron obtenidas de New England Biolabs (NEB, Beverly Ma, EUA) y
Bethesda Research Laboratories (BRL, Gaithersburg MD, EUA), la enzima
liticasa fue adquirida de Sigma Chemical Co. (St Louis Mo, EUA). Para las
reacciones enzimaticas se siguieron las recomendaciones dadas por los
proveedores. '

Los reactivos para las diferentes soluciones proceden de Sigma
Chemical Co. (St Louis Mo, EUA), Merck de México (Monterrey, N.L.) y
Reactivos Monterrey (Monterrey, N.L.). Los oligonucledtidos utilizados para la
reaccion en cadena de la polimerasa se sintetizaron y cuantificaron en el
Laboratorio de Quimica Biomolecular del Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Medicina, de la U.A.N.L. )

La cepa de E. coli XL1-Blue y los marcadores de peso molecular
provienen de la bacterioteca y genoteca de la U.L.LLE.G. El sistema de
expresion de Pichia pastoris, el cual incluye la cepa GS115, el vector pPIC9,
el vector pPICIK, catalogos y otros, asi como el Estuche de expresion de
Pichia pastoris (cat. No. K1710-01), se adquirieron de Invitrogen Corporation
(San Diego Ca, EUA).

Se utilizé 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 Orbit Lab line
modelo 0993-33061, una placa agitadora con control de temperatura marca
Corning modelo PC320 (N.Y., EUA), un ultracongelador marca So-Low
Enviromental Equipment (Cincinnati, Ohio, EUA), una campana Clase Il
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marca Labconco Corporation (K. C., Missouri, EUA), una bascula digital marca
Sartorius modelo 1206MP (Camibh Géttingen Germany), una balanza
analitica Mettler modelo AE 163,un evaporador y concentrador marca
Labonco Corporation modelo 78100-00 (K. C., Missouri, EUA), un blogue de
calentamiento Thermoline Tipo 16600 Modelo OB17615, una camara de
electroforesis horizontal Fotodyne, centrifugas Beckman Mod.TJ-6 y J2-MI, una
plataforma agitadora Shaker Orbit Mod Lab Line mod 3520, una plataforma
orbital Labline Modelo 3520, una camara de electroforesis vertical Miniprotean
Il de Bio Rad, una incubadora con agitacion Orbit Lab line Catalogo No. 3526
y un espectrofotdmetro UV/Vis DUS0 Beckman. Ademas, un Cromatégrafo de
Liquidos de Alta Resolucion System Gold de Beckman y una columna de
intercambio anionico Protein Pak DEAE 8HR, cat. no. PN35650,- AP-1, de
dimensiones 10 X 100-mm, 8 um, 1000 °A (Waters,Chromatography Division
Millipore).

El procesamiento de datos fue realizado en una computadora modelo
Power Macintosh 5260/100 (Apple Computer, Inc.; Cupertino California. EUA)
y un sistema de analisis dimensional de geles compatible con PG, constituido
de una camara de video, una fuente de luz UV y una computadora (Gel Doc
System, BIO-RAD). Los perifericos compatibles para Macintosh utilizados
fueron: Modem Global Village Communication Inc. modelo Teleport/Silver
A801 (East Middlefied Road Montain View Ca. EUA); digitalizador de
imagenes de cama plana UMAX data System Inc. modelo UC630 MaxColor
(Industrial Park Hsinchu Taiwan, R.O.1.) .

El procesador. de texto utilizado fue Microsoft Word version 5.1a (1987-
1992 Microsoft Corporation), procesadores de gréaficos Microsft Power Point
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.). El programa utilizado para
comunicacion en la red fue el Netscape 2.0.

Los programas computacionales de Biologia Molecular empleados
fueron: Amplify version 1.2b (Bill Engels 1992 University of Wisconsin
Genetics M. Madison, Wi. EUA), ADN Strider ™ 1.1 (Ch. Marck and C.E.A
1989 Service de Biochimie-Départemet de Biologie-Institut de Recherche
Fondamentale-CEA-FRANCE), Oligo version 4.0 (1992, Plymouth, Mn, EUA),
Molecular Analyst 1997 (BIO-RAD). RASMac v2.5, Molecular Graphics
Program (1994, Roger Sayle, Biomolecular Structure, Glaxo Research and
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Development, Greenford, Middlesex, UK., EUA). Graphic Converter V2.7 (US)
(1997, Shareware, Thorsten Lemke, E-Mail: 100102.1304@compuserve.com,
lemkesoft@aol.com). CLUSTAL W Multiple Sequence Alignment Program
version 1.6, Marzo 1996 (Des Higgins; E-mail: Higgins@EBI.ac.uk. Toby
Gibson; E-mail: Gibson@EMBL-Heidelberg.DE).

Los programas utilizados por via Internet en un servidor remoto fueron:
Entrez (National Center for Biotechnology Information (NCBI); BLAST Network
Service (Blaster) y Retrieve [National Center for Biotechnology Information
(NCBY)], GENEBANK (ICEGEB, Trieste, ltalia).


mailto:100102.1304@compuserve.com
mailto:lemkesoft@aol.com
mailto:Higgins@EBI.ac.uk
mailto:Gibson@EMBL-Heidelberg.DE
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2.2 Estrategia general experimental

El trabajo experimental consistié de las siguientes etapas:

a)

b)

d)

Construccion del vector pPICOKhGH22K. Se partié de la construccién
pPICO9hGH22K y mediante el corte con las enzimas de restriccion Sac / y
Not | se recuperd el fragmento que contiene el ADNc de HGH, el cual
posteriormente se transfirié al vector pPICOK digerido con las mismas
enzimas, y se verificd su identidad mediante patrones de restriccion.

Transformacién de la cepa GS115 de Pichia pastoris. Se empled el
vector construido pPICSKhGH22K linearizado con la enzima Sac / para
permitir 1a recombinacion homologa con la region 5’A0X 1 del genoma -
de la levadura.

Selecccion de cepas multicopias. Se seleccionaron las transformantes

.~ His* y después de verificar la integracion del cassette de expresion

mediante PCR, se efectud el tamizaje con el antibiotico Geneticina o
G418 para la seleccion de posibles multicopias. Se analizaron por PCR
semicuantitativo las intensidades de las bandas de 2200 y 1060 pb en
las cepas que crecieron a concentraciones mayores de G418.

Fermentacion. Se seleccionaron tres cepas para efectuar los ensayos de
fermentacion y el andlisis de proteinas por Bradford y SDS-PAGE, para:
seleccionar la cepa sobreproductora.

Purificacion. Se evaluaron estrategias de purificacion de la HGHr
mediante precipitacion con sulfato de amonio y Cromatografia de
intercambio Anidnico.
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Figura 4. Representacion de la estrategia general planteada para cumplir con
los objetivos del presente trabajo. Incluye construccion del vector
pPICOKhGH22K, preparacion y posterior transformacion en Pichia

. pastoris, seleccion de posibles cepas multicopia, ensayos de PCR y
fermentacion, seleccién de cepa sobreproductora y finalmente
evaluacion de esquemas de purificacion.
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2.3. Métodos

2.3.1 Construccion del vector pPICOKhGH22K

2.3.1.1 Propagaéién y caracterizacion de los plasmidos
pPIC9K y pPICO9hGH22K

Se efectuaron transformaciones de los plasmidos pPIC9K vy
pPICO9hGH22K en bacterias calcic-competentes Escherichia coli XL1-Blue, de
acuerdo al protocolo- descrito por Sambrook y cols. (74), que se describe a
continuacion. A 100 uL de bacterias calcio-competentes Escherichia coli XL1-
Blue se anadieron 10 ng de piasmido y se incubd en hielo por 30 min. Se di6
un choque térmico a 37°C por 1 min, se incubd en hielo por 2 min y se
afadieron 900 pL de medio LB. Finalmente se incubd 1 h a 37°C con
agitacion constante (250 r.p.m.) antes de distribuir en cajas LB-agar con
ampicilina (100 png/mL) y tetraciclina (5 pg/mL). Se incubaron a 37°C por 12 a
16 h hasta observar colonias.

Se seleccionaron al azar colonias y se extrajo el ADN con la técnica de
minipreparacion por lisis alcalina en miniescala (75). Cada colonia se inoculd
en 3 mL de medio LB con ampicilina (100 ug/mL) y tetraciclina (5 pg/mL) y se
incubd a 37°C y con agitacion (250 r.p.m.) de 12 a 16 h. El contenido de cada
tubo se colectd en tubos de microcentrifuga. de 1.5 mL mediante
centrifugaciones sucesivas a 14000 r.p.m. por 2 min, en una microcentrifuga
Eppendorf modelo 5415. La pastilla se resuspendié en 200 pL de la solucion |
y se incubd 5 min en hielo. Posteriormente se afadieron 400 uL de solucién 1,
se mezclé suavemente por inversion y se incubé 5 min en hielo. Se agregaron
300 pL de solucion lll, se mezcldé suavemente por inversion y se incub6 20 min
en hielo. Se centrifugd 9 min a 14000 r.p.m. y el sobrenadante se transfirid
cuidadosamente a un tubo eppendorf de 2 mL estéril. A éste se le anadieron
650 uL de isopropanol y se incubd 30 min a temperatura ambiente. Se
centrifugd 15 min a 14000 r.p.m. y la pastilla se lavé 2 veces con etanol al 70
%: Se efectud un lavado final con etanol al 100 % y se seco la pastilla de ADN
en un concentrador marca Labonco Corporation modelo 78100-00 .
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El ADN se resuspendio en TE (10 mM Tris-HCI, pH 8) con RNasa 2
. ng/mL. Para verificar la integridad del ADN, se resolvié en geles de agarosa al
0.6 % en una una camara de electroforesis horizontal a 90 V hasta
aproximadamente 3/4 del gel. Las bandas se visualizaron mediante tincion
con bromuro de etidio en un transiluminador y en el sistema Gel Doc de Bio
Rad.

Para verificar la identidad de los plasmidos se efectuaron cortes con las
enzimas de restriccion Bgl /i, Sac Iy Not |. Para Bgl il se realizé lo siguiente:

Reactivo ul
Amortiguador Gibco BRL 3 1.0
10X
Agua 6.75
Bgl I (10 U/uL) 0.25
ADN (500 ng/uL) 2.0

Se incub6 a 37°C por 2 h. Para las enzimas de restriccion Sac /y Not I.
se realizd lo siguiente:

Reactivo L
Amortiguador NEB 4 10 X 1
Agua 6.25
Sac 1 (20 U/plL) 0.25
ADN (500 ng/pl) 2.0

Se incubd 2 h a 37°C, se afiadié 0.5 uL de Not I (10 u/uL) y se incub6 2
h mas.
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2.3.1.2 Cortes preparativos de los vectores pPICIK vy
pPICOhGH22K

pPICIK pPICShGH22K

Corte preparatwo Corte preparalivo
“AOX1 purificacién
s ‘AOX1 S ; 5°A0X1Y 8 hGH
+ M
Sac' oni K" Ligacién Sac! Inserto ot/
Vector 1:4 vector:inserio
Posibilidades:

pPICOK pPICSKhGH22K
(Vector recircularizado) : (Vector recombinado)

Figura 5. Estrategia efectuada para la construccion del vector pPICOKhGH22K.
- Se representan los cortes efectuados con las enzimas Sac/{ y Not | para
liberar del vector pPICShGH22K al fragmento de 1597 pb que contiene
el ADNc de HGH, asi como para preparar el vector pPIC9K para la
ligacion posterior. Se muestran ademas los posibles resultados de la

reaccion de ligacion.

Para liberar del vector pPICOhGH22K el fragmento de 1597 pb que
contiene el ADNc de HGH , asi como preparar el vector pPICOK para la
ligacion posterior, se efectuaron digestiones analiticas para encontrar las
condiciones 6ptimas de corte con las enzimas Sac !/ y Not I. Este corte libera
parte de la regién 5°A0X1, la secuencia sefial y el ADNc de HGH (hasta el
sitio de policlonacion). Una vez establecidas, las digestiones preparativas se
realizaron de acuerdo a la siguiente tabla:
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Reactivo pPICSK pPICOhGH22K
Amoartiguador NEB 4 10 pL 10 uL

10X

Agua 73.756 uL 48.75 pL

ADN 10 pL (5 o) 30 pL (15 pg)
65°C 20 min 65°C 20 min

Sacl 0.7pL 4 h+0.55 pL 19puL4h+185pL
toda la noche toda la noche.

Not | 25pL4h+25uL 38uL4h+3.7pL

toda la noche

toda la noche

Los cortes fueron analizados en geles de agarosa al 0.6 %.

2.3.1.3

Purificacién del fragmento de 1567 pb

El fragmento de 1597 pb que contiene el ADNc de HGH (9.5 pg de la
digestion de pPICO9hGH22K) se purifico en un gel preparativo de agarosa al 1 -
%. La banda de 1597 se recupero del gel cortando con un bisturi. El fragmento
se recuperd de la agarosa mediante la técnica de electroelucion (Schieider
and Schuell). Se colocd el fragmento en una cadmara con amortiguador TE
estéril, se sometio a 100 V por 2 h y se recuperd el amortiguador del
compartimientoe. Se precipité con etanol al 70 % a -70°C por 2 h. Se centrifugé
15 min a 14000 r.p.m, a 4°C. Se efectuaron dos lavados con etanol al 70% y
se verifico Ja recuperacién en un gel de agarosa al 1 %.

2.3.1.4

Reaccion de ligacion

Se realizo la ligacion del ADNc de HGH en el vector pPICIK, para lo
cual se empled una proporcién 1:4 vector.inserto purificado. La mezcla de

ligacién fue la siguiente:

Amortiguador 5X
Vector cortado sin purificar
Inserto purificado
Agua
Ligasa (1 u/ul, Gibco-BRL)

4 nl
6.0 pL (300 ng)
3.9 puL (290 ng)
41l
2.0 pL
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El volumen final de la reaccion fue 20 pL. La ligacion se llevd a cabo a
16°C por 16 h: El resultado de la ligacion se verifico en un gel de agarosa al 1
% .

2.3.1.5 Transformacion de bacterias calcio-competentes con la
reaccion de ligacion, obtencion del ADN y caracterizacion.

La transformacién se efectué en bacterias calcio-competentes
Escherichia coli XL1-Blue, de acuerdo al protocolo descrito por Sambrook y
cols. (74). En un tubo se colocaron 5.5 pL del producto de la ligacién
(equivalente a 75 ng del vector) y se llevé a 10 pul con TE pH 8, y se utilizaron
los siguientes controles: vector digerido (75 ng), testigo negativo
(amortiguador TE pH 8) y testigo positivo (1 ng pUC19), y se incubaron en
hielo por 15 min. Se transfirieron 100 pL de las bacterias calcio-competentes a
cada tubo y se incubaron en hielo por 30 min, 1 min a 37°C, y nuevamente en’
hielo por 2 min. Se anadieron 900 uL de medio LB y se incubd una hora a
37°C a 250 r.p.m. El volumen de la reaccion de la transformacion se repartio
en 4 placas LB-agar con ampicilina (100 pg/mL) y tetraciclina (5 pg/mL). Se
incubo a 37°C por 16 h.

De las colonias obtenidas se levantaron 36 al azar y se extrajo el ADN
con la técnica de minipreparacion por lisis alcalina en miniescala {(75). Los
ADNss fueron caracterizados con la enzima 'Bg! /I, se seleccioné el ADN de una
clona el cual fue caracterizado mas exhaustivamente con las enzimas de
restriccion Sac J-Not |, Pst I, Pvu /. Estas enzimas permitieron distinguir
facilmente al comparar el patron de restriccion de pPICO9KhGH22K contra
pPICIK y pPICOhGH22K.



24

2.3.2 Construccion de la cepa recombinante de Pichia pastoris

2.3.2.1 Preparacion del plasmido pPICO9KhGH22K para la
transformacién en Pichia pastoris

Para efectuar la transformacion de Pichia pastoris, se lineariz6 el vector
construido pPIC9KhGH22K. Adicionalmente, se linearizé pPIC9K como
control.

Se efectuaron las digestiones preparativas de la siguiente manera:

— pPICIK pPICIKhGH22K
Amortiguador NEB 1 10X 10ul 10 uL
Agua 36 ulL 36 pL
ADN 50 ul (25 ng) 50 puL (25 ng)
65°C 20 min
Sac 120 u/uL 4 uL 4L
Vol. Final 100 puL 100 puL

Se incubd a 37°C por 16 h. El corte se corrobor6 en gel de agarosa al 1
%.

2.3.2.2 Transformacion de Pichia pastoris mediante la técnica
de esferoplastos

Se efectud de acuerdo a lo descrito por Invitrogen (64). Se empled la
mitad de un cultivo fresco de Pichia pastoris GS115 para efectuar una cinética
con el fin de obtener el tiempo 6ptimo para la formacion de un 70 % de
esferoplastos. Posteriormente se procedié a la preparacion de esferoplastos
para la transformacién con la otra mitad del cultivo fresco.



25

A 7.5 .de Célculo del
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Pichia pastoris toda la i 0?5-;‘8 70 % de
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Figura 6. Proceso seguido para obtener un 70 % de formacién de esferoplastos,

empleando la cepa GS115 de Pichia pastoris.
a) Cinética de'esferoplastos

Se sembro por estria la cepa GS115 Pichia pastoris en placa YPD y se
incubd la placa a 30°C por 2 dias. En un tubo cénico de.50 mL conteniendo 10
mL de YPD, se inoculdé una colonia de GS115 de la placa YPD y se crecid
toda la noche a 28-30°C y 250 r.p.m. Se colocaron 200 mL de YPD en tres
matraces de 500 mL, se inocularon con 5, 10, y 20 pL de células del cuitivo
anterior y se incubaron toda la noche a 30°C y 250 r.p.m., se cosecharon las
células del cultivo con D.O.600nm entre 0.2 y 0.3 por centrifugacion a
temperatura ambiente por 5-10 min a 1500 X g, en una centrifuga Beckman
TJ-6. Estas células se usaron para la formacion de esferoplastos. Se lavaron
las células por resuspension de la pastilla en 20 mL de agua estéril y se
transfirieron a 1n tubo cénico estéril de 50 mL. Las células se empastillaron
por centrifugacion a 1500 X g por 5§ min a temperatura ambiente. Se
efectuaron 2 lavados mas de la pastilla, con 20 mL de SED y sorbitol 1 M.
Finalmente se resuspendieron en 20 mL de amortiguador SCE y se dividio la
suspension en dos tubos conicos de 50 mL (~10 mL cada uno): el tubo 1 se
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utilizé para efectuar la cinética de esferoplastos, y el tubo 2 se dejé en hielo
para la transformacion con el ADN.

Para la cinética se realizo lo siguiente:

Se ajustd el espectrofotometro UV/Vis DU50 Beckman a 800 nm con el
blanco que consistic de 800 ul. de SDS 5 % y 200 uL de SCE. Se prepararon
17 tubos de microcentrifuga de 1.5 mL. Se rotularon como 0, 2, 4, 6, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 y 50 y se anadieron 800 uL de SDS al 5 % a cada
tubo.

Del tubo conico de células marcado como 1 se tomaron 200 plL de la
suspencion y se colocaron en el tubo de microcentrifuga marcado "0", siendo
éste el tiempo cero y se dejo el tubo en hielo.

Se ainadieron 7.5 uL de zymoliasa al mismo tubo cénico de células
marcado como 1, se mezcld por inversion y se incubd 30°C. Se monitored la
formacion de esferoplastos tomando 200 plL a los tiempos 2, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, y 50 min a partir de que se anadi6 la zymoliasa,
colocando las alicuotas en hielo. Se leyé la D.0.800nm para cada tubo.

El porcentaje de esferoplastos para cada punto del tiempo se determind

usando la ecuacion:

% de esferoplastos = 100 - [(D.0.800nm 2! tiempo t /D.0.800nm al tiempo 0) X 100]

Se determind asi el tiempo de incubacion minimo necesario para obtener el
70 % de esferoplastos.

b) Transformacion

Al tubo cénico de células marcado como 2 que se dejo aparte en hielo,:
se anadieron 7.5 pL de zymoliasa y se incub6 a 30°C el tiempo calculado para
obtener el 70 % de esferoplastos. Se cosecharon los esferoplastos por
centrifugacion a 750 X g por 10 min a temperatura ambiente. Se lavaron con
10 mL de sorbitol 1 M (sin usar vértex). Los esferdplastos se colectaron por
centrifugacion a 750 X g por 10 min a temperatura ambiente, y se lavaron con
10 mL de CaS. Finalmente se resuspendieron en 0.6 mL de CaS. Se usaron
inmediatamente para la transformacion debido a que no se pueden
almacenar.

Se empled para transformar el vector pPICOKhGH22K digerido con Sac
I, asi como pPICIK digerido con Sac / y ademas amortiguador TE, estos dos
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como controles. Se colocaron 100 pL de esferoplastos en un tubo de
microcentrifuga estéril de 2 mL. Se aiadieron 10 ug de ADN linearizado o TE
y se incubd el tubo a temperatura ambiente por 10 min. Se anadié 1.0 mL de
solucion fresca de PEG/CaT a las células y ADN, se mezclé y se incubd a
temperatura ambiente por 10 min. Posteriormente se centrifugé el tubo a 750
X g por 10 min a temperatura ambiente y se extrajo el sobrenadante. Se
resuspendid la pastilla de células transformadas en 150 pl. de medio SOS y
se incubo a temperatura ambiente por 20 min. Finalmente se afadié 850 pL
de sorbitol 1 M. se mezclaron 200 pL de cada transformacion de
esferoplastos-ADN con 10 mL de agarosa-RDB fundida y se vertid en las
placas RDB. cada transformacion rindid para 5 placas. Una vez que la
agarosa se gelifico, se invirtieron las placas y se incubaron a 30°C por 6 dias.

Se comprobg la viabilidad de Ias celulas, para lo cual se mezclaron 100
uL de esferoplastos con 900 puL de sorbitol 1 M y 100 pL de esta dilucién se
mezclaron a su vez con 10 mL de agarosa fundida RDBH y se vertié en una
placa RDBH, para demostrar que los esferoplastos pueden ser regenerados a
células.

2.3.23 Verificacion de la integracion por PCR

La verificacién genotipica de algunas cepas se realizé mediante la
Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR, Figura 7). Se utilizaron exiractos
crudos de algunas de las cepas obtenidas por el tratamiento con liticasa (76).
Se tomd un trozo de la colonia al tamano de la cabeza de un alfiler con una
puntilla estéril, y se resuspendié en 10 uL'de agua contenidos en un tubo de
microcentrifuga de 500 pL. Se anadié 5 pL de liticasa (5 u/uL) y se incubd 10
min a 30°C. Posteriormente se sumergieron los tubos en nitrégeno liquido por
un min. De este extracto crudo se tomaron directamente 5 pL para llevar a
cabo el PCR.
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Figura 7. Verificacion de genotipos de las transformantes de Pichia pastoris
- mediante PCR. Se muestra la integracion del cassette de expresion, el
sitio donde se aparean los. iniciadores y los productos de PCR que se

generan.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa se realizé empleando los
iniciadores recomendados por Invitrogen (64), siguiendo las siguientes
especificaciones:

Reactivo L Conc. final

Amortiguador (10 X) i 25 1X
dNTP's (10 mM) 05 200 pM
Primer 5° (5 pM) 25 0.5 uM
Primer 3" (5 pM) 25 0.5uM
MgCl2 (25 mM) 15 1.5 mM

Agua 10.0 *
Taq (5 U/uL, Perkin-Elmer) 0.5 25U
Extracto crudo ' 5.0 *
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El volumen final de la reaccién fue de 25 puL. El programa del
termociclador fue el siguiente:

——

Paso Temperatura °C Tiempo
1 94 5 min
2 94 45 seg
3 60 1 min
4 72 2 min
5 30 ciclos al paso 2
6 72 10 min

El producto amplificado se verificd con 5 l en un gel de agarosa al 1 %.
2.3.3 Seleccion de la cepa sobreproductora

21 3:3:1 Tamizaje con G418

Para seleccionar las posibles i:epas multicopias, se efectud el tamizaje
a concentraciones crecientes de G418, debido a.que a mayor numero de
copias del cassette de expresion integrado, la levadura es capaz de crecer a.
concentraciones mayores de G418.. )

Se anadieron 200 pl. de YPD a cada pozo de una placa de
microtitulacién y se inoculd cada pozo con cada una de las transformantes de
pPIC9KhGH22K His* obtenidas mediante la técnica de esferoplastos, asi
como los siguientes controles: una cepa transformada con pPICSK, una cepa
transformada con pPIC3hGH22K sin resistencia a G418, y GS115 sin
transformar, usando palillos de dientes estériles y agitando para resuspender
las células. Se incubd a 30°C por dos dias. Después en un segundo juego de
placas se anadi6 190 uL de YPD a cada pozo y se inoculd con 10 uL del
primer juego de placas. Se incubd el segundo juego de placas a 30°C por
toda la noche. Al siguiente dia, se repitié el pase en un tercer juego de placas.
Después de la incubacion toda la noche, se resuspendieron las células en -
cada pozo por pipeteo, se tomaron 3 puL de cada pozo y se colocaron en
placas de YPD conteniendo G418 a concentraciones finales de 0, 0.25, 0.5,
0.75, 1.0, 1.5, 1.75, 2.0, 3.0 y 4.0 mg/mL en un patrén regular usando una
plantilla numerada.
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Se dejo secar el liquido y se incubaron las placas a 30°C. Se revisaron
después de 2, 3, 4, y 5 dias para ver las cepas resistentes a G418.

Wi HITEN

200 pL de medio YPD a cada pozo

t aPic;hJa pasttori:_ E> Inocular las transformantes con palillos
ransiormantes His* e incubar a 30°C x 2 dias

,
{ | Y
sl 1T\

SiEEEd LR

ad 3/ Pasar 10 uL de cada pozo en una
placa nueva que contiene 190 uL
Inocular en placas de YPD con de YPD en cada pozo, .

G418 a concentraciones de 0,
0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 1.75,

2.0, 3.0 y 4.0 mg/mL. Incubar
a 30°C x 6 dias

. Pasar 10 uL de cada pozo en una
Resuspender y tomar <: placa nueva que contiene 190 uL

incubara 30:C x 12 h

10 uL de cada pozo de YPD en cada pozo,
incubara30°C x12 h
Figura8. . Tamizaje con G418 de la cepas de Pichia pastoris obtenidas. Consiste

en una primera etapa de homogenizacion de las densidades celulares,
para porteriormente inocular en placas con concentraciones crecientes
del antibiotico G418.

2.3.3.2 Estimacion semicuantitativa del nimero de copias por
PCR

Después de incubar por 5 dias, se revisaron las placas y se
seleccionaron las colonias que crecieron a una concentracion 20.75 mg/mL
de G418. Se efectuaron ensayos de PCR en condiciones tales que
permitieran evaluar las intensidades relativas de las bandas de 2200 y 1060
pb, que podrian sugerir mas de una copia del gen de hGH, comparadas con la
cepa construida anteriormente (GS115hGH22K-unicopia).

El ADN se extrajo mediante la técnica de TSNT (33). Se inoculd una
colonia en 4 mL de YPD y se crecid a 30°C y 250 r.p.m. por 24-48 h. Se
cosechd en un tubo de microcentrifuga de 2 mL a 14000 r.p.m. 1 min y se lavo
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la pastilla con 500 pL de agua milli-Q. Se anadieron 300 uL de amortiguador
TSNT (Triton X-100 2 %, SDS 1 %, NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM y EDTA 1
mM, pH 8) y se mezcld, se anadid posteriormente 650 puL de fenol saturado y
se agito por 5 min. Se agregd 150 pL de Sevag y nuevamente se agitd en
vortex por 30 min. Se agregé 300 uL de amortiguador TE pH 8 y se agité 10
seg. Se centrifugd 5 min a 14,000 r.p.m. y la fase acuosa se transfirié a un tubo
de 2 mL. El ADN se precipité con 1.3 mL de etanol absoluto. Se efectuaron 2
lavados con 1 mL de etanol al 70 %, la pastilla se secé en un evaporador .
centirifugo al vacio y finalmente se resuspendié en 500 pL de TE pH 8.

Se verificd la integridad del ADN en geles de agarosa al 0.6 % y la
calidad por la relacion espectrofotométrica 260/280. La cantidad aproximada
se determind por la formula Abs X Dilucién X 50 = pg/mL de ADN, y se
comparo en el sistema Gel Doc contra un ADN estandar.

Las condiciones experimentales del PCR semicuantitativo (78) se
- describen a continuacion. La primera parte de la mezcla de reaccion para el
PCR consistid en lo siguiente:

Reactivo ut Conc. final
DMSQ 1.25 5%
Amortiguador 10 X 2 1X
dNTP's 10 mM 0.5 200 uM
Primer &' 5 uM 25 0.5 pM
Primer 3’5 pM 25 0.5 pM
MgCl2 25 mM 15 1.5mM
Agua 8.75 i

Se anadié 50 ng de ADN y se calentd a 94°C por 5 min. Posteriormente
se anadio la segunda parte de la mezcla de reaccion;

Reactivo uL Conc. final
Taq 5 u/pl (Perkin Elmer) 0.2 0.04 u/pL
Agua 43 *
Amortiguador 10X 35 . 1X
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El volumen final de la reaccion fue de 25 plL. El programa del
termociclador se muestra a continuacion:

Paso Temperatura °C Tiempo
1 94 5 min
2 94 45 seg
3 60 1 min
4 72 2 min
5 18 ciclos al paso 2
6 72 10 min

El producto amplificado se verificd en un gel de agarosa al 0.8 %. Se
efectud el analisis de las intensidades relativas de las bandas de 2200 y 1060
. pb empleando el sistema Gel Doc de Bio Rad como a continuaciéon se
describe.

Para el andlisis de la intensidad de cada banda en particular, se recurre
a "Volume Analysis” (Figura 9).'Esta herramienta se empled en geles de SDS-
PAGE y agarosa. Con "Volume Tools” se selecciona la forma de un rectangulo
y. se dibuja encima de cada banda. Si se desea comparar entre bandas del
- mismo carril o de carriles distintos, es conveniente encontrar la banda de
mayores dimensiones para dibujar el rectangulo, y a partir de él copiarlo en el
resto de las bandas, para eliminar el error debido a diferencias en las
dimensiones.

Se marcan todas las bandas, y una.zona sin bandas como blanco. Los -
resultados se obtienen en "Analysis volume object list™. El valor numerico de
Adjust volume en Cuentas X mm?Z equivale a la intensidad de la banda.
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Toma de imagen Volume Analysis wial
s | VDB oo | 7oV OIUINE s | [ AT i s §OU |
A Unknown 90 20
B Unknown 85 20
C Unknown 90 29
e 5 X Unknown 85 20
E Unknown 70 20
e Unknown 75 20
G Unknown 80 20

Analysis volume object list

Analysis menu Analysis menu
Volume analysis
Volume tools
Rectangle volumen tool

Figura9. - Secuencia de pasos requeridos para el analisis de los geles en el
sistema Gel Doc de Bio Rad. Mediante esta secuencia de pasos se

obtiene la intensidad de cada banda en Cuentas X mmZ.

2.3.3.3 Ensayos de fermentacion

Se seleccionaron 3 cepas de Pichia pastoris denominadas
GS115hGH22KG418, que crecieron a las mayores concentraciones de G418,
y con ellas se efectuaron fermentaciones por triplicado, con el fin de verificar la
produccion de HGHr y seleccionar una cepa sobreproductora.

A partir de un stock en-glicerol al 15 %, se estriaron placas de agar YPD
de las' 3 cepas, asi como de la cepa unicopia, y se incubaron por 3 dias a
30°C. Posteriormente, se inoculd una colonia y se resuspendio en 25 mL de
medio BMG. Se incubé a 30°C y 250 r.p.m. hasta alcanzar una D.O.600nm de
4. Se efectud una dilucion en medio BMG fresco a una D.O.600nm final de
0.5. Se incubo a 30°C y 250 r.p.m. hasta alcanzar una D.O.600nm de 1.4.
Finalmente, se obtuvo el paquete celular de cada matraz centrifugando a 4000
X g por 10 min y el paquete se resuspendié en 25 mL de medio BMM con ura
concentracion de metanol de 0.75 %. La induccion se llevé a cabo a 30°C y
250 r.p.m., se anadi6 metanol cada 24 h para compensar la pérdida por
evaporacion. Se siguid el crecimiento registrando la D.O.600nm.
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La fermentacion se siguio por 120 horas. Se separd el sobrenadante
del paquete celular centrifugando a 4000 X g por 10 min. Posteriormente se
efectuaron los analisis de proteinas por Bradford y SDS-PAGE al medio de
cultivo.

+2.3.3.4  Analisis de las proteinas del medio de cultivo por
Bradford y SDS-PAGE

Para comparar el nivel de produccion de HGHr de las cepas
GS115hGH22KG418-1, 19 y 76 con la produccion de la cepa
GS115hGH22K-unicopia, se analizaron las proteinas totales por la técnica de
Bradford y la proporcién relativa de la banda de HGHr por SDS-PAGE. Se
dializaron 10 mL de cada medio de cultivo contra 4 L de agua milli-Q a 4°C y
con agitacion, efectuando 2 cambios de agua mas cada 2 h.

. Para Ia técnica.de Bradford, se tomaron 600 uL del medio dializado y se
mezclaron con 2.4 mL del reactive de Coomassie. Se incubd por 3 min a
temperatura ambiente.y se-leyé la absorbancia a 595 nm. Se realiz6é una curva
de calibracién empleando albtimina sérica bovina (Sigma) como estandar.

Se llevaron a sequedad 200 pl de medio de cultivo dializado en un
evaporador centrifugo al vacio por 4 h. El residuo sé resuspendié en 20 pL de
. amortiguador de muestra 1X, se aplicaron en un gel de acrilamida al 12 % y

' se corrid utilizando una camara de electroforesis Mini Protean 1l Cell Bio Rad a
80 V hasta que las muestras entraron al gel separador, y posteriormente a 120
V hasta que se salid el frente del colorante. El gel se tind con Coomassie
sumergiendo 20 min en soluciodn fijadora, 20 min en solucién de Coomassie y
el tiempo y los cambios necesarios en solucion decolorante hasta eliminar el
exceso de colorante. Todo el tiempo se mantuvo en agitacion a 60 r.p.m. en
una plataforma agitadora Orbital Shaker Lab line Mod 3520. El gel se analizo
en el sistema Gel Doc de Bio Rad de la siguiente manera:

En la figura 10 se muestra como se obtiene el % de HGH respecto al
resto de las proteinas presentes. Después de tomar la imagen del -gel SDS-
PAGE en el Sistema Gel Doc de Bio Rad, se procede a efectuar el analisis del
perfil de bandas de cada carril. Mediante la herramienta de Profile analysis .
denominada “Averaging Rectangle Tool” se dibuja un rectangulo cuyas
dimensiones sean las de un carril a analizar. Posteriormente en “"Analyze
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Profile” proporciona el reporte grafico donde cada pico representa una banda,
cuya area y altura son directamente proporcionales a la intensidad de cada
banda.

Efectuando un barrido manual de la grafica utilizando el modo
“integrative-interactive”, en la parte inferior de la pantalla presenta el valor del
area total. Utilizando el modo “Integrative-Interactive™ se hace un barrido de la
banda correspondiente a HGHr, y en la parte inferior de la pantalla muestra el
valor del area correspondiente a HGHr. Con éstos dos valores se calcula el %
correspondiente a HGHr.

Para comparar entre los carriles de un mismo gel, es conveniente
identificar el carril mas ancho, formar el rectangulo al tamano de este carril, y
copiar este rectangulo en los demas carriles para eliminar el error debido a
-diferencias en las dimensiones de los carriles.

Analysis menu

Profile analysis Area total Area de HGHr
Profile tool preferences Integrative interactive
Averaging Rectangle tool Peak menu @

N
Rl B e

Analysis menu ) 50 100 150 200
Analyze profile

Figura10. Secuencia que se sigue para el analisis de los geles en el sistema Gel
Doc de'Bio Rad. Mediante esta secuencia de pasos se obtiene la
pureza de la banda correspondiente a HGHr, al calcular su porcentaje
respecto al perfil del resto-de las proteinas presentes en el carril que se
analiza.
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2.4 Sistemas de purificacion

A]Ustar pHa8
Didlisis

ANALISIS COMPUTACIONAL
GEL DOC (BIORAD)

C.L.A. semipreparativa
Recoleccion de fracciones

Gel SDS-PAGE g

Dialisis de las fracciones

Figura11.  Esquema general de la purificacion de HGHr. Partiendo de un medio
de cultivo ajustado a pH 8 y dializado, se efectuaron distintos ensayos
cromatograficos de intercambio iénico, durante los cuales se
recolectaron fracciones que se analizaron por SDS-PAGE.

Una vez seleccionada la cepa sobreproductora de acuerdo al nivel de
produccion de HGHr, se procedio a efectuar los ensayos de purificacion
mediante precipitacion con sulfato de amonio y cromatografia de intercambio
anidnico (Figura 11).

2.4.1 Precipitacion con sulfato de amonio

La precipitacion con sulfato de amonio se realizé con 90 mL del medio
de cultivo libre de células (pH de 2.5), ajustado a pH 5 con NH4OH 1 N y se
precipitaron con 10.2 g de sulfato de amonio que corresponde a un 20 % de
saturacién. El sulfato de amonio se agregl lentamente a 4°C sin dejar de
agitar, el pH se mantuvo monitoreando con el potenciémetro y ajustando con
NH40H 1 N cuanda fue necesario. Al terminar de anadir el sulfato de amonio
se dejo agitando 1 h.
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El precipitado se recuperd por centrifugacidon en una centrifuga
Beckman J2-Ml, empleando un rotor JA-18, a 4470 X g por 30 min. El
sobrenadante se transfirié a tubos cénicos y el precipitado se resuspendio y
aford a 5 mL con agua milli-Q.

Se dializaron 10 mL del sobrenadante y 2 mL del precipitado. Se tomé
lo equivalente a 200 uL del sobrenadante y 100 uL del precipitado (teniendo
en cuenta el aumento de volumen debido a la dialisis), se llevaron a
sequedad en un evaporador centrifugo al vacio, se reconstituyeron en 20 pL
de amortiguador de muestra 1X y se analizaron en un gel SDS-PAGE al 12 %.

Para calcular la recuperacion de HGHr en el precipitado y en el
_ sobrenadante; asi como su pureza, se considerd los volimenes finales de
cada uno, la cantidad que se colocé en el gel, asi como el porcentaje de HGHr
presente en el carril correspondiente. Para los calculos se empleo la siguiente
formula:

(Vol. total ml X cuentas D.O. X mmZ2) X 1000/Vol al gel pl

2.4.2 Cromatografia de intercambio ionico

La cromatografia de intercambio idnico se llevdo a cabo en un
Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucién (System Gold de Beckman),
empleando una columna de intercambio anionico Protein Pak DEAE 8HR, cat.
- no. PN35650, AP-1, de dimensiones 10 X 100 mm, 8 um, 1000 °A (Waters,
Chromatography Division Millipore). La fase moévil A consistio en Tris 25 mM,
EDTA 1 mM a pH 8. La fase mavil B consistid en la fase movil A mas 1 M de
NaCl. La deteccion se realizo a doble canal, 215 y 280 nm. El volumen de
inyeccion fue de 1 mL y se efectuaron distintos programas de elucion.

Ensayo A: Se empleé un medio obtenido de una fermentacion a nivel
fermentador de la cepa GS115hGH22K-unicopia, que contiene
cantidades mayores de HGHr. A partir de este medio ajustado a un pH
de 8 y dializado, se empleé el siguiente sistema de elucion:
0.3 M de NaCf durante 7 min, 0.3-1 M en 7 min, 20 min a 1 M de NaCl, y
1-0.3 M en 7 min. El flujo permanecié constante a 1 mL/min.
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Ensayo B: Se empled el medio producido a nivel matraz con la cepa
GS115hGH22KG418-sobreproductora. Se tomaron 10 mL del medio, se
concentraron en un evaporador centrifugo al vacio y se ajustaron a 1 mL
con la fase movil A. El sistema de elucion fue el anterior,

Ensayo C: Se empled el medio del Ensayo B. Se tomaron 10 mL del
medio, se concentraron en un evaporador centrifugo al vacio y se
ajustaron a 1 mL con la fase moévil A. El sistema de elucion fue el
siguiente: 20 min a 0.3 M de NaCl y un flujo de 0.1 mL/min. 10 min a 0.3
M de NaCl y 0.4 mUmin, 0.3-1 M de NaCl en 30 min a 0.4 mL/min, 10 min

a 1 M de NaCl y 1 mL/min, y finalmente 1-0.3 M de NaCl en 5 min y 1
mL/min.

En cada ocasion, las fracciones fueron recolectadas, dializadas contra
agua y analizadas por SDS-PAGE. El % de recuperacion se calculé de
acuerdo al volumen recolectado y aplicado en el gel SDS-PAGE y a la
intensidad de la banda de HGHr presente en cada fraccién. Se consideré

como un porcentaje del total de las Cuentas X mm2 proporcionadas por el
sistema Gel Doc de bio Rad.
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CAPITULO 3
RESULTADOS
3.1 Construccion del vector pPICO9KhGH22K

3.1.1 Caracterizacion de los vectores pPICSK y pPICOhGH22K

La caracterizacion de los plasmidos pPIC9K y pPICO9hGH22K de los
cuales se partié para la construccion de pPICOKhGH22K, presentaron los

patrones de restriccion esperados para las enzimas Sac /-Not I, Bgl II, Pstl y
Pvu Il (TABLA 4, Figuras 14 y 15).

3.1.2 Transformacion de bacterias calcio-competentes con la
reaccion de ligacion,.obtencion del ADN y caracterizacion

De la purificacion por electroelucion del fragmento de 1567 pb obtenido
a partir del vector pPICOhGGH22K, el cual contiene el ADNc de HGH, se logré
recuperar el 20 %. De la transformacién de las bacterias £. coli XL1-Blue
calcio-competentes con la reaccion de ligacidn, se obtuvieron los siguientes’
resultados:

TABLA 3

RESULTADOS DE LA TRANSFQRMACION DE LAS BACTERIAS CALCIO- -
COMPETENTES, ASi COMO EL NUMERO DE COLONIAS OBTENIDAS EN CADA

EXPERIMENTO.
—_Transformacion No. de colonias
Testigo positivo (pUC19, 1 ng): 912
pPICIK linearizado (300 ng): 12 i
Reaccion de ligacion (75 ng): 1009

Debido a que se esperaba un plasmido de mayor tamaiio (9843 pb), se
seleccionaron 20 de las 36 colonias seleccionadas al azar, de acuerdo al
corrimiento esperado de los ADN en gel de agarosa al 0.6 % (Figura 12).
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Estas clonas se caracterizaron con la enzima de restriccion Bgf /I, presentando
los patrones esperados (Figura 13). pPIC9K posee 2 sitios de reconocimiento
para Bgl 1l, mientras que el ADNc de HGH posee un sitio extra para Bgl /I
Como referencias se usaron los plasmidos pPIC9K y pPICO9hGH22K. Este
ultimo genera tambien tres fragmentos, pero el fragmento mayor es de menor
tamano que en el plasmido pPIC9KhGH22K.

La caracterizacion la clona Escherichia coli XL1-Blue No. 34 con otras
enzimas de restriccion presenté los patrones esperados debido a que al
introducir en el vector pPICIK el ADNc de HGH, se libera un fragmento de
1597 pb en la digestion Sac /-Not | en lugar de un fragmento de 1030 pb, se
introduce un sitio de reconocimiento extra para las enzimas Bgl /l y Pst I, y dos
sitios extra para el reconocimiento de Pvu Il (TABLA 4, Figuras 14 y 15).

TABLA 4

PATRONES DE DIGESTICN EMPLEADOS PARA LA CARACTERIZACION DE LOS
PLASMIDOS pPIC9K, pPICOKhGH22K Y pPIC9hGH22K.

pPICIK pPICOKhGH22K | pPICShGH22K
Tamano del 9276 9843 8589
ilésmido
Enzimas: 8246 8246 6992
Sac!-Not! 1030 1597 1597
Bal il 6873 5828 4574
2403 . 2403 2403
i _ 1612 1612
Pstl 3653 3855 6397
2555 2555 1827
1827 1827 365
- 1241 1241
365 __r_
Pvull 6327 6130 4877
2949 2949 2948
497 497
267 267
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Gel de agarosa al 0.6 % de los ADN plasmidicos de las 36 colonias de
Escherichia coli XL1-Blue, provenientes de la transformacion con la
reaccion de ligacion. Se marca con flechas las posibles clonas
portadoras del plasmido pPICI9KhGH22K, debido a que el plasmido
pPICOKhGH22K por ser de mayor tamano (9843 pb) debe presentar un
menor desplazamiento electroforético que pPICSK (9276 pb).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1812

Gel de agarosa al 1 % de la caracterizacion enzimatica con Bg/ Il de los
ADN plasmidicos. Las clonas analizadas fueron Escherichia coli XL1-
Blue 26, 27, 28, 30, 31, 32, 33, 34, -35 y 36 (carmiles 5 a 14). carril 1:
marcador de peso molecular A Pstl, carriles 2, 3 y 4: pPICSK, pPICIK y
pPIC9hGH22K superenrollados. pPIC9K posee 2 sitios de
reconocimiento para Bg/ /I, mientras que el ADNc de HGH posee un
sitio extra para Bg/ Il. pPICOhGH22K genera también tres fragmentos,

pero el fragmento mayor es de menor tamaio que en el plasmido
pPICO9KhGH22K.
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SE SaciNot | Bglil
A

A A
L
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pPICSK
pPICSK
pPICIK

PPICSKhGH22K
pPICOhGH22K
pPIC9KhGH22K
pPICOhGH22K
pPIC9KhGH22K
pPICShGH22K

Gel de agarosa al 1 % de la caracterizacion de los plasmidos pPICOK,
pPICOKhGH22K y pPICO9hGH22K, superenrollados (SE, carriles 1, 2 y
3) y con las enzimas de restriccion Sac /-Not | (carriles 4, 5y 6) y Bgl I
(carriles 7, 8 y 9). El marcador de peso molecular (M1) es A Pst/ . Se
observa una diferencia en los corrimientos de los ADNs
superenrollados debido a las diferencias en los tamafos. Al introducir
en el vector pPICIK el ADNc de h3H, se libera un fragmento-de 1597
pb en la digestion Sac /-Not | en lugar de un fragmento de 1030 pb,
ademas se introduce un sitio de reconocimiento extra para la enzima

Byl ll.
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Gel de agarosa al 1 % de la caracterizaciéon de los plasmidos pPIC9K,
pPIC9KhGH22K y pPIC9hGH22K con las enzimas de restriccion Pst |
(carriles 1, 2 y 3) y Pvu |l (carriles 4, 5 y 6). Los marcadores de peso
molecular son A Pst/ (M1) y pBR Alu !/ (M2). Con la incorporacion del
ADNc de HGH al vector pPIC3K se gana un sitio de reconocimiento
extra para la enzima Pst /, y dos sitios extra para el reconocimiento de
Pvu ll.



45

3.2 Construccién de la cepa recombinante de Pichia pastoris

3.2.1 Transformantes de Pichia pa‘storis obtenidas mediante la
técnica de esferoplastos

A partir de la cinética de formacion de esferoplastos por la accién de la
enzima zymoliasa, se calculé 20 min a 30°C como el tiempo dptimo de
. incubacion para obtener un 70 % de esferoplastos de acuerdo a la grafica
mostrada en la Figura 16 y a los siguientes calculos:

% de esferoplastos= 100 - [[DO800nm al tiempo t /DO800nm al tiempo 0) X 100]
70 = 100 - [{0.063 /0.215) X 100]

90.00 0.250
80.00 E
2 70.00 0200 o
% 60.00 «
(-] o
‘g. 50.00 L S
3 40.00 0.100 E
4 30.00 5
7]
2 20.00 0.050 &
B 10.00 °
0.00 g2 + 3 ¢
0 10 20 30 40 50
Tiempo (min)

Figura16.  Grafica de la cinética de formacion de esferoplastos. Se muestra el
porcentaje de esferoplastos obtenidos cor. el tiempo (8), y la
D.0.800nm (O). La interpolacion con linea punteada muestra que a los

20 min se obtiene un 70 % de esferoplastos.

Después de 6 dias de incubacion en placas carentes de histidina a
partir de la transformaciéon de GS115, se obtuvieron 80 cepas de Pichia
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pastoris His* con el vector construido pPICSKhGH22K, 110 cepas con el
vector pPICIK, y ninguna con el control con amortiguador TE. Las 80 cepas se
emplearon para los analisis posteriores.

3.2.2 Verificacion de la integracion por PCR

La PCR de algunas cepas transformantes de Pichia pastoris
seleccionadas al azar a partir de los extractos crudos de ADN mostaron las
bandas de 2200 y 1060. La primera corresponde al gen AOX1 del genoma de
la levadura, y la segunda al cassette de expresion que contiene el ADNc de
HGH. Como control se muestra el ADN de la cepa GS115hGH22K-unicopia
(Figura 17).

M1 2 3 456 7 8 9 U ()

pb pb
13485
14055
5080
4749
4505
2561
2840 2200
2454
2133
1700
1159 Ry K KL RS 1060
LY e

Figura17. Gel de agarosa al 1 % para la verificacion de la integracion del
cassette de expresion por PCR de cepas transformantes de Pichia
pastoris. M: marcador de peso molecular A-pst /. 1 al 9 cepas obtenidas
por esferoplastos. U:cepa unicopia, {-) control negativo de la PCR.
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3.3 Seleccion de la cepa sobreproductora

3.3.1 Tamizaje con G418.
Los resultados obtenidos del tamizaje fueron los siguientes:

a) Control con 0 mg/ml de G418. Crecieron las transformantes con pPICIK,
pPICShGH22K y GS115 sin transformar, ademas de todas las cepas de
pPICSKhGH22K.

b) 0.25y 0.5 mg/ml de G418. Crecieron todas las cepas de pPICIKhGH22K
y la transformante con pPIC9K. No presentaron crecimiento la cepa
transformada con pPICShGH22K ni GS115 sin transformar.

d) Concentracién > 0.75 mg/ml de G418. Crecieron las cepas de
pPIC9KhGH22K designadas como 1, 10, 19, 34, 66 y 76.

Se seleccionaron las cepas que crecieron a concentraciones iguales o
mayores de 0.75 mg/ml como posibles multicopia, para efectuar el andlisis de
PCR semicuantitativo y |la fermentacién. Después de un primer ensayo de
fermentacion, las cepas que presentaron mayor produccion de HGHr fueron 1,.
19y 76.

3.3.2 Estimacion semicuantitativa del nimero de copias por
PCR

Las posibles cepas multicopia poseen mas de un cassette del ADNc de
HGH (banda de 1060 pb). El analisis de la intensidad de la banda de 1060
respecto a la de 2200 pb (Figura 18, TABLA 5) muestra que la primera es

mucho mayor en las cepas obtenidas por seleccién con G418 respecto a la
cepa unicopia.
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Gel de agarosa al 1 % del PCR semicuantitativo.El analisis de la
relacion de intensidades de las bandas 1060/2200, correspondientes
al cassette de expresion y al gen AOX7 mediante el sistema Gel Doc
de Bio Rad para cada cepa, se muestra en la parte inferior de la foto. A
mayar valor de esta relacion, es mas probable la presencia de mas de
una copia del cassette de expresion.

3.3.3 Evaluacion de la produccion de HGHr

El andlisis de las proteinas totales en el medio de cultivo mediante
Bradford, de las fermentaciones por triplicado de las cepas 1, 19, 76 y
unicopia, se muestran en la TABLA 5.

TABLA S

ANALISIS LA PRODUCCION DE HGHr EN LAS CEPAS GS115hGH22KG418-1,
GS115hGH22KG418-19, GS115hGH22KG418-76 y GS115hGH22K-UNICOPIA DE

Pichia pastoris, AS| COMO EL ANALISIS SEMICUANTITATIVO POR PCR.

Cepa Proteinas HGH | Sobrepro| Pureza Cociente Relacion
totales pg/ml | -duccion | HGHr | 1060/2200 con
pg/ml £ S.D. % % unicopia
1 41+ 0.93 32.18 44 79 3.2 2
19 35+£220 | 27.28 - 22 78 8.7 6
76 35+1.51 27.83 25 80 5.0 3
Unicopia 29+1.71 22.33 s 77 1.5 1
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Posteriormente, para el medio de cultivo de cada cepa se evalud la
produccion de HGHr de la siguiente manera:

pg/ml HGHr =(PT) X (% R 22 kDa)

Donde:
PT: Proteinas totales (ng/ml) obtenidas mediante Bradford.

% R-22 kDa: Porcentaje relativo de la banda de 22 kDa correspondiente a
HGHr respecto al resto de las proteinas presentes para cada
medio de cultivo, analizado en cada carril del gel mediante el
sistema Gel Doc de Bio Rad.

Ademas para conocer la sobreproduccion de HGH respecto a la cepa
unicopia, se tomd el valor de HGH de la cepa unicopia como un 100 %, y a
partir de éste se determiné el porcentaje de sobreproduccion(TABLA 5).

Se presenta un gel SDS-PAGE de los medios de cultivo de las cepas
unicopia, 1, 19 y 76 (Figura 19) dializados y concentrados 10 veces, asi como
un perfil tipico de pureza obtenido mediante el sistema Gel Doc de Bio Rad
(Figura 20).

kDa|

66 "_A;_:"

29
24

: HGHr
20|

Figura19: Gel SDS-PAGE de los medios de cultivo dializados y concentrados al
vacio provenientes de las cepas unicopia, 1, 19 y 76. M: marcador de
peso molecular. El contenido de cada carril equivale a 200 pl de medio
de cultivo. La banda de 22 kDa corresponde a la HGHr.
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Figura20. Densitograma del perfil de pureza de HGHr correspondiente a la cepa
GS115hGH22KG418-1, en el que HGHr tiene un 79 % de pureza de
. acuerdo al analisis en el Gel Doc de Bio Rad.

3.3.4 Correlacion del PCR y la produccion de HGHr

- Existe una tendencia positiva al analizar la produccién de HGHr contra
el cociente 1060/2200 (Figura 21). Si tomamos la produccién de la cepa
unicopia como un. 100 %, podremos observar el aumento de un 22-44 % de la
produccion de HGHr de las cepas 1, 19 y 76 respecto a la cepa unicopia
(Figura 22).
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Figura21.  Grafica del incremento en la produccion de HGHr vs el cociente de las
intensidades de las bandas 1060/2200 del PCR, al comparar la cepa

- unicopia (U) con las cepas construidas (1, 19 y 76).

Figura22.  Grafica del porcentaje relativo de HGHr de las cepas construidas (1, 19
y 78) respecto a la cepa unicopia (u). Se observa un aumento de hasta
un 44 %.
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3.4 Sistemas de purificacion

3.4.1 Precipitacion con sulfato de amonio

Para el analisis en gel SDS-PAGE del precipitado y el sobrenadante se
efectud la estimacion cuantitativa de las intensidades de las bandas
correspondientes a HGHr, asi como la evaluacion de sus purezas,

considerando las cantidades colocadas en cada carril. Los resultados se
presentan en la TABLA 6, y en la Figuras 23 y 24.

TABLA 6
RESULTADOS DE LA PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO.

Volumen | Volumen | Cuentas % de % de HGHr |
total al gel totales recuperacion (pureza)
ml pl D.0.*mm2
Sobrenadante 300 100 8232 68 67
Precipitado 100 5 3863 32 84

Los calculos se efectuaron de la siguiente manera:

(Vol. total ml X cuentas D.O. X mmz) X 1000/Vol al gel ul

Se encontré que un 68 % de la HGHr permanece en el sobrenadante,
mientras que un 32 % en el precipitado. Esto nos indica que al menos en las

condiciones ensayadas, la precipitacion con sulfato de amonio es ineficiente
para separar la HGHr del resto de las proteinas.
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Figura23. Gel SDé—PAGE en el qhe s;;vélub ,I‘é‘recipitacién con sulfato de
: amonio. En los carriles se muestra el marcador de peso molecular (M),

sobrenadante (SN), precipitado (PPT) y medio completo. La banda de
22 kDa corresponde a HGHr.
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Figura24. Grafica de los resultados de la evaluaciéon de la precipitacién con

sulfato de amonio por SDS-PAGE. Se observa que la mayor parte
permanece en el sobrenadante.
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3.4.2 Cromatografia de intercambio iénico

3.4.2.1 Ensayo A

Se empied 1 ml de medio de cultivo producido por la cepa
GS115hGH22K-unicopia en una fermentacion a nivel fermentador ajustado a
pH 8 y dializado. Las 5 fracciones recolectadas se representan en la Figura
25. De cada fraccion se considerd el volumen recolectado y aplicado en el gel
SDS-PAGE (Figura 26), para evaluar la recuperacion de HGHr. Finalmente, se
calculd el porcentaje de recuperacién, asi como el porcentaje de HGHr
presente en cada fraccion.

Se calculé que la mayor parte de la HGHr eluye en la fraccién 4, que
corresponde a un 65 % de recuperacion. Esta fraccién contiene la mayor
pureza de HGHr que equivale a un 40 %. Un porcentaje importante se pierde

en la fraccion 2 (34 %), .en la que la pureza de HGHr es menor (20 %) (Figuras
27 y 28).

M Abs Abs
el Gradiente 215 nm 280 nm
1.0 — ~—
0.2(1.0
0.8 - T
0.6 - 0.010.5
0.4
=-0.2]0.0
0.2 T
& § | [ | ) I 1 |
Flujo:1 ml/min 10 20 30 t, min

[« 7271 s [ & © 5 ] |
Fracciones recolectadas
Figura25.  Grafica que representa los cromatogramas registrados a 215 y 280 nm,

el gradiente de NaCl empleado en el ensayo cromatografico A, asi
como las fracciones recolectadas.
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Figura26. Gel SDS-PAGE dé las 5 fracciones recolectadas en el ensayo
cromatografico A. La banda de 22 kDa representa la HGHr.
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‘Figura27.  Grafica de las intensidades de las bandas del SDS-PAGE en cuentas X
mmZ para cada fraccién recolectada en el ensayo cromatografico A.
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Figura28. Representacion del porcentaje de HGHr presente en cada fraccion asi
como el % de recuperacion en el ensayo cromatografico A.
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3422 Ensayo B

Se emplearon 10 ml del medio la cepa GS115hGH22KG418-1
sobreproductora ajustado a pH 8, dializado y concentrado a 1 mi. El sistema
de elucion fue el anterior. Las fracciones recolectadas se representan en la
Figura 29. De cada fraccién se considerd el volumen recolectado y aplicado
en el gel SDS-PAGE (Figura 30) para evaluar la recuperacion de HGHr.
Finalmente, se calculd el porcentaje de recuperacion asi como el porcentaje
de HGHr presente en cada fraccion. Observamos que la HGHr no eluye
mayoritariamente en una fraccion, sino que se reparte en las fracciones 2 a la
. 8. Se observa que la mayor parte de la .HGHr eluye en la fraccidén 3, que
corresponde a un 42 % de recuperacién, aunque con una pureza muy pobre
(46 %). De acuerdo a lo observado en el ensayo A, se esperaba que la
fraccion mayoritaria fuera la 5, sin embargo esta corresponde a tan solo un 16
% de HGHr, con una pureza de 76 % (Figuras 31y 32).

- Se eligio efectuar un cambio en el método cromatografico con el
fin de mejorar la recuperacion de HGHr, que corresponde al ensayo C.

M - Gradiente Abs Abs
NacCl 215nm 280 nm

1.0 — A Y -

0.8-1-06

0.8
0.6 — -0.45
0.4 -
03
0.2
] N l ] ] ;  02,4-0.15
| | | I J | | l
5 10 15 20 25 30 35 40
Flujo:1 mVmin t, min :

[1}2:3:a4:5{6:7:8}9:10; |

R

Fracciones recolectadas
Figura29. Grafica que representa los cromatogramas registrados a 215 y 280 nm,
el gradiente de NaCl empleado en el ensayo cromatografico B, asi
como las fracciones recolectadas.
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Gel SDS-PAGE de las 10 fracciones recolectadas en el ensayo
cromatografico B. la banda de 22 kDa corresponde a HGHr.
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Gréfica de las intensidades de las bandas del SDS-PAGE en cuentas X

mm? para cada fraccion recolectada en el ensayo cromatografico B, en
las que se detecta HGHr mediante SDS-PAGE.
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Representacion del porcentaje de HGHr presente en cada fraccion asi
como el % de recuperacion en el ensayo cromatografico B.
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3.423 Ensayo C

Se empled el mismo medio del Ensayo B y la velocidad del
gradiente se disminuyd con el fin de permitir una mejor interaccién entre la
muestra y la columna. Las fracciones recolectadas se representan en Figura
33. De cada fraccion se considerd el volumen recolectado y aplicado en el gel
SDS-PAGE (Figura 34) para evaluar la recuperaciéon de HGHr. Igual que en
los ensayos anteriores, se calculé el porcentaje de recuperacion asi como el
porcentaje de HGHr presente en cada fraccion.

Observamos resultados similares al ensayo B. La HGHr no eluye -
mayoritariamente en una fraccion, sino que como en el segundo ensayo se
reparte en diversas fracciones (2 a la 7). Se observa que la mayor parte de la
HGHr eluye en la fraccién 3, que corresponde a un 48 % de recuperacion, y
con una pureza muy pobre (46 %). La fraccion 6 corresponde a un 15 % de
HGHr, con una pureza del 81 % (Figuras 35 y 36).

Abs Abs
M — Gradiente 2t1Snm 280 nm
NacCl T mm——
1.0 =1 3.0 406
0.8 |
0.6 4— 0.4
0.4 —}—
02 4+ 5 1 0.1
"m“"-j-}""’ \'M.A".w““.*,'\%“""‘ﬁm
| | | | | | i
10 20 30 40 50 60 70 % min
F: mV/min 0.1 0.4 j 1
1 2: 3 f4 is ;e !7fsiehonhe

Fracciones recolectadas

Figura 33.  Grafica que representa los cromatogramas registrados a 215 y 280 nm,
el gradiente de NaCl empleado en el ensayo cromatografico C, la
velocidad del flujo de fase movil, asi como las fracciones recolectadas.
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Figura34. Gel SDS-PAGE de las 12 fracciones recolectadas en el ensayo
cromatografico C. La banda de 22 kDa representa ia HGHr.
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Figura 35. - Grafica de las intensidades de las bandas del SDS-PAGE en cuentas X

mm?Z para cada fraccion recolectada en el ensayo cromatografico C, en
las que se detecta HGHr mediante SDS-PAGE.
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Figura36. Representacion del porcentaje de HGHr presente en cada fraccion asi
como el % de recuperacion en el ensayo cromatografico C.
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CAPITULO 4
DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente trabajo se llevé a cabo la construccién de cepas de
Pichia pastoris productoras de HGHr a nivel matraz. Se logré una
sobreproduccion de HGHr de un 44 % respecto a la cepa unicopia
previamente construida (33). Se evaluaron esquemas de purificacion para
HGHr mediante precipitacion con sulfato de amonio e intercambio anidnico.
Sin embargo, con las condiciones de trabajo empleadas no se obtuvieron
buenos resultados, por lo que se sugiere evaluar mas exhaustivamente las
variables empleadas.

Construccion del vector pPICO9KhGH22K

Para construir el vector pPICIKhGH22K existian dos posibilidades: Ia
ligacién del fragmento de ADNc de HGH con el vector pPICShGH22K para
obtener el vector recombinante pPICO9KhGH22K, y la religacion de fragmentos
del vector pPICOK. La proporcion 1:4 vector:inserto nos permitio asegurar el
primero .sin necesidad de purificar todos los fragmentos de interes,
simplificando el proceso de ‘clonacion. La transformacion de la cepa de
Escherichia coli XL1-Blue con 75 ng de la reaccion de ligacion generé 1009
colonias, de las cuales se seleccionaron 36 colonias al azar. EI DNA
plasmidico de 20 de las clonas presentd un patrén de movilidad electroforético
menor que pPICIK y por tanto sugestivo de poseer el inserto adecuado. La
caracterizacion enzimatica de los ADNs con Bgl /f confirmé su identidad (56 %
de las clonas seleccionadas).

Se selecciond la clona 34 y su identidad fué confirmada mas
exhaustivamente con las enzimas Sac I-Not I, Pvu Il y Pst I, presentando los
patrones de digestion esperados de acuerdo al programa DNA Strider.
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Construccion de la cepa recombinante de Pichia pastoris

La transformacion esferoplastos con 10 pg del vector pPICIKhGH22K
linearizado con Sac / produjo un total de 80 cepas de Pichia pastoris. Esto
representa una eficiencia muy baja (8 clonas por ug de ADN) respecto a lo
reportado por el fabricante del estuche (1 03 a 104 transformantes por pg de
ADN) (64). Esto puede deberse a las condiciones experimentales (pureza del
ADN, control adecuado en la cinética de esferoplastos) ya que fue la primera
vez que se empleo ésta técnica de transformacion en nuestro laboratorio.

Para corroborar la integracién del cassette de expresién se
seleccionaron algunas cepas de Pichia pastoris al azar y se empleé la enzima
liticasa para obtener un extracto crudo a partir del cual se realizé directamente
el PCR, sin necesidad de purificar el ADN gendémico de Pichia pastoris por las
técnicas convencionales. Esto permitié analizar rapidamente un gran numero
de cepas de Pichia pastoris invirtiendo un tiempo mimino en el proceso. El
analisis del producto de PCR en gel de agarosa al 1 % confirmé la presencia
de las bandas de 2200 y 1060 pb en las levaduras transformadas, lo cual
indica que la integracion del cassette de expresion al genoma de Pichia
pastoris fue por insercion, ya que si hubiera reemplazamiento se obtiene sélo’
la banda de 1060 pb.

Seleccion de la cepa sobreproductora

El tamizaje con G418 permitio seleccionar posibles cepas multicopia,
ya que de las 80 cepas, seis (1, 10, 19, 34, 66 y 76) crecieron a
concentraciones mayores de G418, que corresponde a un 7.5%. Esta
reportado que de un 1 a un 10 % de las mutantes His*t pueden tener mas de
un inserto (62), y al emplear ADN linearizado con Sac /, el nimero de copias
puede ser de hasta 10 (77). En uno de los primeros reportes de tamizaje con
G418, la transformacién de esferoplastos con el vector pPIC3K-ENV produjo
1000 transformantes, 26 transformantes crecieron a 1.5 mg/ml y 7
transformantes a 2 mg/ml (30). Ademas, analizaron el numero de copias
mediante Southern blot y encontraron una relacion entre el numero de copias
y el nivel de resistencia a G418 (APENDICE C).
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Comparando los antecedentes del tamizaje con G418 con los
resultados obtenidos se encontraron diversos puntos criticos en la técnica. Si
las densidades celulares no son las adecuadas ni son comparables, las cepas
pueden crecer a concentraciones altas de G418 sin ser multicopias,
conduciendo a resultados erréneos. En la siembra de las placas con G418, se
tuvieron que inocular volimenes menores que lo especificado en el protocolo
para evitar contaminaciones de las cepas adyacentes, y resuspender
continuamente para inocular densidades celulares similares de cada cepa en
las placas de G418.

Produccion de HGHr

Ensayos preliminares de fermentacidén en los cuales se comparé el
nivel de produccion de la cepa unicopia con las cepas multicopias,
permitieron seleccionar 3 cepas (1, 19 y 76) con los niveles mas altos de
proteinas y HGHr.

La posibilidad de la integracion de mas de un cassette de expresion fue
confirmada mediante la relacion de las intensidades de las bandas del PCR,
ya que el cociente 1060/2200 resulté mayor en las cepas 1, 19y 76 (3.2, 8.7 y
5.0, respectivamente) que en la cepa uniéopia previamente construida (1.5).
Sin embargo, no se logré determinar el nimero de copias del cassette de
expresion en relacion al cociente 1060/2200, debido a que se requiere hacer
mas ensayos comparativos por PCR y ‘determinar el nimero aproximado de
copias. Se.recomienda para este fin el analisis mediante Southern Blot para
estimar el nimero de copias (37, 39) y optimar las condiciones para un PCR
cuantitativo.. '

Se realizaron fermentaciones por triplicado de las cepas 1, 19, 76 y
unicopia. La evaluacion de las proteinas totales mediante Bradford, y el % de
HGHr calculado a partir del gel SDS-PAGE mostraron que las cepas de Pichia
pastoris 1, 19 y 76 resultaron ser sobreproductoras de HGHr, con una
sobreproduccion hasta de un 44 % mayor que |la cepa unicopia previamente
construida, cumpliendo con el objetivo de obtener una cepa sobreproductora
de HGHr.

Al analizar el cociente 1060/2200 respecto a la produccién de HGHr,
existe un incremento en la produccion de las cepas construidas respecto a la
cepa unicopia. Sin embargo este incremento no es lineal, siendo necesario
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obtener un mayor nimero de cepas multicopia para efectuar un analisis mas
exhaustivo de la relaciéon entre el nimero de copias vs. produccion.

Sistemas de purificacion

No se obtuvo precipitacién selectiva ni buena recuperacién de HGHr al
emplear sulfato de amonio al 20 % de saturacién en las condiciones
trabajadas, ya que un 68 % de la HGHr permanece en el sobrenadante. Es
necesario efectuar mas ensayos considerando como variables el porcentaje
de saturacion de sulfato de amonio, el tiempo de la adicion, el pH del medio y
la velocidad y el tiempo de centrifugacion.

Un medio de cultivo obtenido a nivel fermentador permitié ensayar
esquemas de purificacion mediante intercambio anionico. En el ensayo A no
se logro obtener la HGHr en una séla fraccion, pero en la fraccion mayoritaria
se logra mejorar la pureza de HGHr, de un 28 % a un 40 %. Este medio
contenia concentraciones muy altas de HGHr y una mayor complejidad que a
nivel matraz, a juzgar por el analisis de proteinas por SDS-PAGE.

El ensayo B realizado con el medio producido a nivel matraz con la
cepa sobreproductora No. 1 mostré que la HGHr no se eluye en una fraccion
mayoritaria, sinc que se reparte en diveras fracciones. A pesar de concentrar
el medio, la cantidad de HGHr que se observa en el gel es mucho menor. El
tercer ensayo, en el cual se efectud un cambio disminuyendo la velocidad del
gradiente con el fin de mejorar la interaccion con la fase estacionaria, no
mejoro los resultados. El primer ensayo sugiere debe explorarse mas
variables respecto a la muestra (pH, contenido de sales, cantidad de
inyeccion, complejidad) y al sistema cromatografico (composicion y pH de la
fase mévil, gradiente, etc.).



64

CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se logro la construccion del vector pPICSKhGH22K a partir de los vectores
pPICIK y pPIC9hGH22K.

Se implementd la técnica de transformacion de esferoplastos, sin embargo es
necesario optimarla para lograr alcanzar la eficiencia reportada en la
literatura. '

Mediante la transformacion de esferoplastos de la cepa GS115 de Pichia
pastoris con el vector pPICIKhGH22K linearizado con Sac /, se logré obtener
. 80 transformantes His*.

Se verifico la integracion del ADNc de HGH en el genoma de Pichia pastoris
mediante PCR, empleando extractos crudos de las cepas obtenidas con
liticasa. Asi mismo, se verificd su fenotipo por la produccién y secrecién de
una proteina de 22 kDa. |

El tamizaje con G418 de las 80 cepas analizadas mostré que seis de ellas (1,
19, 34, 66 y 76) fueron capaces de crecer a concentraciones iguales ©
mayores a 0.75 mg/ml.

[El empleo del vector pPICIK y la implementacién del tamizaje con G418
permitira el andlisis futuro de un gran nimero de cepas, y facilitar la seleccién
de posibles multicopia.

Se demostré que las cepas 1, 19 y 76 son sobreproductoras de HGHr con una
sobreproduccion del 22 al 44 % respecto a la cepa unicopia previamente
construida.

El PCR semicuantitativo de las cepas 1, 19 y 76, mostrd que el cociente de las
intensidades de las bandas de 1060/2200 es mayor en las cepas construidas
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que en la cepa unicopia, sugiriendo la presencia de mas de una copia
integada del cassette de expresion.

La cepa que presentd la mayor produccion de HGHr fue la cepa 1 (44 % de
sobreproduccion respecto a la cepa unicopia), aungue no fue la que obtuvo el
mayor cociente 1060/2200.

Por los resultados anteriores, se requiere evaluar la produccién de HGHr y la
relacién de intensidades de las bandas de 1060/2200, asi como realizar
analisis de Southern Blot, con un mayor nimero de cepas para describir el
comportamiento de la produccién de HGHr vs. el nimero de copias.

No se obtuvo precipitacion selectiva con sulfato de amonio al 20 % de
saturacion ni buena recuperacion en las condiciones trabajadas. Es necesario
evaluar las variables involucradas en el proceso (porcentaje y velocidad de
saturacion eon sulfato de amonio, pH, velocidad de saturacion, velocidad y
tiempo de centrifugacion, etc.)

Aunque no se lograron obtener buenos resultados con la cromatografia de
intercambio anionico, el ensayo A sugiere que puede ser una buena opcion
para purificar HGHr, sin embargo se requiere optimar las condiciones de pH,
composicion de fase movil, gradiente,etc.

El uso del moderno sistema Gel Doc de Bio Rad, permitio efectuar un analisis
cuantitativo - exacto de los geles de agarosa y SDS-PAGE, mismos que
anteriormente se efectuaban en un densitometro convencional.
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APENDICE A
REACTIVOS

EDTA 500 mM pH 8.
Agregar 186.1 g de Na2EDTA.2H20 a 800 mL de agua destilada. Ajustar el pH

a 8 con NaOH 10 N y aforar a 1 L. Autoclavear 20 min.

NaOH 10 N
Disolver 40 g de NaOH y aforar a 100 mL con agua destilada estéril.

Tris-HCI 2 M pH 8
Disolver 242.2 g de Trisma en 700 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 7.5
con HCI y aforar a 1 L. Autoclavear 20 min.

TE 100X pH 8 (EDTA 100 mM, Tris-HCI 1 M)

Para preparar 100 mL mezclar 50 mL de Tris-HCI 2 M pH 8 y 20 mL de EDTA
500 mM pH 8. Aforar a 100 mL con agua destilada. Autoclavear 20 min.

Para preparar una solucién de trabajo efectte una dilucion 1:100.

Solucion |

50 mM glucosa

25 mM Tris-HCI {pH 8)

10 mM EDTA

4 mg/mL de lisozima

Para 100 mL disolver 0.9 g de glucosa, anadir 1.25 mL de Tris-HCt 2M y 2 mL
de EDTA 500 mM. Autoclavear 20 min.

Solucion !l

0.2 N NaOH

1 % SDS.

Para 100 mL, agregar 2 mL de NaOH 10 N y 10 mL de SDS 10 %. Aforar a
100 mL con agua destilada. Esta solucion se emplea recién preparada.
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Solucion il

7.5 M Acetato de amonio pH 7.8

Pesar 57.8 g de acetato de amonio y disolver en 100 mL de agua destilada
estéril.

Medio LB (Luria-Bertani)

1 % Triptona, 0.5 % Extracto de levadura, 1 % NaCl, pH 7.0

Para 1 L disolver: 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl
en 950 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 7.0 con NaOH y aforar a 1 L.
Autoclavear 20 min. enfriar a 55°C y anadir los antibidticos deseados.
Almacenar a temperatura ambiente o a 4°C.

10X YNB (13.45 % de base nitrogenada de levadura con sulfato de amonio
sin aminodacidos)

Disolver- 134 g de base nitrogenada de levadura (YNB) con sulfato de amonio
sin aminoacidos en 1 L de agua destilada y esterilizar por filtracién. Almacenar -
a 4°C.

500X B (0,02 % biotina)
Disolver-20 mg de biotina en 100 mL de agua destilada y esterilizar por
filtracion. Almacenar a 4°C. La vida media de esta solucion es de un ano.

100XH (0.4 % histidina)
Disolver-400 mg de L-histidina en 100 mL de agua destilada y esterilizar por
filtracion. Almacenar a 4°C. La vida media de esta solucion es de un ano.

10X D (20 % dextrosa)

Disolver 200 g de D-glucosa en 1 L de agua destilada, autoclavear por 15 min
o esterilizar por filtracion. Almacenar a 4°C. La vida media de esta solucion es
de un ano.

10X GY (10 % glicerol)

Mezclar 100 mL de glicerol con 900 mL de agua. Esterilizar por filtracion o
autoclave. guardar a temperatura ambiente. La vida media de esta solucion es
mayor de un ano.
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100X AA (0.5 % de cada aminoacido)

Disolver 500 mg de cada aminoacido: acido L-glutamico, L-metionina, I-lisina,
L-leucina y L-isoleucina en 100 mL de agua destilada y esterilizar por
filtracion. Almacenar a 4°C. La vida media de esta solucién es de un afio.

Amortiguador de fosfato de potasio 1 M pH 6.0.

Combinar 132 mL de 1 M K2HPO4 y 868 mL de 1 M KH2PO4 . Confirmar el
pH (si es necesario ajustar con acido fosférico o KOH). Esterilizar por
autoclave y almacenar a temperatura ambiente. La vida media de esta
solucion es mayor de un ano.

YPD (Medio de extracto de levadura peptona y dextrosa)

1 % extracto de levadura

2 % peptona

2 % Dextrosa

20 g/L de agar

Para preparar 1 L, agregar 10 g de extracto de levadura y 20 g de peptona a
900 mL de agua destilada. Si se van a preparar placas, incluir 20 g de agar.
Autoclavear 20 min en ciclo liquido. Agregar 100 mL de 10XD. El medio
liquido se almacena a temperatura ambiente. las placas se guardan a 4°C.
Duran varios meses.

Placas de YPD con G418

1 % extracto de levadura

2 % peptona

2 % Dextrosa

1.5 % de agar

La solucion stock de G418 se prepara a una concentracion de 100 mg/mL de
G418 en agua destilada estéril, se esteriliza por filtracion y se almacena a
-20°C.

Preparar YPD-agar y mantener a 55-60°C y anadir el volumen apropiado de la
solucion de G418.- Mezclar cuidadosamante, para evitar la formacion de
burbujas. Almacenar a 4°C hasta por 6 meses.
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Solucion Stock de G418 requerida para preparar placas YPD-agar a
diferentes concentraciones de G418.

Final [G418] (mg/mL) mL de solucién stock/250 mL de YPD-agar
0.25 0.625
0.5 1.250
0.75 1.875
1.00 2.500
1.50 3.750
1.75 4.375
2.00 5.000
Reactivos para esferoplastos y transformacion
a) Proporcionados en el estuche:
SE: 1 M sorbitol, 25 mM EDTA, pH 8.0
DTT: 1 MDTT en agua
SCE: 1 M sorbitol, 1 mM EDTA y 10 mM de amortiguador citrato
de sodio, pH 5.8
CaS: 1 M sorbitol, 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM CaCl2.

Zymoliasa: 3 mg/mL en agua
40 % PEG: 40 % (p/v) PEG 3350 (Grado de reactivo) en agua

CaT: 20 mM Tris, pH 7.5 y 20 mM CaCl2
SOS: 1 M sorbitol, 0.3X YPD, 10 mM CaCl2

Sorbitol 1M

b) Preparados en fresco para cada transformacion:
SED: 199mLde SEy1mLde1MDTT
PEG/CaT: 1:1 mezcla de 40 PEG y CaT

RDB (Medio de Regeneracion-Dextrosa)

1 M Sorbitol

1 % Dextrosa

1.345 YNB

4 X 10-5 % Biotina
0.005 % Aminoacidos

Disolver 186 g de sorbitol en 700 mL de agua. Para preparar placas aiadir 20

g de agar. Autoclavear 20 min en un ciclo liquido. Enfriar y mantener a 45°C.
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Preparar una solucion precalentada a 45°C de una mezcla de las siguientes
soluciones stock:

100 mL de 10X D

100 mL de 10 X YNB

2 mL de 500X B

10 mL de 100X AA

88 mL de agua destilada estéril

Anadir a la solucion de sorbitol.

Para preparar RDBH arnadir ademas 10 mL de 100X H a la mezcla
precalentada.

Para preparar top agarosa anadir 10 g de agarosa con el sorbitol, mantener la
solucion autoclaveada a 60°C en un bano de agua antes de la adicion de la

mezcla precalentada. Durante la transformacion usar una solucién fundida a
45°C,

BMG (Medio minimo amortiguado con Glicerol)

100 mM de Amortiguador de potasio, pH 6.0

1.34 % de YNB

4 X 10-5 % de Biotina

1 % de glicerol

Mezclar 700 mL de -agua destilada, 100 mL de Amortiguador de fosfatos
pH=6.0, y 100 mL de glicerol 10X. Esterilizar por autoclave y después agregar
100 mL de YNB 10X y 2 mL de biotina 500X. Almacenar a 4°C, [a vida media
es de un ano.

BMM (Medio minimo amortiguado con metanol)

100 mM de Fosfato de potasio, pH 6.0

1.34 % de YNB

4 X 10-5 % de Biotina

0.75 % de Metanol

Mezclar:792.5 mL de agua destilada y 100 mL de Amortiguador de fosfatos
pH=6.0. Esterilizar por autoclave y después agregar 7.5 mL de metanol, 100
mL de YNB 10X y 2 mL de biotina 500X. Almacenar a 4°C, la vida media es de
un ano.
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MD y MDH (Medio Minimo Dextrosa  Histidina)

1.34 % de YNB

4 X 10-5 % de Biotina

1 % de Dextrosa

Autoclavear 800 mL de agua destilada y enfriar a 60°C. Agregar 100 mL de
YNB 10X, 2 mL de biotina 500X y 100 mL de Dextrosa 10X. Para preparar
MDH anadir 10 mL de 100XH, mezclar y almacenar a 4°C. Pare preparar
placas agregar 15 g de Agar antes de esterilizar el agua.

Crecimiento de cepas de Pichia:

La. temperatura de crecimiento de Pichia pastoris es 28-30°C en
cultivos liquidos y placas. Crecer a 32°C durante la inducciéon puede ser
perjudicial a la expresién de proteina, y puede provocar la muerte celular.
Otros factores importantes son:

El tiempo de duplicacién en fase log de Mut™ o MutS Pichia en YPD es ~ 2
horas.

Las cepas Mutt y MutS no difieren en los intervalos de - crecimiento en
ausencia de metanol.

El tiempo de duplicacion en la fase log de Mut* Pichia en MM es 4-6 horas.
El tiempo de duplicacion en la fase log de Mut$ Pichia en MM es 18 horas.
Una ODg00=~ 5 x 107 células/mL

Almacenamiento de cepas de Pichia:

Para almacenamiento de tiempo corto de células, usar medio YPD o puncién
en YPD agar.

Cultivar una colonia de GS115 o una transformante GS115 His* en YPD.
Transferir a vial con YPD.

Las células pueden ser almacenadas en YPD por varias semanas a +4°C.
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Para almacenamiento de mayor tiempo, las células son almacenadas en
congelamiento a -80°C.

Cultivar una sola colonia de GS115 o una transformante GS115 His* toda la
noche en YPD.

Cosechar las células y resuspender en YPD conteniendo 15 % de glicerol a
una QD600 final de 50-100 (aproximadamente 2.5-5.0 x 109 células/mL).

Las células son congeladas con nitrogeno liquido o en bafo hielo/etanol y
almacenadas a -70°C.

Nota:

Después de un tiempo prolongado de almacenamiento a 4°C o -80°C, es
recomendado que las transformantes GS115 His* sean revisadas para
corroborar el genotipo y viabilidad por estria en placas MM, MD o MGY antes
de usarse.

Reactivos para SDS-PAGE

Acrilamida-bisacrilamida
Pesar 30 g de acrilamida y 0.8 g de bisacrilamida y aforar a 100 mL con agua
destilada.

1.5 M Tris-HCI pH 8.8
Disolver 18.2 g de tris base en 80 mL de agua destilada y ajustar el pH a 8.8
con HCI. Aforar a 100 mL.

0.5M Tris-HCI pH 6.8
Disolver 6.1 g de tris base en 80 mL de agua destilada y ajustar el pH a 6.8
con HCI. Aforar a 100 mL.

SDS 10 %
Pesar 10 g de SDS aforar a 100 mL con agua destilada.
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Amortiguador de muestra 2X:

Agua 4.8 mL
0.5 M Tris-HCI pH 6.8 1.2mL
SDS 10 % 2mL
Glicerol 1mL
Azul de bromofenol 0.5 % 0.5mL

Antes de usarse anadir 50 mL de B-mercaptoetanol a 950 mL de la
mezcla anterior.

Persulfato de amonio 10 %
Pesar 50 mg y disolver en 500 pl de agua destilada.

Amortiguador de corrida 5X
1L
Tris 15 g
Glicina 72g
SDS 5g

. Aforar a 1 L con agua destilada y verificar el pH (8.3 +- 0.2). No ajustar.

Solucioén fijadora

Metanol 50 % y acido acético 10 %.

500 mL de metanol + 100 mL de acido acético y aforar a 1 L con agua
destilada.

Solucion colorante de Coomassie .

Azul brillante de Coomassie G 0.05 %, Metanoi 50 %, acido acético 10 %.
Azul brillante de Coomassie G 0.25 g, Metanol 500 mL, acido acético 100 mL.
Aforar a 1 L con agua destilada.

Solucion decolorante:
Metanol 5 %, acido acético 7 %.-
50 mL de metanol + 70 mL de acido acético aforar a 1 L con agua destilada.
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APENDICE B

GRAFICAS DE LOS PLASMIDOS EMPLEADOS DURANTE EL
DESARROLLO DE LA TESIS

GRAFICA DEL PLASMIDO pPIC9K QUE MUESTRA ALGUNOS SITIOS DE
RESTRICCION RELEVANTES

Pst | 8420

Pvu Il 1464
3'A0X1
HIS4 ORF
Sal13177

Pst 1 5865
Bgl il 5621

Stu | 3260

Pst | 4624
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GRAFICA DEL PLASMIDO pPICSKhGH22K QUE MUESTRA ALGUNOS SITIOS DE
RESTRICCION RELEVANTES

Pst 18987
& . Pvu Il 1267
Bgl 11613

_ QOrigen ColE1 ot 11801

pPICOKhGH22K

Bgl !l 7441
9843 pb

8 3'A0x!1

Pst 1 6432

Xho | 6276 Sal 1 3744

Pst 15191

Pvu 1l 4980
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GRAFICA DEL PLASMIDO pPICOhGH22K QUE MUESTRA ALGUNOS SITIOS DE

RESTRICCION RELEVANTES

Bgl I 1 Pst | 971

hol 1192

acl 204

Pst17733 e fhecs
g 5'AOX1 Pvu il 1267
AMPr g6 Pst 1 1336
7 % Bgill 1613
Origen ColE1 hGH22k W Pvu Il 1764
pPIC9hGH22k Pvu Il 2031
. 8589 pb
Byl 6187. W3 AX]
HIS4 ORF
Pvu Il 4979 St

Stul 3826



87

APENDICE C
RESULTADOS DEL TAMIZAJE CON G418

Se representa con A: crecimiento pobre, B: crecimiento regular y C: crecimiento
abundante. Se puede identificar que las clonas 1, 10, 19, 34, 66 y 76 crecen a -
concentraciones 20.75 mg/ml de G418.

Concentracion de G418 (mg/ml de medio)

Clona 0.25]10.50] 0.75} 1.00] 1.50] 1.75] 2.00 | 3.00 | 4.00
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APENDICE D

DATOS CROMATOGRAFICOS

Porcentaje de HGHr presente en cada fraccion y porcentaje de recuperacion de

89

HGHTr del medio de cultivo de una fermentacion a nivel fermentador en el ensayo A.

Fraccion % HGHr % Recuperacion
1 0 0
2 20 34
3 28 1
4 40 65
5 0 0

- Porcentaje de HGHr presente en cada fraccion y el % de recuperacion de HGHr del

medio de cultivo de una fermentacion a nivel matraz con la clona

GS115hGH22KG418-1 sobreproductora en el ensayo B.

Fraccion % HGHr % Recuperacion
1 0 0
2 42 15
3 46 42
4 67 11
5 76 16
6 45 8
7 31 8
8 0 0
9 0 0
10 0 0

Representacion del porcentaje de HGHr presente en cada fraccion y el % de

recuperacion de HGHr del medio de cultivo de una fermentacion a nivel matraz con la-
clona 1 sobreproductora en el ensayo C.

Fraccion % HGHr % Recuperacion
1 0 0
2 37 "
3 46 48

- 4 52 10
5 42 8
6 81 15
7 67 8
8 0 0
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0
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APENDICE E

SECUENCIAS COMPLETAS DE LOS PLASMIDOS EMPLEADOS
DURANTE EL DESARROLLO DE LA TESIS

pPICOhGH22K

AGATCTAACATCCARAGACGAAAGGTTGAATGAAACCT TTTTGCCATCCGACATCCACAGGTCCATTCTCACACATAAGTGCCAR
ACGCAACAGGAGGGGATACACTAGCAGCAGACCGTTGCARACGCAGGACCTCCACTCCTCTTCTCCTCARCACCCACTTTTGCCA
TCGAAAMACCAGCCCAGTTATTGGECTTCATTGGAGCTCACTCATTCCAATTCCTTCTATTAGGCTACTAACACCATGACTTTAY
TAGCCTGTCTATCCTGGCCCCOCTGGCGAGGTTCATGTTTGTTTATTTCCGAATGCAACAAGCTCCACATTACACCCGAACATCA
CTCCAGATGAGGGCTTTCTGAGTGTGGGGTCAAATAGTTTCATGTTCCCCAAATGUCCCARAACTGACAGTTTARACGCTGTCTT
GGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCATCCAAGATGAACTAAGTTTGGTTCGTTGAAATCCTAACGGCCAGT TGGTCAAARA
GAAACTTCCAAAAGTCGCCATACCGTTTGTCTTGTTTGGTATTGATTGACGAATGCTCAAAAATAATCTCATTAATGCTTAGCGC
AGTCTCTCTATCGCTTCTGAACCCCGGTGCACCTCTCCCGAAACGCARATCCCGAAACACCCGCTTITTGGATGATTATGCATTG
TCTCCACATTGTATGCTTCCAAGATTCTOGTCOGAATACTGCTGATAGCCTAACGTTCATGATCAARAATTTAACTGTTCTAACCC
CTACTTGACAGCAATATATAAACAGAAGGAAGCTGCCCTGTCTTARACCTTTT I T TTTATCATCATTATTAGCTTACTTTCATAR
TTGCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATET TAACGACTTTTAACGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCA
AAGGATCCAAACGATGAGATTTCCTTCAAT T TTTACTGCAGTTTTATTCOCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACT
ACAARCAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCOGGCTAAAGCTGTCATCGCTTACTCAGATTTAGAAGGCGATTTCGATGTTGCTGTTT
TGCCATTTTCCAACAGCACARATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCACCATTGCTGCTAAAGAAGAAGOGGTATC
TCTCGAGAAAAGATTCCCAACCATTCCCTTATCTAGACTTTTTGACAACGCTATGCTCCGCEGCCCATCGTCTGCACCAGCTGERCC
TTTGACACCTACCAGGAGTTTGAAGAAGCCTATATCCCAAAGGAACAGAAGTATTCATTCCTGCAGAACCCCCAGACCTCCCTCT
GTTTCTCACAGTCTATTCCRACACCCTCCAACAGGGAGGAAACACARCAGARATCCAACCTAGAGCTGCTCCGCATCTCCCTECT
GCTCATCCAGTCCTGGCTGGAGCCCGTGCACTTCCTCAGGAGTGTCTTCGCCAACAGCCTGCTGTACGECGCCTCTGACAGCAAC
GTCTATGACCTCCTARAGGACCTAGAGGAAGGCATCCAAACGCTGATGGGGAGGCTACGAAGATGGCAGCCCCCGGACTCGEGCAGA
TCTTCAAGCAGACCTACAGCAAGTTCGACACRAACTCACACAACGATGACGCACTACTCAAGAACTACGGGCTGCTCTACTGETT
CAGGAAGGACATGCGACAAGGTCGAGACATTCCTGCECATCATECAGTGCCOCTCTCTGCAGGECAGCTGTGGCTTCTAGCTGCCC
GTAGAATTCCCTAGGGCGGCCGCGAATTAATTCGCCTTAGACATCACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGE
GTCTTGCTAGATTCTAATCAAGAGGATGTCAGARTGCCATTTCGCCTCGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATTTGT
AACCTATATAGTATAGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTRCTCCTGATCAGCCTATCTCGCAGCTGATGA
ATATC TTGTGGTAGGGGTTTGGGAAAATCATTCGAGTTTGATGTTTTTICTTGCTATTTCCCACTCCTCTTCAGAGTACAGAAGAT
TAAGTGAGAAGTTCGTTTGTGCARGCTTATCGATAAGCTTTARTGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGGCA
CCGTGTATGAAATCTAACAATCCGCTCATCGTCATCCTOGGCACCGTCACCCTGGATCCTGTAGGCATAGGCTTGGTTATGCCGG
TACTGCCGGGCCTCTTGCGGGATATCGTCCATTCCGACAGCATCGCCAGTCACTATCGCGTGCTGCTACCGCTATATGCGTTGAT
GCAATTTCTATGCGCACCCGTTCTCGGAGCACTGTCCGACCGCTTTGGCCGCCGCCCAGTCCTGCTCGCTICGCTACTTGGAGCC
ACTATCGACTACGCGATCATGGCGACCACACCCGTCCTGTCGATCTATCGAATCTAMATGTAAGTTAAAATCTCTARATAATTAA
ATAAGTCCCAGTTTCTCCATACGAACCTTAACAGCATTGCGGTGAGCATCTAGACCTTCAACAGCAGCCAGATCCATCACTGCTT
GGCCAATATGTTTCAGTCCCTCAGGAGTTACGTCTTCTGAAGTGATGAACTTCTCGAAGGTTGCAGTGTTAACTCCGCTGTATTG
ACGGGCATATCCGTACGTTGGCAAAGTGTGGTTGGTACCGGAGGAGTAATCTCCACAACTCTCTGGAGAGTAGGCACCAACARAC
ACAGATCCAGCGTGTTGTACTTGATCAACATAAGAAGAAGCATTCTCGATTTGCAGGATCAAGTGTTCAGGAGCGTACTGATTGG
ACATTTCCAAAGCCTGCTCGTAGGTTGCAACCGATAGGGTTGTAGAGTGTCCAATACACTTGCGTACAATTTCAACCCTTGCGCAR
CTGCACAGCTTGGTTGTGAACAGCATCTTCAATTCTCGCAAGCTCCTTCGTCTGTCATATCGACAGCCAACAGAATCACCTGGGAA
TCAATACCATGTTCAGCTTGAGCAGAAGGTCTGAGGCAACGAAATCTGGATCAGCGTATTTATCAGCAATAACTAGAACTTCAGA
AGGCCCAGCAGGCATGTCAATACTACACAGGGCTGATCTGTCATTTTGAACCATCATC TTGGCAGCAGTAACGAACTGGTTTCCT
GGACCAAATATTTTGTCACACTTAGGAACAGTTTCTGTTCCGTAAGCCATAGCAGCTACTGCCTGGGCGCCTCCTGCTAGCACGA
TACACTTAGCACCAACCTTGTGGGCAACGTAGATGACTTCTGGGGTAAGCGTACCATCCTTCTTAGCTGGAGATGCAAAAACAAT
TTCTTTGCAACCAGCAACTTTGGCAGGAACACCCAGCATCAGGGAAGTGGAAGGCAGAATTGCGGTTCCACCAGGAATATAGAGG
CCAACTTTCTCAATAGGTCTTGCAAAACGAGAGCAGACTACACCAGGGCAAGTCTCAACTTGCAACGTCTCCGTTAGTTGAGCTT
CATGGAATTTCCTGACGTTATCTATAGAGAGATCAATGGCTCTCTTAACGTTATCTGGCAATTGCATAAGTTCCTCTGGGAAAGG
AGCTTCTAACACAGGTGTCTTCAAAGCGACTCCATCAAACTTGGCAGTTAGTTCTAARAGGGCTTTGTCACCATTTTGACGAACA
TTGTCGACAATTGGTTTGACTAATTCCATAATCTCTTCCGTTTTCTCGATAGGACGACGAAGGGCATCTTCAATTTCTTGTGAGG
AGGCCTTAGAAACGTCAATTTTGCACAATTCAATACGACCTTCAGAAGGGACTTCTTTAGGTTTGGATTCTTCTTTAGGTTGTTC
CTTGGTGTATCCTGGCTTGGCATCTCCTTTCCTTCTAGTGACCTTTAGGGACTTCATATCCAGGTTTCTCTCCACCTCGTCCAAC
GTCACACCGTACTTGGCACATCTAACTAATGCAAAATAAAATAAGTCAGCACATTCCCAGGCTATATCTTCCTTGGATTTAGCTT
CTGCAAGTTCATCAGCTTCCTCCCTAATTTTAGCGTTCAAACAAAACTTCGTCGTCAAATAACCGTTTGGTATAAGAACCTTCTG
GAGCATTGCTCTTACGATCCCACAAGGTGCTTCCATGGCTCTAAGACCCTTTGATTGGCCAAAACAGGAAGTGCGTTCCAAGTGA
CAGRAACCAACACCTGTTTGTTCAACCACAAATTTCAAGCAGTCTCCATCACAATCCAATTCGATACCCAGCAACTTTTGAGTTC
GTCCAGATGTAGCACCTTTATACCACAAACCGTGACGACGAGATTGGTAGACTCCAGTTTGTGTCCTTATAGCCTCCGGAATAGA
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CTTTTTGGACGAGTACACCAGGCCCAACGAGTAATTAGAAGAGTCAGCCACCAAAGTAGTGAATAGACCATCGGGGCGGTCAGTA
GTCAAAGACGCCAACAAAATTTCACTGACAGGGAACTTTTTGACATCTTCAGAAAGTTCGTATTCAGTAGTCAATTGCCGAGCAT
CAATAATGGGGATTATACCAGAAGCAACAGTGGAAGTCACATCTACCAACTTTGCCGTCTCAGAAAAAGCATAAACAGTTCTACT
ACCGCCATTAGTGAAACTTTTCAARATCGCCCAGTGGAGAAGARAAAGGCACAGCGATACTAGCATTAGCGGGCAAGGATGCAACT
TTATCAACCAGGGTCCTATAGATAACCCTAGCGCCTGGGATCATCCTTTGGACAACTCTITCTGCCAAATCTAGGTCCAAAATCA
CTTCATTGATACCATTATTGTACAACTTGAGCAAGTTGTCGATCAGCTCCTCARAATTGCTCCTCTGTAACGGATGACTCAACTTG
CACATTAACTTGAAGCTCAGTCGATTGAGTGAACTTGATCAGGTTGTCCAGC TGGTCAGCAGCATAGGGAAACACGGCTTTTCCT
ACCARACTCAAGGAATTATCAAACTCTGCAACACTTGCGTATGC AGGTAGCAAGGGAAATCTCATACTTGAAGTCGGACAGTGAG
TGTAGTCTTGAGAAATTCTGAAGCCGTATTTTTATTATCAGTGAGTCAGTCATCAGGAGATCCTCTACGCCGCACGCATCGTGGC
CGGCATCACCGGCGCCACAGGTGCGETTGCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATOGGECTCGCCACTTCGGE
CTCATGAGCGCTTGTTTCEGCGTGGETATCGTGGCAGGCCCCETEGECCGEGGGACTGTTEGGCGCCATC TCCTTGCATGCACCAT
TCCTTGCGGCGGECEGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATCCAGGAGTCGCATANGGGAGAGCGTCGAGT
ATCTATGATTGGAAGTATGGGAATGEGTGATACCCGCATTCTTCAGTGTCTTGAGGTCTCCTATCAGATTATGCCCAACTAAAGCA
ACCGGAGGAGGAGATTTCATGGTAAATTTCTCTGACTTTTGGTCATCAGTAGACTCGAACTGTGAGACTATCTCGGTTATGACAG
.CAGAAATGTCCTTCTTGGAGACAGTAARTGAAGTCCCACCARATAAAGAAATCCTTGTTATCAGGAACAARCTTCTTGTTTCGAAC
TTTTTCGGTGCCTTGAACTATAAAATGTAGAGTCCATATGTCGGGTAGEAATGGAGCGGGCAAATGCTTACCTTCTGGACCTTCA
AGAGGTATGTAGGGTTTGTAGATACTGATGCCAACTTCAGTGACAACGTTGCTATTTCGTTCAAACCATTCCGAATCCAGAGAAA
TCAAAGTTGTTTGTCTACTATTGATCCAACCCAGTGCGGTCTTGAAACTGACAATAGTGTGCTCGTGTTTTGAGGTCATCTTTGT
ATGAATAAATCTAGTCTTTGATCTARATAATCTTGACGAGCCAAGGCGATAAATACCCAAATCTARAACTCTTTTAAAACGTTAA
AAGGACAAGTATGTCTGCCTGTATTAAACCCCAAATCAGCTCGTAGTCTGATCCTCATCAACTTGAGGGGCACTATCTTGTTTTA
GAGAAATTTGCGGAGATGCGATATCGAGAAAAAGGTACGCTGATTTTAAACGTGAAATTTATCTCAAGATC TCTGCCTCGCGCET

. TTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGG TCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGAL
AAGCCCGTCAGGGLCGCGTCAGCGEETGTTGGCGGETCTCGGEGCGLCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATAC
TGGCTTAACTATGCCGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGCTGTGAAATACCGCACACGATCCGTAAGGAGAA
AATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCCCTCGETCGTTCGCCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCA

.CTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGCGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGG
AACCGTAAAAAGGBCCGCGTTCGCTCGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGA
GGTGGCGRAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGEGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCC
GCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGECCGCTTTCTCAATGC TCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTG
TAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGECTGTETGCACGAACCCCCCETTCAGCCCGACCECTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTG
AGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGC
TACAGAGTTCTTGAAGTCGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACC
TTCGGAARAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTEGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTA
CGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTCGAACGAAAACTCACGTTAAGG
GATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATA
TATGAGTAARACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGCCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAG
TTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACCGGGAGGGC TTACCATCTCGGCCCCASTGCTGCAATGATACCGCGAGACCC
ACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCC

" TCCATCCAGPCTATTAATTCTTGCCGGEGAAGCTAGAGTAAGCTAGTTCGCCAGTTAATAGTTI TGCCCAACCTTGTTGCCATTGCTG
CAGGCATCCTGGTCTCACGCTCCTCGTTTEGTATGGCTTCATTCAGCTCCCGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCC
CATGTTGTGCAAAARAGCGGPTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTT
ATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCOGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCT
GAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACCGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGT
GCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCACTTCGATGTAACCCACTCOGT
GCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGG
GAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTAT TGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCAT
GAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAARATAAACAAATAGCCGTTCCGCGCACATTTCCCCGAARAAGTGCCACCTGACGTC
TAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTAATTCTCATGT
TTGACAGCTTATCATCGATAAGC TGACTCATGTTGGTATTGTGAAATAGACGCAGATCGGGAACACTGAAAAATAACAGTTATTA
TTCG

Mayusculas negritas: Fragmento liberado mediante el corte con las enzimas
de restriccion Sac /'y Not .



92

pPICIK

- AGATCTAACATCCAAAGACGAAAGGTTGAATGAAACCTTTTTGCCATCCGACATCCACAGGTCCATTCTCACACATAAGTGCCAA
ACGCAACAGGAGGGGATACACTAGCAGCAGACCGTTGCARACGCAGGACCTCCACTCCTCTTCTCCTCAACACCCACTTTTGCCA
TCGAAAAACCAGCCCAGTTATTGGGCTTGATTGGAGCTCGCTCATTCCARTTCCTTCTATTAGGCTACTAACACCATGACTTTAT
TAGCCTETCTATCCTGGCCCCCCTCECCAGETTCATCTTTOTTTATTTCCGAATGCAACAAGCTCCCCATTACACCCCGAACATCA |
CTCCAGATGAGGGCTTTCTGACTGTGCGGGTCAAATAGTTTCATGTTCCCCAAATGGCCCAAAMACTGACAGTTTAAACGCTGTCTT
GGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCATCCAAGATGARCTAAGTTTCGTTCCTTGAAATGCTAACGGCCAGTTGGTCAAAAA
GAAACTTCCAARAGTCGCCATACCGTTTGTCTTGTTTGGTATTGATTGACGAATGCTCAAAAATAATCTCATTAATGCTTAGCGC
AGTCTCTCTATCGCTTCTGAACCCCOGGTGCACCTGTGCCGARACGCAMATGECAGAAACACCCGCTTTTTGGATGATTATGCATTG
TCTCCACATTGTATGCTTCCAAGATTCTGCTGGGAATACTGCTGATAGCCTAACGTTCATGATCAAAARTTTAACTGTTCTAACCC
CTACTTGACAGCAATATATAAACAGAAGGAAGCTGCCCTGTCTTAAACCTTTT TTTTTATCATCATTATTAGCTTACTTTCATAA

- TTGCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTT TAACGACAACTTGAGAAGATCARAAAACAACTAATTATTCG

AAGGATCCAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCAGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTACTCCAGTCAACACT

ACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGECTAAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTIT

TGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAMATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATC

. TCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTTACGTAGAATTCCCTAGGGCGGCCGCGAATTAATTCGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAG

TTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGETCTTGCTAGATTCTAATCAAGAGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTCGAGAGRATGCAG

GCTTCATTTTTGATACTTTT TTATTTCTAACCTATATAGTATAGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGCT

CCTGATCAGCCTATCTCGCAGCTGATGAATATCTTGTGGTAGGGGTTTGGGAARATCATTCGAGTTTGATGTTTTTCTTGSTATT

. TCCCACTCCTCTTCAGAGTACAGAAGATTAAGTGAGAAGTTCGTTTCTGCAAGCTTATCGATAAGCTTTAATGCGGTAGTTTATC

ACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGGCACCGTGTATGAAATCTAACAATGCGCTCATCGTCATCCTCGGCACCGTCACCCTGGAT

GCTGTAGGCATAGGCTTGGTTATGCCCGTACTGCCGEGCCTCTTGCGGEATATCGTCCATTCCGACACGCATCGCCAGTCACTATS

GCGTGCTGCTAGCGCTATATGCGTTCATGCAATTTCTATGCGCACCCGTTCTCGEGAGCACTCTCCGACCGCTTTGGCCGLCGECCT

AGTCCTGCTCGCTTCGCTACTTGGAGCCACTATCGACTACGCGATCATGGCGACCACACCCCTCCTGTGGATCTATCGAATCTAA

ATGTAAGTTARAATCTCTPARATAATTAAATAAGTCCCAGTTTCTCCATACGAACCTTAACAGCATTGCGCGTGAGCATCTAGACCT

TCAACAGCAGCCAGATCCATCACTGCTTGGCCAATATGTTTCAGTCCCTCAGGAGTTACGTCTTGTGAAGTGATGAACTTCTGGA

AGGTTGCAGTGTTAACTCCGCTGTATTGACCGGCATATCCGTACGTTCCCAAAGTGTGCTTGGTACCGEAGGAGTAATCTCCACA

ACTCTCTGGAGAGTAGGCACCAACAARACACAGATCCAGCGPGTTGTACTTGATCAACATAAGAAGAAGCATTCTCGATTTGCAGG

ATCAAGTGTTCAGGAGCGTACTGATTGGACATTTCCARAGCCTGCTCGTAGGTTGCAACCGATAGGGTTGTAGAGTGTGCAATAC

ACTTGCGTACAATTTCAACCCTTGGCAACTGCACAGCTTGGTTGTGAACAGCATCTTCAATTCTGGCAAGCTCCTTGTCTGTCAT

ATCGACAGCCAACAGAATCACCTGGGAATCAATACCATCTTCAGCTTGAGACAGAAGGTCTGAGGCAACGAAATCTGGATCAGCG

TATTTATCAGCAATAACTAGAACTTCAGAAGGCCCAGCAGGCATGTCAATACTACACAGGGCTGATGTGTCATTTTGAACCATCA

TCTTGGCAGCAGTAACGAACTGGTTTCCTGGACCAAATATTTTGTCACACTTAGGAACAGTTTCTGTTCCGTAAGCCATAGCAGC

TACTGCCTGGGCGCCTCCTGCTAGCACGATACACTTAGCACCAACCTTGTGGGCAACGTACGATGACTTCTGGGGTAAGGGTACCA

TCCTTCTTAGGTGGAGATGCAAAAACAATTTCTTTGCAACCAGCAACTTTGGCAGCAACACCCAGCATCAGGGAAGTGGAAGGCA

GAATTGCGGTTCCACCAGGAATATAGAGGCCAACTTTCTCAATAGGTCTTGCAAAACGAGAGCAGACTACACCAGGGCAAGTCTC

AARCTTGCAACGTCTCCGTTAGTTGACGCTTCATGGAATTTCCTGACGTTATC TATAGAGAGATCAATGGCTCTCTTAACGTTATCT

GGCAATTGCATAAGTTCCTCTGGGAAAGGAGCTTCTAACACAGGTGTCTTCAAAGCGACTCCATCARACTTGGCAGTTAGTTCTA

ARAGGGCTTTGTCACCATTTTGACGAACATTGTCGACAATTGGTTTGACTAATTCCATAATCTGTTCOCTTTTCTGGATAGGACG

ACGAAGGGCATCTTCAATTTCTTGCTGAGGAGGCCTTAGAAACGTCAATTTTGCACAATTCAATACGACCT TCAGAAGGGACTTCT

TTAGGTTTGGATTCTTCTTTAGGTTCTTCCTTGGTGTATCCTGGCTTGGCATCTCCTTTCCTTCTAGTGACCTTTAGGGACTTCA

TATCCAGGTTTCTCTCCACCTCGTCCAACGTCACACCGTACTTGGCACATCTAACTAATGCAAAATAAAATAAGTCAGCACATTC

CCAGGCTATATCTTCCTTGGATTTAGCTTCTGCAAGTTCATCAGCTTCCTCCCTAATTTTAGCGTTCAACRAAACTTCGTCGTCA

AATAACCGTTTGGTATAAGAACCTTCTGGAGCATTGCTCTTACCATCCCACAAGGTGECTTCCATGGCTCTAAGACCCTTTGATT

GGCCAAAACAGGAAGTGCGTTCCAAGTGACAGAAACCAACACCTGTTTGTTCAACCACAAATTTCAAGCAGTCTCCATCACAATC

CAATTCGATACCCAGCAACTTTTGAGTTGCTCCAGATGTAGCACCTTTATACCACAAACCGTGACGACGAGATTGGTAGACTCCA

GTTTGTGTCCTTATAGCCTCCGGAATAGACTTTTTGGACGAGTACACCAGGCCCAACGAGTAATTAGAAGAGTCAGCCACCAAAG

TAGTGAATAGACCATCGGGGCGGTCAGTAGTCAAAGACGCCAACAAAATTTCACTGACAGGGAACTTTTTGACATCTTCAGAAAG

TTCCTATTCAGTAGTCAATTGCCGAGCATCAATAATGGGGATTATACCAGAAGCAACAGTGGAAGTCACATCTACCAACTTTGCG

GTCTCAGAAAAAGCATAAACAGTTCTACTACCGCCATTAGTGAAACTTTTCAAATCGCCCAGTGGAGAAGAAAAAGGCACAGCGA

TACTAGCATTAGCGGGCAAGGATGCAACTTTATCAACCAGGGTCCTATAGATAACCCTAGCGCCTGGGATCATCC TTTGGACAAC

TCTTTCTGCCARATCTAGGTCCAAAATCACTTCATTGATACCATTATTGTACAACTTGAGCAAGTTGTCGATCAGCTCCTCAAAT

TCGTCCTCTGCTAACCCGATGACTCAACTTGCACATTAACTTGAAGCTCAGTCGATTGAGTCAACTTGATCAGGTTGTGCAGCTGET

CAGCAGCATAGGGAAACACGGC TTTTCCTACCAAACTCAAGGAATTATCAAACTCTGCAACACTTGCGTATGCAGGTAGCAAGGG

AAATGTCATACTTGARGTCGGACAGTGAGTGTAGTCTTGAGAAATTCTGAAGCCGTATTTTTATTATCAGTGAGTCAGTCATCAG

GAGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGACCTGCAGGGEGGEEEEEEGCGCTCGAGGTCTGCCTCGTGAAGARAAGGTGTTGCTG

ACTCATACCAGGCCTGAATCGCCCCATCATCCAGCCAGAAAGTGAGGGAGCCACGGTTGATGAGAGCTTTGTTGTAGGTGGACCA

CTTGGTGATTTTGAACTTTTGC TTTGCCACGGAACGGTCTGOGTTGTCGGGAAGATGCCTGATC TGATCCTTCAACTCAGCAAAA

GTTCGATTTATTCAACAAAGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACCAATTCTGATTA

GAAAAACTCATCGAGCATCARATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGT

AATGAAGGAGAAAACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAA

TACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTCGAGAATGG

CAAAAGCTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCG
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TTATTCATTCGTGATTGCCGCCTGAGCGAGACGAMATACGCGATCOCTGTTAAAAGCACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACC
GGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTITCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGG
GATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAARATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAG
TTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGCCAACGCTACCTTTCCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCC
CATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGA
ATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGC TCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGT
TTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCCCCCCCCCCCC
TGCAGGTCGGCATCACCGGCGCCACAGGTGCGGTTGC TGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGEGGARGATCGGGCTCGCCA
CTTCGGGCTCATGAGCGCTTGTTTCGECETGGETATGETGGCAGGCCCCGTGECCGEGEGACTGTTGEGCGCCATCTCCTTGCAT
GCACCATTCCTTGCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGC
GTCGAGTATCTATGATTGGAAGTATGGGAATCGTGATACCCGCATTICTTCAGTGTCTTGAGGTCTCCTATCAGATTATGCCCAAC
TAAAGCAACCGGAGGAGGAGATTTCATGGTARATTTC TCTGACTTTTGGTCATCAGTAGACTCGAACTGTGAGACTATCTCGGTT
ATGACARGCAGRARTGTCCTTCTTGGAGACAGTAAATGAAGTCCCACCAATAAAGAAATCCTTGTTATCAGGAACAAACTTCTTGT
TTCGAACTTTTTCGG TGCCTTGARC TATAAAATGTAGAGTCGATATGTCCCG TAGGAATCGAGCGCGCCAAATGCTTACCTTCTGG
ACCTTCAAGAGGTATGTAGGGTTTGTAGATACTGATGCCAACTTCAGTGACAACGTTGCTATTTCGTTCAAACCATTCCGAATCC
AGAGAAATCAAAGTTGTTTGTCTACTATTGATCCAAGCCAGTGCGGTCTTGAAACTGACAATAGTGTGCTCGTGTTTTGAGGTCA
TCTTTGTATGARATAARTCTAGTCTTTGATCTAAATAATCTTGACGAGCCAAGGOGATAAATACCCAAATCTAAAACTCTTTTAAA
ACGTTARAAGGACAAGTATGTCTGCCTGTATTAAACCCCAAATCACCTCGTAGTCTGATCCTCATCAACTTGAGGGGCACTATCT
TGTTTTAGAGAAATTTGCCGAGATGCGATATCGAGAAARAGGTACGCTGATTTTAAACGTGAAATTTATC TCAAGATCTCTGCCT
COCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGETCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGE
AGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCETCAGCGEETETTGGCGEETCTCEGGGECECAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAG,
TGTATACTGGCTTAACTATCCCGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTA
AGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGC TCACTGACTCGCTGCGCTCEGTCETTCGGCTGCOGCGAGCGGTAT
CAGCTCACTCARAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAARGAACATGTGAGCAARAGGCCAGCAAAR
GGCCAGGAACCGTAAARAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCA
AGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGA
CCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTC TCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAG
TTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCARGC TGGGC TGTETGCACGAACCCCCCGTTCAGCCOGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTAT
CGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAG
GCGGTGCTACAGAGTTC TTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTITGGTATC TGCGCTCTGCTGAAGCC
AGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGC TCTTGATCCGGCARACAAACCACCCCTGCTAGCCGTCGTTTTTTTGTTTGCAAGCAG
CAGATTACGCGCAGAAARAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAARAACTCAC
GTTARGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAARGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAARATGAAGTTTTAAATCAATCTA
AAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCA
TCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGC
GAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTT
ATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGT TGCCEGCAACCTAGAGTAAGTAGTTCCCCAGTTAATAGTTTGCGCARCGTTGTTGCC
ATTGCTGCAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGC TTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACAT
GATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCCTTGTCAGAAGCTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACT
CATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAG
TCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTT
TAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACC
CACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTCCGTCAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCA
AAAAAGGGAATARGGGCGACACGGARATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTICAATATTATTGRAGCATTTATCAGGGTTATT
GTCTCATCGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACC
TGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTAATT
CTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAGCTGACTCATGTTGGTATTGTGAAATAGACGCAGATCGGGAACACTGARRAATAACA
GTTATTATTCG

Mayuasculas negritas: Fragmento liberado mediante el corte con las enzimas
de restriccion Sac /'y Not I.
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AGATCTAACATCCARAAGACGAAAGGTTGAATGAAACCTTTTTGCCATCCGACATCCACAGGTCCATTCTCACACATAAGTGCCAA
ACGCAACAGGAGGGGATACACTAGCAGCAGACCCTTGCAAACGCAGGACCTCCACTCCTCTTCTCCTCAACACCCACTTTTGCCA
TCGAAAAACCAGCCCAGTTATTGGGCTIGATTGCAGCTCGCTCATTCCAATTCCTTCTATTAGGCTACTAACACCATGACTTTAT
TAGCCTGTCTATCCTGGCCCCCCTGGCGAGGTTCATGTTTGTTTATTTCCGAATGCAACAAGCTCCGCATTACACCCGAACATCA
CTCCAGATGAGGGCTTTCTCAGTGTGSGGTCAAATAGTTTCATGTTCCOCAAATGGCCCAAAACTGACAGTTTAAACGCTGTCTT
GGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCATCCAAGATGAACTAAGTTTGGTTCGTTGAAATGCTAACCGCCAGTTGGTCARAAA
GAAACTTCCAARAGTCGCCATACCGTTTGTCTTGTTTGGTATTGATTGACGAATGCTCAARAATAATCTCATTAATGCTTAGCGC
AGTCTCTCTATCGCTTCTGAACCCCGGTGCACCTGTGCCGAAACGCAAATGGGGAAACACCCGCTTTTTGGATGATTATGCATTG
TCTCCACATTGTATGCTTCCAAGATTCTGGETGGGAATACTGCTGATAGCCTAACGTTCATGATCARRATTTAACTGTTCTAACCC
CTACTTGACAGCAATATATAAACAGAAGGAAGCTCCCCTGTCTTAAACCTTTTTTTTTATCATCATTATTAGCTTACTTTCATAA
TTGCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTT TGATTTTAACGACTTTTAACGACAACTTGAGAAGATCAARAAACAACTAATTATTCG
AARGGATCCAAACGATGAGATTTCCTTCRATTTTTACTGCAGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACT
ACAACAGAAGATGARAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTT
TGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATC
TCTCGAGAAAAGATTCCCAACCATTCCCTTATCTAGACTTTTTGACAACGCTATEGCTCCGCGCCCATCGTCTOCACCAGCTGRCC
TTTGACACCTACCAGGAGTTTGAAGAAGCCTATATCCCAAAGGAACAGAAGTATTCATTCCTGCAGAACCCCCAGACCTCCCTCT
GTTTCTCAGAGTCTATTCCGACACCCTCCAACAGGGAGGAAACACAACAGAAATCCAACCTAGAGCTGCTCCGCATCTCCCTACT
GCTCATCCAGTCGTGGCTGGAGCCCGTGCAGTTCCTCAGGAGTETCTTCGCCARCAGCCTCETCTACGGCECCTCTGACAGCAAC
GTCTATGACCTCCTAAAGGACCTAGAGGAAGGCATCCAAACGCTGATGCGGAGACTCAAAGATCOCAGCCCCCGAACTAIGGCAGA
TCTTCAAGCAGACCTACAGCAAGTTCGACACAAACTCACACAACGATGACOCACTACTCAAGAACTACGGGCTGCTCTACTGCTT
CAGGAAGGACATGGACAAGGTCGAGACATTCCTGCGCATCAGTGCAGTGCCCCTCTETGGAGGCCAGCTCTAGCTTCTAGCTGCCC
GTAGAATTCCCTAGGGCGGCCGCGAATTAATTCGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCG
GTCTTGCTAGATTCTAATCARGAGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACT P TTTTATTTGT
AACCTATATAGTATAGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGCTCCTGATCAGCCTATCTCGCAGCTGATGA
ATATCTTGTGGTAGGGGTTTGCGAAAATCATTCGAGTTTGATGTTTTTCTTGGTATTTCCCACTCCTCTTCAGAGTACAGAAGAT
TAAGTGAGAAGTTCGTTTCTGCAAGCTTATCGATAAGCTTTAATGCGGTAGTTTATCACAGTTARATTGC TARCCCAGTCAGGCA
CCGTGTATCGAAATCTAACAATGCGCTCATCGCTCATCCTCCECACCGTCACCCTGGATGCTGTAGCCATAGGC TTGGTTATGCCGG
TACTGCCGGGCCTCTTGCGCGATATCGTCCATTCCGACAGCATCGCCAGTCACTATGCCGTGCTGCTAGCGCTATATGCGTTGAT
GCAATTTCTATGCGCACCCGTTCTCGGAGCACTGTCCGACCGCTTTGGCCGCCGCCCAGTCCTGCTCGCTTCGCTACTTGGAGCC
ACTATCGACTACGCGATCATGGCGACCACACCCGTCCTGTGGATCTATCGAATCTAAATGTAAGTTAAAATCTCTAAATAATTAR
ATAAGTCCCAGTTTCTCCATACGAACCTTAACAGCATTGCGGTGAGCATCTAGACCTTCAACAGCAGCCAGATCCATCACTGCTT
GGCCAATATGTTTCAGTCCCTCAGGAGTTACGTCTTGTGARGTCGATGAACTTCTGGAACGCTTGCAGTCTTAACTCCGCTGTATTG
ACGGGCATATCCGTACGTTGGCAAAGTGTGGTTGGTACCGGAGGAGTAATCTCCACAACTCTCTGGAGAGTAGGCACCAACAAAC
ACAGATCCAGCGTGTTGTACTTGATCAACATAAGAAGAAGCATTCTCGATTTGCAGGATCAAGTGTTCAGGAGCGTACTGATTCE
ACATTTCCAAAGCCTGCTCGTAGETTGCAACCGATAGGCT TGTAGAGTGTCCAATACACTTGCGTACAATTTCAACCCTTCGCAA
CTGCACAGCTTGGTTGTGAACAGCATCTTCAATTCTGGCAAGCTCCTTGTCTGTCATATCGACAGCCAACAGAATCACCTGGGAA
TCAATACCATGTTCAGCTTGAGACAGAAGGTCTGAGGCAACGAAATC TGGATCAGCGTATTTATCAGCAATARACTAGAACTTCAG
AAGECCCAGCAGGCATGTCAATACTACACAGGGCTGATGTGPCATTTTGAACCATCATCTTGGCAGCAGTAACGAACTGGTTTCC
TGGACCAAATATTTTGTCACACTTAGGAACAGTTTCTGTTCOGTAAGCCATAGCAGCTACTGCCTGGGOGCCTCCTGCTAGCACG
ATACACTTAGCACCAACCTTGTGGGCAACGTAGATGACTTCTGGGGTAAGGGTACCATCCTTCTTAGGTGECAGATGCAAAAACAA
TTTCTTTGCAACCAGCAACTTTGGCAGGAACACCCAGCATCAGGGAAGTGGAAGGCAGAATTGCGGTTCCACCAGGAATATAGAG
GCCAACTTTCTCAATAGGTCTTGCARAACGAGAGCAGACTACACCAGCGCAAGTCTCAACTTGCAACGTCTCCGTTAGTTGAGCT
TCATGGAATTTCCTGACGTTATCTATAGAGAGATCAATGGCTCTCTTAACGTTATCTGGCAATTGCATAAGTTCCTCTGGRAAAG
GAGCTTCTAACACAGGTGTCTTCAAAGCGACTCCATCAAACTTGGCAGTTAGTTCTAARAGGGCTTTGTCACCATTTTGACGAAC
ATTGTCGACAATTGGTTTGACTAATTCCATAATCTGTTCCGTTTTCTGGATAGGACGACGAAGCCCATCTTCAATTTCTTGTGAG
GAGGCCTTAGAAACGTCAATTTTGCACAATTCAATACGACCTTCAGAAGGGACTTCTTTAGGTTTGGATTCTTCTTTAGGTTGTT
CCTTGGTGTATCCTGGCTTGGCATCTCCTTTCCTTCTAGTGACCTTTAGGGACTTCATATCCAGGTTTCTCTCCACCTCGTCCAR
CGTCACACCGTACTTGGCACATCTAACTAATGCAAAATAAAATAAGTCAGCACATTCCCAGGCTATATCTTCCTTGGATTTAGCT
TCTGCAAGTTCATCAGCTTCCTCCCTAATTTTAGCGTTCAACAAAACTTCGTCGTCAAATAACCCTTTGGTATARAGAACCTTCTG
GAGCATTGCTCTTACGATCCCACAAGGTGGC TTCCATGGCTCTARGACCCTTTGATTGGCCARAACAGGAAGTGCGTTCCAAGTG
ACAGAAACCAACACCTGTTTGTTCAACCACAAATTTCAAGCAGTCTCCATCACAATCCAATTCGATACCCAGCAACTTTTGAGTT
GCTCCAGATGTAGCACCTTTATACCACAAACCGTGACGACGAGATTGGTAGACTCCAGTTTGTGTCCTTATAGCCTCCGGAATAG
ACTTTTTGGACGAGTACACCAGGCCCAACGAGTAATTAGAAGAGTCAGC CACCAAAGTAGTGAATAGACCATCGGGCCCGTCAGT
AGTCAAAGACGCCAACAAAATTTCACTGACAGGGAACTTTTTGACATCTTCAGAAAGTTCGTATTCAGTAGTCAATTGCCGAGCA
TCAATAATGGGGATTATACCAGARGCAACACTGGAAGTCACATCTACCAACTTTGCGGTCTCAGAAAAAGCATARACAGTTCTAC
TACCGCCATTAGTGAAACTTTTCAAATCGCCCAGTGGAGAAGRARAAGGCACAGCGATACTAGCATTAGCGGGCARGGATGCAAC
TTTATCAACCAGGGTCCTATAGATAACCCTAGCGCCTGGGATCATCCTTTGGACAACTCTTTCTGCCAAATCTAGGTCCAAAATC
ACTTCATTGATACCATTATTGTACAACTTGAGCAAGTTGTCGATCAGCTCCTCARATTGGTCCTCTGTAACGGATGACTCAACTT
GCACATTAACTTGAAGCTCAGTCGATTGAGTGAACTTGATCAGGTTGTGCAGCTGGTCAGCAGCATAGGGAAACACGGCTTTTCC
TACCAAACTCAAGGAATTATCAAACTCTGCAACACTTGCGTATGCAGGTAGCAAGGGARATGTCATACTTGAAGTCCGACAGTGA
GTGTAGTCTTGAGAARATTCTGAAGCCGTATTTTTATTATCAGTGAGTCAGTCATCAGGAGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGG
CCGACC TGCAGGGGGGEGEEEEGECGCTGAGCTCTGCCTCGTGAAGAAGG TGTTGCTGACTCATACCAGGCCTGARTCGCCCCATC
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ATCCAGCCAGAAAGTGAGGGAGCCACGGTTGATGAGAGCTTTGTTGTAGGTGGACCAGTTCCTGATTTTGAACTTTTGCTTTGCC
ACGGAACGGTCTGCGTTGTCGGGAAGATCCG TGATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTCAACAAAGCCGCCGTC
CCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACCAATTCTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAAC
TGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGARAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGAGECAGT
TCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAA
AATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGCATTTCTTTCCAGACT
TGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGSTGATTGCGCCTGAGCGA
GAUGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAAC
AATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCA
TCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAMATTCOGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACAT
CATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCCATCGEGECTTCCCATACAATCEGATAGATTGTCGCACCTGA
TTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTT
TCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTYGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTAT
CTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCCCCCCCCCCCCTGCAGGTCGGCATCACCGGCGCCACAGG
TGCGGTTGCCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGCGGAAGATC GEGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTTGTTTCGGL
GTGGGTATGGTGGCAGGCCCCCTGGCOGGEGGACTGTTEGEGGCGCCATCTCCTTGCATGCACCATTCCTTGCGECGECGGTGCTCA
ACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTCGAGTATCTATGATTGGAAGTATGGG
AATGGTGATACCCGCATTCTTCAGTGTCTTGAGCTCTCCTATCAGAT TATCCCCAACTAAAGCAACCGGAGGAGGAGATTTCATG
GTAAATTTCTCTGACTTTTGGTCATCAGTAGACTCGAACTGTGAGACTATCTCGGTTATGACAGCAGAAATGTCCTTCTTGGAGA
CAGTAAATGAAGTCCCACCAATAAAGARATCCTTGTTATCAGGAACAAACTTCTTGTTTCGAACTTTTTCGGTGCCTTGAACTAT
ARAATGTAGAGTGGATATGTCGGCTAGCAATGGAGCGCGCAAATGCTTACCTTCTGGACCTTCARGAGGTATGTAGGCTTTGTAG
ATACTGATGCCAACTTCAGCTGACAACGTTGCTATTTCGTTCAAACCATTCOGAATCCAGAGAAATCAAAGTTGTTTGTCTACTAT
TGATCCAAGCCAGTGCGGTCTTGARACTGACAATAGTGTGC TCGTGTTTTGAGGTCATCTTTGTATGAATAAATCTAGTCTTTGA
TCTAAATAATCTTGACGAGCCAAGGCGATAAATACCCAAATCTAAAACTCTTTTAAAACGTTAAAAGGACAAGTATGTCTGCCTG
TATTAAACCCCAAATCAGCTCGTAGTCTGATCCTCATCRACTTGAGGGGCACTATCTTGTTTTAGAGAAATTTGCGGAGATGCGA
TATCGAGARAAAGGTACGCTGATTTTAAACGTGAAATTTATCTCAAGATCTCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATCGACGGTGAAAAC
CTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCECGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAG
CGGGTGTTGGCCGGTGTCGCEGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCA
GAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTARGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTT
CCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCEGTOGTTCGGCTGOGGCGAGCGETATCAGCTCACTCAAAGGCGGTARTACGGTT
ATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATCTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTARMAAAGGCCGCGTTG
CTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGAC
TATAARAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGC TCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGT
CTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTICTCAATGCTCACGCTGTAGCGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTG
GGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCOGGTAAGACACG
ACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCCGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTG
GCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGC
TCTTGATCCGCCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGETTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGARAAAAAGGATCTC
AAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGC TCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATC
AAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGAC
AGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGT
AGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTT
ATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGCTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGT
TGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGCCATCGTGGTGTCACGCT
CGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGT
TAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTCTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCT
CTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTC TCTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGAC
CGAGTTCCTCTTGCCCGGCGTCARCACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTARAAGTGC TCATCATTGGAAMACGTTC
TTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCA
TCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTCGGGTGAGCARARACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGARAAT
GTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATG
TATTTAGAAAAATAAACAAATAGCCGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGARACCATTATTATCATG
ACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAA
GCTGACTCATGTTGGTATTGTGAAATAGACGCAGATCGGGAACACTGARAAATARCAGTTATTATTCG

Mayusculas negritas: Secuencia que codifica para HGH madura.
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APENDICE F

SECUENCIA AMINOACIDICA DE HGH MADURA

FPTIPLSRLFADNMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLONPQTSLCFSESIPTP
SNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQ

TLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIVQCR
SVEGSCGF
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