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FIGURA 1. Representacién grafica del modelo tridimensional hipotético de la
BGH. La estructura fridimensional de BGH fue deducida por
comparacién con la PGH y con la isoforma de 22 kDa HGH,
considerando los cambios aminoacidicos presentes en la BGH
(Carlacci et al., 1991). 8

FIGURA 2. Via metabdlica para la oxidacién del metanol en diéxido de carbono
y agua en levaduras metilotroficas. Las enzimas involucradas se
representan con ndmeros romanos y los compuestos presentes en
las reacciones se representan con abreviaciones (Ellis et al,
1985). 13

FIGURA 3. Representacion esquematica de los elementos constituyentes del
vector de integracién pPiCS: Dichos elementos incluyen a los de
origen eucariético (de la levadura) como en el caso del promotor y
terminador de la transcripcidn del gen AQOX?1 de P. pastoris
(regiones 5A0X1 y 3'AOX1 TT, respectivamente), regiébn 3’ del
mismo gen (3’AO0XT), gen de la histidinol deshidrogenasa (HIS4)
de P. pastoris y secuencia sefal del factor alfa de S. cerevisiae
(SS). También contiene secuencias de origen bacteriano,
necesarias para propagacion del plasmido en Escherichia coli

tales como el gen de resistencia a ampicilina (amp’) y el origen de
replicacion (ColE1). Ademas, incluye un sitio multiple de clonacién
(SMC), precedido de la secuencia sefial para propiciar la secrecidn
de la proteina recmbinante de interés (Invitrogen, 1994). 18

FIGURA 4. Representacion esquematica de los elementos constituyentes del
vector de integracion pPICSK: Este plasmido es empleado para la
produccion de proteinas recombinantes en P. pastoris y seleccion
de clonas con maltiples integraciones del cassette de expresion de
acuerdo al nivel de resistencia a G418 (geneticina). Ademas de los
elementos ya descritos para pPIC9 en la FIGURA 3, este otro

plasmido también incluye al gen de resistencia a kanamicina (Kan'}
que confiere resistencia a kanamicina en E. coli y a G418 en Pichia
(Invitrogen, 1996). 19

FIGURAS. La insercion génica en AOXT es originada por un evento de
entrecruzamiento simple entre el locus AOX7 del genoma y las
regiones AOXT del vector. 22

FIGURA 6. La insercibn génica en hisd4 es originada por un evento de
entrecruzamiento simple entre el locus his4 del genoma y el gen
HiS4 del vector. 23
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FIGURA 12.

FIGURA 13.

FIGURA 14.

FIGURA 15.

El reemplazamiento génico. Este se lleva a cabo en AOX1, mediante
un doble entrecruzamiento entre las regiones 5A0X1 y 3'AOX1 del
vector con el genoma de la levadura.

Representacion esquematica de la fase |. Construccidn del vector
de integracion pPICSKbGH.

Representacion esquematica de la fase Il. Construccién de clonas
de Pichia pastoris portadoras de multiples copias del cassette de
expresion de la bGH.

Representacién del procedimiento experimental para el disefio de
los oligonucleétidos.

Mutagénesis sitiodirigida por PCR. El esquema ilustra los
ciclos de la PCR: desnaturalizacién, apareamiento y extension.
Inicialmente los oligonucleétidos &' y 3' no son totalmente
complementarios a la secuencia blanco, pero después de varios
ciclos de extensién se originan productos amplificados con la
secuencia de los oligonucledtidos mutagénicos.

Estrategia de clonacién en pPIC3. Mediante el reemplazo del
cassette de expresion para HGHr presente en el vector
pPICShGH22K, se clon6 el producto amplificado correspondiente al
DNAc de bGH, el cual fue amplificado a partir del inserto de p63
(Amaya F 1988). Los sitios de clonacion usados fueron Xho |y Avr
Il, con los cuales se reemplazd el DNAc de HGH por el de BGH.

Esquema de preparacion de los fragmentos de DNA a ligar, para la
construccion del vector pPICObGH. Se indican los pasos, reactivos
y condiciones empleadas en la construccion del vector de
expresion de la BGHr.

Transferencia del DNAc de bGH al vector pPICIK (ligacion de dos
fragmentos). Aqui se muestra la clonacion que fue inicialmente
disefiada, en la cual a partir de los vectores pPICSK y pPICSbGH se
construiria el vector pPICO9KbGH, las enzimas involucradas en la
clonacién son Sac ly Awr |l

Transferencia y reparaciéon del DNAc de bGH en el vector pPICOK
(ligacion de tres fragmentos). Aqui se muestra la clonacién que se
disefi¢ posteriormente para transferir y reparar el DNAc de bGH en
pPICOK, en la cual a partir de los vectores pPICSK, pPICSbGH y
pMALcbGH se construiria el vector pPICSKbGH, las enzimas
involucradas en la clonacién son Sac |, Apa t, Avr lly Xba |
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FIGURA 20.

FIGURA 21.

FIGURA 22.

FIGURA 23.

FIGURA 24.

Diagrama de flujo para la fermentacion en matraces de 250 mly su
posterior analisis. El estudio abarca desde la propagacion de la
clona a partir de una caja de petri, hasta el analisis del lisado celular
en geles de poliacrilamida SDS-PAGE.

A) Regiones donde se aparean los oligonucleétidos §' y 3' en el
DNAc de bGH. B) Cambios introducidos por los iniciadores durante
la PCR en el producto amplificado. El oligonuciedtido 5' tiene una
longitud de 35 nuclettidos de los cuales solo se aparean 25
nucleétidos; el oligonucledtido 3' tiene una longitud de 23
nucledtidos de los cuales 17 se aparean con el DNAc de bGH.

Caracterizacion enzimatica con Bgl/ Il de algunas de las clonas
recombinantes obtenidas. Carril 1} pPICShGH22K; 2) Clona 9; 3)
Clona 10; 4) Clona 12; 5) Clona 14; 6) Clona 15; 7) Clona 20; 8)
Clona 21. Con las flechas se indican las clonas con el DNAc de
bGH.

Representacién del area secuenciada en las cltonas, con el uso de
los oligonucledtidos 5’A0X71, 3IAOX1, oligo intemo y oligo intemo
reverso. Con cada oligonucleétido usado para secuenciar se
lograron leer hasta 300 nucledtidos del DNAc de bGH, incluida gran
parte de los extremos no traducibles 5A0X1 y 3'A0X17.

Autorradiografia de gel de secuenciacion. Se muestra una clona
con la secuencia normal en esta region (clona 14) y una con una
mutacion silenciosa (clona 20).

Esquema en donde se ubican las mutaciones encontradas en las
clonas 9, 14, 51 y 20. Al encontrarse que la clona 20 presenta solo
dos mutaciones, una de ellas silenciosa, se planteo reparar el area
con la mutacion en el nucleotido 1655, y clonar a la vez el DNAc de
bGH en pPICOK.

Autorradiografia de dos clonas reparadas pPICSkbGH. la porcion del
gel de secuenciacion aqui incluido, muestra la secuencia
nucleotidica de dos clonas distintas de pPICIKbGH en la region
reemplazada con la region 3' del DNAc de bGH proveniente del
vector pMALcbGH. La mutacion presentada por la clona 20 fue
reemplazada por la secuencia que se ilustra en las clonas 1y 5
(secuencia complementaria).

Condiciones en las cuales se realizd la electroporacion de la cepa
GS115. Se incluyeron un control de presencia de contaminacién
(TE) y tres DNAs distintos.

Condiciones de reaccidn fijadas por Escamilla en 1995. Se muestra
el primer factor que se medificd en esta tesis: la concentracion de
la DNA polimerasa Taq.
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FIGURA 25.

FIGURA 26.

FIGURA 27.

FIGURA 28.

FIGURA 29.

FIGURA 30.

FIGURA 21.

Programas de amplificacion usados en este trabajo. El programa A
es el inicial. Los programas B y C fueron los utilizados para ajustar
el cociente de la intensidad de las bandas producto de la
amplificacion; es decir, para hacer la PCR lo mas semicuantitativo
posible.

Optimizacion de la PCR. Las variables involucradas en los 8
experimentos de PCR realizados fueron; la concentracion del DNA,
la presencia o ausencia de DMSOYy el tiempo de extension.

Grafica donde se ilustra la intensidad y proporcién de los productos
amplificados para cada ensayo. El cociente resultante de los
productos amplificados de cada ensayo fue 1.193 para el ensayo
1, 1.923 para el 2; 0.000 para el 3; 1.824 para el 4; 2.477 para el 5;
1.700 para el 6; 0.309 para el 7, 1.373 para el 8. El ensayo #1
presenté el cociente mas cercano a 1, pero la intensidad del
producto amplificado es muy baja. Elensayo 8 presenté un cociente
de 1.4 y una intensidad de producto amplificado aceptable.

A) llustracion de los sitios donde se aparean los oligonucleétidos en
el genoma de GS115 (a), b) Amplicén de 2105 pb, c) Amplicén de
1042 pb, d) Oligonucledtido 5’A0X1, e) Oligonucledtido 3AOX1. B)
Deteccion del vector pPICIKbGH integrado al genoma de las clonas
seleccionadas; 1) clona pPICShGH22k, (-) control de contaminacion,
GS115 cepa de P. pastoris y las siguientes son clonas GS115 del
vector pPICSbGH, 2) A3, 3) A7, 4) A11, §) A12, 6) B2, 7) BS y 8)
B7. La reaccion de amplificacion se realizé con las condiciones del
método 2 de amplificacion establecido.

Analisis del medio de cultivo fermentado (144 h). Carriles 1), 2) y 3)
corresponden a medios de cultivo de clonas pPIC9khGH22k-GS115
resistentes a concentraciones de geneticina mayores a 25 mg/mL;
M) marcador de peso molecular; 5) clona pPIC9K-GS115; 6), 7) y 8)
clonas pPICOKbGH-GS115 resistentes a concetraciones de
geneticina mayores a 025 mg/mL. Las fermentaciones se
realizaron en medio BMG pH 6.0 (16 h) en la etapa inicial de
fermentacion y BMM pH 6.0 (144 h) en la induccién con metanol
(0.75% de metanol cada 24 h).

Analisis proteico de lisados celulares de tres clonas pPICSKbGH-
GS115. Se logré6 determinar la presencia de la banda
presumiblemente correspondiente a la proteina pre-BGH de 306
kDay una banda a la altura aproximada a 22 kDa.

Lisados celulares de tres clonas pPICI9KbGH-GS115 inducidas y sin
inducir, en donde aparentemente aparece la banda correspondiente
a BGHr, en la clona pPICIKbGH-GS115 inducida, y no en la clona
pPIC9KbGH-GS115 no inducida, al igual que en la clona
pPICO9hGH22K. Dicha banda no se detectd en pPICSK-GS115, pero
no se pudo establecer si correspondia a la BGHr intracelular.
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FIGURA 32.

FIGURA 33.

FIGURA 34.

Cinética de crecimiento de las clonas inducidas (BMM) y sin inducir
(BMG) pPICIK-GS115 (9K), pPICShGH22K-GS115 (LL), pPICSKbGH-
GS115 (3A). Las determinaciones de la densidad optica se
realizaron cada 24 h.

Autorradiografia de gel de secuenciacion en donde se muestra la
secuencia de dos clonas pPIC9%bGH con la delecién de las dos
citosinas antes del codén de terminacion. Como la mutacion esta
presente en dos clonas, se concluyd que la delecion proviene del
vector pMALcbGH (Martinez, 1994).

Comparacién de los codones de la BGH nativa y la BGHr con la
delecién de las dos citosinas antes del codén de terminacion.
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DO Densidad éptica

DOspOnm Densidad optica a 600 nm

EDTA Acido etilendiamino tetraacético
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g Fuerza de gravedad

G418 Geneticina

GHs Hormonas del crecimiento

g Gramo

h Hora

HGH Hormona del crecimiento humano

hGH DNA complementario a la hormona del crecimiento humano
His* Clonas que poseen el gen HIS4

HIS4 Gen de |a histidinol deshidrogenasa

his4 Gen disfuncional de la histidinol deshidrogenasa
IPTG Isopropil b-tiogalactésido

Kb Kilobases

keal Kilocalorias

kDa Kilodaltones

Kv Kilovoltio

L Litro

LB Caldo de cultivo Luria-Bertani

M Molar

malE Gen codificante para la proteina de unién a maltosa
MBP Proteina de unidn a maltosa

MD Medio de cultivo minimo y dextrosa

MD Medio minimo con dextrosa

MDH Medio de cultive minimo, dextrosa e histidina

mg Miligrame

min Minuto

ml Mililitro

MM Medio de cultivo minimo y metanol

mM Milimolar

mm Milimetro

MMH Media de cultivo minimo, metanol e histidina

Mut* Mutante que posee el gen AOX1 funcional



Muts
mV

Hg

ng

nm
nmol
nuc.
oc
OGH
oGH
P. pastoris
pb
PCR
PGH
pGH
pH
pMALc
pMALp
pM
pTAC
RDB
RDHB
RNA
RNAmM
RNAt
mm

S. cerevisiae
sSDS
SDS-PAGE
)

SS
TBE
TE

TT

u

uv

A%

Vol

X
X-gal
YPD

Mutante que no posee el gen AOX1 funcional
Milivoltio

Microgramo

Nanogramo

Nanémetro

Nanomolar

Nucleotido

Grados centigrados

Hormona del crecimiento ovino

DNA complementario 0 gen de la hormona del crecimiento ovino
Pichia pastoris

Pares de bases.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Hormona del crecimiento porcing

DNA complementario o gen de la hormana del crecimiento porcino
Potencial de Hidrégeno

Vector de expresion de la proteina de unién a maltosa, en el espacio citosélico
Vector de expresion de la proteina de uniéon a maltosa, en el espacio periplasmico

Picomolar

Promator TAC

Medio de cultivo, biotina y dextrosa para regeneracién celular
Medio de cultivo, biotina, dextrosa e histidina para regeneracion celular
Acido Ribonucléico

RNA mensajero

RNA de transferencia

Reveluciones por minuto

Saccharomyces cerevisiae

Dodecil sulfate de sodio (Lauril sulfato de sodio)
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marco de lectura.

Contribuciones y Conclusiones: Las mutaciones encontradas no justifican la produccién nula de
la proteina recombinante. Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo, se
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sitio de corte proteolitico de la prehormona, la inestabilidad del RNAm de bGH y la traduccién
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La manipulacibn del DNA ha aportado métodos eficaces para el
aprovechamiento comercial de la informacioén genética. Actualmente, en la biotecnologia
se emplean microorganismos reprogramados que portan nuevos genes para producir
proteinas recombinantes de importancia biomédica e industrial. Existe una gran variedad
de sistemas de expresion y hospederos para producir protefnas recombinantes, dentro
de los cuales se encuentran bacterias, hongos y células de eucariotes en cultivo. La
especie de bacteria mas empleada para este fin ha sido Escherichia coli, la de hongos,
Saccharomyces cerevisiae y la de células eucaridticoas en cultivo, las células de
ovario de hamster chino (células CHO para mamiferos) y para insectos las células de
ovario de Spodoptera frugiperda (Sf21).

Actualmente se ofrecen en el mercado internacional una gran variedad de
proteinas de origen recombinante, desde hormonas y factores de crecimiento, hasta
nuevas vacunas. La lista se incrementa dia a dia, lo que ha llegado a constituir toda una
revolucién en el mercado biofarmacéutico, a la vez que ha impulsado la investigacion en
este campo (Gilbert 1993 y Martinez 1994).

11 Las Hormonas del Crecimiento.

El estudio de las hormonas del crecimiento (GHs) empez6é en 1886, con
trabajos acerca de padecimientos adjudicables a sus deficiencias. Aunque la proteina
se identificd en 1921, no fue sino hasta 1944 que se aislé la primera GH, la del bovino
(Liy Evans, 1944; Diaz de la Serna, 1995).

La importancia econémica que representan las GHs fue la motivacién inicial
para tratar de obtener las proteinas purificadas (Press, 1988). Debido a este motivo, los



primeros genes de GHs que se clonaron fueron precisamente de hormonas de interés
econoémico, como fa humana (1979) y la bovina (1980). Siendo la bovina, la primera GH
obtenida en forma purificada a partir de extractos de hipéfisis (Santomé, 1973).

Las GHs o somatotropinas (STs) representan una familia de proteinas
producidas en los somatotropos de la hipéfisis anterior de los vertebrades, e intervienen
ya sea directa o indirectamente (via las somatomedinas) como factores endocrinos
importantes en el crecimiento somatico postnatal de los vertebrados y en la lactacién de
los mamiferos (Brems et al,, 1988). Las GHs participan en el metabolismo del nitrégeno,
minerales y carbohidratos, favorecen la lipdlisis y tienen efectos hiperglucémicos y
actuan en forma antagonista a la insulina; ademas, estimulan la sintesis de proteinas
(Juskevich et al., 1990). Las GHs pertenecen a la superfamilia de las hematopoietinas
y estan relacionadas con las profactinas (PRL), los lactégenos placentarios (PL) y con
las somatolactinas (SL) (Ono et al, 1990; Diaz de la Sermna, 1995). Presentes en todos
los vertebrados, las GHs constan de 190 residuos aminoacidicos generalmente, aunque
varian de especie a especie. En sus formas inmaduras o pre-GHs portan un péptido
sefial 6 lider de alrededor de 26 aminoécidos, el cual dirige el transporte de la pre-
homona a través de la membrana del reticulo endoplasmico hacia su cisterna, donde
dicho péptido se remueve y la proteina madura funcional es finalmente secretada al
torrente sanguineo (Paladini et al, 1982; Press, 1988). La hormona madura tiene un
peso molecular aproximado de 21,000 daltons a pH neutro e inicia con un residuo de
fenilalanina. En su secuencia, las GHs presentan residuos de cisteina que establecen
puentes disulfuros estabilizando la estructura tridimensional de la forma biolégicamente
activa (Santomé et al.,, 1973; Sato, et al., 1988).

Se ha observado que aunque todas las GHs presentan los mismos efectos
fisiologicos en los vertebrados, a veces no actian Unicamente en la especie que la
produce. Asi, una GH de algun vertebrado puede actuar en especies ubicadas mas
abajo en la escala evolutiva que la especie de donde se aislo, pero no en aquellas que
estan por encima de su origen.

1.2 La BGHr: su Funcién Biolégica y su uso en la Ganaderia.

La administracion de BGHr en bovinos incrementa la tasa de crecimiento,
ganancia de peso y produccion de carne y leche (Bauman, 1989). Dada la importancia
de la hormona del crecimiento bovino en la industria lechera en particular y para la
ganaderia en general, se ha estudiado de forma extensa su funcién biolégica. Los



efectos de administrar BGHr al ganado bovino destinado a la produccion lechera son de
gran importancia. El impacto en los animales tratados es el incremento de la produccion
de leche por bovino y el incremento en el aprovechamiento del alimento, lo que permite la
reduccién del nimero de animales requeridos para la produccion de leche y el
consecuente ahorro de dinero en el mantenimiento, alimento, agua, medicamentos, etc.
También se reduce la produccidn de estiércol, del nitrégeno en la orina y del metano
(Bauman, 1989). Sus principales acciones y efectos se describen en la TABLA 1.

TABLA1.
EFECTO DE LA BGH EN LA FISIOLOGIA Y TEJIDOS ESPECIFICOS DE
BOVINOS LACTANDO.
Glandula mamaria: - Incremento de actividad y mantenimiento.

......

. Higado; = . Incremento en la produccion de glucosa

* Incremento en la respuesta a sefales para la produccién de
glucosa (ej: insulina)

Tejido Adiposo: * Incremento en {a movilizacién de grasa almacenada para la
A produccion de leche.

. Musculo: :..\ncremento del uso de glucosa,

Rifion: + _Incremento en la produccién de 1,23 vitamina D3

Péancreas: * No hay cambio en la secrecién de insulina y glucagon en
s :......respuesta al cambio de niveles de glucosa

Intestino: i+ )ncremento en la absorcion de Ca, P y otros minerales requeridos

para la leche,
* Incremento del efecto estimulador de la vitamina 1,25 D3 sobre la
proteina de unién a calcig.
X » _Increment de la produccion de proteina de unién a calcio
En.general: {58 feduce el uso de glucosa de algunos drganos
+  Se incrementa el uso de los almacenes de energia (grasa) si los
nutrientes son inadecuados y no se incrementa si la alimentacién

es adecuada.

..............................................................

...................

energia consumida).

Fuente; Bauman (1989).

La BGH regula el uso de los nutrientes absorbidos. Cuando se incrementa la
produccién de leche, es necesario obtener nutrientes adicionales requeridos por las
glandulas mamarias para proveer energia y materiales primarios para fabricar leche. La
BGH coordina el metabolismo de varios tejidos y érganos del cuerpo con el fin de
soportar el incremento en la demanda de nutrientes de las glandulas mamarias. Esta



caoordinacion de ajustes involucra el metabolismo de varios nutrientes (carbohidratos,
lipidos. proteinas y minerales) y son debidos a la accién de BGH en los tejidos (ejemplo
higado y tejido adiposo) para apoyar la lactaciéon en los mamiferos (Bauman ef al.,
1989).

La glucosa es un carbohidrato utilizado como fuente de energia por muchos
tejidos y como materia primaria para la sintesis de leche (principalmente para la
produccién de lactosa). Con el suministro de BGH se incrementa el uso de glucosa para
la sintesis de leche en la glandula mamaria en modo paralelo al incremento de la
produccién de leche. Este incremento en el uso de glucosa para sintetizar leche es
ajustado en todo el cuerpo e incluye el incremento de la produccién de glucosa por el
higado y la reduccion del uso de glucosa en otros tejidos del cuerpo para obtener
energia. Parte de estos ajustes suceden a causa de que BGH altera la respuesta de los
tejidos a senales especificas (gj. insulina), manteniendo las funciones normales del
cuerpo y destinando la glucosa para la sintesis de leche. Sin estos ajustes del
metabolismo, el suministro inicial de BGHr puede causar que el uso de glucosa exceda
la disponible, resultando esto en cetosis y posteriormente en la muente. La cetosis no ha
sido observada al suministrar BGHr, la cual se llegd a suponer ocurriria al suministrar
BGHr. Estos estudios incluyen investigaciones de corto y largo plazo; ambos con
estudios de toxicidad cronica y aguda. En éstos Gltimos se trataron vacas con 30 g de
BGHr en un periodo de dos semanas, la cual es una cantidad de BGHr aproximada a la
administrada en cuatro ciclos de lactacion (IFST).

El metabolismo de lipidos proporciona otro ejemplo de la coordinacién de
cambios que suceden al suministro de BGH. Estos ajustes en el metabolismo del tejido
adiposo dependen del estado nutricional de la vaca al momento de suministrar BGH.
Normalmente, si la nutricion de la vaca excede sus requerimientos, el exceso €s usado
para formar tejido adiposo. Un ajuste metabdlico diferente ocurre si la toma de nutrientes
es igual o menor a sus requerimientos. En este caso, la BGH dirige la movilizacién de
depoésitos de grasa del tejido adiposo para que estas reservas de energia puedan ser
usadas para sostener el incremento de la produccién de leche. En ambos casos, estos
ajustes involucran modificaciones en el tegjido adiposo en respuesta a sefales
especificas (ej. insulina y otras hormonas que afectan el metabolismo de lipidos) con
esto se pemite que el uso de las reservas de grasa del cuerpo se coordine con
cambios en las necesidades del animal y la disponibilidad de nutrientes. El tratamiento
con BGHr gradualmente incrementa la toma de alimento para que los almacenes de
grasa del cuerpo sean repuestos durante el ciclo de lactacién. Esta regeneracion de los



depésitos de grasa ocurre bajo cierto intervalo de condiciones en la dieta (Bauman et
al., 1989; Chalupa et al, 1989; Chiliard, 1989). Si estos ajustes del metabolismo de
lipidos no ocurren, las vacas enflacarian, disminuyendo la produccién de leche. Estos
efectos no solo no han sido observados, sino que incluso se ha demostrado que
administrar BGHr incrementa la produccion de leche y a su vez mejora el
aprovechamiento del alimento (TABLA 2).

TABLA 2.
INCREMENTO EN LA PRODUCCION DE LECHE Y AUMENTO EN LA EFICIENCIA
ALIMENTICIA EN GANADO VACUNO LECHEROC TRATADO CON BGHr.

Localizacién incremento en la produccion de Ingremento en la eficiencia
leche (%) alimenticia (%)

Arizona 8.3 i 2.7

| Cornell University 11.5 { 53

-l Missouri/Monsanto 21.8 . 8.2
Utah/Utah State U, 14.6 5.3 -
Francia 17.8 9.3
Alemania 16.6 49 ;
P Nueva Zelanda 18.5 . 7.1
Reino Unido : 19.2 54

Fuente: Peel et af (1994).

El método de administracion de BGHr es por via subcutanea y la formulacidén
que actualmente se utiliza de forma comercial es una suspension de liberacién
prolongada que se aplica en un intervalo de tiempo determinado. El sabor de la carne y
leche de bovinos tratados con BGHr no es alterado, pero el contenido de grasa en la
carne es menor.

La leche, producto del tratamiento de vacas con BGHr, no difiere de la leche
de vacas no tratadas con BGHr. Las caracteristicas que han sido evaluadas al
respecto incluyen el punto de congelamiento, pH, propiedades térmicas, susceptibilidad
a oxidacion, caracteristicas sensoriales, incluido €l sabor. Semejanzas y no diferencias
son encontradas en las propiedades requeridas para producir queso, incluido el
crecimiento inicial del cultivo, coagulacion, acidificacion, produccidn, composicion y
propiedades de varios quesos.



1.21 Controversias sobre el uso de BGHr:

Estudios realizados en la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA) de los EUA demostraron que la BGHr no tiene efecto en dosis diarias
equivalentes a 2.3 millones de veces a la que seria expuesto un humano en cinco vasos
de 8 onzas de leche al dia, por lo que se concluyé que el uso de BGHr en ganado
vacuno lechero no representa ningun riesgo para la salud de los consumidores
(Juskevich et al., 1990).

Posteriomrmente se desataron controversias con el uso de BGHr en EUA,
donde la hormona producida en £. coli se utiliza desde 1994. Desde entonces, la
controversia se ha difundido especialmente a Europa, e involucra aspectos del riesgo
para la salud humana, para la salud animal y aspectos socioecondmicos. Esto ha sido
amplificado por organizaciones y activistas opuestos a la biotecnologia debido a
ignorancia e intereses econémicos.

La BGHr no tiene actividad biolégica reconocible en humanos cuando son
inyectados con ésta. La razén es la diferencia del 35% en la estructura tridimensional,
pues para tener actividad biolégica debe primero unirse a un receptor especifico en la
superficie celular. La BGH se une al receptor de la HGH en un orden de 10,000 a
100,000 veces menor que la HGH (Moore et al., 1985; Hoquette et al., 1989).

Ademas, la pasteurizacion destruye el 90% de la BGH en leche y por si esto
fuera poco, la BGH ingenda no es absorbida como tal, pues primerc es digerida por
enzimas proteoliticas en el estdmago e intestino y después absorbida como aminoacidos
y oligopéptidos.

El factor de crecimiento parecido a insulina tipo 1 (IGF-1) se incrementa en
la leche de bovinos tratados, pero tampoco representan riesgo alguno para los
humanos. IGF-1 es destruido al igual que BGH en el sistema digestivo humano. El IGF-1
humano es idéntico al /GF-1 bovino. Ademas, el IGF-1 es un componente nommal de la
leche humana y esta presente en altas concentraciones en el calostro humano. Los
niveles de /GF-1 bovino en leche de bovinos tratados con 8GHr es menor al de /IGF-1
en el calostrp humano (Costigan, 1988; Bauman, 1995).

Otra de las grandes controversias del uso de BGHr es su efecto sobre la
mastitis en animales tratados (Burnevich et al, 1988). Sin embargo, en un afio de uso
de BGH en New York, EUA, durante el cual se trataron 335,000 vacas (45% del total



del estado) el programa de control de mastitis reporté que no habia indicio de que BGH
tuviera un efecto de incremento en la incidencia de mastitis.

Luego de que la FDA (Food and Drug Administration) de EUA determiné que
la leche y carne de bovinos tratados con BGH es segura para el consumo humano, la
Comision Europea acepté que la leche producida de bovinos tratados con BGHr es
segura.

Todos estos afios de experiencia acumulada del uso de la BGHr y el cimulo
de evidencias de su seguridad, han conducido a que el tratamiento de bovinos con
BGHr sea permitido en 17 paises: Argelia, Brasil, Bulgaria, Republica Checa y Eslovaca,
India, Jamaica, Corea, México, Namibia, Pakistan, Rumania, Rusia, Sur Africa, EUA,
Venezuela, y Zimbabwe. (IFST, 1998).

1.2.2 Caracteristicas Moleculares de la BGH:

La BGHr posee cuatro cisteinas las cuales estan involucradas en los dos
enlaces disulfuro que participan en la estabilizacion de la estructura tridimensional (Cys
53-Cys 164 y Cys 181-Cys 189). Como pre-hormona, forma inmadura o pre-BGH, porta
un péptido sefial 6 lider de 26 aminoacidos, el cual es utilizado para dirigir el transporte
de la pre-hormona a través de la membrana del reticulo endoplasmico hacia su cisterna,
donde se remueve dicho péptido y la proteina madura funcional es finalmente secretada
al torrente sanguineo (Paladini et al, 1981; Press, 1988). Se ha encontrado que el
extremo N-terminal puede iniciar ya sea en el residuo de fenilalanina, como lo hacen el
resto de las GHs en otras especies, 0 en un residuo aminoacidico anterior (-1)
correspondiente a alanina (Kopchik, 1992):

También se ha descrito otro polimorfismo pero en este caso en el codén 126
del gen bGH, dando como resultado dos formas, las cuales son de importancia en la
produccién de leche, pues el genotipo homocigoto en dicho codén para ganado Holstein
es leucina, mientras que para ganado Jersey es valina, con un diferencial de
produccién de leche en los dos casos del 2%. Como resultado de este descubrimiento
se sugiere tomar en cuenta esta variacién cuando se aplica al ganado lechero la BGHTr,
para administrar la variante adecuada al genotipo correspondiente del ganado (Collier,
1992).



Las estructuras tridimensionales obtenidas por cristalografia de difraccion
de rayos X de las GHs del cerdo (Abdel et al., 1987) y del humano unida con su
receptor (DeVos et al., 1992), asi como la predicha para la BGH (Carlacci et al., 1991),
presentan una conformacién similar. Las estructuras terciarias de las GHs de
mamiferos se caracterizan por consistir de una sola cadena polipeptidica y por
presentar 4 hélices alfa orientadas de forma antiparalela y que estan conservadas en
todas las especies de mamiferos, contenidas estas cuatro hélices en los residuos 7-34,
75-87, 106-127 y 152-183 (Bell et al., 1985).

La estructura tridimensional de BGH fue deducida por comparacion con la
estructura tridimensional de la PGH y con la isoforma de 22 kDa HGH, considerando los
cambios aminoacidicos presentes en la BGH (Carlacci et al.,, 1991) (FIGURA 1). De la
misma manera, las estructuras tridimensionales de otras GHs pueden ser deducidas
tomando en cuenta las tendencias estructurales de los aminoacidos sustitutos de éstas
con respecto a la PGH (Kopchick et al,, 1992).

FIGURA 1. Representacion grafica del modelo tridimensional hipotético de la BGH. La
estructura tridimensional de BGH fue deducida por comparacion con Ia
PGH y con la isoforma de 22 kDa HGH, considerando los cambios
aminoacidicos presentes en la BGH (Carlacci et al.. 1991).



1.23 Produccién de PGH, OGH y BGH Recombinantes (r) en E. coli.

1.2.31 Expresién en E. coli:

El desarrollo comercial basadc en la tecnologia del DNA recombinante para
producir proteinas recombinantes, se centré por mas de una década en E. coli como el
microorganismo hospedero. Sin embargo, esta bacteria tiene algunas limitaciones como
por ejemplo, contener varios factores pirogénicos tdoxicos que deben eliminarse de
cualquier polipéptido Gtil como producto farmacéutica. Naturalmente, la eficiencia con la
cual pueda lograrse esta purificacion varia segun el polipéptido del que se trate.
Ademas, las proteasas de E. coli pueden limitar seriamente los rendimientos de algunos
productos recombinantes. Asi mismo, algunos productos de genes heterélogos que se
han expresado en E. coli se ha encontrado que se producen en forma insoluble,
precipitando como cuerpos de inclusion. Estas y otras consideraciones han derivado en
el interés hacia huéspedes afternativos; en particular, el uso de microorganismos
eucariéticos que pudieran ofrecer mejores condiciones para la produccion de proteinas
recombinantes activas (Cregg, 1993).

De entre los factores que limitan una buena expresién de proteinas de
eucariotes en bacterias, merecen especial mencién los codones que son usados en el
gen original y que probablemente no son los optimos para el nuevo hospedero, 0 se
requieran codones adicionales para que el gen funcione en el ambiente nuevo. Para que
se sobrexprese el gen, deben estar presentes las senales genéticas especiales que
controlan el inicio de la transcripcion y de la traduccion del gen exdégeno. El nuevo
hospedero puede o no realizar las modificaciones pos-traduccionales requeridas por
proteinas recombinantes complejas, con lo cual los plegamientos de la proteina pueden
0 NO ser apropiados.

El empleo de E. coli para la expresion del DNA complementario (DNAc¢) al
RNAm de la BGH no reditud resultados alentadores. La produccion de la proteina
resultd muy baja, cercana a los limites de sensibilidad de los métodos de deteccion
ordinarios. Diversos estudios han encontrado que es necesario cambiar los codones
sinbnimos por aquellos preferidos por la bacteria, para obtener niveles de produccion
aceptables.

Se han encontrado problemas especificos de expresién en las GHs ovina
(oGH ) (Wallis et al., 1989) y bovina (bGH ) (George et al., 1985; Hsiung et al., 1987,
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Schonner et al., 1984; Wallis of al., 1989). Dichos DNAc nativos poseen gran similaridad
en su secuencia y ambos presentan niveles de expresion bajos 0 no detectables. Al
comparar los resultados obtenidos por diversos investigadores se ha determinado que
al alterar la secuencia codificante en el extremo N-terminal de BGH (George et al.,
1985; Hsiung ef al,, 1987; Wallis et a/, 1989), mediante la modificacién, insercién o
eliminacién de nucledtidos después del codén de iniciacion de la traduccion o AUG
(Schonner ot al., 1984; Wallis ot a/., 1989), se puede incrementar la expresién hasta 50
veces.

En el DNAc de la pGH las alteraciones en las secuencias previas (5') al
codon de iniciacién, pueden incrementar la expresion (Vize ef al., 1987, Wallis et al,
1989). Todos estos estudios indican que las secuencias al §' y al 3' del AUG son
determinantes en la eficiencia de expresién de las GHs. Una hipétesis basada en los
resultados obtenidos por varios investigadores, postula que la expresién deficiente
originada en estos sistemas es debida a estructuras secundarias en el RNAm del DNAc
nativo de GHs, las cuales inhiben el inicio de la traduccion, En la mayoria de los casos la
naturaleza de las estructuras secundarias no es clara (Seeburg et al., 1983; Tomich et
al., 1989; Sami et al., 1990; Schonner et al., 1984; George et al.,, 1985).

Entre las estrategias de expresion desarrolladas para la produccién de
BGHTr se encuentran las siguientes:

1)  Lafusion del DNAc de bGH con la region codificante del gen de la 8-lactamasa,
con lo que se obtuvo la proteina de fusién en el citoplasma de E. coli (Keshnet et
al., 1981).

2) La modificacién de la regién inicial de la proteina madura con la ayuda de DNA
sintético, lo que incrementé su produccion, hasta alcanzar el 15% de las proteinas
totales (Seeburg et al., 1983).

3) Elreemplazo de la region 5' que codifica para la proteina madura, por codones
ricos en A y T, con lo que se incrementd el nivel de expresion, destacandose la
importancia del codén posterior al de iniciacion (George et al., 1985).

4)  Construccion de un gen completamente sintético codificante para BGHr, con el fin
de adecuar codones y asi incrementar la produccién de BGHr en E. coli (Cho et
al., 1994).
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5) Fusion del DNAc de bGH con el péptido selal del gen iamB con el que BGHr fue
secretada al periplasma, donde se encontré correctamente plegada. Los niveles
de produccién de BGHr fueron de 1 a 2 mg por ml de medio (Klein et af., 1991).

Por otra parte, se ha comprobado que piasmidos basados en el origen de
replicacion de pBR322 son poco utiles para un nivel de expresién aceptable de BGHry
que ciertas mutaciones en las regiones que controlan la replicacion de este plasmido, en
conjuncién con cambios en la secuencia nucleotidica del DNAc de bGH, pueden
incrementar la tasa de expresién de la hommona recombinante (Watson et af., 1990).

1.23.2 Produccion de BGHr en Saccharomyces cerevisiae y Streptomyces
lividans.

Para producir BGHr en S. cerevisiae se construyé un gen completamente
sintético, con el fin de adecuar codones y asi incrementar la produccion de BGHr en
levaduras (Cho et al,, 1994). Otra estrategia para producir BGHr en S. cerevisiae pero
de forma intracelular fue la construccion de un sistema de expresion donde el vector

portador del DNAc de bGHr tuviera un origen de replicacién auténomo (Fraser et al.,
1984),

Para producir BGHr en S. lividans se empled el promotor del gen aph, que
codifica para la enzima aminoglicésido 3’ fosfotransferasa para regular la transcripcion
del DNAc de bGH. La produccion de BGHr alcanzo el 0.17% de la proteina total (Gray
et al., 1984).

1.3 Pichia pastoris como Hospedero Biotecnolégico.

1.31 Ventajas de las Levaduras.

En general, las levaduras presentan atta eficiencia de traduccion de los
RNAm de origen eucariote. A su vez pueden glicosilar las proteinas recombinantes
producidas, caracteristica valiosa cuando se requiere para la actividad del producto
polipeptidico. Pueden crecer a una densidad celular elevada y los procesos de
fermentacién son sencillos y de bajo costo, en comparacién con E. coli. También son
adaptables a procesos de fermentacién continuos (Invitrogen, 1994).

Entre otras ventajas de las levaduras como hospederos esta el hecho de

que muchas funciones criticas del organismo, como la fosforilacion oxidativa, estan



12

colocadas dentro de organelos, y por lo tanto las funciones criticas no se expaonen a
posibles efectos perjudiciales ocasionados por la produccion de polipéptidos extrafios a
la célula. Ademas la levadura tiene una preferencia de codones semejante a los
organismos superiores, por lo que generalmente no se dificulta la traduccién de
productos expresados por los DNAcs obtenidos mediante transcripcion reversa de los
RNAms de mamiferos (Zaret 6t al., 1984).

En particular, Pichia pastoris ademas de poseer las caracteristicas ya
mencionadas del grupo de las levaduras tiene las siguientes: es una levadura
metilotréfica (puede crecer en presencia de metanol como Unica fuente de carbono), es
de facil manipulacion y de rapido crecimiento, los niveles de produccién de proteinas
heterdlogas son de 10 a 100 veces mayores a S. cerevisiae y alcanza una densidad
celular muy elevada (hasta 100 g/l). También puede secretar la proteina al medio de
cultivo, ofrece el ambiente apto para el plegamiento de proteinas eucariotes y lleva a
cabo algunas modificaciones postraduccionales, caracteristicas de células animales y
vegetales (Invitrogen, 1994).

1.3.2 Levaduras Metilotréficas.

Los cuatro géneros de levaduras metilotréficas pueden subdividirse en dos
grupos: las especies aspordgenas Candida y Turolopsis y las levaduras ascomicetas
Hansenula y Pichia (Faber, 1995).

La ruta metabdlica para la conversidn del metanol a didxido de carbono y
agua en éstos géneros, involucra a las enzimas alcohol oxidasa, catalasa,
formaldehido deshidrogenasa, S-formil-glutation hidrolasa y formiato deshidrogenasa
(Ellis ef al 1985) (FIGURA 2). En la primera etapa del metabolismo del metanol, éste se
oxida a formaldehido empleando la enzima aicohol oxidasa y oxigeno molecular como
donador de electrones, generandose peroxido de hidrégeno (FIGURA 2).

Dos genes codifican para la alcohol oxidasa y son el alcohol oxidasa
primario y el alcohol oxidasa secundario (AOX1y AOX2). El gen AOX1 fue aislado de
P. pastoris por tamizaje de una libreria de DNAc obtenida de células crecidas en
presencia de metanol (Ellis et al.,, 1985). Las proteinas producto de ambos genes tienen
una similitud del 97% y poseen aproximadamente la misma actividad especifica. Sin
embargo la gran mayoria de los transcritos provienen del gen AOXT, por lo que es
responsable de casi toda la degradacion del metanol. La enzima producto del gen AOX1
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tiene mas baja afinidad por el O2 , lo que es compensado con la sintesis de grandes
cantidades de la enzima, alcanzando hasta el 35% de la proteina ceiular total. La
expresion del gen esta regulada de modo que la enzima no es sintetizada en presencia
de otra fuente de carbono, debido a que el metanol activa el promotor del gen, siendo
este alcohol el elemento regulador empleado para dirigir la biosintesis de proteinas
heterélogas en P. pastoris. En una fermentacion en presencia de metanol como unica
fuente de carbono, los RNAm de AOX1 representan aproximadamente el 5% del RNA
poliA totat, pero los RNAm de AOX7 no son detectables cuando estd presente otra
fuente de carbono. (Creeg, 1989; Creeg, 1993, Koutz, 1989).
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IV: S-Formilglutation hidrofasa S-FG: S-Formilglutation
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FIGURA 2. Via metabdlica para |a oxidacion del metanol en didxido de carbono y
agua en levaduras metilotroficas. Las enzimas involucradas se
representan con nimeros romanos y los compuestos presentes en las
reacciones se representan con abreviaciones (Ellis et al., 1985).

En base a las caracteristicas de este proceso metabdlico, se ha
desarrollado un sistema de produccion de proteinas recombinantes en el cual un vector
portando el gen heterélogo bajo el control del promotor de la alcoho/ oxidasa | se
introduce a las células, en donde por recombinacién hombloga se integra al genoma de

la levadura, siendo posible inducir la expresion del gen heterdlogo al afiadir el metanol
como Unica fuente de carbono.
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1.33 Produccién de Proteinas Recombinantes en Pichia pastoris:

Las fermentaciones en P. pastoris recombinante se llevan a cabo en dos
fases. En la primera fase, se busca el aumento de masa celular empleando un medio de
cultive minimo, siendo la fuente de carbono glicerol o glucosa. En esta etapa se
encuentra reprimida la produccion de la proteina recombinante, debido a que el promotor
del gen AOX1 que dirige la sintesis se encuentra apagado.

En la segunda fase, este promotor se activa al agregar metanot al medio y
convertirse en la Unica fuente de carbono disponible, siendo en esta etapa cuando se
produce la proteina recombinante.

El sistema de expresion de P. pastoris ha sido exitosamente utilizado para
producir numerosas proteinas heterélogas (TABLA 3). Una variedad de esquemas de
lote alimentado y fermentacién continua han sido descritos en la literatura (Creeg et af
1993, Invitrogen 1994).

El promotor AOX7 puede ser activado de forma éptima solo en presencia de
metanol como Unica fuente de carbono, en condiciones de crecimiento como matraz,
tubos o placas a 30°C. Eltiempo de duplicacion en metanol es aproximadamente de 6 h
en clonas con fenotipo Mutt (Metanol ytilization), 18-24 h en clonas con fenotipo MutS
(Metanol ytilization slow), y en medios con glucosa o glicerol es de 2 h (Mut* y MutS).
En algunos casos, el crecimiento se puede incrementar afiadiendo 1% de sorbitol o 100
mM de alanina, ya que estos compuestos no interfieren con la induccién del promotor
AOX1 (Sreekrishna y Kropp, 1996).

En algunos casos, el producto expresado es toxico. En éstos se sugiere un
paso previo de inducciéon. Cuando el producto es toxico para P. pastoris se puede
comparar el crecimiento de transformantes en medios con sorbitol o alanina en las
combinaciones sorbitol+metanol, alanina+metanol; si la proteina expresada es tdxica, el
crecimiento en presencia de metanol es muy desigual (Sreekrishna y Kropp 1996).

Cuando la proteina es secretada, se recomienda ensayar con varios medios
y distintos pHs (pH 2.5-8), con el fin de determinar el pH 6ptimo para una produccién
eficiente. Si la proteina es susceptible a protedlisis, se recomienda ensayar con un pH
menor o igual a 6 (Sreekrishna, 1993).
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La integracién de multiples copias del cassette de expresion en Pichia
pastoris en algunos casos incrementa la expresién del gen recombinante de interés
(Brierley ot al., 1994; Clare et al., 1991a y b; Creeg, 1993; Romanos et al, 1991a y b;
Scorer ot al., 1993; Scorer ot al., 1994, Thill ot al, 1990; Vedvick 1991). En la TABLA 3
se presentan algunas proteinas expresadas y la produccién de clonas multicopias
correspondiente en la TABLA 4.

TABLA 3.
PROTEINAS DE ORIGEN RECOMBINANTE PRODUCIDAS EN Pichia pastoris

Proteina Autor
Antigeno de superficie VHB Cregq et al., 1987
Invertasa Tschopp et al., 1987
Factor de necrosis tumoral Shreekrishna et al., 1988
Lisozima Digan et al., 1989

...............................................

Clare et al., 1991a

Proteina de envoltura de| HiV-1

PEPTPERpr T

Scorer et al., 1993

... D-alanina 'Cal"b-OXipeptidasa

. Péptido anticoaquiante de garrapata

Laroche et al,, 1994

..... CD-38 humana

Fryxell et al., 1995

=L
: a-Galactosidasa del grano de café Zhu et al., 1995
Anticuerpos monoclonales de conejo ...Ridder et al,, 1995

: Pectato liasa Guo et al,, 1995

: Factor de crecimiento endotelial vascular humano Mohanraj et af,, 1995
Proteina anticoagulante antimetastasica Brankamp et al., 1995
: Transferrina Steinlein et al., 1995
- Fosfatasa 4cida Payne et al., 1995

: _______ Enterocinasa bovina Vozza et al., 1996
Glicolato oxidasa y catalasa Payne et al., 1997
....C:Kit receptor cinasa Lametal, 1997

: : Proteina ORF3 del VHE Lai et al,, 1997

. .Inhibidor parcino de fa anhidrasa carbonica Wuebbens et al., 1997
S Ligando trimérico GD40 ~McGrew et al., 1997
3 Hexosa oxidasa del alga Chondrus crispus Hansen et al., 1997
__Proteina HMG1 Mistry et al., 1987

Fuente: Sreekrishna y Kropp (1996).
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TABLA 4.
PRODUCCION PROTEICA DE CLONAS DE Pichia pastoris MULTICOPIA DEL CASSETTE
DE EXPRESION.
Proteina Nivel de expresion # de copias Referencia
TNF humano 10 g/L >20 Sreekrishna of a/., 1988 ay b
Protelnade 514 KD { Rangode<1a>20de | nodeterminado Sreekrishna y Hopkins.
de B. sphaericus ia protelna soluble {Dates no publicados)
Fragmento C de la 12 g/L 14 Clare ot al. (1991)
toxina tetanica
Hormona de 03gil 18 Sreekrishna y Parker (Datos
.grecimiente de salmén no publicados) ...
Pertactina P69 de >3 gL >10 Romanos et al., (19913a)
Bordetella pertussis
Aprotinina : 0.9 giL. ) Vedyvick ot al (1991)
mEGF i 0.45 /L % 19 ¥ Clare et al (1991b)
Fuente: Sreekrishna {(1993),
134 Introduccién de Genes Extraiios en Pichia pastoris:

Como Pichia pastoris no permite vectores episomicos estables, los genes
extrafios se introducen a Pichia empleando vectores de integracion. Todos usan como
marcador de seleccion el gen HIS4 y tienen la misma organizacién. La cepa de Pichia
pastoris mas utilizada es GS115 (his4), pero también se emplean cepas deficientes de
proteasas [por ejemplo SMD1168 (his4, pep4) ] con las cuales se ha encontrado que se
reduce la degradacion proteolitica de las proteinas recombinantes secretadas. Los
vectores de expresion son dirigidos a integrarse en el genoma de Pichia, dependiendo
del sitio de corte del DNA para la transformacién. La digestion del fragmento de DNA
que expone los extremos homologos a AOXT dirnge el reemplazamiento en ACX1 y
genera cepas recombinantes MutS. La linearizacion del vector por corte en 5A0X1 o
HIS4, resulta en la integraciéon dirigida del plasmido en los sitios homdlogos
correspondientes del vector.

Los elementos de un vector de integracion caracteristico de P. pastoris son:
1) Promotor de la transcripcion del gen AOX1; 2) terminador de la transcripcion del gen
AOXT de P. pastoris region 5A0X1y 3'AOXT TT,; 3) sitio muttiple de clonacion, seguido
de 4) una regién 3’A0X7, la cual sirve para estabilizar el RNAm expresado en Pichia;
5) el gen de la histidinol deshidrogenasa (HIS4) también de P. pastoris y que sirve
como marcador de seleccién en cepas de P. pastoris mutadas en este gen (his4); y €)
Ademas, para la secrecion de la proteina al medio de cultivo se utilizan vectores que
poseen una secuencia sefal, tal como la del factor alfa de S. cerevisiae o la de la
fosfatasa acida de P. pastoris (PHO1). Finalmente los vectores también contienen
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secuencias necesarias para su propagacion en Escherichia coli, tales como el gen de
resistencia a ampicilina y el origen de replicacion ColE1 (Invitrogen, 1994) (FIGURAS 3
y 4y TABLA 5).

135 Los Plasmidos pPIC9 y pPICIK:

Los vectores de integracién pPICS y pPICSK son usados para la expresion
de proteinas recombinantes y son muy similares (FIGURAS 3 y 4; TABLAS § y 6);
ambos carecen de origen de replicaciéon auténomo para funcionar como episomas en
levaduras. La diferencia entre ellos es que pPIC9K porta el gen bacteriano Kan' (kan de
Tn903 ), ausente en pPIC9. pPICIK en bacterias confiere resistencia a kanamicina.
Ademas, este gen también confiere resistencia a G418 (geneticina) en Pichia. El nivel
de resistencia a geneticina depende basicamente del nomero de genes de kan’
integrados en el genoma de Pichia . Una sola copia confiere resistencia a G418 a una
concentracion aproximada de 0.25 mg/mL; multiples copias integradas de pPICSK
pueden proporcionar resistencia a concentraciones de 0.5 mg/ml (1-2 copias) hasta 4
mg/mt (7-12 copias). Debido a que el gen Kan' esta incluido en el cassette de expresién,
se puede inferir que las clonas muiticopias también son multicopias del gen de interés
incluido en el cassette de expresion (Invitrogen, 1994; 1996).
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FIGURA 3.

Representacién esquematica de los elementos constituyentes del vector
de integracién pPICS: Dichos elementos incluyen a los de origen
eucaridtico (de la levadura) como en el caso del promotor y terminador de
la transcripcién del gen AOX7 de P. pasforis (regiones SAOXTy 3AOX1T
TT, respectivamente), regién 3' del mismo gen (3'AOX1), gen de la
histidinol deshidrogenasa (HiS4) de P. pastoris y secuencia senal del
factor alfa de S. cerevisiae (SS). También contiene secuencias de origen
bacteriano, necesarias para propagacion del plasmido en Escherichia

coli tales como el gen de resistencia a ampicilina (amp’) y el origen de
replicacién (ColE1). Ademas, incluye un sitio muttiple de clonacion (SMC),
precedido de la secuencia sefial para propiciar la secreciéon de la
proteina recmbinante de interés (Invitrogen, 1994).
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FIGURA 4. Representacion esquematica de los elementos constituyentes del vector
de integracién pPICIK: Este pldsmido es empleado para la produccion de
proteinas recombinantes en P. pastoris y seleccion de clonas con
multiples integraciones def cassette de expresion de acuerdo al nivel de
resistencia a G418 (geneticina). Ademas de los elementos ya descritos
para pPiC9en la FIGURA 3, este otro plasmido también incluye al gen de

resistencia a kanamicina (Kan') gue confiere resistencia a kanamicina

en E. coli y a G418 en Pichia (Invitrogen, 1996).
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CARACTERISTICAS, DESCRIPCION Y FUNCION DE LOS ELEMENTOS
CONSTITUYENTES DE LOS VECTORES DE INTEGRACION pPIC9 Y pPICSK.

Caracteristica

Descripcidon

Beneficio

5'A0X1
1-948*
1-948**

Fragmento de
aproximadamente 1000 pb que
contiene &l promotor AQOX1

Permite altos niveles de
expresion inducibles por
metancl en Pichia
Permite la integracién sitio
dirigida en el locus AOX1

Secuencia sefal del factor

alfa de S. cerevisiae
948-1218*
949-1218**

Fragmento de 269 pb
codificante para |a secuencia
sefial para ta secrecidon
en Pichia

Permite la secrecién de la
proteina de interés al medio

Sitio multiple de clonacién

(MCS)
1192-1241°
1192-1241*"

Sitios tnicos de restriccion,
Sna Bl, Eco RI, Avrll, Not |

Permiten la insercién del gen de
interés en el vector de
expresion

Terminador de la
transcripcién (TT)
253-1586*
253-1586""

Sefal nativa para terminar la
transcripcion y poliadenilacién
del RNAm

Permite ia terminacién eficiente
de transcripcion y
poliadenilacion del RNAM

HIS4
4514-1980"
4514-1980""

Gen de Pichia tipo nativo,
codificante para la histidino/
deshidrogenasa (aprox 2.4 kb) y
usado para complementar
cepas de Pichia his4

Dota de un marcador de
seleccién para aislar las cepas
Pichia recombinantes

L T T T S AN T )

Amp
7725-6865*
8966-8106**

Gen de resistencia a ampicilina

Permite la seleccion en E. coli

Origen ColE1
6723-6104"
7961-7288"*

Origen de replicacién de E. coli

Permite la replicacién y
mantenimiento en £. coli

Not |, Bgill, Sacl, Sall

.........

Sitios de restriccion

Permiten linearizar el vector
para una integracién eficiente
en el genoma de Pichia y
generacién de recombinantes
Mut+ o Muts

Kan'
5743-4928**

.............

Gen de resistencia a
Kanamicina de Tn903 el cual
confiere resistencia a G418
{(geneticina) en Pichia
y resistencia a kanamicina
en E. coli

Permite el tamizaje in vivo
de insertos multicopia por
incremento al nivel de
resistencia a G418
Permite la seleccién

por resistencia a Kanamicina

Fuente: Invitrogen, (1994, 1996).

Posicién nucleotidica en el vector pPIC9.

Posicién nucleotidica en el vector pRPIC9K.

LT PRI P T
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1.3.6 Integracién del Cassette de Expresion al Genoma de P. pastoris.

El DNA integrado en el genoma de Pichia se mantiene estable a través de
muchas generaciones, con lo cual se evita el problema de la pérdida, segregacion o
insercion de secuencias de DNA extrafio en el cassette de expresion integrado debido
a la inestabilidad propia de un plasmido de replicacién auténoma (Invitrogen, 1994).

El DNA linearizado del vector portador del cassette de expresion puede
generar clonas estables de Pichia pastoris, al integrarse via recombinacion homologa
dentro del genoma de la levadura. Tales integrantes muestran alta estabilidad en
ausencia de presion selectiva, ain cuando presenten copias multiples del cassette de
expresion. Los tipos de mutantes que se pueden obtener son dos: 1) Aquellos que
sufrieron delecion en el gen AOX7, al ser reemplazado por el cassette de expresion.
Este tipo de mutantes crecen lentamente en metanol (MutS: “"Metanol ufilization slow"),
comparado con una cepa nativa. Esto se debe a que dichos mutantes MutS aun
conservan el gen AOX2 (Clare ef al, 1991a), el cual se transcribe 32 veces menos
respecto al gen AOX1. 2). El otro tipo de mutante es aquel en el cual el cassette de
expresion se integra por insercion, por lo que no elimina al gen AOX1 y que por lo tanto
crece en metanol como lnica fuente de carbono a una velocidad igual a la de una cepa
nativa de Pichia pastoris (Mut*) (Invitrogen, 1994; 1996). La integracién del cassette
de expresion en el genoma de P. pastoris se favorece que sea por insercién o por
reemplazamiento, dependiendo del sitio de linearizacion del vector, antes de llevar a
cabo la transformacion.

1.36.1 Inserciéon Génica en AOX17.

Esta es originada por un evento de entrecruzamiento simple entre el locus
AOX1 del genoma y alguna de las regiones AOX1 del vector (promotor AOX7, AOXT TT
0 3AOX1). Este tipo de integracion se favorece al transformar P. pastoris con el
plasmido linearizado por cortes en las regiones AOX7 (FIGURA 5). El resultado es una o
mas copias del vector insertadas y el gen AOX? enddgeno intacto y funcional. La
insercidon también puede ocurrir con plasmidos no linearizados o religados. El fenotipo
de las transformantes es His*Mut*. Los eventos de insercién multiple ocurren con baja
frecuencia.
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Insercion génica en AOX!
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FIGURA 5. La insercidon génica en AOX7 es originada por un evento de

entrecruzamiento simple entre el locus AOX7 del genoma y las regiones
AOX1 del vector.

La insercion génica en el locus AOX1 presenta alta frecuencia de
transformacion usando esferoplastos o electroporacién y es ideal para uso de rutina.
Aproximadamente el 100% de las transformantes expresan la proteina. La clonas

pueden llegar a incorporar hasta 10 copias del cassette de expresion (Invitrogen, 1994,
1996).

1.3.6.2 Insercién Génica en his4:

Esta surge de un evento de entrecruzamiento simple entre el locus his4 del
genoma y el gen HIS4 del vector. El resultado es una o mas copias del vector
insertadas y el gen HIS4 enddgeno intacto y funcional (FIGURA 6). Los eventos de
insercién multiple ocurren con baja frecuencia, pero la frecuencia de transformacion
usando esferoplastos o electroporacién es alta. Aproximadamente el 100% de las

transformantes expresan la proteina y las clonas alcanzan a integrar hasta 10 copias
del cassette de expresién (Invitrogen, 1994 y 1996).
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Insercion génica en his4
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FIGURAGB. La insercibn génica en his4 es originada por un evento de
entrecruzamiento simple entre el locus his4 del genoma y el gen H/S4 del
vector.

1363 Reemplazamiento Génico en AOXT:

La expresion de genes heterdlogos inducida con metanol en Pichia se
mejora dramaticamente en algunos casos empleando una cepa en donde se ha roto el
gen de la alcohol oxidasa (fenotipo MutS).

E! reemplazamiento genico en AOX1 se lleva a cabo mediante un doble
entrecruzamiento entre las regiones 5’A0X1 y 3’AOX1 del vector con el genoma
(FIGURA 7). Este tipo de integracion se favorece al transformar céfulas con el plasmido
cortado en las regiones 5A0X1y 3'AOX1. Aunque se podria esperar solo clonas Mut®
de una sola copia, un detallado analisis revela que la mayoria de los clonas no contienen
el vector, por lo que no expresan la proteina y probablemente representen una
conversidén génica de his4. Aun asi, del 5 al 30 % de los clonas son verdaderos
remplazamientos (MutS), mientras que los restantes tienen integraciones en AOX7 o
His4 y son Mut*. Finaimente del 1 al 10 % de los clonas MutS tienen hasta 30 copias
integradas.

-y wiaman
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Reemplazamiento génico
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FIGURA7. = El reemplazamiento génico. Este se lleva a cabo en AOX1, mediante un
doble entrecruzamiento entre las regiones 5§A0X7 y 3'AOX1 del vector
con el genoma de la levadura.

El evento de remplazamiento presenta baja eficiencia de transformacion, por
esto se recomienda el metodo de esferoplastos porque da mejores resultados. Es el
mejor metodo para obtener clonas mutticopias, con una frecuencia de 1 a 10% y hasta
30 copias. Se genera una poblacion heterogénea de transformantes MutS y Mut™,

incluyendo algunas que no expresan, probablemente a causa de una reversiéon génica
(Invitrogen 47 Y 48),

13.7 El Procesamiento de la Secuencia Senal en P. pastoris:

La remocién de la secuencia sefial del factor alfa de S. cerevisiae se aplica
para favorecer la secrecién de la proteina de interés y se lleva a cabo mediante la
proteasa producto del gen Kex2, el cual corta entre arginina y glutamina en la secuencia
Glu-Lis-Arg*Glu-Ala-Glu-Ala. Luego, las repeticiones Glu-Ala son posteriormente
cortadas por el producto del gen Ste13.

En S. cerevisiae se encontré que las repeticiones Glu-Ala no son
necesarias para el corte por KEX2, pero el corte es mas eficiente cuando las
repeticiones Glu-Ala estan presentes. Un numero de aminoacidos son tolerados en el
sitio X, de la secuencia Glu-Lis-Arg-X. Entre los aminoacidos se incluyen aminoacidos
aromaticos, aminoacidos pequefios, e histidina. Prolina no obstante puede inhibir el corte
Kex2. En algunos casos el corte de Ste13 de las repeticiones Glu-Ala no es eficiente, y
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repeticiones Glu-Ala quedan presentes en el extremo N-terminal de la proteina
procesada (Invitrogen 47y 48y,

14 ¢Es Pichia pastoris una Panacea?.

Existen ejemplos de bajas producciones o falla en la expresion, la mayoria
de estos trabajos se mantienen sin publicar. Probablemente el problema mas comun
encontrado es la protedlisis de los polipéptidos secretados. Otro problema comun es la
secrecion ineficiente de proteinas extranas a Pichia, por ejemplo HIV-1 gp120. Algunos
genes no producen proteina detectable, a causa de que el RNAm producto del gen
exdgeno resulta truncado debido a una confusion de los terminadores transcripcionales
de la levadura. En S. cerevisiae la transcripcién de las secuencias génicas altamente
ricas en AT, como en el caso del gen de |a toxina tetdnica, es abortada. Este problema
fue resuelto incrementando el contenido de GC del gen exégeno. El mismo problema fue
encontrado y resuelto de la misma forma en Pichia (Scorer et al., 1993).

Los factores que afectan la produccion y la calidad del producto
recombinante son principalmente la secuencia sefial, el procesamiento, 1a protedlisis y
la glicosilaciéon. Otros factores que influyen drasticamente en la produccion de la
proteina recombinante en Pichia incluyen: el nimero de copias del cassette de
expresién, las regiones 5'y 3' no traducibles (UTR) del RNAm, secuencias alrededor
del codén de inicio de la traduccién (AUG), la composicion A+T del DNAc,
obstrucciones transcripcionales y traduccionales, naturaleza de la senal de secrecion
(secuencia senal), actividad proteasa enddgena, fisiologia de la cepa hospedera,
medio, condiciones de crecimiento y parametros de fermentacion (Sreekrishna, 1993,
Sreekrishna et al., 1997) (TABLA 6).
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TABLA 8.
FACTORES QUE AFECTAN LA SINTESIS Y SECRECION DE PROTEINAS
HETEROLOGAS (RECOMBINANTES) EN Pichia pastoris.

Factor Explicacién
' Sitio de integracién del: » Cuando la integracion se realiza en el locus HIS4 ocurre
cassette de expresion conversion génica entre ia copia mutante cromosomica hisd y ef

gen HIS4 del cassette de expresion. Por esto se recomienda el
locus AOX1T para la integracién.

Fenotipo de utilizacién del:, para expresion intracelular, usar el fenotipa MutS a causa de que
metanol, Mutt o MutS los niveles de aicoho! oxidasa son menores y la proteina puede
§ ser purificada.

* _ Para secrecion, Mut* o MutS.

Nomero de copias Aun existe controversia pues:

» Generalmente una copia del cassette de expresion es suficiente
para una produccibn Optima y el incremento de! numerc de
copias no afecta de modo importante la produccién.

* En otros casos las clonas multicopias pueden incrementar
notablemente el nivel de expresién.

* En algunos casos &l incremento del nimero de copias tiene un

......... efecto negativo en el nivel de produccion.

Reglones no traduciblesi *+ La secuencia nucleotldica y la longitud del 5-~UTR pueden

(UTR) &'y 3' del RNAm perjudicar la produccién. Para una sintesis Optima de la proteina

heter6loga de preferencia el 5-UTR debe ser idéntico al RNAm de:

AQOX1. El nivel de expresion de la albumina sérica humana (HSA)

se increment6 50 veces ajustando el 5-UTR para hacerlo idéntico}

al RNAm de AOX1 (Barr et al., 1992).

i Inicio de la traduccion » La regién codificante cercana al codén de inicio de la traduccion
(AUG) puede aiustarse para evitar estructuras secundarias,

............

Composicién A+T - "Genes con alto contenidc de A+T no son transcritos
ef'cnenternente {terminacién prematura) Para dtseﬁar genes

.................

- Sefal de secrecion + Sise usa el factor alfa de la invertasa de S. cerevisiae (AMF), es
recomendable conservar los espaciadores Giu-Ala adyacentes al
sitio de corte de la proteasa KEX2, para evitar la interferencia
estérica de la proteina de fusién resuitante (V-S-S-L-E-Lys-Arg-

VKEXZ.Glu-Ala-YPAPGIu-Ala-YDAP) La  glicosilacién  puede
interferir. i

Estabilizacién del producto + Se recomienda usar un intervalo de pH entre 2.8 y 6.5. Usar
Casaminoacidos o extracto de levadura y peptona en el medio.

..................................

i Consecuencias de lai = En algunos casos puede resultar en cambios cuantitativos yi
: sobreproduccion cualitatives de la proteina secretada. i
Estralegua de fermentacibn :- FEl ghcerol reprime el promotor AOX1 por lo cual se recomienda

: usar somltoH-metanol como fuente de carbono para incrementar

Fuente: Sreekrishna (1993); Sreekrishna et al. (1897).

Hay evidencias que sugieren la existencia de varias sefiales que son
usadas en levaduras y actian unidireccionalmente y bidireccionalmente marcando la
seflal de terminacion de la transcripcion (Irniger et al., 1991). Ciertas secuencias poco
definidas situadas rio abajo de la secuencia consenso parecen estar involucradas en la
terminacion de la transcripcion y la formacion del extremo 3' terminal (Zaret y Sherman,
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1984; Henikoff y Cohen, 1984). La formacién de dicho extremo del RNAm ocurre en S.
cerevisiae, como en los eucariotes superiores involucrando el corte y poliadenilacion
del RNAm precursor. Sin embargo, en las levaduras este proceso parece ser que
ocurre a una distancia mas corta, casi en el extremo 3' del gen (Butler et a/., 1990).

En otro caso se analizé la expresioén del gen de HIV-1 que codifica para
ENV en P. pastoris y no se encontré producto proteico detectable incluso con el uso de
Western Blott. Un posterior analisis por Northern blot revelé que los transcritos producto
del gen gp120 (ENV) estaban truncados en su totalidad y su tamaiio aproximado fue de
700 nuc.. o cual es contrario al tamarfio del transcrito esperado. Posteriormente el
transcrito se logré hibridar con la sonda AOX1? §', sin embargo no hibridd con la sonda
AQOX1 3"; con esto se reveld una iniciacién correcta de la transcripcidon pero no una
transcripcion total, pues el extremo 3' no fue transcrito.

Varios estudios han encontrado que existen secuencias consenso que
estan implicadas en la formacién del extremo 3' terminal en S. cerevisiae. Entre éstas se
incluyen las secuencias TAG.. (rica en T), TA(T)GT..(rica en A+T), TIT (Zaret y
Sherman, 1984) y TTTTTATA (Henikoff y Cohen, 1984). Revisando la secuencia
codificante de HIV-1 gp120 se encontrd una secuencia ATTATTTTATAAA cercana al
presunto extremo 3' terminal del transcrito truncado de 700 nuc, la cual es similar a la
secuencia consenso TTTTTATA. Se redisefid esta secuencia por mutagénesis sitio
dirigida (Zoller y Smith, 1983) obteniendo la secuencia TTTCTTCTACAAG (Apéndice D).
Se analizaron por Northern blot los transcritos obtenidos, los cuales eran ligeramente
mas largos pero de baja abundancia. Entre éstos incluidas el RNAm de ENV de longitud
normal. El descubrimiento del RNAm truncado de ENV fue inesperado en P. pastons,
debido a que con este gen se ha producido RNAm de longitud normal en S. cerevisiae.
Con el fin de obtener una produccién eficiente de la proteina ENV, se decidié realizar
una modificacién radical de los nucledtidos codificantes, sin alterar los aminoacidos
codificados, empleando la sintesis quimica del gen ENV (se incrementé el contenido de
G+C de 37.6% a 43.6%, al rediseiar el 69% del gen) y generando clonas multicopia del
gen sintético. Con esto se obtuvo una transcripcion, expresion y produccion eficiente
de ENV (Scorer et al., 1993).

Es necesario senalar que el DNA de ENV es rico en AT, pero mas relevante
aun es que presenta regiones de alto contenido de AT. Su secuencia es eficientemente
transcrita en S. cerevisjae, pero en cambio no se obtuvieron transcritos completos en
Pichia (Scorer et al., 1993).
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1.5 Produccion de GHs en Nuestro Laboratorio.

Enla ULIEG, se han seguido diferentes estrategias para lograr la expresion
en E coli del DNAc de bGH en diversos sistemas de expresion. Por ejemplo,
empleando el promotor Trc del plasmido pKK233-2, Ramirez (1991) probo en E. coli : 1)
La expresion del DNAc nativo y 2) la expresion del DNAc con modificaciones en su
extremo 5', introducidas mediante su reemplazo con DNA sintético. Siempre que el
hospedero fue E. coli, se tratd de detectar la proteina mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida y por "Western blot", sin lograr visualizarla. Ni fa identidad, ni la
integridad del DNAc estaban en duda, pues Alvidrez (1990) demostrd la correcta
expresion del DNAc de bGH en cultivo de céluias de rinén de mono verde africano
(Cos-7).

Buscando una estrategia de expresion alternativa, Martinez (1994) logro
producir BGHr fusionada con la proteina de union a maltosa (y hGH20 y 22 kDa) en E.
coli bajo la accion del promotor Tac, con un valor de la proteina hibrida cercano al 30 %
de la proteina celular total.

Como un paso mas de la linea de investigacion y desarrollo que por mas de
10 arios se ha venido trabajando en la ULIEG sobre hormonas del crecimiento, Escamilla
(1996) construyd un plasmido portador del cassette de expresion del DNAc de la hGH
de 22 kDa (pPIC9hGH22K). Por recombinacién homdloga, logré la integracién de dicho
cassette de expresidn en el genoma de la levadura Pichia pastoris GS115, obteniendo
clonas unicopias productoras de HGHr. Selecciond una de éstas, con la cual obtuvo
secrecidn al medio de cultivo de la HGHr de 22k, con un valor cercano al 50% del total
de las proteinas del medio y valoré la produccion en airededor de 12 mg/L).

Luego, Sanchez (1998) transfirid el cassette de expresion del DNAc de hGH
22 kDa al vector pPIC9k. Puesto que el pldsmido resultante confiere resistencia a
geneticina en levaduras, ella seleccioné clonas con multiples integraciones del cassette
de expresion. En la fermentacion de una de tales clonas, se logré una produccién mayor
de la HGHr que con la clona unicopia de Escamilla, llegando a representar casi el 80%
del total de proteinas secretadas al medio de cultivo.

1.6 Justificacion:

En la ULIEG se ha venido trabajando en la produccién de BGHr, habiéndose
tenido un éxito parcial al lograr producir ésta tanto en Escherichia coli como proteina de
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fusion (con la proteina de unién a maltosa), como en cultivo de células de mamifero
(COS). La experiencia positiva reciente con la produccion de HGHr en P. pastoris y la

demanda considerable de BGHr para apoyar a la industria productora de leche,
motivaron el presente trabajo.

Para su realizacién se plantearon los objetivos que se describen a
continuacion.

17 Objetivo General:

Construir clonas de Pichia pastoris que porten multiples copias del DNAc
de la hormona del crecimiento bovino, capaces de sobreproducir ésta y secretarla al
medio de cultivo.

171 Objetivos Especificos:

1 Disediar oligonucledtidos que permitan la amplificacién por PCR del DNAc de bGH,
y que al mismo tiempo madifiguen éste para facilitar su manipulacion .

2 insertar el DNAc de bGH modificado en el vector de expresion pPICIK de Pichia
pastoris .

3 Verificar la integridad del plasmido de expresion resultante del objetivo anterior
(pPICSkbGH), por patrones de restriccion y secuenciacion nucleotidica.

4 Introducir mediante recombinacién homéloga con €l genoma de Pichia el cassette
de expresiéon de BGH presente en pPICSK.

5 Caracterizar el genotipo y fenotipo de las clonas de Pichia pastoris resultantes
de la recombinacién homologa.

6 Someter dichas clonas a seleccion para identificar aquellas con mutltiples copias
del cassette de expresion.

i Seleccionar de entre las clonas con multiples copias, aquellas sobreproductoras
de BGHr.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS.

21 Area de Trabajo, Reactivos y Material Biolégico.

El trabajo experimental se desarrollé en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Unidad de Laboratorios de Ingenieria y Expresion Genéticas (UL.LE.G.), del
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina, de la U AN.L.

Las enzimas de restriccion utilizadas, asi como la enzima DNA Ligasa de T4

fueron obtenidas de New England Biolabs (NEB, Beverly, MA, EUA) y Bethesda
Research Laboratories (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA), y el "Kit* de secuenciacién
AmpliCycle™ fue adquirido de Perkin-Elmer PCR, Roche Molecular Systems, Inc,
Branchburg, New jersey, EUA, y el "Kit ClearCut"™ de Stratagene® (La Jolla, CA, EUA).
Para las reacciones enzimaticas se siguieron las recomendaciones dadas por los
proveedores.

Las 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 oligonucleétidos utilizados para la reaccion en cadena de la
polimerasa se sintetizaron, cuantificaron y purificaron en la U.LLE.G.

La cepa XL1-Blue de E. coli y los marcadores de peso molecular provienen
de la bacterioteca y genoteca de la ULIEG., Depto. de Bioquimica, Facultad de
Medicina, de la UAN.L. El sistema de expresion de Pichia pastoris, el cual incluye la
cepa GS115, el vector pPICY, el vector pPICIK, oligonucledtidos, catalogos y otros, se
adquirieron de Invitrogen Corporation (San Diego, CA, EUA)
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2.2 Equipo.

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 Barntead/Termolyne modelo Maxi Mix (Bubuque,
lowa, EUA), una placa agitadora con control de temperatura marca Coming modelo
PC320 (N.Y., EUA), un ultracongelador marca So-Low Enviromental Equipment
(Cincinnati, Ohio, EUA) y una campana de flujo laminar marca Labconco Corporation (K.
C., Missouri, EUA), una bascula digital marca Sartorios modelo 1206MP (Camibh
Géttingen Germany), un evaporador centrifugo al vacio marca Labonco Corporation
modelo 78100-00 (K. C., Missouri, EUA). Y un sistema de corrimiento electroforético
automatizado Genomyx LR (Genomyx Co., 353 Hatch Drive, Foster City, CA 94404).

El procesamiento de datos fue realizado en dos plataformas distintas; una
computadora modelo Power Macintosh 5260/100 (Appie Computer, Inc.; Cupertino
California. EUA) y el Gel Doc 1000 Video Gel Documentation System-PC (BIO-RAD
Laboraories). Los periféricos compatibles para Macintosh utilizados fueron: un Modem
de Global Village Communication Inc. modelo Teleport/Silver A801 (East Middlefied Road
Montain View Ca. EUA) y un digitalizador de imagenes de cama plana UMAX data
System Inc. modelo UC630 MaxColor (Industrial Park Hsinchu, Taiwan).

Elprocesador de texto utilizado fue; Microsoft Word version 5.1a (© 1987-
1992 Microsoft Corporation), los procesadores de graficos fueron Microsoft PowerPoint
Version 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 Navigator Version 2.0.(© 1994-1995 Netscape Communications
Corporation, Mountain View, CA).

Los programas computacionales de Biologia Molecular fueron: Amplify,
version 1.2b (Bill Engels ©1992, University of Wisconsin Genetics, M. Madison, WA.
EUA), DNA Strider ™, version 1.1 (© Ch. Marck and C.E.A 1989 Service de Biochimie-
Départemet de Biologie-Institut de Recherche Fondamentale-CEA-FRANCE), Oligo,
versién 4.0 (© 1992, Plymouth, MN, EUA), MacPlasmap, version 1.82 (© 1988-1990
Jingdong Liu, Biology Department, University of Utah, Salt Lake City, UT EUA). Molecular
Analyst ™/PC, Version 1.5, (OBIO-RAD,Windows Software for Image Analysis
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Systems. Molecular Bioscience Goup, Hercules, CA). RASMac, version 2.5, Molecular
Graphics Program (© 1994, Roger Sayle, Biomolecular Structure, Glaxo Research and
Development, Middlesex, UK). GraphicConverter, version 291 (US) (© 1997,
Shareware, Thorsten Lemke, E-Mail: 100102.1304@compuserve.com,
lemkesoft@aol.com) y CLUSTAL W Multiple Sequence Alignment Program version 1.6,

Marzo 1996 (Des Higgins; E-mail: Higgins@EBl.ac.uk. Toby Gibson; E-mail
Gibson@EMBL-Heideiberg.DE).

Los programas utilizados por via Intemet en un servidor remoto fueron:
Entrez, del National Center for Biotechnology Information (NCBI); BLAST de Network
Service (Blaster) y Retrieve del NCBI, finalmente, el banco de DNA que se consultd fue
el GENEBANK (ICEGEB, Trieste, ltalia).

2.3 Métodos.

El trabajo experimental se dividié en 3 fases:

[ En la primera fase se llevaron a cabo las etapas experimentales requeridas para
la construccion del vector pPICOKbGH (FIGURA 8), mismas que fueron:

a) Disefio de los oligonucleétidos que amplifican por PCR el DNAc de bGH, y que al
mismo tiempo modifican éste para facilitar su manipulacion .

b)  Clonacién del producto amplificado en el vector de expresién pPIC9.

c) Verificacion de la integridad de los plasmidos de expresion resultantes por
restriccion y secuenciacion.

d)  Transferencia del DNAc de bGH al vector pPICSK

e)  Verificacién de la integridad de los plasmidos de expresidn resultantes por analisis
de restriccién y secuenciacion nucleotidica.
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FIGURA 8. Representacion esquematica de la fase |. Construccidn del vector de

integracion pPICIKbGH.

En la segunda fase se lilevaron a cabo las etapas experimentales requeridas para
la construccion de clonas de Pichia pastoris portadoras de multiples copias del

DNAc de la bGH y para realizar la deteccion de la BGHr producida (FIGURA 9).
Dichas etapas fueron:

Transformacion de Pichia pastoris con pPIC9KbGH por electroporacion.

Seleccion de clonas capaces de crecer en ausencia de histidina en el medio de
cultivo, debido a la integracién del vector pPICOKbGH, el cual porta el gen HIS4 .

Seleccion e identificacién de clonas portadoras de multiples copias del cassette
de expresion de BGHr en base a su nivel de resistencia a Geneticina (G418).

Comprobacién de la integracion del cassette de expresion de BGHr y
diferenciacion de clonas Mut* y MutS por PCR.

Estimacion del numero de copias del cassette de expresion de BGHr en las
clonas.

Fermentacion de las clonas seleccionadas a nivel matraz.
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g) Analisis de las proteinas presentes en el medio de cultiva por electroforesis en

geles de poliacrilamida SDS-PAGE.

h) Deteccién de la BGHr.
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FIGURA 9.  Representaciéon esquematica de la fase Il. Construccion de clonas de
Pichia pastoris portadoras de multiples copias del cassette de expresiéon

de la bGH.

1 En una tercera fase del trabajo, debida a la falta de producciéon de la BGHr, se
analizaron detalladamente todos los pasos seguidos para la obtencidn de las
clonas recombinantes y los resultados obtenidos para justificar la aparente

ausencia de produccion.

2.3.1 Primera Fase.

Las herramientas biocomputacionales utilizadas para el disefio de los

oligonucledtidos fueron las descritas en materiales e indicadas en la FIGURA 10.
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FIGURA 10. Representacion del procedimiento experimental para el disefio de los
oligonucleétidos.

2311 Amplificacion: Reaccién en Cadena de /a Polimerasa.

En la FIGURA 11 se ilustran los ciclos de la PCR: desnaturalizacion,
apareamiento y extension. Los oligonucledtidos al aparearse inicialmente no son
complementarios totalmente a la secuencia molde, pero después de varios ciclos se
originan productos amplificados con la secuencia 100% correspondiente a la de éstos.
Asi mismo, se ilustra el vector de expresion utilizado como secuencia blanco, la region
que se amplificd y que es esperada por la mutagénesis sitio-dirigida por PCR, con los
sitios de restriccién relevantes para la clonacién y subsecuente caracterizacion
enzimatica. Los sitios de reconocimiento para las endonucleasas de restriccion Xho |y
Avr I\, fueron producto de la mutagénesis inducida por los oligonucleétidos en la PCR.
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FIGURA 11. Mutagénesis sitio-dirigida por PCR. El esquema ilustra los ciclos de
la PCR. desnaturalizacion, apareamiento y extensién. [nicialmente los
oligonucleétidos 5'y 3' no son totaimente complementarios a la secuencia
blanco, pero después de varios ciclos de extensibn se onginan

productos amplificados con la secuencia de los oligonuclectidos
mutageénicos.

Las temperaturas de desnaturalizacion y extension son generalmente
estandares para todas las reacciones. Sin embargo, como la temperatura de
alineamiento depende de la temperatura media de fusion (Tm) de los oligonucleodtidos.
Esta fue calculada para nuestro caso en base al analisis computacional (programa
OLIGO) de los "primers” y mediante una férmula empirica.

Es posible obtener una estimacién razonable de la temperatura media de
fusion o Tm, de un oligonucledtido cuando son conocidas su concentracidn vy
composicion de bases. Conocer la secuencia de bases es un requisito para una mejor
estimacion de la Tm del oligonucledtido. La Tm esta en funcién de la concentracion total
de sales; conocer y controlar esta variable es esencial (Mueller y Duclos, 1993) y se
facilita mediante la siguiente ecuacion:

Con ésta ecuacion se determiné la Tm de los oligonucleétidos con longitud
de 10-40 bases:

Tm =[AH {AS + 5°- R+ In (C/4) } ] - 273.15 + 16.6 log[K*]
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AH = entalpia.

AS = entropia.

$° = iniciacién de la entropia.

C = concentracion del oligémero
K = sales monovalentes.

En ésta ecuacion se hace uso de la composicién en bases y es usada para
oligonucledtidos mayores de 40 bases y sirve para calcular la Tm de productos
amplificados por la PCR:

Tm =81.5+ 16.6 » log [K*] - 675/1 + 0.41 « (%GC).

| = nimero de bases del oligémero.

%GC = porcentaje de residuos Gy C en Ia secuencia.

Una vez que se determinaron las condiciones mas favorables, se monté un
experimento para determinar cual es la concentracién del ion Mg2* éptima para la

amplificacion. Se realizaron 5 experimentos a concentraciones distintas de Mg7-+, todos
los demas parametros quedaron constantes.

En la TABLA 7, se ilustra el ensayo de ajuste de concentraciébn de MgCh

para obtener una notoria produccién del fragmento amplificado por PCR.

TABLA 7.
CONDICIONES DE LA REACCION DONDE SE PROBARON DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE Mg** PARA OPTIMIZAR LA
PRODUCCION DEL FRAGMENTO AMPLIFICADO.

Reactivo ..Concentracion

e ANTPs (10 MM) 9.2 mM

S p63 (10 ng/uL) O4ngpl i

.............. Oligo 5’ (5pM) 0.2 M
. D190 37 (SEM) 0.2 WM

... Amortiguador 10X A, 1X

MgCrz 25 mM) 1 (variable)

: ...DNA pol Taq (Su/ul) i 004 upl
L gUa MiiQ E—
: Volumen total b s SO0 ML .

* Para completar ef volumen final.
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Una vez realizada la mezcla de reaccion, se repartié en volimenes de 50 yl
(5 alicuotas), se arfadieron 2 gotas de aceite mineral a cada alicuota para evitar
evaporacion durante el proceso de amplificacion, se centrifugd rapidamente y el tubo
fue colocado en la maquina termocicladora. Esta Ultma habia sido previamente

programada para brindar las temperaturas y tiempos requeridos en cada ciclo, como se
muestra en la TABLA 8.

TABLA 8.
CONDICIONES DE AMPLIFICACION.

PASO
.Mj ..... 959C, § min Desnaturalizacion inicial prolongada

2 949C, 15 seq. Desnaturalizacion
E 3 80°C, 30 seg. Alineamiento

4 72°C, 69 seq. Extension
: 5 (Repetir 25 ciclos pasos 2 al 4).
W, NI 72°C, 5.0 min e EXtEDSION prolongada,

El fragmento de interés, con un tamafio aproximado de 600 nucledtidos, se
analizé a partir de 5 pl de la reaccion en electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE
1X, tifendo después con bromuro de etidio para su analisis bajo luz ultravioleta.

2.3.1.2 Clonacioén.

Para facilitar el proceso de clonacién del fragmento de DNA amplificado,
eéste fue recuperado y purificado con la técnica denominada “ClearCut’
™(Stratagene®). Con esta técnica es posible separar el producto amplificado de las
sales, enzima, dNTPs no incorporados y oligonucleétidos libres, los cuales pueden
interferir en la clonacién (la DNA polimerasa Tag rellena los extremos de cadena

sencilla (5' a 3') producto de la digestion con endonucelasas de restriccion.
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FIGURA 12. Estrategia de clonacién en pPICS. Mediante el reemplazo del cassette de
expresion para HGHr presente en el vector pPICShGH22K, se clond el
producto amplificado correspondiente al DNAc de bGH, el cual fue
amplificado a partir del inserto de p63 (Amaya F 1988). Los sitios de
clonacion usados fueron Xho |y Avr |, con los cuales se reemplazé el
DNAc de HGH por el de BGH.

Para la clonacién del producto amplificado correspondiente al DNAc de bGH
(FIGURA 12 y 13) se utilizd el vector pPICShGH22K, el cual se mezclo con el producto
amplificado (en una relacion molar ~1:10, vector:inserto), para asegurar la digestion de
los dos DNASs, (pues no se podria verificar la digestion del producto amplificado en gel
de agarosa). Se digiri6 la mezcla de DNAs con las endonucleasas de restricciéon Xho |
y Avr llpor separado, se incubé 16 h a 37°C y se corrobord la digestiéon del vector con
las dos enzimas por separado en gel de agarosa al 0.6% en TBE; al verificar que si
ocurrié la digestion del vector, se asumio la digestion del producto amplificado. Se
procedio a mezclar las dos digestiones, y se afiadié nuevamente Xho |y Avr 1l para
llevar a cabo la digeston total, incubando a 37°C durante 16 h. Se corrobord por
electroforesis en gel de agarosa la digestion total. Se dio un tratamiento térmico a
65°C/20 min para inactivar exonucleasas que pudieran estar contaminando la reaccion.
Se purificaron los DNAs con la técnica de "Clearcut’, y se resuspendio el DNA
resultante en TE, ajustando la concentracion a 69 ng/pl del vector y del inserto.
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FIGURA 13. Esquema de preparacion de los fragmentos de DNA a ligar, para la
construccion del vector pPICSbGH. Se indican los pasos, reactivos y
condiciones empleadas en la construccion del vector de expresion de la
BGHr.

Como no se realizo proceso alguno de separacion de los distintos tipos de
fragmentos digeridos, se previé que al proceder a la ligacién pudieran presentarse dos
posibilidades: a) obtener clonas portadoras del vector pPICShGH22K y b) clonas
portadoras del vector pPICSbGH. Sin embargo, se buscé favorecer la clonacién del
DNACc de bGH al incluir un exceso molar de diez veces éste ulimo.

Se procedid a ligar el vector con un exceso del producto amplificado
digerido, mezclando en un tubo Ependorff los DNAs del procedimiento anterior. Se llevo
el volumen a 8 pl en agua MiiiQ estéril y se mezcld por pipeteo. Se afiadieron los
ingredientes necesarios para la reaccion de ligacion (10 uL) con la concentracion final
siguiente; 27.6 ng/pl de vector y 27.6 ng/pl de inserto, amortiguador de ligacion 1X, DNA
ligasa de T4 a 0.1 U/uL; se incubd por 12 h a 16°C.

2.31.3 Inactivacién de Enzimas.

La mayoria de las endonucleasas de restriccién y de las exonucleasas son
inactivadas por calor (65°C par 20 minutos), lo que es importante hacer antes de
realizar una clonacidn, pues se evita degradacion y asi se incrementa la eficiencia para
obtener las clonas deseadas. En el caso de las endonucleasas de restriccion, es
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necesario consultar el catadlogo de NEB y verificar si son inactivables, mientras que las
RNAsas no son inactivadas con el tratamiento térmico.

2314 Transformacion.

Las técnicas tradicionales utilizadas para la preparacion de las bacterias
competentes dan eficiencias de transformacion de 105 a 108 colonias transformadas
por microgramo de DNA plasmidico superenrrollado, en éste trabajo se utilizd una
técnica modificada la cual utiliza el amortiguador FSB; la forma de preparar las bacterias
y de transformarlas estd descrita en Sambrook et al. (1989). La eficiencia de
transformacion se incrementa de 100 a 1000 veces y puede alcanzar un valor superior
o igual a 5 x 108 colonias transformadas por microgramo de DNA plasmidico
superenrrollado, pero varia con el tamafio del plasmido transformante empleado. La
combinacién de cationes divalentes por largos periodos de tiempo y el tratamiento de la
bacteria con DMSO, agentes reductores y cloruro de hexaminocobalto permiten el
incremento de la eficiencia de transformacion. Los factores criticos para lograr altas
frecuencias de transformacion son: la pureza de los reactivos empleados en los
amortiguadores de transformacion, la fase del crecimiento en la que se procesan las
células y la limpieza de los recipientes empleados.

La tecnica fue adaptada para cumplir con los objetivos anteriormente
planteados. Se sembrd por estria una placa SOB-agar con un inéculo de XL71-Blue

(cepa de E. coli) y se incubé a 379C/16 h. Se tomaron de 4 a 5 colonias, se dispersaron
en 1 mlde SOB (con 20mM de MgSOg4) y se diluy6 el cultivo en un sélo matraz de 1 litro

con 100 mlde SOB (con 20mM de MgS04). Se crecieron las células de 2-3 h a 379C y
se determino la absorbancia cada 30 minutos hasta alcanzar 0.6 de absorbancia a 600
nm. Se enfrio el matraz en hielo por 10 minutos, se mezclé cuidadosamente el cultivo y
se transfirié a dos tubos falcon de 50 mL, se centrifugd 10 min a 4,000 rpm a 4°C. Se
eliminé el sobrenadante decantando cuidadosamente. Se resuspendieron las células
cuidadosamente en 20 mlde FSB por cada 50 ml de cultive centrifugado y se incubd en
hielo 10 minutos. Se centrifugaron 10 min a 4,000 rpm a 49C. Se eliminé cuidadosamente
el FSB, se resuspendieron las células cuidadosamente en 4 mi de FSB enfriado en hielo
(por tubo de 50 mL). Se afiadieron 140 pl de DMSO por 4 mi de células resuspendidas y
se incubd en hielo 15 min Se afiadieron otros 140 pl de DMSO a cada suspension en el
hielo. Se disrtribuyo rapidamente en volamenes de 50-200 ply se congeld por inmersion
en nitrébgeno liquido.
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Después de la ligacién el DNA se diluyé 5 veces en HpO estéril para

transformar. Se tomaron 80 pl de las bacterias competentes previamente divididas en
alicuotas, que se conservaban a -709C y se colocaron en hielo hasta que se
descongelaron. Se agrego 1 pl de la ligaciéon (0.2 - 2ng de DNA ligado) a los 80 pl de
células y se mezclé cuidadosamente con la puntilla. Se cerré el tubo y se incubd en
hielo por 30 minutos. Se hizo el choque térmico a 37°C durante 2 minutos, sin agitacion.
Se colocd el tubo en hielo otros 2 minutos. Se agregaron 900 pl de medio SOC a
temperatura ambiente. Se incubé 1 h a 379C, en agitacién a 225 rpm. Se centrifugd,
descartd el sobrenadante y se reconstituyo la pastilla con 150 pl de medio SOC. Con
una varilla esterilizada, se esparcieron las células en una placa de agar-SOC. Una vez
sembradas las cajas, se esperd 15 minutos a que se absorbiera el exceso de liquido y
las placas se colocaron en forma invertida en una incubadora a 37°C por 12-16 h.

2315 Minipreparaciones.

Se levantaron las colonias y se propagaron en 6 ml de medio 2xYT,
incubandose a 37°C por 12 h con agitacién vigorosa (Morelle 1989). Se cosecharon las
células centrifugando 1.5 mi del cultivo bacteriano a 14,000 rpm por 1 min en un tubo
Eppendorf, repitiendo este paso por segunda ocasién en el mismo tubo (para un total de
3 mL). La pastilla se resuspendié en 200 pl de amortiguador de lisis [S0 mM glucosa, 25
miM Tns-HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA], mezclando al vortex e incubando 5 min en hielo. Se
afadieron 400 pl de una solucién alcalina recién preparada [NaOH 0.2 Ny SDS al 1%)],
mezclando inmediatamente por inversion de 3 a 6 veces y manteniendo en hielo per 5
min (La suspensién debe tornarse clara y viscosa). Después se afadieron 300 pl de
una solucién de acetato de amonic 7.5 M (pH 7.8 sin ajustar), mezclando
cuidadosamente el contenido del tubo por unos segundos y se incubd 20 min en hielo
para permitir que las proteinas, el RNA de alto peso molecular y el DNA cromosémico
precipitaran. Se centrifugé por 9 min a 14,000 rpm a temperatura ambiente y se removid
el sobrenadante claro, el cual fue transferido a un tubo nuevo de 15 mL. Al
sobrenadante se le afadié isopropanol hasta completar 1.5 ml y se incubd a
temperatura ambiente por 30 min Se centrifugd a 14,000 rpm por 10 min El sobrenadante
fue aspirado y la pastilla fue lavada con 1 ml de etanol al 70% (v/v). Se centrifugd 3 min,
se descarté el sobrenadante y se lavé nuevamente con etanol al 70%, posteriormente
se lavd con 1 ml de etanol al 100%, se centrifugd y se descartd el sobrenadante. La
pastilla se sec6 por 15 min en una estufa a 370C. Se disolvié la pastilla en 100 pl de TE
(1 mMde EDTAy 10 mM de Tris-HCI, pH de 8.0) y se afadié RNAsa ajustando a 1
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pg/100 pl de solucion, e incubé par 15 min a temperatura ambiente. Se verificé la
concentracion y calidad del DNA plasmidico por corrimiento en gel de agarosa al 0.6 %.
Las minipreparaciones se almacenaron a 4°C.

2.3.1.6 Caracterizacién Enzimatica.

Las clonas recombinantes obtenidas se caracterizaron con la endonucleasa
de restriccion Bg/ Il, con la cual se diferenciaron las que portaban los vectores
pPICShGH22K, pPICSbGH y pPICS, por corrimiento en gel de agarosa al 0.6% en TBE
(TABLAS 9y 10).

TABLA 9.
CALCULQO DE FRAGMENTOS PRODUCIDOS POR DIGESTION CON ENDONUCLEASAS
DE RESTRICCION PARA VECTORES pPICS.

pPICY (nuc) pPICOhGH22K (nuc) pPICObGH (nuc) |
] ... Digestion con Sac | 8023 8589 8572
Digestion con Bgf |l 5620 4574 6169
2403 2403 2403
L 1612
TABLA 10.

CALCULO DE FRAGMENTOS PRODUCIDOS POR DIGESTION CON ENDONUCLEASA DE
RESTRICCION PARA VECTORES pPICSK.

pPICIK (nuc) pPICOKhGH22k (nuc)_ | pPICSKbGH (nuc)

i ....Digestién con Sac | 9276 9843 9825
Digestién con Bg/ | 6783 5828 7422
2403 2403 i 2403
S 1612 :

2.3.1.7 Secuenciacion.

La secuenciacion se realiz6 con el Kit comercial AmpliCycle™ de la
compaiiia Perkin Elmer, utilizando las condiciones especificadas por el proveedor. Los
productos marcados con *?P fueron resueltos en un gel de poliacrilamida urea al 6% y
50% respectivamente en el equipo para secuenciaciéon “GenomixLRTM" y después de
exponer el gel en pelicula sensible se determiné la secuencia de las clonas,
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2.3.1.8 Purificacién de Fragmentos de DNA con Fibra de Vidrio
Siliconizada.

La fibra de vidrio se colocd en un frasco de vidrio con tapa, se esteriliz6 en
autoclave por 20 min en modo “instrumental”. Se tomé una porcién de la fibra de vidrio
estéril y se colocd dentro de una jeringa estéril de polipropileno de 10 mL, llenandola a
una capacidad de 3 ml de fibra compactada. Se tomaron 5 mi de una solucién de silicon
(Glass shield) no téxico con la jeringa, usando el émbolo. Se dejé 5 minutos a
temperatura ambiente la solucidon de silicon en contacto con la fibra, se descarté la
solucion y se lavé la fibra con 3 volumenes de 10 mlde etanol al 70%. Se lavo después
con 3 volumenes de 10 ml de agua milFQ. Posteniormente, se tomaron S mide TEy se
dejé reposando 10 min a temperatura ambiente. Se elimin6 todo el TE que fue posible
usando el émbolo para expulsarlo. La jeringa, la cual contiene la fibra de vidrio
siliconizada se almaceno sellada con el tapén de la aguja a 4°C, hasta su uso.

Posterionrmente se les quité el fondo a varios tubos de microcentrifuga de 0.5
m! con |la ayuda de una navaja de bisturi, procurando dejar un agujero de 1-2 mm de
diametro. Se relleno el tubo con un poco de fibra de vidrio siliconizada, solo hasta tapar
el agujero, con un espesor de 3 mm. Los tubos de microcentrifuga anteriormente
descritos se colocaron dentro de tubos de microcentrifuga de 2.0 mL. Estos cartuchos
asi preparados sirvieron para filtrar el DNA embebido en la agarosa al 1%. Para ello, se
colocdé en el cartucho el fragmento de gel correspondiente a la banda cortada,
asegurandose que fuera hasta el fondo, se procedié a centrifugar a velocidad maxima
en una microcentrifuga (~14,000 mpm) por 5 minutos a temperatura ambiente. Se
recupero el liquido contenido en el tubo de 2 mL, llevandose a un volumen de ~300 pl
con TE pH 8.0. Se afiadio 1 volumen de Fenol y otro volumen de Sevag, se mezclé por 1
min en vortex, se centrifugd 5 min a 14,000 rpm, se recuperd el sobrenadante y se
precipitd con 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 My 3 volumenes de etanol al
100%. Se incubd a temperatura ambiente por 3 h, se centrifugé 15 min a temperatura
ambiente (14,000 rpm). Se descarté el sobrenadante y se lavé la pastilla con 1 ml de
etanol al 70%. Se centrifugdé y se descartd el sobrenadante, se repitio el lavado y la
centrifugacion, lavando ahora con 1 mlde etanol al 100%, centrifugando y descartando
el sobrenadante. La pastilla se seco en estufa a 37°C por~15 min
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2319 Transferencia del DNAc¢ de bGH al Vector pPIC9K (Ligacién de dos
Fragmentos).

Esta estrategia se diseiié desde el momento de clonar en pPICS, con el fin de
poder transferir el DNAc de bGH a pPICSK (FIGURA 14).

Q-bn -
. PPICK (276U -
b S5

FIGURA 14. Transferencia del DNAc de bGH al vector pPIC9K (ligacion de dos
fragmentos). Aqui se muestra la clonaciéon que fue iniciaimente disefiada,
en la cual a partir de los vectores pPICIK y pPICIbGH se construiria el

vector pPICIKbGH, las enzimas involucradas en la clonacion son Sac |y
Avr .

2.31.10 Transferencia y Reparacién del DNAc de bGH en el Vector pPICSK
(Ligacion de Tres Fragmentos).

Esta estrategia se implementé cuando se descubrieron mutaciones
indeseables introducidas por la PCR en el DNAc de las clonas obtenidas en pPICS
(FIGURA 13). Para corregirlas, se opto por utilizar la porcion correcta del DNAc de bGH
clonado en el vector pPICSbGH, reemplazando la porcion incorrecta con un fragmento
proveniente del vector pMALcbGH (Martinez 1993), transfiriendo la porciéon del DNAc de
bGH corregido a pPIC9K las enzimas involucradas en la clonacién fueron Sac |, Apa |,

Avr Iy Xba | (FIGURA 15). Se realizaron las digestiones siguiendo las
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recomendaciones dadas por el manual de NEB (TABLA 11). La incubacion fue a 37°C
por 12 h. Se purificaron los fragmentos separados en gel de agarosa al 1 % con fibra
de vidrio siliconizada.
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FIGURA 15. Transferencia y reparacion del DNAc de bGH en el vector pPICSK
(ligacion de tres fragmentos). Aqui se muestra la clonacion que se disefno
posteriormente para transferir y reparar el DNAc de bGH en pPICIK, en
la cual a partir de los vectores pPICIK, pPICSbGH y pMALcbGH se
construirfa el vector pPICSKbGH, las enzimas involucradas en la
clonacion son Sac |, Apa |, Avr lly Xba |.

TABLA 11.
CONDICIONES ESTABLECIDAS PARA LA OBTENCION DE LOS FRAGMENTOS
REQUERIDOS PARA LA CLONACION EN pPICSK.

o Reactivo pPICOK T pPICIbGH I pMALchGH
e ONA 140.0 ng/uL 140.0 ng/pl. 5. 200.0 ng/uL
. 39U Mili-Q : £ oo : .

: .........NEB amortiguador # 4 1X i 1X ; X o,
I Sac ] (200 u/l) 080wl i 0.80uut —

Avr |1 (4 0 u/pL) 0.16 w/uL — —
A Apa | (10.0 u/uL) 1

L, Xbai(10.0 w/pl) .
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Se corrieron geles de agarosa al 1% en TBE preparativos, para separar los
fragmentos de DNA que se deseaban purificar. Se cortaron con un bisturi las bandas
correspondientes. Se filtraron los DNAs con la fibra de vidrio, pero como existia un
fragmento de 300 pb que estaba presente en baja concentracidn, se optd por juntar los
fitrados de los tres fragmentos, para asi favorecer la co-precipitacion del fragmento de
300 pb. Se resuspendi6 la pastilla en 60 pl de TE. Se realizé la ligacién, en un volumen
de 20uL, con una relacién molar 1:1:3 (vectro:inserto a:inserto b) incubando, por 12 h a
16°C (TABLA 12).

TABLA 12.
CONDICIONES ESTABLECIDAS PARA LA REACCION DE LIGACION DE TRES
FRAGMENTOS (CONSTRUCCION DEL VECTOR pPICSkhGH).

.....

Reactivo Concentracion

Vector pPICOK Sac I-Avr Il (8,252 pb) : 30 na/pl.

Inserto (a) Sac |-Apa | (1258 pb) : . 2.5 ngfulL
Inserto (b) Apa |-Xba ] (315 pb) 2.5 ng/ul i
agua mili-Q " :

Amortiguador de ligacionSXBRL i 1X
Ligasa 1 u/ul BRL 0.1 u/pL
Volumen final 20.0 pL

Se efectud la transformacion en E. coli, la obtencion del DNA plasmidico y
sSu caracterizacion, como se ha explicado anteriormente.

2.3.2 Segunda Fase:

23.21 Electroporacién.

Este método no requiere la generacion y mantenimiento de esferoplastos, lo
cual es muy conveniente para la generacion de transformantes de Pichia. La eficiencia
de transformacién es similar a la obtenida con el metodo de esferoplastos (Scorer et al
1994). La presente metodologia fue modificada para facilitar la manipulacion (version de
volimenes escalados a 1/2).

1. Se creci6 5 mlde GS115 en YPD en un tuvo cénico a 30°C teda la noche.
Se inoculé 500 ml de YPD en un matraz de 1 | con 0.1-0.5 ml de cultivo de
toda la noche. Se crecié toda la noche hasta obtener una DOgpo = 1.3-1.5.
Se centrifugd las células a 4000 x g por 5 min a +4°C (Se dividid en
alicuotas de 50 mlc/u = 10 tubos). Se descartd el sobrenadante tanto como
fue posible. Se resuspendié c/u de las pastillas con 50 ml de agua estéril
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enfriada en hielo. Se centrifugd las células nuevamente, se descartd el
sobrenadante, se resuspendié en 25 ml de agua estéril enfriada en hielo c/u,
y se junté los volumenes de dos en dos (5 tubos, 50 ml c/u). Se centrifugd
las células nuevamente, se descartd el sobrenadante, se resuspendié y se
mezclé las 5 pastillas en 10 ml de sorbitol 1M enfriado en hielo (1 tubo con
10 mL). Se centrifugé las células, se descartdé el sobrenadante, se
resuspendié la pastilla en sorbitol 1M enfriado en hielo, se llevd a un
volumen final aproximado de 1-1.5 ml (Se aford en tubo de 2 mL).

2. Transformacién: se quitd la envoltura de plastico a las cubetas de 0.2 cm y
se colocaron en hielo, junto con la camara de seguridad. Se ajustd el
aparato GenePulser a 1.5 kV (Eo=7.5 kV/em) y 25 pF. Se ajusid el
controlador de pulso a 200 Q. Con esto se debe producir un pulsc con un
tiempo constante de 4.5 a 5 mseg. Se mezcld generosamente 80 yl de las
células del paso 1 con 20 pg de DNA linearizado (en 5-10 pl de
amortiguador TE) en un tubo de polipropileno y se transferio a la cubeta de
electroporacion de 0.2 cm previamente enfriada en hielo. Se incubé la
cubeta con la células en hielo por 5 minutos, se golped suavemente la
cubeta, haciendo que baje el contenido, para que estuviera en contacto con
ambas caras del aluminio de la cubeta. Se colocé la cubeta en la camara de
seguridad fria. Se presioné las cubetas para que hicieran contacto con los
electrodos en la base de la camara. Se aplicd un pulso con los ajustes
previamente fijados. Se removio la cubeta de la camara, e inmediatamente
se afiadid 1 ml de sorbitol 1 M a la cubeta. Se mezclé generosamente el
contenido con una P1000. Se transferié a un tubo de microcentrifuga estéril.
Se incubé las placas a 30°C hasta la aparicién de colonias (2-6 dias). Se
tamizé los fenotipos Mut*/MulS por PCR.

Se evalud el experimento de transformacion. Al término de los 4-6 dias, se
observo transformantes His+ en las placas. La eficiencia de transformacion debe ser
entre 103 a 104 transformantes His*/ug de DNA usado. No se deben tener colonias en
el testigo sin DNA o en la placa de transformacion con pBR322, ni en la placa sin
células.

Tamizaje de transformantes Mut® y MutS: La linearizacién con Bg! Il de pPIC9
y pPICI9K favorece la recombinacion en el locus AOX1. El desplazamiento del gen de la
alcohol oxidasa tiene una frecuencia del 5-35 % de las transformantes Hist. Por
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replicacion de placas con medio Minimo con Dextrosa (MD) versus medio Minimo con
Metanol (MM), los transformantes que son His+ y a su vez Mut* o MutS pueden ser
distinguidos. La linearizacion de las construcciones con Sal/l o Stu | da transformantes
Mut* mayoritariamente. La recombinacion se favorece en el locus HIS4.

2.3.2.2 Tamizaje de Multicopias.

pPIC9K posee el gen bacteriano Kany (kan, del transposén Tn903 que aporta
la resistencia a kanamicina en bacterias), que confiere resistencia a geneticina (G418)
en Pichia. El nivel de resistencia a geneticina depende basicamente del nimero de
copias del gen de kanamicina integradas en el genoma de la levadura. Con una sola
copia de pPIC9K se logra resistencia a una concentracion aproximada de 0.25 mg/mL,
mientras que multiples copias pueden proporcionar resistencia a concentraciones
desde 0.5 mg/ml (2 copias) hasta 4.0 mg/ml (7-12 copias). Debido a que e! gen Kanr
esta incluido en el mismo DNA del cassette de expresion que lleva también al gen de
interés, se puede inferir que las clonas son también multicopias para éste Gitimo.

Eltamizaje de transformantes resistentes a G418 aunque maneja un nimero
reducido de clonas y es tediosa, es una técnica segura. Involucra crecimientos
sucesivos de clonas en placas de microtitulacion, donde todas las clonas finalmente
alcanzan la misma densidad. Se colocan 10 pl de c/u de los cultivos en placas YPD-
G418 y se determina la resistencia a G478. Se debe tener precaucion pues se tiende a
obtener falsos positivos cuando se tamiza con G418; por lo que es muy importante
purificar las clonas resistentes que se han crecido en caldo YPD y confirnar su
resistencia creciéndolas en placas YPD-G418.

Método: se requiere de tres juegos de parejas de placas de microtitulacion
(6 en total) para tamizar 180 recombinantes His*. La idea es crecer las clonas a
aproximadamente la misma densidad por inoculaciones sucesivas para asegurar el
numero equivalente de células que se colocaran en las placas con G478. Debe
recordarse incluir controles para comparar con clonas con una copia del gen. Por cada
100 clonas, se puede esperar aislar entre 1y 10 clonas resistentes a G418.

En condiciones esteriles, se afiadié 200 pl de caldo YPD a cada pozo de la
placa de microtitulacion. Se inoculdé cada pozo del primer juego de placas con una
transformante His+, usando un palillo de dientes y se agitdé para resuspender las
células. Se cubrid la placa de microtitulacion e incub6 a 30°C por dos dias (no requiere
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agitacion). Después de dos dias, se tomaron nuevas placas de micratitulacion y se
anadieron 190 pl de YPD a cada pozo. Se inoculd el segundo juego de placas de
microtitulacién con 10 pl del primer juego, con el uso de una pipeta multicanal. Se
aseguré que el segundo set de placas de microtitulacién estuviera marcado y orientado
en la direccion de los otros pozos. Se cubrid e incubd el segundo juego de placas a
30°C por toda la noche. Se prepard un tercer juego de placas de microtitulacion, se
inoculé e incubd, para luego resuspender las células en cada pozo con la pipeta
multicanal. Se tomaron 10 ul de cada pozo y se inocularon en placas de YPD con 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. Se colocd
en un patrén regular usando una cuadrfcula debajo de la placa. Se dejé absorber el
liquido y se incubd las placas a 30°C. Se revisd después de algunos dias (2 a 5) para
ver el surgimiento de las clonas resistentes a G418. Posteriormente se procedid al
analisis de los resultados.

Generalmente se espera obtener pacas colonias resistentes a G418 y éstas
pueden presentar diferentes tamanos, pero la morfologia debe ser igual. Se debe
enlistar las colonias resistentes a G418, y confirmar el nivel de resistencia a G418
observado para cada colonia. Puede no encontrarse colonias resistentes a
concentraciones de G478 de 2.0, 3.0 0 4.0 mg/mL. Las colonias resistentes a estos
altos niveles de G418 son muy raras y por lo tanto se debe tamizar cientos de colonias
de transformantes His+ para lograr obtener colonias resistentes a tales
concentraciones de G4718.

Analisis de la presencia del inserto por PCR. la PCR en condiciones
estandares solo verifica la presencia del gen, no puede precisar cuantas copias del gen
estan integradas en el locus o en que locus lo estan. Deben incluirse como testigos al
vector sdélo y a la construccién original con una copia, para interpretar el resultado de la
PCR. No se garantiza que multiples copias del gen incrementen la cantidad de proteina
expresada, mucha gente opta por proceder directamente a la expresion y ver cual de
estas colonias sobreexpresa la proteina (refer). Debe asegurarse de que todas las
colonias resistentes a G418 tengan también el fenotipo Mut™ para una expresion
apropiada.

Determinacion del numero de copias. Si se encontrd que las
recombinantes His+ resistentes a G418 sobreexpresan la proteina, se debe cuantificar
el nimero de copias del cassette integrado por hibridacion Southem blott o Dot blott
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cuantitativo (Brierley, ef al., 1994; Clare, et al.,, 1991a, Romanos, et al. 1991; Scorer, ot
al., 1993; Scorer, et al., 1994).

2.3.23 PCR Analitico.

Método 1: Se estableci® un protocolo para la PCR, ajustando las
condiciones de reaccidn para ahorrar Tag DNA polimerasa, para obtener una relacién
de las bandas amplificadas cercana a 1 (una producto del genoma de Pichia y la otra
del cassette de expresién integrado) cuando se posee una sola copia del cassette de
expresion en el genoma de Pichia . Este protocolo se debe realizé con DNA gendmico
cuantificado. Nos pemnitid identificar clonas multicopia (Sanchez, 1998), mas no
precisar el nimero de copias del cassette de expresion integrados en el genoma
(TABLAS 13y 14).

TABLA 13.
CONDICIONES DE REACCION DEL METODO 1.

' .....Reactivo concentrado - Concentracion final

e AGUE eS1EN oSO
: \Z .. Amortiguador 10X 11X
MgCl2 (25 mM) 1.5 mM

AT AU dNTPs (10 mM) 0,2 M

Oligo 5 (SuM) 0.5uM

T Oligo 3" (5M) D.5uM

OO .11 1 OO SO S%

{ — DNAg (50 ngiuL) : 2. ngfut

ottt L GONA POl (Sufpl) 1425 pb

AT NE P, Volumen total e 29 L i

Método 2: Este protocolo solo es recomendable para la comprobacion de la
integracion del cassette de expresion en el genoma de Pichia y permite analizar un gran
numero de clonas recombinantes. No puede ser usado para identificar clonas
multicopia, pues se practica con lisado celular donde el DNA no estd cuantificado,
debido a esto, no se obtendrian resultados confiables en lo que respecta a la relacién
1:1 producto del cociente de los productos amplificados a partir del cassette de
expresion y el DNA gendmico.

Para la obtencion del lisado celular, primero se toma 1 pl del asentamiento de
un cultivo liquido, o de la pastilla si se centrifugd, o un pequefo trozo de colonia y se
lleva a un volumen de 10 pl con agua estéril se afiaden 5 pl de una solucion de liticasa a
5U/uL, se mezcla e incuba 10 min a 30°C, se congela por inmersion en nitrégence liquido
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por 1 minuto, antes de utilizar el lisado, se centrifuga por 3 min a 14,000 rpm o maxima
velocidad en una microcentrifuga y se recupera el sobrenadante.

Las condiciones de amplificaciobn se ajustaron para poder realizar una
rapida determinacion, a partir de restos celulares tratados con liticasa (TABLAS 14 y
15).
TABLA 14,
CONDICIONES DE REACCION DEL METODO 2.

Reactivo concentrado

Concentracion final
Agua MiiQ :
Amortiguador 10X 1X
MgClz (25 mM) 1.5mM
dNTPs (10 mM) 0.2 yM
: Oligo §' (5uM) 0.5uM
: Oliga 3' (5uM) 0.5uM
i DMSO 2%
'_” Lisado celular i 1/5 del volumen final de Reaccion
TagDNA pol (5u/ul) ; 1 /25 L
: Volumen total 25 uL

TABLA 15.
PROGRAMAS DE AMPLIFICACION DEL METODO 1 Y METODO 2.

.....................

Paso Temperatura Tiempos Método Tiempos Método 3
1 94'C 5 min 5 min ;
{ 2 94°C 45 seg 45seg ;
r 3 60°C 1 min 1 min

4 72'C 2 min 2 min

5 18 ciclos 30 ciclos

L g 72C 10 min \ 10 min

Los dos protocolos anteriormente mencionados utilizan programas de
amplificacion distintos, pero los mismos reactivos para la reaccion de amplificacion.
También difieren en la calidad y cantidad del DNA a amplificar (DNA extraido y
cuantificado o lisado celular). Los oligenucledtidos utilizados se denominan 5'y 3' ACXT,
por que se aparean por complementariedad a las regiones homologas en los extremos
del gen AOX1, mismas que también flanquean al gen de interés clonado en el vector.
Cualquier region incluida entre las dos regiones homdlogas a los oligonucledtidos es
amplificada: el producto amplificado del gen AOX1 es de 2,100 nuc, mientras que el

producto amplificado a partir del gen de interés contenido en el cassette de integracion
se estimd en 1044 nuc.
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2.3.24 Fermentaciones.

Se inoculé sembrando por estrias en tres campos en una placa con agar
YPD, a partir de un "stock" conservado en glicerol al 15% a -70°C. Se incubé a 30°C
hasta la aparicién de las colonias (generalmente dos dias). Se recogié una colonia de la
placa y se inoculé en 25 ml de medio BMG (Medic minimo amortiguado y glicerol)
contenidos en un matraz de 250 mL. Se tap6 la placa con papel parafilm y se guard6 a
+4°C para poder usarla posteriormente (maximo 3 semanas). Se incubé el matraz a
30°C en agitacién a 250 rpm. Se tomaron alicuotas de 100 ul que se diluyeron 1:10 con
BMG. Se midié la DO a 600 nm hasta que el cultivo alcanzé una D.0.24.0. Se tomé¢ el
volumen de cultivo necesario para obtener la DO, _=1.0 en 25 ml de BMM o BMG, se

centrifugd a 5,000 rpm por 5 min y se resuspendio la pastilla obtenida en BMG o BMM
hasta completar 25 mi (relacion 1:10). Se revisé que la DO, fuera aproximada a 1.0

y se registrd la lectura obtenida. Se pasé la suspension al matraz anteriormente usado
y se agregd metanol a una concentracion de 0.5%. Se determind la DO, . - Se incubd

a 30°C en agitacion a 250 rpm. Luego se midio la DOgy,, €a@da 24 h, haciendo una

dilucion de 1:100 con HpO destilada. Se agregé metanol cada 24 h a igual concentracion

hasta tener un tiempo de fermentacién de 144 h (FIGURA 16).

30°C
‘A a
25 mL de BMG 25 mL. de BMM
clonas (Gliceral) (Mstanol 0.75%)
DOGOO =10
L
=
- * Mwio de CuTtiVO |muba! a 30°C
—-— e . 250rpm, agregar
- Andlisis de metanol cada 24h
proteinas en gel y determinar DOy
m de poliacritamida
-

0 24 48 72 98 120

FIGURA 16. Diagrama de flujo para la fermentacién en matraces de 250 m! y su
posterior analisis. El estudio abarca desde la propagacion de la clona a
partir de una caja de petri, hasta el analisis del lisado celular en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE.
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Se realizé la lectura de la densidad éptica del cultivo, procurando que la
dilucién no excediera de 0.5 DOggonm: ¥ cuando fue necesario se diluyé mas para evitar

error en |la determinacién de la DOggpam:

2.3.25 Dialisis del Medio de las Fermentaciones.

Se enfrié tres vasos que contenian dos litros de agua destilada cada uno
hasta alcanzar una temperatura de 4°C. Se remoj6é las membranas de dialisis en agua
destilada 15 min. Se hicieron dos nudos en la parte inferior de la membrana de dialisis, y
se agregd el medio de la fermentacion, para luego hacer un nudo en la parte superior,
donde luego se amarrd un hilo para sostener la membrana en el vaso. Se dializd el
medio fermentado en el agua destilada fria. Se cambié el agua cada dos horas,
realizandose dos cambios de agua en total. El medio dializado se concentré en un
evaporador centrifugo al vacio, llevando a un volumen 20 veces menor que el original.

2.3.26 Lisis celular.

Se requirio preparar Amortiguador de Ruptura (BB), y perlas de vidrio
lavadas con acido sulfirico 2 My § volimenes de agua bidestilada estéril. Se tomé las
pastillas de células y rapidamente se puso en hielo, se resuspendié en agua bidestilada

estéril para determinar la DO, . con una dilucién 1:100. Se tom¢ el volumen necesario

para tener una DOggonm de 20 en un volumen de 200 ul (completar a 200 pl con agua
bidestilada estéril) y se afiadieron 500 pl de BB. Se resuspendio y centrifugé a 14,000
rpm/3 min a temperatura ambiente y se resuspendié nuevamente pero ahora en 200 i
de BB (ODgpg = 20.0). Se afiadioé un volumen equivalente de perlas de vidrio (0.5 mm de
tamano) lavadas con acido. Se estimdé el volumen equivalente en un tubo de
microcentrifuga de 0.5 mL. Se agité 30 seg en agitador, se incubd en hielo por 30 seg.
Se repitio para un total de 10 ciclos (esto reduce la desnaturalizacion de |la proteina). Se
centrifugé a velocidad maxima por 5 min a temperatura ambiente. Se transfiric el
sobrenadante claro a un tubo nuevo de microcentrifuga. Se tomaron 50 pl del
sobrenadante (lisado celular) y se mezcld con 50 ul de amortiguador de muestra 2X. Se
calentd en bafic en ebullicion por 10 minutos y usaron de 10 a 20 ul por carril. La
muestra restante se almacené a -20°C. Los lisados celulares pueden ser almacenados
a -80°C para analisis futuros.
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2.3.2.7 Geles de Poliacrilamida SDS-PAGE.

El limite de deteccion para SDS-PAGE tedido con azul de Coomassie es de 1
Hg por banda, mientras que para el tefiido con plata es de 0.1 pg. La electroforesis en
minigeles se hizo a voltaje constante de 20-30 v/cm de longitud del gel. El gel se prepar6
con los ingredientes y las concentraciones indicadas en la TABLA 16 (APENDICE E).

Primero los vidrios son lavados con detergente, luego enjuagados con agua
y secados con etanol, posteriormente son ensamblados en la camara de acuerdo a las
especificaciones del equipo. Posteriormente se afladen en un tubo de 15 ml con tapén,

los ingredientes de la TABLA 17 uno por uno en el orden ilustrado (al momento de afiadir
cada uno se mezcla por inversion).

TABLA 16.
REACTIVOS Y CONCENTRACIONES REQUERIDAS PARA EL GEL SEPARADOR.

‘Reactivo Concentracion reguerida
.Agua Milli Q .
B\ I111]) W W Tris HCl 1.5 M pH 8.8 375 mM
N SDS 10%, 0.1%
4 Acrilamida 30% 12 %
TIPSl PSA 10% 0.033%
A TEMED 0.0686 %
. Total 10 mL

Una vez mezclados los ingredientes, se vacié la mezcla del gel separador y
se cubrid con una capa de HpO destilada de 1 cm de espesor. Se esperd una hora a

que ocurriera la polimerizacion. Se retiré el HoO con papel secante y se prepar6 el gel
concentrador (TABLA 17):

TABLA 17,
REACTIVOS Y CONCENTRACIONES REQUERIDAS PARA EL GEL CONCENTRADOR.

| R L P P P O P P T P T P TR R PP NP RIN T

R Reactivo Concentracién requerida

5 eeresra st s nd ACTIAMIR 30% . | ooceconiorosbesssesssseamessrsmssssessssssssssssemesres 4%

. TrisHCI05MpH68 . 125 MM s
! e 209, 10% . 0.1%. .
SO . 111 1.5 11115 * J

AN L LA o) 0.05%

v JEMED . 0.1%...rres st :
i . VolumenTotal " TTTTTCTTTTTTTTTTTTTTAQOML
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Se vacio la mezcla para el gel concentrador y se coloco el peine, se espera
45 min a que polimerizara, se colocoé el gel en la camara y se llenaron con amortiguador
los compartimentos de ésta. Cuando la muestra era liquida, se mezclé un volumen con
un volumen de amortiguador 2X. Cuando la muestra era seca, se diluyd el amortiguador
2X a 1X y se reconstituyd la muestra. Se calentd en bafio Maria a ebullicién por 5 min en
tubos de microcentrifuga de 0.5 mL. Se colocaron como maximo 20 ul por carril. Se
corrié a 80 V hasta que el colorante llegé al gel separador, y luego se subié a 120 V. Se
corrié hasta que se saliera el azul de bromofenol. Se tifio con cuidado, para lo cual se
desmonté el gel y se eliminé la porciéon del gel concentrador. La otra porcion, la del gel
separador, se sometié a las soluciones y tiempos de agitacién (a 10 rpm) siguientes:
Solucion fijadora=30 minutos; Solucion de Coomassie=45 minutos;, Solucion
decolorante=toda la noche con cambios de solucién. Cuando estuvo destefido, se dejd
en agitacion con agua.
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CAPITULO 3
RESULTADOS
3.1 Primera Fase.
311 Oligonucleétidos Disefiados para Amplificar bGH por PCR.

Se efectud el disefo de los oligonucledtidos que permitieron tanto amplificar
por la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) el DNAc de bGH, como modificarlo
durante la amplificacion para facilitar su insercion correcta en el vector de integracion
para P. pastoris. Dichos oligonucleétidos flanquean los extremos 5 y 3' del DNAc de
bGH; el oligonucledtidoc 5’ se ubico para que fuera complementario a los primeros 6
codones de la proteina madura, y en el extremo §' del mismo oligonucledtido se agrego
una secuencia (sitio de restriccion para la endonucleasa Xho I) que permitid
posteriormente la clonacion del DNAc de bGH amplificado por la PCR, en registro con la
misma fase de lectura que la secuencia sefial del factor alfa contenida en los vectores
pPIC9y pPICIKbGH. El oligonucleétido 3' se diserié de manera que fuera complementario
a 17 nucledtidos del extremo 3' del DNAc de bGH, incluido el coddn de terminacién, y al
mismo tiempo se le incluyd un sitio de reconocimiento para la endonucleasa de
restriccion Avr I (FIGURA 17).

Los criterios tomados en cuenta para la seleccion de la secuencia de los
oligonucledtidos fueron: especificidad, longitud y temperatura teérica de apareamiento al
DNA molde, la cual resuité de 66.6°C.



58

A)
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37 cCeeTC TTCCCAGCCATGTCCTTGTC 3° Secuencia del oligonuclestido 5
] SRARARARRERRARANRNN

§° ctcaggtggtgggegocttoecagocatgtecttgteegg 3"  Secuencia 5' original del DNAc de beH

@ Amplificaciones sucesivas

5" CCGCTCGAGAAAAGATTCCCAGCCATGTCCTTGTC 3° Secuencia del oligonucledtido 5'
R RN RN AR NN AN AR ARN

5°  CCGCTCGAGAAAAGATTCCCAGCCATGTCCTTGTC 3° Secuencia %' del producto amplificado

Oligonucledtido 3

- agctgcgecttectagttgeccagecate 3~ Secuencia 3’ original del DNA¢ de bGH
TP i .

5
37 CGACGCGGAAGATCggatcccgg 5° Secuencia del oligonucleétido 3'

G Amp|ificaciones sucesivas

5: Wﬁﬁﬁﬁﬂ%? 3~ Secuencia 3’ del producto amplificade

3° CGACGCGGAAGATCggatccegy 5 - Secuencia del oligonucledtido 3 del ONAc

FIGURA 17. A) Regiones donde se aparean los oligonucleétidos 5'y 3' en el DNAc de
bGH. B) Cambios introducidos por los iniciadores durante la PCR en el
producto ampiificado. El oligonucledtido 5' tiene una longitud de 35
nucledtidos de los cuales solo se aparean 25 nucledtidos; el

oligonucledtido 3' tiene una longitud de 23 nucleétidos de los cuales 17 se
aparean con el DNAc de bGH.

3.1.2 Condiciones Establecidas para la PCR.

Se monté una estrategia para determinar la concentracién del ibn Mg**
optima para la amplificacién. Se realizaron 5 experimentos a concentraciones distintas
de MgCl2 (de 1 mMa 3 mM con incrementos de 0.5 mM), manteniende todos los demas
parametros constantes. Dada la alta sensibilidad de la técnica de PCR, se trabajd con
0.4 ng/pl del DNA molde.
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En la TABLA 7, se ilustra el ensayo de ajuste de concentracién de MgCi

para mejorar la produccioén del fragmento amplificado por PCR.

Una vez montada la reaccion, se inicid el programa de temperaturas y
tiempos requeridos en cada ciclo, tal y como se muestra en la TABLA 8.

El producto amplificado con una longitud de 599 nucledtidos se analizé a
partir de 5 pl de la reaccion en electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE, tinendo

con bromuro de etidio para su analisis bajo luz ultravioleta. El mejor resultado se obtuvo
con 2 mMde MgCl,.

3.18 Clonacién del DNAc de bGH en el Vector pPICS.

La transformaciéon de las bacterias calcio-competentes se realizé6 con 1 pl
de la reaccion de ligacion (69 ng correspondientes al vector) diluido 1:5 con TE (TABLA
18), del cual se obtuvieron 62 clonas recombinantes. De éstas se hicieron
minipreparaciones a 53 y a un testigo de transformacién. Del control negativo de ligacion
se obtuvo una colonia (69 ng del vector sin ligasa), lo que indicé que el vector fue
digerido casi en su totalidad. El DNA de un vector en forma superenraliada (sin digerir)
tiene una eficiencia de transformacion de 10-100 veces mayor que un DNA circular

producto de una reaccion de ligacion, debido a que este ultimo, se encuentra en forma
relajada.

TABLA 18,
CONDICIONES DE LA REACCION DE LIGACION PARA
OBTENER EL VECTOR pPIC9bGHTagq.

[ REACHVES Condiciones T
"DNA pPlCQhGHZZk y dlgerldo 27.6 ngfuL
reeeossseen con Xho VAvr |) N
: Producto ampificado y digerido 27.6 ng/pL
L e SONXPO MAVE 1L oo ene e seneseesesesseenessiee
H20 5=
{  Amortiguador de ligasa 5 X diluidoa1X
AR Ligasa (1ul).......... ,.01U/PL ..........................
L s dvoumen totall o8 e M i
L Yiempo deincubacien i pori6h .
Temperatura de mCUbacuﬁn a 16°C

.(Clonas obtenidas) ...mocedE2hnminnnnns



314 Caracterizacién Enzimatica de las Clonas pPIC9bGH.

Se seleccionaron al azar 14 de los DNAs plasmidicos de las
minipreparaciones de las clonas obtenidas, se les caracterizé enzimaticamente con Bg/
II, con el fin de diferenciar las clonas pPICShGH22k de las clonas pPICSbGH (TABLA 9).
Debido a que la ligacién se realiz6 con una mezcla de tres fragmentos (uno
perteneciente al vector, otro perteneciente al DNAc de hGH22kDa y otro perteneciente
al DNAc de bGH) se esperaba obtener dos tipos de clonas: las portadoras del vector
pPICShGH22K (tres sitios para Bg/ Il) y las portadoras del vector pPICO9bGH (dos sitios
para Bgl ll).

Al comparar el patrén de digestion tedrico de las clonas con el patron de
digestién obtenido, se corroboro la integridad de las clonas y se pudieron diferenciar las
portadoras del DNAc de bGH de las portadoras del DNAc de hGH22K (TABLA 9).

De las 14 clonas caracterizadas (clonas 9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 51,52), 6 resultaron portadoras del DNAc de bGH (Clonas 9, 14, 16, 20, 51 y
52)y las 8 restantes del DNAc de hGH22K (Apéndice B). Un gel representativo de las
caracterizaciones realizadas se muestra en la FIGURA 18.

FIGURA 18. Caracterizacion enzimatica con Bg/ Il de algunas de las clonas
recombinantes obtenidas. Carril 1) pPICO9hGH22K; 2) Clona 9; 3) Clona 10;
4) Clona 12; 5) Clona 14; 6) Clona 15; 7) Clona 20; 8) Clona 21. Con las
flechas se indican las clonas con el DNAc de bGH.
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3.1.5 Secuenciacién de las Clonas.

Se seleccionaron cuatro de las 14 clonas (9, 14, 20 y 51) para determinar
su secuencia nucleotidica a partir de los extremos 5'y 3' del DNAc de bGH, empleando
los oligonucleétidos 5'y 3' AOX1, los cuales se aparean en las regiones 5'y 3' AOX1 de
los vectores pPICS y pPICSK (FIGURAS 3 y 4, Apéndice B). Para verificar la region

interna, se utilizaron unos oligonucleétidos que se aparean dentro del DNAc de bGH
(FIGURA 19).

FIGURA 19. Representacion del area secuenciada en las clonas, con el uso de los
oligonucledtidos 5’A0X1, 3'’AOX1, oligo interno y oligo interno reverso.
Con cada oligonucleétido usado para secuenciar se lograron leer hasta
300 nucledtidos del DNAc de bGH, incluida gran parte de los extremos
no traducibles 5’A0X7y 3'AOX1.

Contrario a lo que se esperaba, se encontraron de 2 a 3 mutaciones al azar
por clona (3 mutaciones por cada 541 nucledtidos), las cuales fueron originadas por
errores introducidos durante la amplificacion por la DNA polimerasa Taq. Un ejemplo de
las mutaciones encontradas se muestra en la autorradiografia de la FIGURA 20, en
donde se comparan dos clonas (clonas 14 y 20). En la clona 20 se encontrdé una
mutacién en la region mostrada, la cual es una mutacion silenciosa, pues no cambia el
aminoéacido codificado; la secuencia correcta para esta region la presenta la clona 14.



FIGURA 20. Autorradiografia de gel de secuenciacién. Se muestra una clona con la
secuencia normal en esta region (clona 14) y una con una mutacion
silenciosa (clona 20).

316 Transferencia y Reparacién del DNAc de bGH en pPIC9K.

Comparando las mutaciones detectadas en las clonas, se encontré que
ninguna de ellas tenia una secuencia codificante integra (es decir sin cambios en los
aminoacidos codificados), por lo que se opt6 por seleccionar una de ellas, para reparar
la secuencia errénea (FIGURA 21). La estrategia de reparacién elegida consistié en
tomar el fragmento desde el extremo 5' de bGH hasta el sitio Apa | de la clona 20, el
fragmento desde el sitio Apa | hasta el sitio Xba | del vector pMALcbGH (Martinez, 1994)
y del sitio Apa | a Avr ll del vector pPICOK (FIGURA 15).



63
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FIGURA 21. Esquema en donde se ubican las mutaciones encontradas en las clonas
9, 14, 51 y 20. A) encontrarse que la clona 20 presenta solo dos
mutaciones, una de ellas silenciosa, se plante6 reparar el area con la

mutacion en el nucleotido 1655, y clonar a la vez el DNAc de bGH en
pPICSK.

De ia transformacion con la reaccidn de ligacién (1 pl de ligacidon + 100 pl de
bacterias FSB) se obtuvieron 9 clonas, de las cuales al caracterizar con Bg/ Il y Sac
+Not |, se verificé que 4 portaban el DNAc de bGH. Se determind la secuencia

nucleotidica de la region reparada en dos de las clonas (clonas pPICSKbGH #1 y #5),
corroborando su correcta codificacion (FIGURA 22).



FIGURA 22. Autorradiografia de dos clonas reparadas pPIC9%bGH. la porcion del gel
de secuenciacion aqui incluido, muestra la secuencia nucleotidica de dos
clonas distintas de pPIC9KbGH en la regién reemplazada con la region 3'
del DNAc de bGH proveniente del vector pMALcbGH. La mutacion
presentada por la clona 20 fue reemplazada por la secuencia que se
ilustra en las clonas 1y 5 (secuencia complementaria).

3.2 Segunda Fase.

3.21 Transformacién de P. pastoris con la Técnica de Electroporacién.

Después de verificar la secuencia nucleotidica de la clona reparada, se
procedi6 a digerir el DNA del vector pPICOKbGH (clona 1) con las enzimas Bg/ lly Sac |
por separado. Se transformé P. pastoris con 20 ug de cada digestion, obteniendo 44
clonas con Bgl/ Il y 1018 clonas con Sac |. Con esto se determiné que la eficiencia de
transformacion con Bgl Il es 23 veces menor a la transformacion con DNA del vector
digerido con Sac |; resultados semejantes estan reportados en la literatura (Scorer et
al., 1994).
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La eficiencia de transformacién con la técnica de electroporacion fue de
50.9 clonas por pg de DNA digerido con Sac |, y de 2.2 clonas por ug de DNA digerido
con Bg/ Il (FIGURA 23). Con esta técnica se reportan eficiencias de transformacion de

1000-10,000 clonas por ug de DNA, por lo que nuestros resultados revelaron una
eficiencia de transformacién muy baja (FIGURA 23).

FIGURA 23. Condiciones en las cuales se realizd la electroporacion de la cepa

GS115. Se incluyeron un control de presencia de contaminacion (TE) y
tres DNAs distintos.

3.2.2 Estandarizacion del PCR Semicuantitativo para Pichia pastoris.

Se efectuaron experimentos para determinar de modo aproximado las
condiciones mas favorables para detectar el cassette de expresion integrado en el
genoma de Pichia, las condiciones de reaccion que se mantuvieron constantes en los
ensayos se ilustran en la FIGURA 24. Se modificé el programa de amplificacion (PCR)
previamente ensayado por Escamilla (1996), reduciendo el tiempo de desnaturalizacion
e incrementando el tiempo de extension y la cantidad de DNA polimerasa Taq 2.5 veces
(FIGURAS 25 y 26). A su vez, se observd el cociente de las bandas 2,105/1,042
producto de la amplificacion, seleccionando el experimento cuyo cociente estuviera mas
cercano de 1 (usando como punto de referencia a la clona unicopia GS115-
pPIC9hGH22K), para poder identificar clonas multicopia.



FIGURA 24. Condiciones de reaccién fijadas por Escamilla en 1995. Se muestra el

primer factor que se modificé en esta tesis: la concentracion de la DNA
polimerasa Taq.

FIGURA 25. Programas de amplificaciéon usados en este trabajo. El programa A es el
inicial. Los programas By C fueron los utilizados para ajustar el cociente

de la intensidad de las bandas producto de la amplificacién; es decir,
para hacer la PCR lo mas semicuantitativo posible.
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FIGURA 26. Optimizacion de la PCR. Las variables involucradas en los 8 experimentos
de PCR realizados fueron: la concentracion del DNA, la presencia o
ausencia de DMSOYy el tiempo de extension.
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Al analizar los resultados obtenidos de los ensayos, se determiné que el
ensayo numero 8 (FIGURAS 26 y 27) presentd las condiciones mas favorables para
obtener una cantidad aceptable de producto amplificado y un cociente cercano a 1,
siendo éstas una unidad de DNA polimerasa Taq por reaccién, 5% de DMSQ, 2 ng/pl de
DNA genémico de Pichia, y un tiempo de extensién de 2 minutos a 72°C (FIGURA 26).
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FIGURA 27. Grafica donde se ilustra la intensidad y proporcién de los productos
amplificados para cada ensayo. El cociente resultante de los productos
amplificados de cada ensayo fue 1.193 para el ensayo 1; 1.923 para el 2;
0.000 para el 3; 1.824 para el 4; 2.477 para el §; 1.700 para el 6; 0.309
para el 7, 1.373 para el 8. El ensayo #1 presenté el cociente mas cercano
a 1, pero la intensidad del producto amplificado es muy baja. El ensayo 8
presentd un cociente de 1.4 y una intensidad de producto amplificado
aceptable.

323 Confirmacion de la Integracién del Vector pPICSKbGH en GS115 por
PCR.

Para corroborar la integracion del vector pPICSKbGH se realizd la
amplificacién con las condiciones de reaccidén del método 2 (descrito en materiales y
métodos), usando lisado celular, de 7 clonas seleccionadas al azar que crecieron en
ausencia de histidina. Se logré compraobar la integracidn del cassette de expresién en
todas ellas (FIGURA 28), pues la PCRgenerd la banda de 1042 pb.



b) banda de 2105 pb c) banda de 1042 pb
(gen endégeno) (cassette de expresién bGH)

FIGURA 28. A) llustracién de los sitios donde se aparean los oligonucledtidos en el
genoma de GS115 (a), b) Amplicon de 2105 pb, ¢) Amplicén de 1042 pb,
d) Oligonucleétido 5'A0X1, e) Oligonucledtido 3AOX1. B) Deteccion del
vector pPICO9KbGH integrado al genoma de las clonas seleccionadas; 1)
clona pPICOhGH22k, (-) control de contaminacién, GS115 cepa de P.
pastoris y las siguientes son clonas GS115 del vector pPICSbGH, 2) A3,
3) A7, 4) A11, 5) A12, 6) B2, 7) BS y 8) B7. La reaccién de amplificacion
se realizd con las condiciones del método 2 de amplificacion establecido.

3.24 Tamizaje de Clonas Multicopias en G418.

Los resultados del tamizaje con geneticina (G418) realizado a las 348 clonas
de Sac |y las 44 clonas obtenidas con Bg/ Il (un total de 392 clonas) se muestra en la
TABLA 19. Solamente 133 clonas crecieron a una concentracion de 2 mg/mL.

TABLA 19.
NUMERO DE CLONAS RESISTENTES A CUATRO CONCENTRACIONES DE GENETICINA.

Concentracién de G418 : _Clonas Sac | Clonas Bgl 1l
0.25 mg/mL 348 0
0.75 mg/mL 250 0
1.5 mg/mL 182 0
2.0 mg/mL 133 0
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3.25 Ensayos de Fermentacién.

Se seleccionaron 3 clonas para realizar los ensayos de fermentacion en
matraces de 250 mL con 1/10 de volumen de medio de cultivo (25 mL). Las condiciones
fueron las siguientes: crecimiento en BMG, induccion a una OD,,,, de 1.0, BMMa pH 6.0
y con 0.75% de metanol, afiadiendo metanol cada 24 h a una concentracion final de
0.75%, por un total de 144 h. Se procedi6é a dializar el medio de cultivo producto de la
fermentacién de 144 h y luego a concentrarlo y resuspenderio con buffer de muestra
1X en un volumen 20 veces menor al original, para despues someterlo al analisis en gel
de poliacrilamida SDS-PAGE. Los controles utilizados fueron 3 clonas multicopia
obtenidas con el vector pPICO9KhGH22k (Sanchez 1998), una clona unicopia obtenida
con el vector pPICOhGH22K (Escamilla 1996), y una clona obtenida de la transformacién
del vector pPIC9K; todas estas clonas obtenidas a partir de la cepa de Pichia pastoris
GS115 (FIGURA 29).

FIGURA 29. Andlisis del medio de cultivo fermentado (144 h). Carriles 1), 2) y 3)
corresponden a medios de cultivo de clonas pPIC9khGH22k-GS115
resistentes a concentraciones de geneticina mayores a 25 mg/mL; M)
marcador de peso molecular; 5) clona pPICIK-GS115; 6).7)y 8 clonas
pPICOKbGH-GS115 resistentes a concetraciones de geneticina mayores
a 0.25 mg/mL. Las fermentaciones se realizaron en medio BMG pH 6.0
(16 h) en la etapa inicial de fermentacién y BMM pH 6.0 (144 h) en la
induccién con metanol (0.75% de metanol cada 24 h).
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3.3 Tercera Fase.

3.3.1 Analisis del Medio de Cultivo.

El corrimiento del gel de poliacrilamida SDS-PAGE (12%) para el analisis de
las proteinas del medio de cultivo de las fermentaciones anteriormente mencionadas, no
revelo la presencia de BGHr (FIGURA 29). Como no se detecté produccion de BGHr en

el medio de cultivo se plantearon posibles causas que explicarian la ausencia de
produccién o deteccién de la hormona:

1) Una produccion de BGHr a un nivel no detectable en gel SDS-PAGE.

2) Ineficiente o nulo procesamiento del péptido sefial, debido a impedimento estérico

en el sitio de corte, impidiendo la secrecién de la hormona madura al medio de
culfivo.

3) Codones presentes en el DNAc de bGH infrecuentes o indeseables para Pichia.

4)  Estructura secundaria de alta energia de enlace en el RNAm transcrito cerca del

codoén de inicio de la traduccién, que interfiere con el acceso de éste por los
ribosomas.

5) Una regién de alto contenido de A+T en el DNAc de bGH, la cual emularia una
sefial de terminacioén de la transcripcion.

Se procedi6 a determinar si existia un problema de bajos niveles de
produccién, concentrando el medio de cultivo 30 veces, con lo cual no se logrd
visualizar BGHr en el gel. Se realizaron nuevamente fermentaciones a nivel matraz
(matraces de 250 mL, con 25 ml de medic BMM pH 6.0). Para explorar la segunda
alternativa, se procedi6 a analizar las proteinas producto de lisados celulares de células
inducidas y de células control no inducidas (Clonas PpPICSK, pPICShGH22K,
pPICIKhGH22K, pPICIKbGH), con lo que tampoco se logré determinar la produccion de
pre-BGHr (de 30.646 kDa).
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3.3.2 Analisis de los Lisados Celulares.

Para verificar si la BGHr estaba siendo producida pero permanecia en el
espacio intracelular, se procedié a analizar los lisados celulares. En los geles SDS-
PAGE de los lisados de células inducidas se visualizé una banda tenue a la altura de 22
kDa que al parecer no se encontraba en las células pPIC9K-GS115 inducidas y sin
inducir, en las clonas pPICOKbGH-GS115 sin inducir y en las clonas pPICShGH22k-
GS115 sin inducir. Dicha banda podria corresponder al producto de la expresiéon del
DNAc de bGHr o hGH22kr segun el caso, sin embargo no se pudo comprobar su
identidad como bGHr o hGH22kr, respectivamente, debido a la carencia de anticuerpos
especificos capaces de diferenciarlas (FIGURAS 30y 31).
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FIGURA 30. Analisis proteico de lisados celulares de tres clonas pPICOSKbGH-GS115.
Se logré6 determinar la presencia de la banda presumiblemente
correspondiente a la proteina pre-BGH de 30.6 kDa y una banda a la
altura aproximada a 22 kDa.
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FIGURA 31. Lisados celulares de tres clonas pPICOKbGH-GS115 inducidas y sin
inducir, en donde aparentemente aparece la banda correspondiente a
BGHr, en la clona pPICO9KbGH-GS115 inducida, y no en la clona
pPIC9KbGH-GS115 no inducida, al igual que en la clona pPICShGH22K
Dicha banda no se detect6 en pPIC9K-GS115, pero no se pudo
establecer si correspondia a la BGHr intracelular.

3.3.3 Cinéticas de Crecimiento.

A su vez se realiz6 una cinética de crecimiento comparativa entre las clonas
pPICOK-GS115, pPICOKbGH-GS115, pPIC9hGH22k-GS115 inducidas y sin inducir, no
encontrandose diferencias de crecimiento significativas entre las clonas inducidas, o
entre las clonas sin inducir; solo se encontré un aletargamiento normal entre las clonas
inducidas y sin inducir, debida al tipo de fuente de carbono suministrada (FIGURA 32).



73

FIGURA 32. Cinética de crecimiento de las clonas inducidas (BMM) y sin inducir
(BMG) pPIC9K-GS115 (9K), pPICOhGH22K-GS115 (LL), pPICSKbGH-
GS115 (3A). Las determinaciones de la densidad optica se realizaron
cada 24 h.

334 Re-verificacion de la Secuencia de las Clonas pPICSKbGH.

Al revisar nuevamente la secuencia que se utilizo para reemplazar el area
mutada (3' del DNAc de bGH) de las clonas pPIC9KbGH se encontré una delecion de
dos citosinas dos codones antes del codén de terminacion (FIGURA 33), con lo cual se
corre el marco de lectura y no se reconoce el codén de terminacion. Al correrse el
marco de lectura se dedujo que la proteina presentaria 8 codones adicionales, variando
el peso molecular total, de los 21,731 Da originales a 22,602 Da (FIGURA 34).



FIGURA 33.
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Autorradiografia de gel de secuenciacion en donde se muestra la
secuencia de dos clonas pPIC9kbGH con la delecién de las dos citosinas
antes del codén de terminacion. Como la mutacion esta presente en dos
clonas, se concluyé que la delecién proviene del vector pMALcbGH
(Martinez, 1994).
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FIGURA 34. Comparacion de los codones de la BGH nativay la BGHr con la delecion
de las dos citosinas antes del codon de terminacion.

Al analizarse los datos obtenidos se concluyé que la delecion provenia del
DNAc de bGH proveniente del vector pMALcbGH construido por Martinez-Torres
(1994). Sin embargo esta mutacion puede encontrarse solo en este lote de plasmido,
con el cual se trabajo; de esta manera la mutacién puede no provenir del vector
pMALcbGH original.

Aun asi, el hallazgo de estas ultimas mutaciones pareciera que tampoco
justifica la nula produccion extracelular de la proteina recombinante BGH.
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CAPITULO 4

DISCUSION

En el presente trabajo se generaron cepas de Pichia pastoris portadoras
del DNAc de bGH, que sin embargo al fermentarias e inducir la expresiéon del cassette
con metanol, no produjeron BGHr, detectable al menos en un gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes y teflido con azul de Coomassie.

4.1 Construccién de los Vectores pPICSbGHTaq y pPIC9kbGH-02:
411 El Vector de Integracidon pPICSbGHTaq:

Se produjeron clonas de E. coli XL1-Blue portadoras de este vector sin
problema alguno ni en la clonacién ni en su caracterizacién. Pero al secuenciar 6 de
ellas se encontraron mutaciones en el ODNAc de bGH, distintas en cada clona. Se
determind que tales mutaciones se generaron debido a los errores introducidos por la
DNA polimerasa Taq en el producto amplificado, por lo cual no se utilizaron estos

plasmidos asi generados para la transferencia completa del DNAc de bGH al vector
pPICS% (Apéndices A y B).

4111 Notas Sobre los Problemas por el uso de la Reaccién en Cadena de
la Polimerasa en la Construccién del Vector de Expresion.

Existe una dificultad en el empleo de la DNA polimerasa Taq en la PCR:
carece de actividad correctora. El promedio de errores en la replicacion celular del DNA
en la naturaleza es aproximadamente 1 en 10° nucledtidos. En el tubo de ensayo,
usando condiciones tipicas de amplificaciéon, la DNA polimerasa Tag incorpora un
nucleétido incorrecto por cada 5000 nucleétidos incorparados (Error = 2 X 10'4). Esto
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no es un problema serio en algunas aplicaciones de la PCR, a causa de que las
moléculas con el mismo error estan en proporcién pequeda respecto al nimero total de
moléculas sintetizadas. Pero los errores son importantes en los fragmentos de PCR que
luego se requiere desempefien una funcion, como en el caso de la produccién de
proteinas recombinantes.

El uso de DNA polimerasas de alta fidelidad en la PCR es esencial para
reducir la introduccion de errores en la amplificacién de productos de PCR que seran
clonados y expresados. Varias DNA polimerasas con actividad correctora dependiente
de exonucleasa 3' -» &' (Pfu, Vent, Deep Vent y UlTma) han sido introducidas para
amplificaciones por PCR de alta fidelidad (Clline et al., 1996; Flaman et al., 1994; Ling et
al.,, 1991)(TABLA 8). Flaman et a/., (1994) ha reportado que el error promedio de Pfu es
de 5 a 30 veces mas bajo que enzimas correctoras como Deep Vent y UiTma. Usando
diferentes ensayos de fidelidad, se encontré que el error promedio de Pfu es mas bajo
que la enzima no correctora de origen recombinante Tag (Cline et al, 1996; Barnes,
1994; Flaman et al., 1994, Lundberg ef a., 1991).

Se han estudiado algunos de los parametros que contribuyen en la fidelidad
de la replicacion, pero se requiere seguir investigandolos. La importancia de la actividad
correctora ("proofreading”) en la fidelidad de la replicacion del DNA fue demostrada en
el fragmento Kienow (Kunkel, 1988) y para Vent (Mattila et a/, 1991), en las cuales el
error promedio se incrementa 10 y § veces respectivamente, cuando la actividad
exonucleasa 3' -y 5'es suprimida. El error promedio de las polimerasas varia con la
composicion del amortiguador, pH incluido, concentracion de M92+ y concentracién de
nucledtidos (Ling ,1991; Ekert et al., 1990; Eckert ot al., 1993) (TABLAS 7 y 8).

Otras variables que afectan son el nimero de ciclos de la PCR, la
concentracién del templado y las unidades de polimerasa en la reaccidon. La
concentracién del templado influye directamente en las duplicaciones del templado y
esto en el error promedio (Cline et af., 1996).

Es posible reducir el porcentaje de error de la DNA polimerasa Taq
recombinante (carente de actividad exonucleasa 3' -» 5" ), con el consecuente
incremento de la fidelidad in vitro. Bajo condiciones de reaccion definidas, el error
promedio por nucleotido polimerizado a 70°C puede alcanzar a ser tan bajo como 105,

La frecuencia de mutaciones producidas responde a los cambios en la concentracion
de dNTPs, pH y de MgClp. Elerror promedio tan bajo observado se obtuvo a pH 5-6 (a
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70°C) o cuando el MgCR y los dNTPs estan presentes a concentraciones equimolares.

Lamentablemente estas condiciones no son practicas, pues el rendimiento del producto
amplificado se ve afectado (Eckert y Kunkel, 1990; Mattila, 1991).

TABLA 20.
ERROR PROMEDIO DE LAS DNA POLIMERASAS TERMOESTABLES Pfu,
Deep Vent, Vent, Taq Y UlTma.

Polimerasa Error promedio (x 10-6)
. x Desviacion estandar
Pfu 1.3+0.2
P.BG-D (Deep Vent®) 2702
T. lit (Vent®) 28+09
Tag 8+£39
Tma (ULTma®) i 5562

Fuente: Cline et al 1996.

41.2 El Vector de Integracién pPICSkbGH-02;

Para la construccioén de este vector fue necesario recurrir a una estrategia
alternativa, disefiada para poder transferir y al mismo tiempo reparar el DNAc de bGH
mutado de una clona pPIC3bGHTaq seleccionada. Para esto se eligid la clona #22, de la
cual se uso la porcion del vector construide comprendida entre los sitios Sac ly Apa |, la
cual abarca todo la regiéon &' de bGH que no presentd modificacion de los aminoacidos
codificados. Para reponer la porcion 3' de bGH con una de secuencia correcta, se uso
el vector pMALcbGH (Apéndices A y B). En tal clonacion (E. coli XL1-Biue) no hubo
contratiempos, se corroboré la reparaciébn por secuenciacion y se procedid a
transformar por electroporacién, se obtuvieron 1018 colonias con la digestién del vector
con Sac |y 44 colonias con la digestion de Bg/ |l. La diferencia en la eficiencia de
transformacioén con las endonucleasa de restriccién es semejante a lo reportado en Ia
literatura. No obstante, la eficiencia de transformacion por ug de DNA fue muy baja
(50.9 clonas por microgramo de DNA digerido con Sac |, y de 2.2 clonas por microgramo
de DNA digerido con Sac l); con esta técnica se reportan eficiencias de transformacién
de 1000-10,0600 clonas por ug de DNA. Sin embargo, hay que considerar que a mayor
cantidad de DNA transformante, menor eficiencia de transformacion (se recomienda
transformar con 5-20 pg de DNA) y que se opta mas por un exceso de DNA debido a
que a mayor cantidad de DNA, existe mayor probabilidad de eventos multiples de
integracion (clonas multicopias). En la eficiencia de transformacion también influye el
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contenido de sales de la solucién del DNA, la cual afecta la conductividad y el tiempo de
descarga del voltaje, durante la electroporacion.

Los resultados del tamizaje con geneticina (G418) realizado a 348 clonas de
Sac | y las 44 clonas obtenidas con Bg/ Il (un total de 392 clonas) se indican en la
TABLA 19. Solamente 133 clonas crecieron a una concentracion de 2 mg/mL. Con los
resultados obtenidos se puede asumir que el alto porcentaje de clonas que crecieron a
una concentracién mayor de 0.25 mg/ml podria deberse a dificultades en la
homogeneizacion de las densidades celulares, sin embargo por el numero de clonas
analizadas es probable que entre las 133 clonas que crecieron a 2.0 mg/ml debe haber
clonas multicopia. Sin embargo, el tamizaje solo se realizé con cuatro concentraciones
de geneticina (0.25, 0.75, 1.5, y 2.0 mg/mL).

Se seleccionaron 3 clonas para realizar los ensayos de fermentacion. A
éstas se les dializé el medio de cultivo producto de la fermentacion de 120 h y luego se
concentrd 20 y 30 veces y se analizé en gel de poiiacrilamida SDS-PAGE 5-12%, pero
no se logré detectar la BGHr. Se procedid a analizar los lisados celulares, pero en
éstos tampoco no se pudo determinar la presencia de 8GHr.

Se postularon varias hipétesis para la ausencia o deficiencia de produccién
de BGHr, perc para comprobarlas era necesario realizar mas ensayos. Al volver a
revisar |a secuencia nuclectidica se encontré que la secuencia proveniente del vector
pMALcbGH presentaba una delecion de un par de citosinas dos codones antes del
codén de terminacion que habia pasado desapercibida en la secuenciacidn inicial
(FIGURAS 33y 34). Debido a éstas, se corre el marco de lectura, ganando 8 codones
adicionales, 7 traducibles. A causa de este hallazgo y a la posibilidad de otra mutacion
no determinada en la secuencia del DNAc de bGH, se decidié descartar los vectores
pPICSkbGHrep construidos.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se logrd cumplir con el objetivo general propuesto, pero descubrimos que el DNAc
de bGH insertado en el genoma de la levadura no condujo a la producciéon de
BGHr, no al menos a los niveles de deteccidn de las técnicas empleadas. En
cuanto a los objetivos especificos, se logré cumplir con los primeros 5; el sexto
objetivo fue cumplido parcialmente debido al descubrimiento de una delecién de
dos citosinas dos codones antes del codon de terminacion; por ello ya no se
procedid a verificar los resultados del tamizaje de multicopias con geneticina y por
PCR. El séptimo objetivo particular tampoco fue cumplido debido a que no se logré
detectar BGHr en el medio de cultivo con las técnicas empleadas. A continuacién
se enumeran los resultados correspondientes a los objetivos especificos
planteados.

Se disefaron oligonucleétidos que permitieron la amplificacion por PCR del DNAc
de bGH, y que al mismo tiempo lo modificaron para facilitar su manipulacion.

Se Inserté el DNAc de bGH modificado en el vector de expresion pPIC9K de
Pichia pastoris .

Se verifico la integridad del plasmido de expresion resultante del objetivo anterior
(pPIC9kbGH), por cortes con enzimas de restriccibn y por secuenciacion
nucleotidica.

Se introdujo el cassette de expresion de BGH (presente en pPICIK) mediante
recombinaciéon homéloga con el genoma de Pichia .

Se caracterizé el genotipo y fenotipo de las clonas de Pichia pastoris resultantes
de la recombingcion homoéloga.
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Dichas clonas fueron sometidas a seleccién para identificar aquellas con multiples
copias del cassette de expresién.

No se lograron derivar clonas sobreproductoras de BGHTr.

Como fruto de los resultados obtenidos al desarrollar el trabajo se obtuvo lo
siguiente:

Se construyeron dos vectores recombinantes con el fin de obtener cepas

productoras de BGHr, sin embargo no fue posible detectar la produccidn de
BGHr.

Se establecieron dos protocolos eficientes de deteccién y semicuantificacion del
cassette de expresion integrado en P. pastoris.

Como sugerencias futuras para lograr la produccién de BGHr sera necesario
tomar en cuenta las siguientes recomendaciones:

Reamplificar y clonar el DNAc de bGH con una polimerasa de alta fidelidad.
. Realizar ensayos de fermentacion con varias condiciones y con un mayor
numero de cepas, con €l fin de comprobar si en efecto existe produccién de
BGHr aunque sea a muy bajos niveles; de ser asi, deberia ser posible
incrementarla manipulando los parametros de la fermentacion.

Probar la técnica de inmunodeteccion por Western blot, para aumentar la
sensibilidad.

. Verificar si el gen en efecto se esta transcribiendo y a que nivel.

Verificar si el producto pudiera no estarse secretando eficientemente.

Si con los ensayos de fermentacion anteriormente mencionados no se logra la
produccion de la hormona recombinante, otros factores que pudieran explorarse
son: 1) el contenido de A+T, 2)estructuras secundarias del RNAm, 3) abundancia
de codones ajenos al cddigo genético de P. pastoris, 4) impedimento estérico del

sitio de corte creado para KEX2 y 4) posible toxicidad para la levadura inducida
por la BGHr.
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APENDICE A

Ontogenia de los Vectores Construidos.
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Mapas Graficos de los Vectores Construidos; pPICS9bGHTaq ¥ PPICOKbGH-02.
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APENDICE C

Secuencia del RNAm Tedrico Producto del Cassette de Expresion
pPICS9bGHTaq y pPIC9kbGH-02.

90

Secuencia tedrica del ANAm producto del cassette de expresiéon pPICSbGHPTu

ACAGCA ATATATAAAC AGAAGGAAGC TGCCCTGTCT
Oligonuciedtido 5° AOX1

TAAACCTTTT TTTTTATCAT CATTATTAGC TTACTTTCAT AATTGCGACT GGTTCCAATT GACAAGCTTT

TGATTTTAAC GACTTTTAAC GACAACTTGA GAAGATCAAA AAACAACTAA TTATTCGAAG GATCCAAACG
Iniclo de Ia secuencla seiiat del factor a

PATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCA GTT TTA TTC GCA GCA TCC TCC GCA TTA GCT GCT
Met arg phe pro ser ile phe thr ala val leu phe ala ala ser ser ala leu ala ala

CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG GCA CAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT
pro val asn thr thr thr glu asp glu thr ala gin ile pro ala glu ala val ile gly

TAC TCA GAT TTA GAA GGG GAT TTC GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT

tyr ser asp leu glu gly asp phe asp val ala val leu pro phe ser asn ser thr asn
Oligonucledtido del Factor a

AAC GGG TTA TTG TTT ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAA GGG GTA
asn gly leu leu phe ile asn thr thr ile ala ser ile ala ala lys glu glu gly val

Sitlo de corte para la tidasa ssinial
TCT CTC GAG AAA AGAﬁ €Ca gccC atg tcc ttg tcc gge ctg ttt goc aac gt gtg crc
ser leu glu lys arg fphe pro ala met ser leu ser gly leu phe ala asn ala val leu
Codon inicial del DNAc de bGH
CEE BCt Cag cac ctg cat cag ctg gct gect gac acc ttc aaa gag ttt gag cgc acc tac
arg ala gln his leu his gln leu ala ala asp thr phe lys glu phe glu arg thr tyr

atc ccg gag gga cag aga tac tcc atc cag aac acc cag gtt gecec ttc tge ttc tct gaa
ile pro glu gly gln arg tyr ser 1le gln asn thr gin val ala phe cys phe ser glu

acc atc CCE ECC CCC aCg ggC Aag aat gag gCC Cag Ccag aaa tga gac ttg gag ctg ctt
thr ile pro ala pro thr gly lys asn glu ala gln gln lys ser asp leu glu leu leu

CgC atc tca ctg Ctc Ctc atc cag tcg tgg Cctc ggg cCc Ctg cag ttc CtCc agc aga gtc
arg ile ser leu leu leu ile gin ser trp lew gly pro leu gln phe leu ser arg val

ttCc acc dacC aJge ttg gtg tLt ggC acc tcg gac cgt gtc tat gag aag Cctg aag gac ctg
phe thr asn ser leu val phe gly thr ser asp arg val tyr glu lys leu lys asp leu

gag gaa gBC atc ctg gecce ctg atg cgg gag Ctg gaa gat gEC acc CcC Cgg gct gEgg Cag
glu glu gly ile leu ala leu met arg glu leu glu asp gly thr pro arg ala gly gln

atc Cctc aag cag acc tat gac aaa ttt gac aca aac atg cEc agt gac gac gCg Ctg ctc
1le leu lys gln thr tyr asp lys phe asp thr asn met arg ser asp asp ala leu leu

aag aaC tac ggt ctg ctc tcc tgc ttc Cgg aag gac ctg cat aag acg g3g acg tacC ctg

1ys asn tyr gly leu leu ser cys phe arg lys asp leu his lys thr glu thr tyr leu
Codén de terminacion

3gE ELC Atg 33g tgC CBC CgcCc ttc ggg gag gcC agc tge gCc ttc tag

arg val met lys cys arg arg phe gly glu ala ser cys ala phe AMB

CCTAGGGLGG CCGCGAATTA ATTCGCCTTA GACATGACTG TTCCTCAGTT CAAGTTGGGC ACTTACGAGA
Oligonuciedtido 3" AOX1

AGACCGGTCT TGCTAGATTC TAATCAAGAG GATGTCAGAA TGCCATTTGC CTGAGAGATG CAGGCTTCAT

TTTTGATACT TTTTTATTTG TAACCTATAT AGTATAGGAT TTTTTTTGIC A
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APENDICE D

Secuencia Codificante de HIV-T gp120 que Emula la Sefial de
Terminacién de la Transcripcion en P. pastoris.

TTTTTATA Secuencia concenso

ATTATTTTATAAA [—HIV-1 gp-120 nativa
TTTCTTCTACAAG |——HIV-1 gp-120 modificada
O O O O O

O= nucleétidos modificados

Secuencia codificante de HIV-1 gp120 que bloquea la transcripcion en P.
pastoris, pero no en S. cerevisiae. Se ilustra la secuencia modificada y la secuencia

consenso también.
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APENDICEE

Hidrofobicidad de los Sitios de Corte para KEX2.
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Comparacién aminoacidica del sitio de reconocimiento para la pepfidasa
sefial creados en las construcciones: secuencia sefial del factor alfa + bGH, y para
secuencia sefial del factor alfa + hGH22K, lo Unico que se observo fue una diferencia
de cargas en los aminoacidos del N-terminal de BGH y el N-terminal de HGH22K, la
cual podria influir n el anclaje de la peptidasa sefial.

Se analizaron los amino4cidos del extremo N-terminal codificante en el
DNAc de hGH22Kr y en la bGHr, involucrados en la formacion del sitio de
reconocimiento para la peptidasa senal, con lo cual no se pudo concluir un impedimento
estérico, debido a la semejanza con HGH22Kr. Las cargas de los aminoacidos en
cuestion presentaron diferencias en los extremos N-terminal de HGH22Kry BGHTr.



g3

Indice de hidrofobicidad Kytte Doolittle

Analizando el indice de hidrofobicidad del sitio de reconocimiento para la
peptidasa serial, se encontrd diferencia del indice de hidrofobicidad en el sitio creado
para BGH en comparacién con el de HGH22K.

Este analisis asi como la construccion de las secuencias amincacidicas de
fusién fue realizado en el DNA Strider 1.1. La grafica de Kyte Dodlitle es la estimacion
de la energia de cambio (energia libre de transferencia) para la movilidad de residuos
hidrofébicos en un solvente como el agua. La energia libre de transferencia es muy
exergonica para residuos polares cargados y muy endergonica para aminoacidos con
cadenas hidrocarbonadas alifaticas y aromaticas. Para estimar la hidrofobicidad de la
secuencia de aminoacidos, se suma las energias libres de transferencia para estos
residuos obteniéndose el indice de hidropatia de esa region (Lehninger et al., 1993).

Se nota claramente el cambio de movilidad entre los residuos de los
aminoacidos de la secuencia sefal (sefialados con flechas) y sus secuencias de fusién
(hGH22k y bGH).



APENDICE F

Caracteristicas Generales de las Secuencias Sefal:

a) Longitud de 13 a 36 aminoacidos.

b) La parte amino-terminal de la secuencia sefial contiene por lo menos un
aminoacido de carga positiva.

c) El nucleo de la secuencia senal esta constituido por un centro muy
hidrofébico de 10 a 15 aminoacidos. La sustitucion de un aminoacido no polar de este
nucleo hidrofdbico par un aminoacido eléctricamente cargado destruye normalmente la
actividad orientadora de la secuencia sefial. Los aminoacidos mas frecuentes de esta
regién son: alanina, leucina, valina, isoleucina y fenilalanina.

d) Generalmente el punto de escisién se sitlla al extremo carboxilo-terminal
y esta precedido de una secuencia de unos S aminoacidos mas polares que los del
nucleo hidrofébico. Sin embargo, el residuo anterior al punto de escision (-1 hacia el
extremo amino-terminal) y el situado en la posicién -3 tienen cadenas laterales cortas y
neutras. El aminoacido mas frecuente en estas posiciones es la alanina, aunque también

se encuentra en ellas cisteina, treonina, serina y glicina (Gallardo H, 1995).
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APENDICE G

Preparacion de Reactivos y Medios

EDTA 500 mM pH 8.

Agregar 186.1 g de Na2EDTA.2H20 a 800 mL de agua destilada. Ajustarel pH a 8 con NaOH 10N y
aforar a 1 L. Autoclavear 20 min.

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

Tris-HCI2 MpH 8

Disolver 242.2 g de Trisma en 700 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 7.5 con HCl y aforar a 1 L.
Autoclavear 20 min.

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

Para preparar 100 mL mezclar S0 mL de TrissHC! 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 efectie una
dilucién 1:100).

Solucién 1 (50 mM glucesa25 mM Tris-HCI (pH 8) 10 mM EDTA4 mg/mL de lisozima)

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

Solucién Il (0.2 N NaOH1 % 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 solucién se emplea recién preparada.

Solucién il (7.5 M Acetato de amonio pH 7.8)
Pesar 57.8 g de acetato de amonio y disalver en 100 mL de agua destilada estéril.

Medio LB (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. Autociavear 20 min. enfriar a §5°C y afiadir 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 aminoacidos)
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 % bioting)

Disclver 20 mg de bictina en 100 mL de agua destilada y esterilizar por filtracion. Aimacenar a 4°C, La
vida media de esta solucién es de un aflo.

100XH (0.4 % histidina)

Disolver 400 mg de L-histidina en 100 mL de agua destilada y esterilizar por filtracion. Aimacenar a
4°C. La vida media de esta solucién es de un afio.

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 solucién es de un afo.



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 solucidn es mayor de un affo.

100X AA (0.5 % de cada aminoéacido)
Disolver 500 mg de cada aminoacido: 4cido L-glutdmico, L-metionina, l-lisina, L-lsucina 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 afic.

Amortiguador de fosfato de potasio 1 M pH 6.0.

Combinar 132 mL de 1 M K2HPO4 y 868 mL de 1 M KH2PQ4 . Confirmar el pH (si es necesario
ajustar con dacido fosférico o KOH). Esterilizar por autoclave y almacenar a temperatura ambiente. La
vida media de esta solucion es mayor de un afo.

YPD (1 % extracto de levadura2 % peptona2 % Dextrosa20 g/t 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, inclufr 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.

RDB (Medio de Regeneracién-Dextrosa)

1 M Sorbitol, 1 % Dextrosa, 1.345 YNB, 4 X 10-5 % Biotina, 0.005 % Amino4cidos.

Disolver 186 g de sorbitel en 700 mL de agua. Para preparar placas afadir 20 g de agar. Autoclavear
20 min en un ciclo liquido Enfriar y mantener a 45°C.

Preparar una solucién 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. Afadir a |la solucién de sorhitol.

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

Para preparar top agarosa afiadir 10 g de agarosa con el sorbitol, mantener Ia solucidén auteclaveada a
60°C en un bafio de agua antes de la adicién 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 giicerol
10X. Esterilizar por autoclave y después agregar 100 mL de YNB 10Xy 2 mL de biotina SOO0X.
Almacenar a 4°C, la vida media es de un afio.

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. Estertizar por
autoclave y después agregar 7.5 mL de metanol, 100 mL de YNB 10Xy 2 mL de biotina S00X.
Almacenar a 4°C, la vida media es de un afo.

MD y MDH (Medio Minimo Deaxtrosa #x 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 afadir 10 mL de 100XH, mezclar y almacenar a
4°C, Pare preparar placas agregar 15 g de Agar antes de esterilizar el agua.

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

Acrilamida-bisacrilamida
30 g de acrilamida y 0.8 g de bisacrilamida y aforar a 100 ml.
0.5 M Tris-HC! pH 6.8

Disolver 6.1 g de tris base en 80 ml de agua y ajustar el pH a 6 8 con HCI. Aforar a 100 mi.
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SDS 10%

10 g de SDS aforar a 100 ml.
Buffer de muestra 2X:

Agua 48 ml
0.5MTris-HCIpH 8.8 1.2 ml
SDS 10% 2ml

Glicerol 1 ml

Azul de bromofenol 0.5% 0.5 ml
Antes de usarse afladir 50 ml de b-mercaptoetanol a 950 ml de la mezcla anterior.

Persulfato de amonio 10%
50 mg a 500 pl de agua destilada.

Buffer de corrida 5X
11t

Tris 159
Glicina 729
SDS 59

Aforar a 500 ml y verificar el pH (8.3 +- 0 2). No ajustar.
De aqui se prepara 1X 200 mla 1 it. De ser posible no ajustar el pH.

Solucidn fijadora
Metanol 50% y acido acético 10%.
500 ml de metanol + 100 ml de acido acético y aforar a un litro con agua destilada.

Solucién colorante de Coomassie -
Azul brillante de Coomassie G 0.05%, Metanol 50%, &cido acético 10%.

Azul brillante de Coomassie G 0.25 g. Metanol 500 ml, acido acético 100 mi. Aforar @ un litro con agua
destilada

Solucién decolorante
Metanol 5%, Acido acético 7%.
50 ml de metaanol + 70 ml de &cidoc acético aforar a 1 litro con agua destilada.
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