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Titulo del estudio: Establecimiento de un método de purificacion de proteinas
recombinantes, basado en etiquetas de histidina, producidas en Pichia pastoris.

Dentro de la biotecnologia la produccién de proteinas recombinantes toma relevancia
dados los avances recientes en el campo de la gendmica y protedmica. Siendo de
especial importancia dos enfoques principales, la produccion de proteinas heterdlogas
y la purificacidn de las mismas a partir de microorganismos modificados por Ingenieria
Genética. Resaltando a Pichia pastoris, una levadura metilotréfica utilizada como
hospedero biotecnolégico en la produccién de proteinas recombinantes, dadas sus
cualidades, dentro de las cuales resalta una alta tasa de crecimiento y el uso de
promotores fuertes y finamente regulados para la expresion de las proteinas
heterdlogas. En cuanto a la purificacién se refiere, una metodologia que ha tomado
importancia es la cromatografia de afinidad con metales inmovilizados (IMAC),
empleando una etiqueta de histidinas, fusionada a la proteina de interés a purificar,
como el ligando de afinidad, cuyo sistema ha mostrando buen resultado.

En este trabajo se describe la construccién de un sistema de expresion de la Hormona
del Crecimiento Humana (HGH) fusionada a un oligopéptido de seis histidinas, que fue
empleado para su purificacion mediante IMAC. Se construyé el plasmido expresor para
la HGH etiquetada, el cual tiene cualidades que le permiten intercambiar el casete de
expresion por otro de interés. Se produjo la HGH etiquetada obteniendo 53 pug/mLy
una pureza superior al 90%. Queda abierta la posibilidad de emplear el plasmido
construido para la produccién y purificacidn de otras proteinas de interés académico
y/o industrial.

Dr. Jorge Angel Isidro Ascacio Martinez
Director
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INTRODUCCION

CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Biotecnologia.

En un sentido estricto la biotecnologia esta definida como la aplicacién encaminada de
procesos y productos bioldgicos a la produccion industrial, médica y agricola, tal como
la alteracion de enzimas, la clonacién de ADN recombinante y la obtencién de sus
productos traducidos (e.g. insulina humana producida en bacterias recombinantes),
reemplazo de genes defectuosos mediante recombinacion sitio especifica, limpieza de
contaminantes medioambientales por microorganismos modificados, etc. (Rédei,
2008). Un gran impulso recibido por la biotecnologia ha sido el perfeccionamiento de
las técnicas de manipulacion de &cidos nucléicos (llamada tecnologia del ADN
recombinante o ingenieria genética) desarrolladas a partir de la década de 1070
(Ascacio-Martinez, 2004). Uno de los objetivos principales de la biotecnologia moderna
es lograr que una célula produzca bioldgicos o metabolitos de alto valor en forma
predecible y controlable. Aunque muchos metabolitos se obtienen a partir de
organismos sin modificaciones genéticas, la incorporaciéon de la tecnologia del ADN
recombinante vy de biotecnoldgicos. Por un lado fue posible modificar en control

permitid optimizar la eficiencia del proceso de produccién y calidad del producto. Por
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un lado fue posible modificar el control de vias metabdlicas, por ejemplo la
sobreproduccién de algin metabolito, y por otro, permitié “fabricar” proteinas bajo la

forma de proteinas recombinantes (ArgenBio, 2005).

1.2 Proteinas Recombinantes.

Al entrar de lleno en la era gendmica, la atencién se esta desplazando de los amplios
anadlisis de secuencias de genomas hacia estudios funcionales y estructurales de las
proteinas en estos codificadas. Sin embargo, las proteinas son mucho mas diversas
quimica y estructuralmente que los acidos nucléicos, haciéndolas no aptas para
metodologias genéricas (Waugh, 2005). Las respuestas a preguntas bioldgicas y
médicas sobre la funcién proteica en esta era de la biologia de sistemas y gendmica
funcional, requiere la aplicacién de enfoques de alto desempefio para la produccién en
paralelo de diversas proteinas de un mismo organismo. La cristalografia de proteinas,
generacion de anticuerpos u otro reactivo de afinidad hacia proteinas de interés, asi
como mapeo in vitro de interacciones proteina-proteina son tecnologias que no solo
requieren un gran numero de proteinas purificadas, sino también suficiente cantidad

de ellas (Lin et al., 2006).

La biotecnologia de proteinas esta implicada en la produccion y aislamiento de
proteinas especificas no solo a partir de diversas fuentes naturales como plantas,
animales o microorganismos, sino como ya se ha dicho, gracias a la ingenieria genética

se ha posibilitado la produccién industrial de grandes cantidades de proteinas, de las
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cuales su disponibilidad era muy. Actualmente se ofrecen en el mercado una variedad
de proteinas de origen recombinante con una cantidad importante de aplicaciones. La
lista se incrementa dia a dia, lo cual impulsa el mercado biotecnoldgico e implica un

interés comercial en la investigacidén en este campo (Guerrero-Olazaran, 2004).

1.3 Sistemas de expresion.

Dada la robusta capacidad actual para clonar y expresar cualquier gen foraneo en un
hospedero heterdlogo, es producir casi cualquier proteina en cantidades abundantes.
Para ello los hospederos procariotas y eucariotas son las dos categorias generales de
los sistemas de expresién. Los sistemas procariotas son generalmente mas sencillos de
manipular y satisfactorios para la mayoria de los procesos. No obstante, hay serias
limitaciones al emplear células procariotas en la producciéon de proteinas eucariotas
pues muchas de ellas requieren para ser biolégicamente activas de una variedad de
modificaciones postraduccionales, tales como un correcto plegamiento, glicosilacion,
fosforilacién, formacién de puentes disulfuro, etc. (Rai y Padh, 2001). En la Cuadro 1 se
muestra un resumen de los sistemas de expresién (Invitrogen, 2010) y en la seccion

siguiente su descripcion.

Cuad
ro 1. Descripcion de sistemas de expresion.

Cuadro 1. Descripcion de sistemas de expresién.
Cuadro 1. Descripcion de sistemas de expresién.

Cuadro 1. Descripcion de sistemas de expresion.
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Cuadro 1. Descripcion de sistemas de expresion.

Organismo

hospedero

Células libres

Aplicaciones mas comunes

-Deteccion rapida de expresion.
-Proteinas toxicas.
-Incorporacion de etiquetas o aa
no naturales.

-Expresion rapida y directa de
plasmido.
-Facil adicion de componentes para

aumentar solubilidad o funcionalidad.

Retos potenciales

-Expresion mayor a 3mg.

-Ensayos funcionales. -Escalable.

-Interacciones proteicas.

-Analisis estructural. -Escalable. -Proteinas solubles.
-Generacién de anticuerpos. -Bajo costo. -Modificaciones

Bacterias -Ensayos funcionales. -Condiciones de cultivo simples. postraduccionales.
-Interacciones proteicas. -Expresion de proteinas
funcionales de mamiferos.
-Analisis estructural. -Procesamiento eucariota de -Fermentaciones requeridas
-Generacion de anticuerpos. proteinas. para altos rendimientos.
Levaduras -Ensayos funcionales. -Escalable (g/L). -El crecimiento requiere
-Interacciones proteicas. -Medios simples. optimizacion.
-Analisis estructural. -Modificaciones postraduccionales -Condiciones de cultivo
-Generacion de anticuerpos. similares a mamiferos. exigentes.
Insectos -Ensayos funcionales. -Mayor rendimiento que sistemas
mamiferos.
-Generacion de anticuerpos. -Alto nivel de modificaciones -Rendimiento de mg/L solo en
-Ensayos funcionales. postraduccionales correctas. cultivos en suspension.
Mamiferos -Interacciones proteicas. - Proteinas completamente -Condiciones de cultivo

1.4 Hospederos

funcionales.

exigentes.

1.4.1 Escherichia coli.

En las pasadas tres décadas, E. coli ha sido extensamente empleada como hospedero
celular para la expresion de proteinas heterdlogas. Sin embargo, aplicar este sistema a
la produccion de proteinas complejas derivadas de genomas eucariotas, que requieren

modificaciones postraduccionales, ha sido problematico, dado que este

microorganismo carece de la maquinaria intracelular que le permita realizar dichos
procesos. De tal manera que la expresiéon exitosa en E. coli depende de las

caracteristicas tanto de estructura terciaria y requerimientos de modificaciones
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postraduccionales de la proteina de interés. Como E. coli es un procariota, su capacidad
limitada de plegar correctamente en su citosol proteinas heterdlogas y realizar otras
modificaciones postraduccionales, limita el tipo de proteinas que pueden ser
expresadas y que sean funcionales, por lo cual generalmente no es adecuada para su
aplicacion en la produccién de proteinas que contienen enlaces disulfuro, o que
requieren glicosilacion, isomerizacion cis/trans de prolina, isomerizacidon disulfuro,
lipidacion, sulfataciéon o fosforilacion. Una variedad de proteinas que no han sido
expresadas con una correcta maduracidén postraduccional en E. coli, lo han sido
posteriormente en otros sistemas de expresion, tal es el caso de Pichia pastoris (Daly y
Hearn, 2005). Algunos reportes indican que Unicamente del 15 al 20% de los ADNcs
humanos expresados en E. coli producen proteinas solubles y biolégicamente activas

(Guzzo y Yang, 2007).

1.4.2 Cultivos celulares de células de insecto y de mamifero.

Los cultivos de células animales son los sistemas con la mas alta similitud a las células
humanas, respecto a los patrones y capacidad de las modificaciones postraduccionales
gue realizan. Sin embargo, su cultivo es mas complicado, costoso y usualmente la
produccién alcanza titulos bajos. Por otro lado, las células de insecto transformadas
con vectores de baculovirus han alcanzado popularidad dado que se consideran mas
resistentes al estrés, faciles de manipular y mas productivas en comparacién con los

sistemas de mamiferos. Algunas deficiencias presentes en las células de insecto son a)
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un procesamiento ineficiente y deterioro de la capacidad de plegamiento y secrecién
debido a la infeccidn con el baculovirus, b) actividad de proteasas codificadas por el
virus, c) nivel bajo de expresion y d) desviaciones en los patrones de modificaciones

postraduccionales, lo cual actia de manera inmunogénica (Schmidt, 2004).

1.4.3 Pichia pastoris.

La levadura metilotréfica (capaz de crecer en metanol como Unica fuente de carbono)
Pichia pastoris ha venido siendo cada dia mas empleada en la produccién de proteinas
recombinantes. Dentro de sus ventajas crece a altas densidades celulares, provee una
expresion del transgen finamente controlada e inducible por metanol y secreta las
proteinas heterélogas de manera eficiente (Balamurugan et al.,, 2007; De Scutter et al.,

2009).

La produccidon de proteinas recombinantes en la levadura tiene ventajas sobre otros

sistemas de expresidn, tanto eucariotas como procariotas:

1.- Rapido crecimiento acoplado a un crecimiento a altas densidades celulares.

2.- Altos niveles de productividad en medios casi libres de proteinas.

3.- Eliminacidn de endotoxinas y contaminacién con bacteriéfagos.

4.- Facil manipulacion genética y disponibilidad de vectores de expresion bien

caracterizados.
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5.- Ausencia de patégenos humanos.

6.- Diversidad de modificaciones postraduccionales que incluyen plegamiento,

glicosilacion, metilacion, acilacion y seializaciéon subcelular.

7.- La posibilidad de disefiar proteinas que sean secretadas y que puedan ser
purificadas del medio de crecimiento, sin necesidad de cosechar a las mismas

células (Li et al., 2007; Demian y Adrio, 2008).

1.4.3.1 Antecedentes.

Phillips Petroleum Co., fue la primera en desarrollar los medios y protocolos para
cultivar P. pastoris en metanol a altas densidades celulares. En la década de 1970 esta
levadura fue evaluada como una fuente potencial de proteina unicelular, dada su
capacidad de utilizar el metanol como unica fuente de carbono. Desafortunadamente
la crisis del petrdleo de finales de esa década causd un incremento dramatico en el
precio del metano (fuente del metanol), de manera simultdnea, el precio de la soya
(principal alternativa para alimento animal) cayd, por lo cual la fuente proteica a partir
de metanol dejé de ser rentable. No obstante, en la siguiente década Phillips
Petroleum Co., junto con el Salk Institute Biotechnology/Industrial Associates Inc.
(SIBIA) estudiaron a Pichia pastoris como sistema para la produccion de proteinas
heterdlogas. SIBIA aisld el gen y el promotor de la Alcohol Oxidasa, ademads generd

vectores, cepas y protocolos para la manipulacion de la levadura. Asi, lo que comenzé
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20 afios atrds en un programa para convertir metanol en una fuente de proteinas para
limentacion animal, se habria de convertir en lo que hoy es una importante
herramienta bioldgica para la produccion de proteinas recombinantes (Macauley-

Patrick et al., 2005; Cos et al., 2006).

1.4.3.2 Regulacidn de la expresion de proteinas heterdlogas en Pichia pastoris.

El metabolismo del metanol en las levaduras metilotréficas requiere de la expresion de
un grupo de enzimas, de las cuales la Alcohol Oxidasa | (AOX I) es indetectable en
células cultivadas en medios con fuentes de carbono como glucosa. No obstante, esta
enzima puede llegar a representar el 30% del total de las proteinas solubles de la
levadura crecida en metanol. Estos hallazgos permitieron anticipar que la sintesis de la
AOX | se podria regular a nivel transcripcional y que el promotor para el gen aox1
podria ser util para controlar la expresién de genes heterélogos. De manera tal que
bajo el promotor AOX los genes fordneos se mantienen en un modo apagado-
encendido: apagado en fuentes de carbono diferentes al metanol y encendido en

medios de cultivo con metanol (Poutou, 2005).

1.4.3.3 Vector de expresion pPIC9.

Dado el desarrollo tecnoldgico en torno al sistema de expresidon de Pichia pastoris, se

cuenta con vectores para la expresion de proteinas heterdlogas en la levadura, los




INTRODUCCION

cuales presentan caracteristicas en comun. Dentro de la familia pPIC, el casete para la
expresion del gen foraneo esta compuesto por secuencias de ADN que contienen el
promotor AOX1, seguido por sitios de restriccion para la clonacién del gen y a
continuacion una secuencia de terminacién de la transcripcién del gen aox1 (la cual
propicia un procesamiento eficiente de la regiéon 3’ y la poliadenilacion del ARNm).
Estos vectores también incluyen al gen de la histidinol deshidrogenasa (HIS4) como
marcador de seleccion, ademas de las secuencias requeridas para la replicacion y
mantenimiento en bacterias (ColE1, origen de replicaciéon y Amp', gen de resistencia a
ampicilina). Para la secrecién de la proteina a producir, se han construido vectores que
contienen una secuencia de ADN enfrente del promotor AOX1 que codifica para una
secuencia sefial, que para el caso especifico de pPIC9 es el factor de apareamiento o
(a-MF) para secrecidén en S. cerevisiae (Cereghino y Cregg, 2000). En la Figura 1 se

muestran las caracteristicas del vector de expresidn pPIC9 con un tamafio de 8023pb.

3 AOX1 (TT) 5’/AOX1 Fragmento del promotor: bases 1-948
Factor de secrecion a: bases 949-1215
Sitio multiple de clonacion: bases 1192-1241

3’ AOX1 (TT) Terminador de la transcripcién:
bases 1253-1586

HIS4 Gen de la histidinol deshidrogenasa:
bases 4514-1980

ColE1 Origen de replicacién: bases 6708-6034

Amp’ Gen de resistenciaa ampicilina: bases
7713-6853

Figura 1. Vector de expresion pPIC9 para Pichia pastoris. Para la expresion de proteinas
recombinantes, incluye sitios Unicos Xhol, SnaBl, EcoRl, Avrll, Notl. Incluye una sefial de
secrecion y el gen HIS4 como marcador de seleccion.
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1.4 Purificacidn de proteinas recombinantes.

Otra ventaja importante del sistema de expresidn Pichia pastoris, al emplear el vector
de expresidn pPICY9, es la secrecion de la proteina recombinante al medio de cultivo. De
manera tal que con niveles bajos de proteina enddgena secretada al medio por parte
de la levadura y sin proteinas adicionales afiadidas al mismo, la proteina heterdloga
constituye una parte mayoritaria del total de proteinas en el medio de cultivo, lo cual

facilita su purificacion (Weidner et al., 2010).

Dado que cada proteina es diferente, no hay una estrategia de purificacién que pueda
considerarse genérica o los conocimientos a priori de todas las problematicas
involucradas con tan grande cantidad de proteinas y la manera de resolverlas, siendo
menester desarrollar protocolos y estrategias para cada proteina individual teniendo

siempre en cuenta cudl serd su aplicacién final (Graslund et al., 2008).

La purificacion de proteinas generalmente requiere varios pasos de cromatografia en
columna, que tipicamente incluyen separacion mediante: Intercambio Idnico,
Interacciones Hidrofébicas y Filtracion en Gel (Wu et al.,, 2009). En la Figura 2 se
muestran las principales cromatografias empleadas en los procesos tipicos de

purificaciéon (Lebendiker, 2006).
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Figura 2. Tipos de cromatografias cominmente empleadas en la purificacion de proteinas.

Dado los avances y metodologia aplicadas en la gendmica, protedmica y bioinformatica
el numero de proteinas candidatas para ser producidas por técnicas recombinantes se
ha visto incrementado exponencialmente, como también se han hecho esfuerzos para
desarrollo métodos de alto rendimiento para la identificacion rapida de proteinas con
potenciales aplicaciones terapéuticas, diagndsticas o industriales. La producciéon de
numerosas proteinas heterdlogas no seria factible si ademas fuera necesario el
desarrollo de sendos procedimientos de purificacion, especificos para cada una de ellas
(Arnau et al., 2006). Las etiquetas de afinidad son herramientas importantes para la
purificacion de  proteinas = recombinantes, pues permiten  purificarlas
considerablemente a partir extractos crudos, incluso sin pasos previos para la remocion
de alglin material. Ademas permiten que diversas proteinas puedan ser purificadas
empleando protocolos generalizados, lo cual contrasta con los procesos
individualizados asociados a las cromatografias convencionales (Lichty et al., 2005).
Gracias al uso de las etiquetas de afinidad, la purificacién de proteinas recombinantes
se ha simplificado, requiriendo que sean clonadas en fase con la proteina blanco en

construccion de y selectivamente interactuar con un ligando que se ha inmovilizado en
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un soporte sélido. La forma mas comun de etiquetas de afinidad es la etiqueta de
polihistidina, consistente tipicamente en seis residuos de histidinas (6His) que
selectivamente se unen a metales de transicion, tales como Ni** y Co®*, en un proceso
denominado Cromatografia de Afinidad con Metales Inmovilizados o IMAC por sus

siglas en inglés (Immobilized Metal Affinity Chromatography) (MaCluskey et al., 2007).

1.4.1 IMACYy la etiqueta de histidinas.

El concepto de IMAC fue ideado y demostrada su aplicabilidad por Porath et al. en
1975. Se basé en afinidad de metales de transicion como zZn%, cu®, Ni** y Co?** por la
histidina y cisteina en soluciones acuosas. la idea pronto se extendidé al uso de iones
metadlicos fuertemente unidos a un soporte, para el fraccionamiento de soluciones
proteicas. Lo que inicialmente se ided como una técnica de fraccionamiento de suero,
pronto se convertiria en la cromatografia de afinidad mds ampliamente usada. El
desarrollo se acelerd gracias a los avances en la biologia molecular a partir de la década
de 1970, asi como a la utilizacion del acido nitrilotriacético (NTA) en los 80’s. EIl NTA
forma cuatro enlaces coordinados con el Ni**, restando dos valencias libres al metal
para la interaccidon con las cadenas laterales de los residuos de histidina (anillos
imidazol) (Block et al. 2009). En la Figura 3 se presenta el modelo de la interaccidon
entre las cadenas laterales de los residuos aminoacidicos de la etiqueta y el Ni*'

inmovilizado por el NTA.

12
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Figura 3. Modelo de la interaccion entre la etiqueta de histidinas y el Ni**. Se forman cuatro

enlaces coordinados entre el Ni-NTA, dejando dos valencias libres para la interaccién Ni-6His

Asi pues, la aplicacion mas importante de IMAC es la purificacion de proteinas
recombinantes que se expresan fusionadas a un epitope que contiene residuos
consecutivos de histidina (la etiqueta). Dada la rareza de encontrar segmentos de
oligohistidinas expresados de manera natural en una proteina, 5 a 6 residuos
garantizan alta selectividad. La etiqueta de hexahistidinas ha sido identificada como el
oligopéptido con la longitud adecuada para la mayoria de las aplicaciones y es por

mucho la mas ampliamente empleada (Knecht et al., 2009; Hemdan et al., 1989).
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1.5 Antecedentes del laboratorio de biotecnologia.

1.5.1 La HGH.

En el laboratorio de biotecnologia se cuenta con mas de una docena de cepas de P.
pastoris productoras de hormonas del crecimiento de diversas especies. Entre ellas la

hormona del crecimiento humano madura hipofisiaria (HGH).

La HGH es una proteina de 191 residuos aminoacidicos, con un peso molecular de
22kDa, sintetizada de manera natural en la glandula pituitaria y cuya version
recombinante se emplea exitosamente en el tratamiento del enanismo pituitario, asi
como para tratar niflos con deficiencia de la hormona. En niiias con sindrome de Turner
ha mostrado tener beneficios considerables (Escamilla-Trevifio et al., 2000).
Principalmente muestra un papel anabdlico. Parcialmente estimula el crecimiento de
células éseas, musculares y cartilaginosas. Incrementa el crecimiento corporal, estimula
la sintesis proteica en tejidos, moviliza depdsitos lipidos de los tejidos adiposos, eleva el
nivel de glucosa en sangre, aumenta el almacenaje de glucégeno en musculo, estimula
el crecimiento renal y mejora su funcién, eleva la produccién de reticulocitos en

médula ésea (Walsh, 2003).

1.5.2 Purificacidon de HGH por intercambio ionico.

En el laboratorio de biotecnologia se ha aplicado la cromatografia de intercambio

idnico para la purificacién de diversas proteinas, obteniendo resultados de regulares a
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buenos (Cuadro 2). Resalta la importancia de la HGH, de la cual se han obtenido hasta

80mg/mL y se ha logrado una pureza del 75% (Ascacio-Martinez, 2004).

Cuadro 2. Produccién y pureza de GHs

HORMONA | PRODUCCION | PUREZA | FENOTIPO
(GH) (mg/mL) (%)** (Mut)
170 50 S

Perro

Caballo 100 63 +
Bovino 150 56 +
Gato 90 70 +
Humano* 80 75 +

*HGH, **QObtenida por intercambio idnico.
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1.6 Justificacion.

Dado que la purificacién de proteinas recombinantes producidas en Pichia pastoris
mediante técnicas cromatograficas clasicas ha implicado diversidad de metodologias,
es necesario el desarrollo de un método general que facilite el proceso de obtencion de

dichas proteinas.
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CAPITULO II: OBJETIVOS

2.1 Objetivo General.

Implementar un método general basado en IMAC para la purificacién de proteinas

recombinantes producidas en Pichia pastoris.

2.2 Objetivos especificos.

2.2.1 Construir el vector para la expresion de la proteina recombinante (HGH) con

etiqueta de histidinas.

2.2.2 Producir en Pichia pastoris la proteina recombinante.

2.2.3 Desarrollar el proceso de purificacién por IMAC.

17
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CAPITULO lII: ESTRATEGIA GENERAL

Para la estrategia general se plantearon tres etapas, la primera de ellas fue la sintesis y
amplificacién del ADNc al ARNm de la HGH y modificacidn para su clonacion en pPIC9,
incluida su caracterizado por patrones de restriccion y secuenciado. Una vez
construido el vector pPIC9-hGH-6His, la segunda etapa consistid en la transformacion
con el nuevo vector recombinante de la levadura, incluida la produccién por
fermentacion e induccién de la HGH etiquetada (HGH-6His). Una vez generada la
proteina de interés, se prosiguio a la tercera etapa, en la cual se realizd la purificacion
mediante IMAC. Una descripcidn grafica de esta estrategia general con sus etapas se

muestra en la Figura 4
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Figura 4. Estrategia general para la produccion de HGH-6His y su purificacion. La imagen
muestra la descripcidn grafica de la estrategia empleada a fin de producir la HGH-6His y su
subsecuente purificacién.
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CAPITULO IV: MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIAL.

4.1.1Reactivos quimicos y medios de cultivo.

Los iniciadores necesarios para llevar a cabo la amplificacién especifica de la secuencia
codificante de la HGH se mandaron sintetizar a la compaiia Invitrogen (La Jolla CA,

EUA).

Los reactivos utilizados para elaborar las soluciones (amortiguadores, soluciones
salinas, medios de cultivo, geles etc.) se obtuvieron de las siguientes casas
comerciales: Sigma Chemical Company, Inc (ST. Louis, MO. EUA); Merck (Monterrey,
México), Aldrich Chemical Company, Inc. (Milwaukee, WI. EUA) y Difco (Detroit, MI.

EUA).

Las enzimas de restriccion y de modificacién de acidos nucléicos que se utilizaron se
obtuvieron de la casa comercial: New England Biolabs, Inc. (NEB, Beverly, MA. EUA), la
Tag polimerasa de ADN se obtuvo de Perkin ElImer-Cetus (Almeda, CA. EUA), asi como
de Roche y los desoxirribonucluedsidos trifosfatos (ANTPs) de Promega Co. (Madison,

WI. EUA). La purificacién de los productos amplificados de interés y separados por
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electroforesis en gel de agarosa, se realizé con el Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP

System de Promega.

El vector de clonacién pCR 2.1-TOPO, asi como el vector de expresién pPIC9 empleados

fueron de Invitrogen.

El estuche de purificacion empleado fue His-Bind Resin y His-Bind buffer Kit, ambos de

Novagen (EMD Bioscience, Inc., Darmstadt, Germany).

4.1.2 Bioldgicos.

La cepa de Escherichia coli DH-5a utilizada para la trasformacion y construccion del
vector de expresién, asi como la cepa de levadura GS115 de Pichia pastoris utilizada en
la transformacidn con el “casete” de expresion de HGH-6His, se obtuvieron del cepario

de la ULIEG resguardado a -80°C.

El estuche de Pichia pastoris que se utilizé para la construccién de los sistemas de

expresion se adquirié de la compaiiia Invitrogen Co. (Gaithersburg, MD. EUA).

La fuente de ADNc maduro, codificante para la HGH fue obtenido a partir de una cepa
de Pichia pastoris previamente construida en el laboratorio de biotecnologia y que

expresa la proteina de manera recombinante.

21



MATERIAL Y METODOS

4.1.3 Infraestructura.

Se emplearon los siguientes equipos y aparatos: Horno de microondas GoldStar modelo
MA-875M, Ultracongelador So-Low de Enviromental Equipament (Cincinati, Ohio, EUA)
termocicladores Eppendorf Mastercycler gradient (Barkhausenweg, Hamburgo,
Alemania) bomba peristéltica dynamax, modelo RP-1 de Rainin (EUA), ultracentrifuga
Beckman-Coulter modelo J2-M (Fullerton, CA. EUA) y ultracentrifugas de la marca
Eppendorf y LabNet, sistemas de esterilizacion por calor humedo Market Forge
(Sterilmatic), autoclave de 30X30X30 in. (Guanajuato, Gto. Mx.), incubadoras Shel Lab
SL (Sheldon Manufacturing Inc.) modelos: 1535 y 1330GX y agitador orbital (ORBIT) de
Lab Line. La secuenciacion se realizdé en un secuenciador 3130 Genetic Analyzer de Applied

Biosystems.

También, se usé un sistema de digitalizacidn y andlisis de imagen UVP Mini Darkroom
de Bioimaging Systems e ImageJ versién 1.30P (USA), espectrofotometro de la marca
Eppendorf modelo biophotometer, balanzas de la marca OHAUS modelos Analytical
Plus y Precision Standard, potenciometro digital de la marca ORION modelo 420 A,
unidad ultraconcentradora de 100mL (Spectrum) (EUA), concentrador al vacio
CENTRIVAP de la marca LABCONCO (Kansas, City, MO. EUA), fuentes de poder para
electroforesis de la marca Gibco-BRL-Life Technologies Inc. (Carisbad, CA. EUA) modelo
500, camaras de electroforesis horizontal Thermo EasyCast, campana de extraccion y
gabinete de bioseguridad de la marca LABCONCO (Kansas City, MO. EUA), El pulso

eléctrico para la transformacién de bacterias y levaduras se hizo en un electroporador
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modelo Gene Pulser Il y celdas de 0.2mm de la marca BIO-RAD (Hercules, CA, EUA). La
electroforesis de proteinas se realizd6 en cdmaras de electroforesis vertical Mini-
Protean Il de BIO-RAD y fuente de poder Labnet. Para la microscopia se empleo un

microscopio Leca modelo CME.

El trabajo de coOmputo se realizd en un ordenador Gateway T-Series con sistema
operativo Windows Vista Home Premium 64-BIT w/SP1. Los programas requeridos para
el analisis y manipulacion de secuencias nucleotidicas fueron: Amplify version 2.53 (Bill
Engels, ©1992, Madison, WI. EUA), DNA Strider™ versién 1.3 (© Ch. Marck & C.E.A.
Service de Biochimie Départament de Biologie-Institut de Recherche Fondamentale-
CEA-FRANCE), Oligo versién 4.0 (1992 Woijciech Rychlik, National Biosciencie, Inc.,

Plymouth, MN. EUA).

Los programas utilizados via internet fueron BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Clustalw
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), NebCutter V2.0

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/), la suite de herramientas disponibles en Swiss-Prot

(http://expasy.org/sprot/).
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4.2 METODOS.

4.2.1 Extraccion de ADN gendémico de levadura.

A partir de una cepa previamente construida para la expresion de HGH recombinante,
la cual contenia la secuencia codificante de la HGH madura se extrajo ADN gendmico
mediante la técnica de TSNT (Anexo 1 /Protocolo 1), a partir del cual se amplifico la

secuencia correspondiente a la HGH.

4.2.2 Amplificacion de la secuencia codificante de la HGH.

4.2.2.1 Diseiio de oligonucleétidos.

4.2.2.1.1 Oligonucleodtidos para la amplificacion de la secuencia codificante.

Para el diseiio de los oligonucledtidos se utilizaron los programas Oligo version 4.0 y
Amplify version 3.0, empleando como referencia la secuencia reportada para la HGH
madura, con numero de acceso J03071.1. Se realizd una revision adicional con el
programa e linea OligoAnalyzer
(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/). Se disefiaron dos
juegos de iniciadores, de los cuales el oligonucleétido reverso fue comun a los dos
juegos. El primer juego se disefié para la amplificacion especifica de la HGH siendo que
la hibridacion se da a los extremos de la secuencia codificante de la proteina madura y
se les incorporaron sitios de restriccion Spel y Avrll, ademas de una secuencia

codificante para un epitope reconocido por la enzima Enterocinasa (EK) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Iniciadores para amplificar la secuencia codificante de HGH

m_ DescriPCién

FF HGH cAT BBl G/ C GAT GAC GAT AAA GCC TTC CCA ACC ATTCC  Hibrida al extremo 5’ de la
secuencia codificante. Afiande
Spe | y epitope para EK

RW HGH AGACCTAGG CTAGAAGCCACAGCT Hibrida al extremo 3’ de |a
secuencia codificante. Afiande
Avrll

4.2.2.1.2 PCR para la amplificacién de la secuencia codificante de HGH.

Con los iniciadores previamente disefiados y la muestra de ADN gendmico obtenida
mediante la técnica de TSNT se amplific6 mediante PCR la secuencia codificante de la
HGH madura. Las condiciones especificas para la mezcla de reactivos se indican en el

Cuadro 4, en tanto que el programa para el termociclador se muestra en el Cuadro 5.

Cuadro 4. Condiciones de la PCR para amplificar HGH.

Reactivo Volumen | Concentracion
(L)
Temperatura
ADN 0.5 100ng (°C)

Cuadro 5. Programa de PCR para HGH.

FF HGH 0.6 0.2pM 1 95 5 min
RW HGH 0.6 0.2uM .

2 95 1 min
MgCl, 0.6 1.0mM

3 72 45 seg
dNTP’s 0.3 0.2mM :
Amortiguador 10X 1.5 1X 4 Repetir2 y 3 por 35 veces
AmpliTaq Gold 0.2 1U 5 72 7 min
Agua MQ 10.7 5 6 4 -
Vol. final 15 -

El producto obtenido se visualiza en un gel de agarosa al 1%, teiido con bromuro de

etidio y expuesto a luz UV.
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4.2.3 Adicion de la secuencia de la etiqueta y sitios de restriccion.
4.2.3.1 Disefio de oligonucleétidos.

4.2.3.1.1 Oligonucleétidos para la adicion de la secuencia de la etiqueta y sitios de

restriccion.

Empleando los programas mencionados en el punto 4.2.2.1.1, se disefd un tercer
iniciador, que en combinacién con el oligonucleétido RW HGH completan el segundo
juego de iniciadores, el cual se utilizé para adicionar la secuencia que codifica para la
etigueta mediante PCR, asi como el sitio Xhol y la recreacién de KEX2, para la

eliminacion del factor a-MF. (Cuadro 6)

Cuadro 6. Iniciadores para la adicion de la secuencia de 6His

e A

GralHis  TTA CTC GAG AAG AGA CAT CAC CAT CAC CAT CAT ACT AGT GAC GAT GAC GAT AAA  Hibrida en la region de EK, afiade la
secuencia para 6His y el sitio Xho |

RWHGH AGACCTAGG CTAGAAGCCACAGCT Hibrida al extremo 3’ de la secuencia
codificante, Afiande Avr 1|
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4.2.3.1.2 PCR para la adicién de la secuencia para 6His.Con el segundo juego de
iniciadores disefiados y la muestra obtenida en la PCR para amplificar la secuencia
codificante se realizd la PCR en la que se adiciona la secuencia que codifica para 6His.
Las condiciones especificas para la mezcla de reactivos se indican en el Cuadro 7, en

tanto que el programa para el termociclador se muestra en el Cuadro 8.

Cuadro 7. Condiciones de la PCR para
Adicionar la secuencia 6His

Cuadro 8. Programa de PCR para
adicionar la secuencia 6His

(°C)

Reactivo Volumen | Concentracién
(pL)
ADN 0.5

100ng

FF HGH 0.6 0.2uM 1 95 5 min
RW HGH 0.6 0.2uM .

2 95 1 min
MgCl, 0.45 0.75mM

3 70 45 seg
dNTP’s 0.3 0.2mM
Amortiguador 10X 1.5 1X 4 Repetir2 y 3 por 35 veces
AmpliTaq Gold 0.2 1U 5 72 7 min
Agua MQ 10.85 6 4 -
Vol. final 15

El producto obtenido se visualiza en un gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de

etidio y expuesto a luz U.V.

4.2.4 Clonacioén en el plasmido pCR 2.1-TOPO.

El producto obtenido y que cuenta con la secuencia para 6His (obtenido en el punto
4.2.3.1.2) se clond en el vector comercial pCR 2.1-TOPO de acuerdo a las indicaciones

del fabricante TOPO TA Cloning Kit de Invitrogen. (Invitrogen, 2006).
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El empleo de la Tag ADN polimerasa provee las condiciones necesaria para que el

producto sea clonado en el vector TOPO. (Shuman, 1994).

4.2.4.1 Transformacion de células electrocompetentes.

La transformacidn de bacterias DH5a se realizd mediante electroporacion empleando
2uL del producto obtenido de la clonacion en TOPO, los cuales fueron llevados a un
volumen final de 20uL. Los pardmetros de electroporacion para la transformacion de
las bacterias fueron: 200Q), 25uF y 2.5kV. Después del pulso se afiadieron 500uL de
medio LB, se transfirieron a un tubo de 1.5mL y se incubaron a 37°C con agitacion
(500rpm) durante una hora. Posteriormente se centrifugd 3min a 4000rpm se decanto
y resuspendié la pastilla en el medio remanente. Dicha suspensién fue sembrada en

placa de LB suplementada con kanamicina (50mg/mL) y se incubé a 37°C por 16 horas.

4.2.4.2 Analisis de la clonacién en TOPO.

Para evaluar la clonacién en el pldsmido pCR 2.1-TOPO se recurriéo a dos métodos el
primero de ellos y mas directo fue PCR de colonia, empleando los iniciadores M13 5" y
M13 3’, en donde dependiendo del tamafio del producto obtenido se corrobora la
clonacion del inserto de interés (HGH-6His). Para este procedimiento se levantaron las
colonias obtenidas a las 14-16h de la transformacion y fueron resuspendidas en 20uL

de agua estéril, de los cuales 10uL corresponderian al anadlisis mediante PCR y el
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volumen restante se inoculé en medio LB liquido suplementado con kanamicina
(50mg/mL). (Invitrogen, 2006). Las condiciones de la reaccidon de PCR se muestran en el

Cuadro 9, en tanto que el programa para el termociclador se presenta en la Cuadro 10.

Cuadro 9. Condiciones de la PCR de colonia
para verificar clonacién en TOPO.

(pL)
ADN (Colonia) 10 - ﬁ Temperatura m
M13 5’ 0.6 0.2pM (°C)

Cuadro 10. Programa de PCR de colonia
para verificar clonacién en TOPO .

M13 3’ 0.6 0.2uM 1 94 5 min
MgCl, 0.9 1.5mM 2 94 1 min
dNTP’s 0.3 0.2mM 3 55 45 seg
Amortiguador 10X 15 1X 4 72 45 seg
U O EEEE G Lo 5 Repetir 2-4 por 35 veces
Agua MQ 0.8 = .

6 72 7 min
Vol. final 15 -

7 4 -

El segundo método y que ademas daba identidad respecto a los sitios de restricciéon

gue incluia fue cortar el pldsmido obtenido posterior a la extraccidn por lisis alcalina.

4.2.4.3 Extraccion del ADN plasmidico.

Se centrifugaron 3mL del cultivo bacteriano, crecido por 14-16h, durante 5min a
5000rpm y se removid el sobrenadante por aspiracidn, manteniendo el tubo en hielo.

El ADN plasmidico se extrajo por el método de lisis alcalina (Sambrook et al. 2001). Las
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células se resuspendieron en 100uL de solucidn | (glucosa 50mM, Tris.HCL 25mM y
EDTA 10mM a pH=8) empleando el vértex. Se agregarén 200uL de solucion Il
(preparada al instante mezclando 1:1 NaOH 0.4M y SDS 2%) mezclando
inmediatamente por inversién e incubando en hielo por 5min. Pasado este tiempo se
agregaron 150pL de solucion Il (acetato de amonio 7.5M), se mezclé de inmediato por
inversién y se incubd por 5min en hielo. Pasado el tiempo se centrifugd por 5min a
14000rpm y el sobrenadante se transfirid a un tubo nuevo donde se le hizo una
extraccion feno/SEVAG (1/2 volumen de fenol y % volumen de SEVAG. Se centrifugd
por 2min a 14000 y el sobrenadante acuoso se transfirié a un tubo nuevo donde el ADN
plasmidico se precipitdé agregando 2 volumenes de etanol al 100% frio y mezclando por
inversion. Después se centrifuga por 5min a 14000rpm vy la pastilla obtenida se lavé dos
veces con 1mL de etanol al 70% frio y se dejé secar a temperatura ambiente durante
maximo 30min. Finalmente se resuspendié en 50uL de TE1X (pH=8) conteniendo

ARNasa (20ug/mL).

4.2.5 Subclonacion de la secuencia de HGH-6His en pPIC9 (construccion pPIC9-HGH-

6His).

A fin de expresar la HGH-6His, la secuencia correspondiente, previamente clonada en
TOPO, se subclond en el vector de expresidon pPIC9, util para la expresidn en levadura.

El esquema de su construccidn se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Esquema de la construccidn del vector de expresiéon pPIC9. A partir de la secuencia
clonada en TOPO con el uso de enzimas de restriccién para liberar el inserto codificante para
HGH etiquetada.

4.2.5.1.1 Liberacion del fragmento a partir de TOPO.

El plasmido TOPO se sometié a una doble digestion con Xhol y Avrll para asi liberar la
secuencia correspondiente a HGH-6His, empleando dos de los sitios adicionados
mediante la segunda PCR. Las condiciones para la doble digestion se presentan en el

Cuadro 11.

4.2.5.1.2 Doble digestion de pPIC9.

De igual manera el vector de expresidn pPIC9 se sometid a doble digestidn con Xhol y
Avrll liberando un fragmento correspondiente al sitio multiple de clonacién vy
esponiendo los sitios para la ligacion del fragmento HGH-6His. En el Cuadro 11 se

presentan las condiciones para la doble digestion.
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Cuadro 11. Condiciones para la doble digestién.

TOPO-HGH-6His
(uL)

ADN plasmidico 40 33
BSA 6 5
Amortiguador 2 6 5
Enzima 1 (Xhol) 5.75 5.12
Enzima 2 (Avrll) 1.5 1.25
Agua 0.75 0.63
V. final 60 50

4.2.5.1.3 Purificacidon del ADN a partir de gel de agarosa al 1%.

El producto de la doble digestidn fue corrido en gel de agarosa al 1% a fin de separar
los fragmentos de interés (HGH-6His) y vector (pPIC9) de los contaminantes residuales
de la digestidn. Las bandas correspondientes a los productos de interés fueron cortadas
y procesadas de acuerdo a las indicaciones del fabricante para el kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-UP System, obteniendo a final del proceso los productos de interés

resuspendidos en agua libre de nucleasas.

4.2.5.2 Ligacion de los fragmentos purificados.

Los fragmentos previamente purificados fueron sometidos a ligacién, bajo las
condiciones mostradas en el Cuadro 12. Incubando a 16°C por 14-16h. Es importante

resaltar la proporcion que debe mantenerse entre la cantidad de inserto (fragmento

32



MATERIAL Y METODOS

HGH-6His) y vector (pPIC9), debiendo mantenerse por lo menos 3:1 y los productos
empleados provenientes de la purificacidn, deben ser apreciables en un gel de agarosa

al 1%.

Cuadro 12. Condiciones para la ligacién del fgto. HGH-6His y el vector pPIC9.

T men )

Fgto. HGH-6His 10.5
Fgto. pPIC9 3.5
Amortiguador ligasa 10X 2
ATP 10X 2
Ligasa 2
V. final 20

Pasado el tiempo de incubacidn de la ligacién, una alicuota (5-10uL) se corri6 en un gel
de agarosa al 1% para verificar el éxito de la reaccidn, siendo que debe apreciarse un
aumento en el tamafio del producto obtenido, respecto a los empleados como

reactivos o bien observando un patrén de escalera.

4.2.5.3 Transformacion de células electrocompetentes.

Con el fragmento HGH-6His clonado en pPIC9 como resultado de la ligacion
(construccion pPIC9-HGH-6His) se procedié a la transformacion de células
electrocompetentes de acuerdo a lo establecido en el punto 4.2.4.1, pero en esta
ocasion el volumen empleado para la transformacion fue 5uL de la ligacion

previamente realizada y el presion de seleccion se empleo ampicilina (50mg/mL).
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4.2.5.4 Andlisis de las clonas obtenidas.

Para el analisis de las clonas obtenidas, las colonias presentes a las 14-16h posteriores a
la siembra en placa se levantaron para su evaluacién mediante PCR de colonia, de igual
manera, segun se describe en el punto 4.2.4.2 para esta ocasidon se emplearon los
iniciadores AOX1, los cuales flanquean la regién en la cual se inserta el fragmento
clonado dentro del sitio multiple de clonacion del vector pPIC9. Las condiciones de la
reaccidon se muestran en el Cuadro 13, y el programa empleado en termociclador en el

Cuadro 14.

Cuadro 13. Condiciones de la PCR de colonia
Para verificar clonacién en pPIC9.

. > Cuadro 14. Programa de PCR de colonia
Reactivo Volumen | Concentracién o B
m para verificar clonacién en pPIC9.

ADN (Colonia) 10 -
AOX 5’ 0.6 0.2uM
Temperatura
AOX 3’ 0.6 0.2uM (°C)
MgCl, 0.9 1.5mM 1 94 5 min
dNTP’s 0.3 0.2mM 5 94 1 min
Amortiguador 10X 1.5 1X .
3 55 1Imin
Taq polimerasa 0.3 1U )
A MQ e 4 72 1min
gua ) .
, 5 Repetir 2-4 por 35 veces
Vol. final 15 -
6 72 7 min
7 4 -

El producto obtenido fue corrido en un gel de agarosa al 1% para estimar su tamafno y
determinar las clonas positivas. El volumen restante (no empleado para PCR) se inoculd
en medio LB liquido conteniendo ampicilina (50mg/mL) para la posterior extraccién del

plasmido.
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4.2.5.5 Extraccion de ADN plasmidico de pPIC9-HGH-6His.

A partir del medio de cultivo inoculado con las colonias levantadas y previamente
analizadas por PCR de colonia, se realizd extraccion plasmidica por el método de lisis

alcalina, descrito en el punto 4.2.4.3 (Sambrook et al., 2001).

4.2.6 Caracterizacion del plasmido pPIC9-HGH-6His

Para confirmar la identidad de la secuencia clonada en el vector de expresion pPIC9 vy la
correcta construccién del pldsmido expresor de HGH-6His (pPIC9-HGH-6His) se realizé
por dos vias, la primera de ellas consistio en el corte con enzimas de restriccion (Bglll,
Pstl y Pvull), los patrones obtenidos fueron comparados con los esperados por los

analisis in silico por prediccidn con base en sus secuencias.

La segunda via de identificacién empleada fue la secuenciacién nucleotidica, para lo
cual la muestra fue preparada por extraccién plasmidica empleando el método de lisis
alcalina (Sambrook et al., 2001), obteniendo una relacién de absorbancia 260/280>1.8
y ajustando su concentracion a 100ng/uL. La secuenciacion fue realizada en un
secuenciador 3130 Genetic Analyzer de Applied Biosystems. Las secuencias obtenidas
fueron revisadas para eliminar la contaminacién por vector empleando el programa
VecScreen y posteriormente ensambladas con el programa CAP3 (Huangh y Madan,
1999). La secuencia consenso obtenida mediante el ensamble fue comparada en el

BLAST (Altschul et al., 1990) con las secuencias disponibles en las bases de datos del
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Gen Bank, a fin de determinar su identidad. Finalmente se realizo la traduccién de la

III

secuencia empleando la herramienta “translate tool” disponible en la pdgina del Swiss

Institute of Bioinformatics y comparada con la secuencia proteica reportada para la

HGH de referencia.

4.2.7 Transformacion de la levadura.

4.2.7.1 Linearizacion con Sacl.

El vector de expresién pPIC9-HGH-6His fue linearizado con Sacl, a fin de proceder a la
transformaciéon de las levaduras. En el Cuadro 15 se presentan las condiciones de la

reaccion de restriccion.

Cuadro 15. Condiciones para la digestién con Sacl.

pPIC9-HGH-6His
(uL)

ADN plasmidico 10
BSA 2
Amortiguador 2 2
Enzima 2 (Sacl) 0.5
Agua 5.5
V. final 20

El resultado de la restriccion fue analizado en un gel de agarosa al 1%
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4.2.7.2 Electroporacion de Pichia pastoris.

La eficiencia de transformacion alcanzada mediante electroporacion es superior a la
obtenida con el uso de esferoplastos, sin la necesidad de la generacion y
mantenimiento de estos (Scorer et al, 1994). Se prepararon levaduras
electrocompetentes de acuerdo a lo indicado en el Protocolo 4 (Anexo 1). Para la
transformacion se mezclaron 80puL de las células previamente preparadas con 5-20ug
de ADN linearizado en un volumen de 5 a 10uL de agua libre de nucleasas y se
transfirieron a la celda de electroporacion. Se incuban durante 5 min en hielo y
posteriormente se dio el pulso con los siguientes parametros: 400Q, 25uF y 1.5kV.
Posterior al pulso se afiadieron 600uL de sorbitol 1M a la celda y el contenido se
transfirid a un tubo para microcentrifuga estéril. Se extendieron 200-600p.L en placa de

MD. Las cuales se incubaron a 30°C hasta la aparicién de colonias (3-4 dias).

Después de este tiempo se levantaron colonias y se inocularon en medio YPG para su

crecimiento a 30°C por 24-48h.

4.2.7.3 Analisis de integracion al genoma de Pichia pastoris.

A fin de verificar la presencia del vector de expresion en el genoma de la levadura,
dado que por recombinacion homdloga este es integrado, se extrajo ADN gendmico de
las clonas obtenidas posterior a la transformacion mediante la técnica TSNT segln se

indica en el Protocolo 1 (Anexo 1). Con el ADN obtenido se realizé una PCR empleando
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los iniciadores AOX1, que flanquean la regién en donde se inserta dentro del vector de
expresion. Ademads, dada la presencia del gen aox1 de manera natural en la levadura y
debido a los eventos de recombinacién posibles, la informacién arrojada con esta PCR
incluye el fenotipo presente (mut* o mut®). Las condiciones de la reaccién, asi como el
programa empleado en el termociclador se presentan en los cuadros 16 y 17

respectivamente.

Cuadro 16. Condiciones de la PCR para verificar
la insercion de pPIC9-HGH-6His.

Cuadro 17. Programa de PCR para verificar
Reactivo Volumen | Concentracién . ., )
(1L) la insercion de pPIC9-HGH-6His.

ADN 1 100ng
AOX 5’ 0.6 0.21M ﬁ Temperatura m
AOX 3’ 0.6 0.2uM (°C)
MgCl, 0.9 1.5mM 1 94 5 min
dNTP’s 0.3 0.2mM 2 o4 1 min
Amortiguador 10X 1.5 1X 3 35 1min
Taq polimerasa 0.3 1U 4 72 Imin
Agua MQ, 9.8 _ 5 Repetir 2-4 por 30 veces
Vol. final 15 . 6 72 7 min

7 4 -

4.2.8 Expresion de la HGH-6His.

4.2.8.1 Ensayos de expresion en tubo cénico de 50mL.

A fin de verificar la funcionalidad del sistema construido y consecuente produccion de
la HGH-6His una colonia fue inoculada en 15mL de medio YPG en tubos cdnicos de
50mL. Se dejaron crecer a 30°C en agitacién constante a 250rpm hasta alcanzar una

DOgoo = 5. El medio con estas condiciones fue centrifugado a 4400rpm por 5min. El
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sobrenadante fue decantado y a fin de eliminar cantidades residuales de glicerol, la
pastilla fue resuspendida en amortiguador de fosfatos 0.1M pH=6 y nuevamente
centrifugado a 4400rpm por 5min, se decantd el sobrenadante y se resuspendié la
pastilla en medio inductor BMMY (Buffered Methanol-complex Medium), conteniendo
metanol a una concentracion final de 0.5% y se incubd a 30°C durante 96h, con una
adicion de metanol cada 24h para una concentracién final de 1%, manteniendo asi la
induccidén activa. Una vez terminado el tiempo de induccion, se centrifugd a 4400rpm
por 5min a 4°C (a partir de este momento se trabajo en frio) y el sobrenadante fue

dializado contra amortiguador Tris-HCI 20mM pH=8.4.

4.2.8.2 Analisis de la expresion en mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

4.2.8.2.1 Precipitacion de proteinas en la muestra.

Se tomaron 500uL de muestra previamente dializada y se colocan en un tubo para
micro centrifuga de 1.5mL, se afiadieron 600uL de metanol y se mezclron suavemente,
posteriormente se afadieron 450uL de cloroformo, mezclando suavemente por
inversién durante 1min, al terminar se centrifugd 5min a 14000rpm. Se descartd la fase
acuosa superior, teniendo cuidado de no dainar la interface, pues ahi se encuentran las
proteinas. Se afiadieron 450uL de metanol, se mezclé suavemente por inversion

durante 1min y se centrifuga 5min a 14000rpm, se descartd el sobrenadante con una
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pipeta sin tocar la pastilla. Se secd en el Savant (temperatura baja y vacio) durante

10min.

4.2.8.2.2 Preparacion de la muestra para SDS-PAGE.

La muestra obtenida en la precipitacidn se resuspendié en 15uL de amortiguador de

carga reductor para proteinas, posteriormente se calenté a 94°C por 5min

4.2.8.2.3 Electroforesis de las muestras.

Se empled un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizante al 12.5%,
previamente corrido Unicamente con amortiguador de corrida 1X durante 20min. Las
muestras cargadas se corrieron a 80V hasta su ingreso al gel separador una vez ahi se
incrementd el voltaje a 120V. Al termino de la electroforesis el gel fue tefiido con azul
de Coomassie G250 por un minimo de 2h, al término de la tincién se procedid a
destefiir empleando solucién decolorante hasta que las bandas proteicas fueran

visibles.

4.2.8.2.4 Densitometria

Las imagenes de los geles obtenidas fueron analizadas por densitometria empleando el

programa Imagel (Abramoff et al., 2004) para calcular el rendimiento de la produccién.
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4.2.9 Ensayos de purificacion.

4.2.9.1 Purificacion a pequeia escala.

Para la purificacidn se aplico el protocolo recomendado por la Novagen, para la resina

His-Bind empleando el His-Bind Buffer kit.

Protocolo para la purificacion a pequefia escala, realizado en micro tubo de 1.5mL.

Se transfirieron 100-400uL de la resina en suspension a un micro tubo de 1.5mL (tomar
en cuenta que el volumen final de resina correspondera al 50% del volumen empleado
de la suspension). Se lavd y equilibrd la resina afadiendo el amortiguador indicado,

agitando varias veces por inversién y centrifugando 1000xg por 1min:

a) Se lavd 2 veces con 2 volumenes de agua desionzada estéril.

b) Se enjuagd 3 veces 2 volumenes de amortiguador de carga.

c) Se lavd 2 veces con 2 voliumenes de amortiguador de unién.

d) Se afiadid el extracto crudo al tubo conteniendo la resina, se mezcld gentilmente por
inversién varias veces e incubd por 30min, posteriormente se centrifugd 1000xg por

1min. Se descarto el sobrenadante.

e) Se enjuagé 3 veces con 3 volumenes de amortiguador de unién.

f) Se lavé 2 veces con 3 volimenes de amortiguador de lavado.

g) Se eluyd en 2 ocasiones con 3 volumenes de amortiguador de elucidn.
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h) La resina fue regenerada con un lavado empleando amortiguador de quelacion

conteniendo EDTA.

Las fracciones obtenidas a partir del punto d) se almacenaron para su analisis mediante

SDS-PAGE.

4.2.9.2 Precipitacion de proteinas en la muestra.

Las muestras obtenidas en cada etapa del proceso de purificacién en pequeiia escala se

precipitaron por la técnica de metanol-cloroformo descrita en el punto 4.2.8.2.1.

4.2.9.3 Preparacion de la muestra para SDS-PAGE.

La muestra obtenida en la precipitacidn se resuspendié en 15ulL de amortiguador de

carga reductor para proteinas, posteriormente calentado a 94°C por 5min.

4.2.9.4 Electroforesis de las muestras.

Se realizé el analisis, de las muestras obtenidas durante la purificacién, de acuerdo a lo

descrito en el apartado 4.2.8.2.3.
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4.2.9.5 Densitometria.

Las imagenes de los geles obtenidas fueron analizadas por densitometria empleando el

programa Imagel) (Abramoff et al., 2004), para calcular la pureza, asi como la

recuperaciéon de la HGH-6His.
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CAPITULO V: RESULTADOS

5.1 Extraccion de ADN genémico de levadura.

La fuente empleada para la obtencién de la secuencia codificante fue una cepa de
Pichia pastoris productora de HGH previamente construida en el laboratorio (Escamilla-

Trevifio, 2000).

La muestra del ADN obtenido y que se muestra en la Figura 6, se ajusté a una

concentraciéon de 100 ng/uL para su posterior empleo.

pb
11497

5077
4749
4507

2838

Figura 6. ADN de Pichia pastoris productora de HGH recombinante. Se muestra la extraccién
de ADN gendmico del cual se amplifico la hGH. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de

etidio.
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5.2 Amplificacion de la secuencia codificante de la HGH.

5.2.1 Diseio de los oligonucleétidos empleados.

En la Figura 7 se muestran los iniciadores empleados para la amplificacidn especifica de
la secuencia codificante de la HGH. Estos fueron disefiados basados en la secuencia
reportada con numero de acceso J03071.1 en el GenBank. Su hibridacidn se planed en
su extremo 5’ 78 nucledtidos después del ATG inicial, para evitar los 26 residuos de
amino dacidos correspondientes al péptido sefial de la hormona. Para fines de esta
construccion se optd por el péptido senal propio del vector de expresion,
correspondiente al del factor de apareamiento o Saccharomices cereviciae para la
secrecion de la hormona al medio de cultivo. Se adicioné una secuencia que codifica
para un epitope reconocido por la enzima Enterocinasa (reconoce la secuencia
aminoacidica DDDK) que puede ser empleada para eliminar la etiqueta de histidinas
fusionada a la HGH, ademas se incluyod el sitio de restricciéon para la enzima Spel con el
cual es posible, en combinacidon con Avrll, el intercambio del casete de expresion

conservando la secuencia codificante para la etiqueta en el vector construido.

En el caso del 3 de la secuencia, el iniciador correspondid a la secuencia
complementaria, 15 nucleétidos rio arriba del codén de terminacién de la traduccidn.

Se incluydé ademas el sitio de restriccion para Avrll.

45



RESULTADOS

FF HGH Spel EK
CAT GACGATGACGATAAAGCCTTCCCAACCATTCC

ATGGCTACAGGCTCCCGGACGTCCCTGCTCCTGGCTTTTGGCCTGCTCTGLCTGCCCTGGCTTCAAGAGGGCAGTG CCTTCCCAACCATTCCc
TTATCCAGGCTTTTTGACAACGCTATGCTCCGCGCCCATCGTCTGCACCAGCTGGCCTTTGACACCTACCAGGAGTTTGAAGAAGCCTATATCCCAAAGGAACAG
AAGTATTCATTCCTG CAGAACCCCCAGACCTCCCTCTGTTTCTCAGAGTCTATTCCGACACCCTCCAACAGGGAGGAAACACAACAGAAATCCAACCTAGAGCT
GCTCCGCATCTCCCTGCTGCTCATCCAGTCGTGGCTGGAGCCCGTG CAGTTCCTCAGGAGTGTCTTCGCCAACAGCCTGGTGTACGGCGCCTCTGACAGCAACG
TCTATGACCTCCTAAAGGACCTAGAGGAAGGCATCCAAACGCTGATGGGGAGGCTGGAAGATGGCAGCCCCCGGACTGGGCAGATCTTCAAGCAGACCTACA
GCAAGTTCGACACAAACTCACACAACGATGACGCACTACTCAAGAACTACGGGCTGCTCTACTGCTTCAGGAAGGACATGGACAAGGTCGAGACATTCCTGCG

cATCGTGCAGTGCCGCTCTGTGGAGGGCAGCTGTGGCTTCTAG

TCGACACCGAAGATC GGATCC AGA
Avrll

Figura 7. Iniciadores empleados para la amplificacion de la hGH. Se muestra la secuencia

RW HGH

codificante de la HGH, resaltando la regién donde hibridan los iniciadores, las secuencias
subrayadas corresponden a sitios de restriccion.

5.2.2 PCR para amplificacién de la secuencia codificante.

La secuencia codificante de la hGH se amplific6 mediante PCR, empleando los
iniciadores previamente disefiados y sintetizados. Las condiciones utilizadas fueron las
indicadas en la seccion 4.2.2.1.2 de Materiales y Métodos. Se obtuvo una banda Unica

de 612 pb correspondiente a la secuencia de HGH (Figura 8).

M hGH (+) (-)

hGH
612pb

Figura 8. Amplificacion de hGH empleando los iniciadores especificos. Se observa una banda
Unica de 612 pb. M) marcador, hGH) amplicén de la hGH, (+) Positivo de amplificacion, (-)
negativo de amplificacién. Gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio
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5.3 Adicidn de la secuencia codificante para la etiqueta de histidinas (6His).
5.3.1 Diseiio de oligonucledtidos para adicionar la secuencia 6His y sitios de

restriccion.

Se disefié un tercer iniciador con el cual se adiciond la secuencia codificante para la
etiqueta (6His), el cual hibridd en la secuencia codificante para EK (adicionada con el
primer par de iniciadores). Ademds recred una secuencia denominada KEX2, la cual es
reconocida por el producto del gen kex2 para eliminar péptido sefial del factor a-MF
(Brake et al., 1984), también se incorpord el sitio de restriccion Xhol. Este iniciador se
usé en conjunto con el RW HGH, conformando de esta manera el segundo juego de
iniciadores. Como templado se empled el producto obtenido mediante la PCR para la
amplificacién del ADNc de la GH (mostrado en la Figura 7). En la Figura 9 se muestra la

region en la que hibridan los iniciadores, asi como las secuencias que se adicionan.

Para el disefio de este iniciador, asi como para el primer juego, se tomd en cuenta el

uso preferencial de codones en la levadura Pichia pastoris (De Schutter et al., 2009)

Xhol 6His ‘ Spel ‘ EK GralHis
| TTACTCGAGAAGAGACATCACCATCACCAT CATHIBG ACGATGACGATAAA
\ﬁ—} CA_G ACGATGACGATAAAGCCTTCCCAACCATTCCCTIATCCAGGCTTTTTGACAACGCTATGCTCCGCG
CCCATCGTCTGCACCAGCTGGCCTTTGACACCTACCAGGAGTTTGAAGAAGCCTATATCCCAAAGGAACAGAAGTATTCATTCCTGCAGAACC
| KEX2 CCCAGACCTCCCTCTGTTTCTCAGAGTCTATTCCGACACCCTCCAACAGGGAGGAAACACAACAGAAATCCAACCTAGAGCTGCTCCGCATCT

CCCTGCTGCTCATCCAGTCOGTGGLTGGAGCCCGTGCAGTTCCTCAGGAGTGTCT TCGCCAACAGLCTGGTGTACGGLGCCTCTGACAGCAAC
GTCTATGACCTCCTAAAGGACCTAGAGGAAGGCATCCAAACGCTGATGGGGAGGCTGGAAGATGGCAGCCCCCGGALTGGGCAGATCTTCA
AGCAGACCTACAGCAAGTTCGACACAAACTCACACAACGATGACGCACTACTCAAGAACTACGGGCTGCTCTACTGCTTCAGGAAGGACATG

GACAAGGTCGAGACATTCCTGCGCATCETGCAGTGCCGCTCTaTaGAGGGCAGCTGTGGCTTCTAGCCTAGGTCT

| TCGACACCGAAGATCGGATCCAGA
Avrll

RW HGH

Figura 9. Iniciadores empleados para la adicion de la secuencia 6His. Se muestra la secuencia
del producto obtenido con el primer juego. Se resalta la regién donde hibridan los iniciadores,
las secuencias subrayadas corresponden a sitios de restriccion. Se indica también la secuencia
correspondiente a la etiqueta (6His) asi como el sitio recreado KEX2.

47



RESULTADOS

5.3.2 PCR para adicionar la secuencia 6His.

La PCR para la adicién de la secuencia para la etiqueta empleando el segundo par de
iniciadores previamente disefados se realizd bajo las condiciones de reaccidén indicadas
en la seccion 4.2.3.1.2 de la seccién Materiales y Métodos. Se obtuvo una banda de
642 pb correspondientel hADNc de la HGH ya conteniendo los codones de histidina, yal

y como se aprecia en la Figura 10.

pb
2383

1133

1013

789

638 hGH-6His
534 642pb

Figura 10. Amplificaciéon de hGH y adicion de la secuencia para 6His. Se observa una banda de
642 pb correspondiente al producto de interés. Gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de
etidio.

5.4 Clonacion en TOPO de la secuencia codificante con las modificaciones realizadas.

A fin de tener cantidad suficiente y una manera directa de evaluar los cortes mediante

enzimas de restriccion para liberar los extremos con las enzimas disefiadas para la
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Subclonacién del inserto codificante para la HGH-6His en pPIC9, se decidié clonar el
producto de la PCR del ADNc de la HGH con la etiqueta de histidinas en el vector pCR
2.1-TOPO. La cepa empleada para la transformacion y propagacién fue E. coli DH5a.

previamente preparada para su empleo en esta metodologia.

5.4.1 Analisis de la clonacion en TOPO.

Posterior al seguimiento del protocolo de clonacién indicado por el fabricante del kit
TOPO TA Cloning (Invitrogen), se obtuvieron colonias, que fueron analizadas mediante
PCR, empleando iniciadores M13, los cuales hibridan en una regidn flanqueante al sitio
donde se insertd el producto de la PCR en cuestidn. Las condiciones empleadas para la
PCR se indican en el apartado 4.2.4.2 de la seccién de Materiales y Metodos. En las
colonias analizadas se obtuvo una banda de 844pb, correspondiente al ADNc de la
HGH-6His (642pb) y la region flanqueante (202pb) al sitio donde se inserté el producto.

En la Figura 11 se muestra el andlisis de algunas colonias obtenidas.
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pb
1&?8 hGH-6His
200 844pb
700

Figura 11. Andlisis por PCR de la clonacion de hGH-6His en TOPO. Se observa una banda de
844 pb correspondiente al producto de interés. M) Marcador, (-) control negativo de
amplificacion, 1-6) hGH-6His. Gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio.

5.4.2 Extraccion de plasmido TOPO-hGH-6His.

Se realiz6 extraccidon de ADN plasmidico mediante el método de lisis alcalina (Sambrook
et al., 2001) descrito en el punto 4.2.4.3, a partir de las muestras inoculadas en LB que
posterior su analisis mediante PCR se identificaron como colonias portadoras del
plasmido pCR 2.1-TOPO-hGH-6His. En la Figura 12 se muestra el producto de la
extraccién realizada, donde por el patrén de migracién electroforética se confirmo el
éxito de la clonaciénel carril marcado (-) corresponde a un vector pCR 2.1-TOPO vacio,

el cual presenta un retraso menor al presentado por aquellos que tienen inserto (1-6).
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- | | ] ] Je=

Figura 12. Extraccion de los plasmidos TOPO-hGH-6His. Se aprecia la integridad de los
plasmidos extraidos. (-) Corresponde a un vector pCR 2.1-TOPO vacio, el cual presenta una
mayor migracion a la presentada por aquellos que tienen inserto (1-6). Gel de agarosa al 1%,
tefido con bromuro de etidio.

5.5 Subclonacion de la secuencia HGH-6His en el vector de expresion pPIC9

(generacion del vector pPIC9-hGH-6His).

A fin de producir la proteina HGH-6His, su secuencia correspondiente previamente

clonada en TOPO, se subcloné en el vector de expresidn en levadupPIC9.

5.5.1 Liberacién del fragmento hGH-6His y preparacion de pPIC9.

A partir del plasmido TOPO-hGH-6His, se liber6 el fragmento de interés,
correspondiente al ADNc de la HGH-6His, con el empleo de enzimas de restriccidn (Xhol
y Avrll). De igual manera se hizo para el plasmido pPIC9. Las condiciones de la reaccién
de restriccion se describen en el apartado 4.2.5.1.1. de la seccion Materiale y Métodos

En la Figura 13 se muestra el resultado obtenido del corte realizado. Los fragmentos
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obtenidos a partir de la doble digestién fueron corridos en un gel de agarosa al 1%,
posterior a si visualizacion fue cortada la banda de interés y purificada siguiendo las

indicaciones del fabricante (Promega) para el estuche Wizard SV Gel and PCR Clean-Up

System.

Figura 13. Doble digestion de pPIC9 y TOPO-hGH-6His. Se obtuvieron el fragmento de interés y
el vector de expresion para su posterior ligacion. M) Marcadores, 1) TOPO-hGH-6His sin cortar,

2) TOPO-hGH-6His cortado, 3)pPIC9 cortado, 4)pPIC9 sin cortar. Gel de agarosa 1% tefiido con
bromuro de etidio.

5.5.2 Ligacion de los fragmentos purificados.

Con los productos purificados y las condiciones mencionadas en el apartado 4.2.5.2 de
Materiales y Métodos, se realizo la ligacion empleando ADN ligasa T4. El resultado se
muestra en la Figura 14, en el carril 4 se aprecia la banda correspondiente al plasmido

construido para la producciéon de la HGH con la etiqueta de histidinas (pPIC9-hGH-6His).
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M B,
11497 S <— Vector

N
1
/

4749
450 / <— Inserto pb
805 / \ < 1000
514 700
600

Figura 14. Construccion del vector pPIC-hGH-6His. A) Fragmentos purificados correspondientes
a hGH-6His y pPIC9 digeridos con Xhol y Avrll. B) Ligacion. M y M2) marcadores, 1) Fgto. hGH-
6His cortado con Xhol y Avrll 2) Vector pPIC9 cortado con Xhol y Avrll . 3) Mezcla de ligacidn sin
ligasa. 4) Producto de la ligacién (pPIC9-hGH-6His). Gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro
de etidio.

5.5.4 Transformacion de bacterias electrocompetentes.

El pldsmido pPIC9-hGH-6His previamente construido se empleé para transformar

bacterias electrocompetentes E. coli DH5a, a fin de propagarlo.

5.5.5 Analisis de las clonas obtenidas.

Las colonias obtenidas posteriores a la transformacién fueron analizadas mediante PCR
de colonia empleando los iniciadores AOX1, los cuales flanquean la region en el vector
donde se inserta el fragmento de interés (hGH-6His), aportando 492pb al producto

obtenido, resultando en un amplicon de 1134pb. En la Figura 15 se muestra el
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resultado obtenido por el analisis. Las colonias positivas se inocularon en medio LB con

ampicilina (50mg/mL), para su preservacion y extracciéon del plasmido.

1013 1134pb

789
638

Figura 15. Analisis por PCR de la clonacion de hGH-6His en pPIC9. M) Marcador, (-) Control
negativo de amplificacidn, s/i) Amplificacion de PPIC9 sin inserto, 1-6) Productos amplificados
de hGH-6His. Gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio.

5.5.6 Extraccion del plasmido pPIC9-hGH-6His.

A partir de las colonias crecidas en medio LB-ampicilina (50 mg/mL), se gliceriné una
alicuota, a fin de convertirlas en fuente renovable del plasmido de interés, mezclando
850 pL del medio de cultivo y 150 pL de glicerol anhidro estéril y congelando a -80°C.
Ademas se realizd extraccion plasmidica por el método de lisis alcalina (Sambrook et
al., 2001) segun se indica en el punto 4.2.4.3. El producto obtenido se muestra en la

Figura 16, en la cual se puede apreciar la integridad de los plasmidos obtenidos.
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Figura 16. Extraccion de los plasmidos pPIC9-hGH-6His. Se aprecia la integridad de los
plasmidos extraidos. s/i) pPIC9 sin inserto, 1-6) pPIC9-hGH-6His. Gel de agarosa al 1%, tefiido
con bromuro de etidio.

5.6 Caracterizacion del plasmido pPIC9-hGH-6His.

A fin de determinar la correcta construccién del pldsmido pPIC9-hGH-6His, se realizd
una caracterizacion mediante enzimas de restriccion, empleando Bglll, Pstl, y Pvull,
buscando que tuvieran sitios dentro del vector asi como en la secuencia insertada. De
esta manera se determind la presencia del inserto de interés (hGH-6His) dentro del
vector pPIC9, obteniendo en el laboratorio los patrones de restricciéon predichos “in
silico”, empleando el programa en linea Nebcutter V. 2.0 de New England Biolabs
(Vincze et al., 2003); el resultado se muestra en la Figura 17, donde los asteriscos

indican la obtencidn de la banda esperada al cortar con la enzima que se indica.
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A B C D

pb M SC Pstl M SC Bglll M SC  Pwull
pb

10000 -

Pstl Bglll Pvull

5000 -

5077
4749
4507

1000 -

500

[ FEETRIET T =

100

Figura 17. Andlisis mediante enzimas de restriccion del plasmido pPIC9-hGH-6His. A |a
derecha (D) se muestran los patrones predichos para la secuencia del plasmido, a la izquierda la
confirmacién experimental de los patrones (A, B y C), los asteriscos indican las bandas
esperadas. Gel de agarosa al 1%, teiiido con bromuro de etidio.

Ademas de la caracterizacion con enzimas de restriccion, la construccién fue
secuenciada, a fin de corroborar la integridad de la secuencia insertada, incluido su
marco de lectura abierto. Se emplearon cuatro iniciadores para la secuenciacion, dos
de ellos en el extremo 5’, los cuales se encontraban a 170 nt de distancia y otros dos en
el extremo 3’, con una distancia de 143 nt entre ellos. Las secuencias obtenidas fueron
analizadas con el programa VecScreen a fin de eliminar la contaminacién con
secuencias traza del vector. Una vez eliminadas las secuencias del vector, fueron
ensambladas empleando el programa CAP3 (Huang y Madan, 1999). La secuencia fue
comparada con la base de datos de GenBank empleando la herramienta BLAST, con lo

cual se obtuvo una similitud de 99% respecto a la referencia con base a la cual se
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realizé la construccién (numero de acceso J03071.1), habiendo una diferencia en un solo
nucledtido. La secuencia nucleotidica obtenida fue traducida a su correspondiente secuencia
proteica empleando la herramienta “Translate” del programa ExPASy Proteomics Server y la
secuencia aminoacidica obtenida fue comparada su correspondiente reportada para HGH
(nimero de acceso AAA52549.1) obteniendo una similitud del 100% y confirmando asi la
correcta construccion,identidad e integridad del casete de expresidn en el vector de expresidon

para HGH-6His (Figura 18).

ABRAS2549.1 9 = —mmmmmmmmm—m—————- FPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKY 42
Contig-CAP3 LEKﬂgHHHHdeQQQQEﬂFPIIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDIYQEFEEAYIPKEQKY 60
TRk ke ke &
ARR52549.1 SFLONPQTSLCFSESIPTPSNREETQOKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLV 102
Contig-CAP3 SFLONPQTSLCFSESIPTPSNREETQOKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLV 120

Fhk ke k&

ARR52549.1 YGASDSNVYDLLKDLEEGIQTIMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGL 162
Contig-CAP3 YGASDSNVYDLLKDLEEGIQTIMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGL 180

e e e e e e e e e e e e e e e g g g e e e e e e g g g g e e e e e o e e e e e e e e o o o g g e e e e e e e e e e e e

ARR52549.1 LYCFRKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF 191
Contig-CAP3 LYCFRKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF 209

Tk ke

=
2 193 100.0

1 AAAS2549.1 192 Contig-CAP3

Figura 18. Alineamiento de secuencias proteicas. La comparacion muestra una similitud del
100% entre la HGH reportada (AAA52549.1) y la producida en este trabajo (Contig-CAP3). Se
resalta la secuencia correspondiente a la etiqueta 6His, asi como para enterocinasa.

5.7 Construccion de la cepa productora de la HGH-6HIS.
Una vez corroborada la correcta construccién del vector de expresién pPIC9-hGH-6His,

se procedié a su incorporacion al genoma de Pichia pastoris. Para ello se empleo la
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enzima Sacl a fin de propiciar sitios tales que mediante recombinacién homdloga el

vector fuera insertado en la regién 3’ del gen aox1 (Invitrogen 2010).

5.7.1 Linearizacion del plasmido pPIC9-hGH-6His con Sacl y transformacion de la
levadura.

El plasmido pPIC9-hGH-6His fue linearizado con la enzima Sacl, como se indica en el
punto 4.2.7.1. La Figura 19 muestra el corte realizado, apreciando una banda de
alrededor de los 8600 pb. El producto lineal que se obtuvo se empleé para transformar
la levadura Pichia pastoris, segun lo indicado en el punto 4.2.7.2. Las colonias obtenidas
se muestran en la Figura 20 (agar MD), en la que también se aprecia la morfologia

microscopica caracteristica de la levadura una vez que fue crecida en medio YPG

liquido.
pb A
11497
‘C
5077 . "‘
4749 (j
4507
2838

Figura 19. Linearizacion de pPIC9-hGH-6His con Figura 20. Pichia pastoris transformada. A)

Sacl. M) Marcador, 1) Plasmido sin cortar, Morfologia microscépica de Pichia pastoris
2) Plasmido lineal. Gel de agarosa al 1% pastoris transformada con el plasmido
tefiido con bromuro de etidio pPIC9-HGH-6His
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5.7.2 Analisis de integracion al genoma de Pichia pastoris.

Para determinar si el vector fue integrado al genoma de la levadura se extrajo ADN
gendmico (mediante la técnica TSNT segun se indica en el Protocolo 1, Anexo 1) y se
realizé6 una PCR empleando los iniciadores AOX, con lo cual ademds de proporcionar
informacidn sobre la integracidn al genoma, es posible determinar el fenotipo presente
(mut’ o mut®) mediante la amplificacién del gen aox1 para (mut’) o la ausencia del
amplicdn correspondiente (mut®). Se observa la amplificacion de 1134 pb
correspondiente al casete hGH-6His, ademads de la amplificacidn débil del gen aox1 con
un tamafio aproximado de 2200pb indicando un fenotipo mut® para las clonas

obtenidas. (Figura 21)

pb
6 7 hGH s/i (+) () M2

L B L

e dad ol L L LT B
-

aox1

hHG-6His
pb

100

Figura 21. Anadlisis de la integracion al genoma de Pichia pastoris, asi como el fenotipo
obtenido. Se observa la banda correspondiente al producto amplificado de hGH-6His, asi como
la amplificacion mas débil para aoxl. M1, M2) Marcadores, 1-7) Clonas de P. pastoris
productoras de HGH-6His, hGH) P. pastoris productora de HGH, s/i) P. pastoris transformada
con pPICY, (+) Control de amplificacion, (-) Control negativo de amplificacion. Gel de agarosa al
1%, tefiido con bromuro de etidio.
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5.8 Produccion de la HGH-6HIS.

La prueba que corroboraria la funcionalidad del vector de expresion construido fue la

verificacidn de su capacidad para secretar al medio de cultivo a la HGH-6His.

5.8.1 Fermentacion y analisis de la produccion en el sobrenadante mediante SDS-

PAGE.

Se realizé la produccién en tubos cénicos de 50mL, para lo cual la colonia seleccionada
en base a los ensayos antes descritos se inoculd en medio YPG para su crecimiento
hasta una DOggo = 5, punto en el cual se realizé un cambio a un medio inductor, BMMY.
Se siguid la produccién por 94h, adicionando metanol a una concentracion final de 1%
cada 24h, para compensar la pérdida por evaporacién y consumo durante el cultivo de

las levaduras.

Posterior al tiempo de induccidn, el medio de cultivo fue centrifugado por 5min a
4400rpm (a 4°C para minimizar la degradacioén proteica) y dado que en la construccién
realizada se contaba con el péptido sefial del factor a-MF, que guia la secrecidn
extracelular de la proteina fusionada, ésta se buscd en el sobrenadante, el cual fue
dializado contra amortiguador Tris-HCI 20mM pH=8 frio, haciendo 4 recambios cada 4h
a fin de eliminar sales. Las membranas empleadas para la didlisis presentaban un corte

de peso molecular entre 10-14kDa.

Para verificar la presencia de la proteina de interés, se precipitd 1 mL del sobrenadante

por la técnica de metanol-cloroformo y corrié en gel de poliacrilamida en condiciones
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desnaturalizantes. En la Figura 22 se aprecia el analisis electroforético de la proteina en
el medio de cultivo de las levaduras portadoras del casete de expresion hGH-6His,
inducidas con metanol. Para los sobrenadantes producidos por las cepas 1 a 7, se
aprecia una banda sobresaliente por debajo de los 26kDa y ligeramente superior al
estdndar de 22kDa y que no se presenta en el sobrenadante analizado para una
levadura transformada con un vector vacio (carril pPIC9) que sirvié de control negativo
y en el cual se aprecian las proteinas propias de la levadura que son secretadas al
medio de cultivo. Dicha proteina, que ademas representa una proporciéon mayoritaria

del total de proteinas, corresponde a la HGH-6His.

Y 1 2 3 4 5 6 7  pPICS BGHc

Figura 22. Analisis de la produccién de proteinas secretadas al medio de cultivo por la cepa
de Pichia pastoris construida. En el recuadro se indica la banda proteica correspondiente a la
HGH-6His. M) Marcador de peso molecular, 1-7) Produccién al medio de cultivo de distintas
cepas, pPIC9) Produccién al medio de cultivo de una cepa transformada con pPIC9 vacio, BGHc)
Estandar de 22kDa. Gel de poliacrilamida al 12.5%, tefiido con azul de Coomassie.
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RESULTADOS

Se realizd una cuantificacion de las proteinas totales presentes en el sobrenadante
mediante la técnica de Bradford (Bradford, 1976), para lo cual se construyé una curva
de calibracion empleando BSA como referencia. Se obtuvo una correlacién lineal
r=0.995 y la ecuacidon de la recta obtenida fue y = 0.0025x + 0.2732, donde “x”
corresponde a la concentracion de proteinas y “y” a la absorbancia a 594nm, que es la
longitud de onda a la cual se lee el ensayo de Bradford. La curva construida se muestra

en la Figura 23.
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Figura 23. Curva de calibracion. Construida para la cuantificacion de proteinas totales en el SN
de las cepas de Pichia pastoris productoras de HGH-6His

Empleando la curva construida, se cuantificd la produccidn de proteinas totales
secretadas al medio de cultivo, determinando que la mejor productora fue la clona H1,
con una produccion de proteinas totales secretadas al medio de cultivo de 76ug/mL, de
los cuales el 70% corresponde a HGH-6His, dando como resultado 53.9ug de HGH-6His

por mL de medio de cultivo. La proporcion correspondiente a HGH-