CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

Hoy en dia se ofrecen en el mercado internacional toda una variedad de
proteinas fabricadas empleando a la Ingenieria Genética. Estas van desde
factores de crecimiento hasta anticoagulantes. La lista de estos productos
crece dia a dia, lo que ha llegado a constituir toda una revolucién en el
mercado biofarmacéutico y a la vez ha impulsado la investigacion en este
campo (Escamilla-Trevifio, L. ,1996).

En 1976 la nueva Biotecnologia llega a ser una realidad, ya que
metodologias para clonacién del DNA, sintesis de oligonucleétidos y expresién
de genes, convergen en un solo experimento, en el cual una proteina de un
gen humano es producida en forma recombinante por primera vez. La proteina
fue somatostatina, un neurotransmisor de escasos 14 aminoacidos. El gen que
codifica para este péptido no fue el natural, sino uno sintetizado quimicamente
y clonado en un vector para su expresion en E. coli. Posterior a este primer
logro, el siguiente éxito fue la produccion bacteriana de la insulina humana
primer producto comercial de la nueva industria biotecnolégica.

Esta nueva tecnologia ha revolucionado la investigacién en la biologia y
medicina, desarrolldndose asi una nueva industria enfocada a la clonacion y
produccién de proteinas de importancia tanto para la industria como para la
medicina. Ahora las proteinas son producidas mediante la tecnologia del DNA
recombinante para el tratamiento de numerosas enfermedades, tales como
cancer, alergias, enfermedades autoinmunes, desérdenes neurolégicos,
infecciones, quemaduras y enfermedades genéticas, asi como para otro tipo de
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enfoque como es el uso de enzimas en detergentes de lavanderia y produccién
de alimentos (Watson, J. D., 1998).

En la actualidad para lograr producir proteinas recombinantes se
dispone de una gran variedad de sistemas de expresién, los cuales emplean
sendos hospederos que van desde bacterias hasta células en cultivo de
mamiferos o de insectos. La bacteria mas empleada para estos fines ha sido
Escherichia coli, aunque también se han utilizado Bacillus subtilis,
Pseudomonas sp., y otras. Considerando las levaduras, la mas empleada ha
sido Saccharomyces cerevisiae, aunque recientemente se ha incrementado
notablemente el empleo de Pichia pastoris, gracias a la disponibilidad de un
estuche comercial y a una serie de caracteristicas favorables que posee esta
levadura. También han sido empleadas Schizosaccharomyces pombe,
Hansenula polymorpha, Trichoderma reesei, Kluyveromyces lactis, Aspergillus
nidulans, etc. Por lo que respecta a las células de mamifero en cultivo, también
existe una gran variedad de lineas celulares empleadas para estos fines
(Escamilla-Trevifio, L. ,1996).

Una expresion eficiente de proteinas heterélogas no siempre es facil de
consegquir, por lo que se requiere tanto de un vector como de un sistema de
expresiéon adecuados (Marta Izquierdo, 1993).

1.1 Pichia pastoris: un nuevo hospedero biotecnolégico

Durante la época de los noventas se desarrollaron herramientas
eficientes para convertir a la levadura P. pastoris en un sistema de produccion
de proteinas recombinantes. En la Tabla | se citan algunas de las ventajas y
desventajas de P. pastoris como hospedero biotecnolégico (Fernandez-
Hoeffler, 1999).
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Al ser Pichia pastons un microorganismo eucariote, posee muchas de las
ventajas de los sistemas de expresion de eucariotes superiores, tales como
procesamiento y plegamiento de proteinas, modificaciones postraduccionales,
ademas de ser tan facil de manipular como Escherichia coli 0 Saccharomyces
cerevisiae. El sistema que emplea a Pichia pastoris como hospedero es mas
sencillo y menos costoso que otros sistemas de expresion basados en
eucariotes superiores, y con el se obtienen generalmente niveles de expresion
mayores que en estos ultimos, alcanzando densidades celulares de hasta ~100
g /L de peso seco (Siegel y Brierley, 1989). Como levadura, P. pastons
comparte las ventajas de manipulacibn genéticas y moleculares con S.
cerevisiae, pero ademas posee la ventaja de aicanzar niveles de produccion 10
a 100 veces mayores de proteinas heterblogas que esta ultima (Invitrogen,
1994).

Pichia pastoris pertenece a la familia de los ascomicetos y su
caracteristica fundamental resulta ser su habilidad para utilizar el metanol como
fuente de carbono y energia, por lo que se le denomina metilotréfica. La ruta
metabdlica para la conversién del metanol a bidxido de carbono y agua
involucra a las enzimas alcohol oxidasa (AOX), catalasa, formaldehido
deshidrogenasa, S-formil-glutatién hidrolasa y formato deshidrogenasa (Ellis,
1985). En la primera etapa del metabolismo del metanol, éste se oxida a
formaldehido empleando la enzima alcohol oxidasa y oxigeno molecular como
donador de electrones, produciendo per6xido de hidrégeno (Figura 1). La AOX
tiene poca afinidad por el Oz, lo cual es compensado con la sintesis de grandes
cantidades de la enzima, llegando a representar el 35% de la proteina total

celular (Invitrogen, 1994).
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Figura 1.- Via metabdlica para la oxidacién del metanol en levaduras. Las enzimas
participantes estan representadas por nimeros Romanos y sus productos mediante
abreviaciones.

La expresion del gen que codifica la enzima esta regulada de modo que
es reprimida en presencia de otras fuentes de carbono que no sean el metanol,
(sea etanol, glicerol, o glucosa), pero es estimulada por éste (Buckholz y
Gleeson, 1991), lo que permite que el empleo del promotor de dicho gen
confiera un control fino de la produccion de proteinas heterdlogas en Pichia
pastonis (Cregg et al., 1993).

Existen dos genes en P. pastoris que codifican para la AOX, los genes
AOX1y AOX2, 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 AOX?. Por lo tanto, la enzima
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que es responsable de casi toda la degradacidn del metanol es la codificada
por el gen AOXT (Cregg et al., 1993).

Otra ventaja que ofrece P. pastoris es el hecho que al crecer en medios
minerales simples y secretar bajas cantidades de proteinas endégenas, la
proteina heterdloga puede ser secretada al medio de cultivo para encontrarse

relativamente pura (>50% de la proteina extracelular total).

1.1.1 Vectores de expresién para Pichia pastoris

Debido a que P. pastoris no posee plasmidos nativos, se han
desarrollado varios vectores de expresién, los cuales se integran en el locus
genomico AOX1 o HiS4 por recombinacién homdloga, generando cepas
genéticamente estables. Todos los vectores de expresidn para P. pastoris
estan disefiados para transformar tanto a £. coli como a P. Pastoris (son
vectores transformadores). Para propagarse en E. coli, los plasmidos contienen
un origen de replicacion y un gen de seleccién que confiere resistencia a
ampicilina. Para P. pastoris, como marcador de seleccion, la mayoria de los
vectores contienen el gen de la histidinol deshidrogenasa (H/S4), el cual es
utilizado en combinacién con cepas hospederas de P. Pastoris auxotréfas para
histidina a causa de defectos en el gen his4 (Cregg et al., 1985).

Para la expresion de los genes heterélogos, los vectores contienen un
cassette de expresién compuesto por una region de DNA de aproximadamente
0.9 kb el cual contiene la secuencia 5' (promotor) del gen AOX7 (AOX1p) y un
fragmento de aproximadamente 0.3 kb que contiene la secuencia 3' del gen
(terminador de la transcripcion o tt) (Koutz ef al., 1989). Los fragmentos del

promotor y terminador estan separados por uno o mas sitios Unicos de
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clonacion. Ademas, para la secrecidn de las proteinas heterélogas, los
vectores cuentan con secuencias codificantes para las sefiales de secrecién
como la del factor o -MF pre-pro de S. cerevisiae o bien la de la fosfatasa &cida
de P. pastoris. Ambas se han utilizado fusionandolas de forma adecuada a

AOX1p. La Figura 2 muestra una representacion grafica del vector pPICSK.
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Figura 2.- El plasmido pPIC9K como vector modelo para la produccién de proteinas
recombinantes en P. pastoris. Se representan en forma esquematica las diferentes regiones
que componen el plasmido: Promotor y terminador de la transcripcion del gen AOX17 de P.
pastoris (regiones 5' AOX7 y 3' AOX1 y TT, respectivamente), region 3' del mismo gen (3'
AOXT), gen de la histidinol deshidrogenasa (HIS4) de P. pastoris, la secuencia sefal (S).
También contiene secuencias necesarias para propagacion del plasmido en Escherichia coli,
tales como el gen de resistencia a ampicilina y el origen de replicacion (ColE1), ademas de un
sitio de policlonacion precedido de la secuencia seiial.

Dra |

Se cuenta también con vectores de expresidn que poseen como
promotor alternativo (Waterham et al., 1997; Invitrogen, Carlsbad, CA); al
GAPp, un promotor fuerte constitutivo derivado del gen de gliceraldehido 3-

fosfato deshidrogenasa (GAP). En cultivos suplementados con glucosa, los



niveles de expresion obtenidos con GAPp son similares a aquellos observados
con AOX1p en cultivos crecidos con metanol. Una ventaja de GAPp sobre
AOX1p es que, debido a que es constitutivo, no es necesario cambiar el cultivo
de un medio a otro para inducir la expresién. Sin embargo, el uso de GAPp es
apropiado solo para genes cuyos productos no sean tdxicos para la célula.
Ademas, los niveles de expresion de AOX1p son frecuentemente
incrementados en cultivos con condiciones limitantes de crecimiento

alimentados con metanol. Un fen6meno similar no es observado con GAPp

Ademas se ha desarrollado toda una familia de vectores para P. pastons
que contienen el gen Sh ble, el cual confiere resistencia a la droga llamada
Zeocina (Higgins ef al., 1998). En estos vectores, el gen Sh ble o Zeo es el
marcador de seleccion tanto para E. coli como para P. pastoris, contribuyendo a

reducir el tamano de dichos vectoras.

1.1. 2 Integracién del vector al genoma de Pichia pastoris

Para mantener la estabilidad de la expresion de las cepas, los vectores
de expresién de Pichia son integrados al genoma de la célula hospedera
mediante recombinacién homéloga. El modo mas comin de insercion es
linearizar los vectores antes de la transformacion, utilizando uno de los
diferentes sitios de restriccion unicos localizados dentro de las secuencias para
HIS4 o 5A0X1p. El DNA linear estimula los eventos de recombinacion
homdloga entre el DNA transformante y las regiones de homologia dentro del
genoma de |a levadura, dando como resultado un tipo de entrecruzamiento
simple (integracion). La integracién dentro de este locus se lleva a cabo con
una alta frecuencia (50-80% de transformantes His*) (Figura 3A). Sin embargo,

una alta proporcién de las células transformadas no integran el vector, sino que
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parecen sufrir un evento de conversion del gen, en el cual sélo el gen HIS4 del
vector es integrado dentro del locus mutado his4, por lo que no expresan el gen
heter6logo y representan un evento de conversion génica (Fernandez y
Hoeffler, 1999).

5'AOX1

gen de interés

Genoma de Pichia (his4)

HIS4 TT gende 5'AOX1 3'AOX1 Kan hisd-

l interas l :

Plasmido integrado
al genoma

B asin B
interés Plasmido linearizado
5'A0X1 I AOX1

Genoma de Pichia paastoris x

—— AOX1 T ¥ ——

§

5'AOX1 aas de Sl T Plasmido integrado

I 9 interes HIS4 3'AOX1 al genoma

Figura 3.- Integracion del vector de expresion dentro del gemona de P. pastoris. (A)
Integracion génica del cassette de expresion en el locus his4 ~ ; (B) Reemplazamiento del
cassette de expresion via un evento de recombinacion doble.

En la estrategia de integracion, se cuenta con vectores de expresion
para P. pastoris que portan un fragmento adicional derivado de la secuencia 3'
del gen AOX1 (Cregg ef al., 1987). Estos vectores pueden ser cortados con
una enzima de restriccion seleccionada que libere al cassette de expresion (por
ejemplo, desde el fragmento que contiene el promotor, pasando por el gen

heterdlogo, y hasta la secuencia del terminador) y al gen HIS4 en un mismo
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fragmento de DNA que esta flanqueado por las secuencias AOX7 5y 3’
terminal. Los tipos de mutantes que se pueden obtener son dos :

a) MutS: Son aquellas que sufrieron delecién en el gen AOX7, y que por
lo tanto crecen lentamente en metanol (MutS: "Metanol utilization siow"), al
depender de la enzima codificada por el gen AOX2 para degradar éste.
Aproximadamente del 10-20% de los eventos de transformacion His* con estos
vectores, son la consecuencia de un evento de reempiazamiento del gen en el
cual el gen AOX1 es suprimido y reemplazado por la expresion del cassette y el
gen HIS4 (Figura 3B). Las cepas resultantes por lo tanto son forzadas a contar
con la débil transcripcién del gen AOX2 para crecer en metanol y, como
resultado, metabolizan el metanol a una velocidad reducida. Las cepas con
reemplazamiento de este gen se identifican facilmente de aquellas colonias
transformadas His* mediante su réplica en placa con metanol y seleccién de
aquellas que tienen una capacidad reducida de crecer sobre metanol (fenotipo
MutS). Una ventaja potencial de las cepas MutS es que en algunos de los casos
los niveles de expresion de la proteina heter6loga son mayores que en el caso
de cepas silvestres (Mut*), especialmente si se utilizan cultivos a nivel de
matraz (Cregg et al., 1987).

b) Mut*: Este otro tipo de mutantes es el que conserva el gen AOX7
genodmico intacto (Figura 4) y por lo tanto emplean eficazmente el metanol
como unica fuente de carbono, al igual que una cepa silvestre de Pichia
pastoris (Mut*) (Invitrogen, 1994).
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B’AOX1 Gende TT HIS4 Kan J3'AOX1
interés

Cassette de expresion

Figura 4.- Insercion génica del cassette de expresion en el locus AOX1. Los eventos de
insercion génica en el locus AOX71 surgen de un evento de entrecruzamiento simple entre el
locus AOX1 en el cromosoma y alguna de las tres regiones AOX1 en el vector (5', 3' 0o TT). El
resultado es la insercion de una o méas copias del vector, mientras que el gen AOX1 nativo
queda intacto (Mut*).

Los eventos de entrecruzamiento simple (inserciones) tienen mayor
probabilidad de ocurrir que los eventos de entrecruzamiento doble
(reemplazamiento). Eventos multiples de insercion ocurren espontaneamente
en cerca del 1 al 10% de los transformantes y son mucho mas frecuentes que

dos eventos independientes de entrecruzamiento simple (Invitrogen, 1994).

Se ha encontrado que del 5 al 10% de las transformantes presentan
integraciones multiples del cassette de expresién de la proteina recombinante.
Para la seleccion de estas cepas multicopias se ha desarrollado un sistema
que utiliza un plasmido transformante portando el gen Tn903 kan' que confiere

resistencia a G418 (Scorer ef al., 1994.

Las transformantes son propagadas en placas de agar conteniendo

cantidades crecientes de G418. El nivel de resistencia de las cepas a G418
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esta en relacién al numero de copias del plasmido integradas en el genoma
(Figura 5). Mediante este sistema se ha encontrado que es posible detectar

hasta 30 copias por genoma.

T
Gen de

interés
HIS4

Kan §'ADX1

_-‘ §' AOX1 1T 3

Cassette de expresién 1

_J Cassete de
5 __AOXi TT y sxpreaint |

Figura No 5.- Mdltiples eventos de insercién génica. Estos pueden ocurrir espontaneamente
con baja frecuencia, que va desde el 1 al 10% de los transformantes His*. Los eventos de
multiples-copias pueden ocurrir como inserciones, ya sea en el locus AOX1 o en el his4.

Cassette de expresién 2

1.1. 3 Produccion de proteinas recombinantes en P. pastoris

P. pastoris es una levadura de las mas empleadas actualmente como
hospedero para la expresion de genes recombinantes. Sélo de 1987 a 1998 se
publicaron mas de 300 articulos relacionados con P. pastoris, de los cuales
alrededor del 70% tienen que ver con la produccidn de alguna proteina

heterdloga (Escamilla-Trevifio ef al., 1999).
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Con el sistema de expresion genica de P. pastoris se han logrado
producir proteinas heterblogas de forma intracelular, de secrecion hacia el
medio de cultivo, y como proteinas de membrana. En 1999 Fernandez y Hoffler
reportan un compendio de 73 proteina heterélogas, donde dichas proteinas
provienen de la expresion de genes tanto de bacterias, hongos, plantas,

invertebrados, mamiferos (diferentes al humano) y de humano.

En ila Tabla Il se muestran algunas de las proteinas heterélogas
producidas en P. pastoris y los niveles de produccién alcanzados (Escamilla-
Trevifio et al., 1999).

Tabla Il.- Niveles de produccion de proteinas recombinantes sintetizadas en P. pastoris a
nivel fermentador

Proteina NC IS Rend. Referencia
Q)
HBsAg 1 0.4 Cregg et al.,(1987)

F. de Necrosis Tumoral >20 8.0 Sreekrishna ef al., (1989)

1

|
Lisozima Bovina ¢2 1 8 0.58 Digan et al., (1989)
Frag. C Toxina teténica 14 | 12.0 Clare ef al., (1991a)
Albimina Humana 1 S 4.0 Barr et al., (1992)
P. Anticoag. (TAP) 1 s 17 Loewen et al., (1997)
P. Anticoag. de pez I s 0.04 Laroche et al., (1954)
Peractina (P69) >10 | 3.0 Romanos et al., (1991)
Interleucima Humana-2 I | 40 Cregg et al., (1993)
Interleucima Humana-2 n| S 10 Cregg et al., (1993)
EGF de Humano M S 05 Siegel et al., (1980)
Invertasa 1 S 25 Tschopp ef al., (1987h)
Ligando trimérico CD40 1 l 0.26 McGrew et al., (1997)
Estreptoquinasa I | 0.08 Hagenson et al., (1989)
Superodxido dismutasa 1 | 0.33 Sreekrishna ef al., (1996)
Superéxido dismutasa 2 | 0.74 Sreekrishna ef al., (1996)
Aprotinina 1 S 0.14 Vedvick et al., (1991)
Aprotinina 2 ) 0.32 | Vedvick et al., (1991)
Aprotinina 5 s 0.93 Vedvick et al., (1991)
Horm. crecim. salmoén 18 | 0.30 Sreekrishna ef al., (1996)
Antigeno BM86 I S 1.5 Rodriguez ef al., (1994)

NC: Nuomero de copias del cassette de expresion
IS Producto intracelular o secretado

Rend.: Rendimiento

IT:Ndmero de copias indeterminado

M:Namero de copias multiple, mas no determinado

Escamilla-Treviiio ef al., (1999).



1.1. 4 Fermentacion

Las fermentaciones con cepas recombinantes de P. pastoris se llevan a

cabo en dos fases (Figura 6),.

celular empleando un medio de cultivo minimo, pero suplementado con glicerol

0 glucosa como fuente Unica d

reprimida la produccion de la proteina recombinante debido a que el promotor
que dirige la sintesis se encuentra apagado. En la segunda fase, se activa el
promotor de AOX7, al reemplazar la fuente de carbono y energia por el
metanol. En esta etapa se produce la proteina recombinante, (Invitrogen,

1994).

En la primera fase se busca el aumento de masa

e carbono y energia. En esta etapa se encuentra

1
Fermentar

A_.

Analisis de
proteinas

-

en glicerol .,

Produccion de
Biomasa
. Cambiar a metanol
0
™ mg/L
50
Toma de
muestras *— ° 0 4 o4

Figura 6.- Etapas de la produccién de proteinas recombinantes en P. pastoris. Se
muestra en un inicio el aumento de la masa celular y posteriomente la induccion mediante

metanol de la proteina de interés, asi

como el analisis de muestras.
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1. 2 Hormona del crecimiento humano de 20kDa

Las primeras observaciones de la existencia de la isoforma de 20
kilodaltons de la hormona del crecimiento humano (HGH 20K), fueron hechas a
mediados de |la década de los 70s (Singn, Seavey y Lewis, 1974 ) y luego
confirmadas por diferentes estudios (Lewis et al., 1978; Lewis ef al.,1980;
Chapman et. al., 1981; DeNoto ef a/.,1981).

La HGH 20K es la segunda hormona mas abundante en la pituitaria,
posee una cadena sencilla de 176 aminoacidos, con un peso molecular de
20,269, un pl=5.5 y dos enlaces disulfuro, los mismos que ocurren en la
isoforma de HGH de 22K (Bauman, 1991).

Los estudios moleculares demostraron que la HGH 20K no es el
resultado de la ruptura proteolitica de alguna de las porciones terminales de la
cadena de HGH 22K y tampoco se encontré un gen adicional que codificara
para ésta y que pudiera explicar su existencia (Kostyo, 1987; Wallis, 1980). Lo
que se descubrid, fue que la HGH 20K es una isoforma natural de HGH que
resulta de una via alternativa de maduracién del transcrito primario del gen
hGH-N, misma que conduce a la generacién de un RNAm carente de los
codones correspondientes a los residuos 32 y 46 de la HGH 22K (De Noto et
al., 1981). En la glandula pituitaria del 5 al 10% de la produccién de HGH

corresponde a esta isoforma.

La HGH 20K, al igual que la isoforma de 22K, se sintetiza como una
prehormona de 202 aminoacidos con un peptido sefial de 26 residuos
hidrofébicos en el extrerno amino terminal de la proteina madura. Su estructura
terciaria aln no ha sido determinada, ya que es muy propensa a formar
homodimeros y heterodimeros con HGH 22K (Lewis et al., 1978; Chapman et
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al., 1981). La HGH 20K fue primero aislada a partir de una fraccién dimérica
(Lewis et al, 1978) y se demostrd que consistia de cuatro variantes
moleculares (Brostedt, 1988). Se desconoce si estas variantes son productos
nativos © son generados por los procesos de extraccibn. HGH 20K se
encuentra evolutivamente conservada, habiéndosele ya descrito en otras
especies (Sinha, 1984; Howaland ef al., 1987; Sinha, 1987).

1.2.1 Actividad biolégica y propiedades terapéuticas

Aunque las propiedades bioldgicas de la HGH 20K han sido
investigadas desde su descubrimiento en 1978, éstas son distintas a las
reportadas para la HGH de 22K y controversiales. Esto es debido a la dificultad
para preparar cantidades suficientes de HGH de 20K purificada y con su
estructura auténtica (Uchida et al.,1997).

Lewis y cols., mencionan que la HGH de 20K tiene una actividad similar
de promover el crecimiento a la de HGH 22K (Lewis et a/.,1978). Frigeri y cols.
describen que HGH 20K carece de actividad parecida a insulina (Frigeri ef al,
1979). Aunque otros autores describieron que tanto la forma recombinante
como la natural poseen un efecto metabdlico parecido a insulina
marcadamente disminuido (Goodman et a/., 1986; Kostyo ef al., 1985).

En un intento por probar el efecto insulino-agonista, se han comparado
las formas metionil de las dos hormonas de 20 y 22K, sin encontrar diferencias
en las respuestas (Tinsley ef al., 1986; Ader ef al., 1987). Mas tarde Ohmae y
cols. las utilizaron para probar la actividad promotora del crecimiento,
encontrando el 10.7% y 93.5% de actividad para HGH 20 y 22K,
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respectivamente, con respecto a la hormona derivada de hipdfisis (Ohmae et
al., 1989).

En estudios hechos con ratas hipofisectomizadas se ha encontrado que
las dos formas de HGH (20 y 22K) tienen potencia similar para promover el
crecimiento y generar somatomedinas (Chawla ef al, 1983; Kostyo ef al,
1985). Pero se les han encontrado efectos diferentes sobre el metabilismo de
carbohidratos y acidos grasos libres, tanto "in vitro" como "in vivo" (Kostyo et
al., 1985; Culler ef al., 1987; Campbell ef a/,. 1990).

En contraste con la 22K, la isoforma de 20K no acelera el empleo de
glucosa y tiene actividad marcadamente disminuida, aunque no ausente, en
sus efectos lipogénico e hiperglicemiante. La capacidad de HGH para
aumentar la secrecidn de insulina y el consecuente aumento en la captacién de
glucosa por las células, reside principaimente en los residuos aminoacidicos 32
al 38, lo que puede explicar la disminucién de este efecto en HGH 20K (Ortiz-
Lopez, 1992).

Se ha determinado que la secuencia Tyr-lle-Pro presente en la region
removida en la variante, estd presente en la insulina y se piensa que ésta
podria ser la responsable de este efecto. Sin embargo, aun no esta claro si GH
tiene este efecto insulino-agonista per se o si tiene un efecto potenciador sobre
la insulina (Phillips lll y Vnencak-Jones, 1989).

El glutamato, normalmente presente en la posicion 33 de HGH 22K es el
principal residuo responsable de la unién de esta hormona con algunos
receptores hepaticos, en un proceso mediado por calcio. La ausencia de este
residuo en la HGH 20K altera la alta dependencia del ion calcio en la unién de
HGH 20K con dichos receptores y estos hallazgos son consistentes con el bajo
efecto insulino-agonista de HGH 20K (Phillips Il y Vnencak-Jones, 1989).
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En un modelo que utiliza la conversion de fibroblastos preadipociticos a
adipocitos, Morikawa y cols. (1984) encontraron que HGH 20K es capaz de
inducir el fendmeno de diferenciacidn adipocitica, proporcionando a esta
variante una actividad adipogénica.

1.2.2 Sintesis de la hormona del crecimiento humano
recombinante (HGH 20 y 22K)

Las limitaciones que se han presentado para el estudio de HGH 20K
radican principalmente en su obtencién en forma abundante, pura y activa. Una
alternativa para superar estos problemas fue la produccion de esta variante
mediante la tecnologia del DNA recombinante para evitar la heterogeneidad e
incrementar las cantidades disponibles. La produccion de HGH recombinante
(HGHr) ha sido reportada principalmente en E. coli (Barrera-Saldafia, 1998) y
de forma particular para HGH 22K, no siendo asi para HGH 20K, ya que son
pocos los reportes que se tienen acerca de ésta. Adelman y cols. (1983) y
posteriormente otros grupos (Tinsley ef al., 1986; Ader et al.,1987) obtuvieron
biosintéticamente en bacterias la forma recombinante metionil-HGH 20K, lo
cual trajo como consecuencia el estudio de esta hormona, utilizando la forma
recombinante en lugar de |a natural obtenida de la hipdfisis. La isoforma HGH
20K recombinante también ha sido utilizada para analizar algunas de sus
actividades biologicas (Kostyo et al., 1985; Mc Carter et al., 1990), pero aun

persisten controversias sobre las mismas.

La producciéon de met-HGHr 20K fue una altemativa muy util para evitar
los problemas de contaminacién y escasez antes mencionados, sin embargo, la
molécula producida en bacterias tiene un residuo metionil extra en el extremo
amino y existen varios informes en la literatura que indican que aparentemente



19

este residuo puede eventualmente ocasionar rechazo inmune con el uso

prolongado de la hormona (Tinssley et al., 1986, Ohmae et al., 1989).

La HGHr también ha sido producida en S. cerevisiae por Tokunaga y
cols., quienes en 1985 reportaron la expresién de un gen sintético para HGH y
pre-HGH bajo el control del represor del promotor de la fosfatasa acida. Los
genes fueron expreésados con una produccion de 2.5 a 8.5 mg/L, a pesar de
haber sido contruidos con un uso preferencial de los codones de E. coli
(Tokunaga et al., 1985).

Otro sistema de hospedero utilizado para expresar HGH es el que
emplea Bacillus subtillis. En 1991, Franchi y cols. reportan una produccién de
HGH hacia el medio de cultivo de Bacillus subtillis de 35 mg/L.

En 1990 Rincdn-Limas logré la clonacién de los DNAs codificantes de la
HGH de 22K como de la variante de 20K (Rincon-Limas, 1990).
Posteriormente, en 1992, Ortiz-Lépez logra por primera vez la obtencion de
una linea celular eucaridtica productora de HGH 20K (Ortiz-L6pez, 1992).

En 1993, Rincén-Limas y cols. transfectaron células COS-7 con
minigenes expresores de ambas isoformas (Rincon-Limas et al, 1993). Los
niveles secretados de HGH de 20K en el medio de estas células resultaron
mucho mas bajos en comparacién con los de HGH de 22K Los valores
secretados de HGH de 22K fueron en promedio de 1259 ng en una placa de
60 mm de células COS-7, mientras que los de HGH 20K fueron 41 ng. Esta
diferencia se explic6 en parte por la diferencia de los sistemas de
inmunodeteccion empleado en la cuantificacién, mismo que era especifico para
la isoforma 22K.

Escamilla-Trevifio en 1996 (cepa unicopia) y mas tarde Sanchez-
Dominguez en 1998 (cepa multicopia) logran la construccion de cepas
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productoras de HGH 22K utilizando como hospedero a Pichia pastoris. En este
sistema de expresion se obtuvieron valores de produccion de 12.3 mg/L y
32.18 mg/L (cepa unicopia y cepa multicopia respectivamente).

Recientemente H. Uchida y cols., utilizando el gen de la proteasa neutra
de Bacillus amyloliquefaciens (npr), construyd un sistema de secrecién de HGH
20K en E. coli, logrando una produccion de 28.2 mg/L de HGH 20K secretada.
En este sistema se encontrd que la co-expresion de glutatibn reductasa
notablemente incrementaba la acumulacién de los niveles de HGH 20K en
periplasma (76.1 mg/L) y se confiimé que la HGH 20K secretada fué
correctamente procesada (Uchida et al., 1997)

Recientemente Kerr y cols. (1998) reportan la generacién de un ratén
transgénico el cual expresa HGH en el epitelio de vejiga, dando como resultado
la secrecion en orina de HGH a niveles de 100-500 ng/ml. Los niveles de
concentracion de HGH en orina permanecen constantes durante mas de 8
meses. Mencionan ademas, que debido a que la orina posee pocas proteinas y
lipidos, el utilizarla como material de partida facilita la purificacion de la

proteina recombinante.

1.2.3 Potencial farmacolégico de HGH 20K y perspectivas

para su produccion

En el campo farmacolégico, HGH 22K ha demostrado ser Util para el
tratamiento de nifios con enanismo hipofisiario (Phillips Il y Vnencak-Jones,
1989), en ancianos parece contrarrestar algunos de los efectos de la vejez, en
pacientes con quemaduras de piel, ulceras y fracturas Gseas, acelera el

metabolismo y la regeneracién tisular, en personas que sufren hipoglicemia su
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actividad hiperglicemiante se ha aprovechado (Birnbaum y Goodman, 1976), y
entre los atletas ha despertado gran interés por su potencial anabdlico
(Takano, 1983).

Sin embargo, se ha reportado que el tratamiento prolongados con HGH
22K puede desencadenar diabetes mellitus, hipertension arterial y/o
ateroesclerosis, como consecuencia de la actividad diabetogénica y lipogénica
de esta hormona. Por lo que se ha contemplado utilizar a la variante de 20K
como altemnativa para el tratamiento, con la finalidad de disminuir los efectos
secundarios mencionados, ya que algunos autores manifiestan la carencia del
efecto diabetogénico en esta variante (Culler et al, 1987; Campbell ef al.,
1990).

1.3 Justificacion

Para examinar la actividad biolégica de la forma nativa de HGH 20K, es
esencial construir un sistema eficiente de produccién con su estructura
auténtica. Con ello se aportaria una fuente apropiada para la purificacion de la
hormona en cantidades suficientes para realizar estudios fisiolégicos y

farmacoldgicos que contribuyan al conocimiento de su funcién.
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CAPITULO 2

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Construir clonas de Pichia pastoris sobreproductoras de la isoforma de
HGH 20K.

2.1.1 Objetivos particulares

1. Construir un vector plasmidico de integracion para P. pastoris portador del
cassette de expresion del DNAc de la hGH de 20K

2. Integrar de forma sitio dirigida el vector recombinante construido, en el
genoma de P. pastons

3. Verificar la integracion y caracterizar las clonas recombinantes obtenidas.

4. Seleccionar las clonas que integraron multiples copias del cassette de
expresion.

5. Caracterizar el producto recombinante.

6. Seleccionar la cepa sobreproductora de HGH de 20K
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CAPITULO 3

3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Area de Trabajo, Reactivos y Material Biolégico

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

Las enzimas de restriccion utilizadas fueron adquiridas de New England
Biolabs (NEB, Beverly Ma, EUA) y Bethesda Research Laboratorries (BRL,
Gaithersburg MD, EUA); para las digestiones enzimaticas realizadas, se
recurrid a los amortiguadores y las recomendaciones sefialadas por dichos

proveedores.

Los reactivos para las diferentes soluciones provienen de Sigma
Chemical Co. (St Louis Mo, EUA), Merck de México (Monterrey, N.L.) y
Reactivos Monterrey (Monterrey, N.L.). El plasmido pPICShGH22K (Escamilla-
Trevifio,L. L. 1996) y la cepa XL1-Blue de E. coli provienen de la coleccion de
plasmidos y bacterias del laboratorio de Biotecnologia de la U.L.|.E.G., Depto.
de Bioquimica, Fac. de Medicina, de la U.A.N.L. El sistema de expresion de
Pichia pastoris el cual incluye la cepa GS115, GS115-Albumina, GS115-8-
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Galactosidasa, |la cepa de E. coli TOP10F', vectores, iniciadores y el Kit para
formacién de esferoplastos, se adquirieron de Invitrogen Corporation (San
Diego Ca, EUA).

3.2 Equipo

Se utilizd un horno de microondas GoldStar modelo MA-857M (Seul,
Corea), microcentrifugas Eppendorf modelos 5402 y 5415 (Westbury, N. Y.),
una fuente de poder Biorad 200/2.0 (Nebraska, EUA), un agitador de tubos
Barnstead/Thermolyne 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.,
Misouri, EUA), una bascula digital marca Sartorios modelo 1206MP (Camibh
Goéttingm Germany), un concentrador centrifuga al vacio marca Labconco
Corporation modelo 78100-00 (K.C., Missouri, EUA). El termociclador utilizado
fue el modelo PT 150 de MJ Research (Watertown, Mass., EUA).

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

El procesador de texto utilizado fue: Microsoft Word versiéon 5.1a (©
1987-1992 Microsoft Corporation), procesadores de graficos Microsoft
PowerPoint Versibn 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.).
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Los programas computacionales de Biologia Molecular fueron: Amplify
version 1.2b (Bill Engeles @ 1992 University of Wisconsin Genetics M.
Madison, Wi EUA), DNA Strider TM 1.1 (® Ch. Marck and C.E.A. 1989 Service
de Biochimie-Départemet de Bioligie-Institut de Recherche Fondamentale-CEA-
FRANCE), OLIGO version 4.0 (© 1992, Plymount, Mn, EUA), Clustal version
1.5 (Multiple Sequence Alignaments) y el servicio Basic Local Alignment
Search Tool de NCBI, secuencias Blast version 2.0.

Para la determinacion del % relativo de HGH con respecto a las
proteinas totales se utilizé un aparato de fotodocumentacién de imagenes Gel
DOC 1000 de Bio-Rad (Hercules, CA)

3.3 Métodos

3.3.1 Estrategia general

La parte experimental fue realizada de acuerdo a las siguientes etapas:
a) Propagacion de los piasmidos: pBS, pJV, pPICSK y pPICShGh22K en E. coli
XL1-Blue; b) Construccion del vector pPICSKhGH20K; c) Analisis de los
vectores construidos mediante caracterizacidon enzimatica y secuenciacion; d)
Transformacién de P. pastoris GS115 con el vector pPICIKhGH20K; e)
Caracterizacion de los genotipos y fenotipos de las transformantes obtenidas; f)
Seleccién de clonas conteniendo multicopias del cassette de expresién; y g)
Seleccién de la clona sobreproductora de HGH 20K, Una representacion

esquematica de la estrategia general y sus etapas se muestra en la Figura 7.
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Figura 7.- Representacién esquematica de la estrategia general. Muestra cada una de las
etapas realizadas para la construccion de la clona de P. pastoris sobreproductora de HGH 20K.
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3.3.1.1 Propagacién de los plasmidos: pBS, pJV,
pPIC9K y pPIC9hGH22K en E. coli XL1-Blue

Células calcio-competentes de E. coli XL1-Blue fueron transformadas
con los plasmidos: pBS (Stratagene, Co.), pJV (construido por H. Barrera y D.
Baty, resultados no publicados; ver Anexo 4), pPICSK (Invitrogen) y
pPICOhGh22K (Escamilla-Trevifio, 1996). La preparacion de las bacterias
calcio-competentes, asi como la transformacidn se realizaron de acuerdo a los
protocolos descritos por Sambrook y cols. en 1989. Posteriormente se
levantaron las colonias de bacterias portando cada uno de los plasmidos (pBS,
pJV, pPIC9K y pPIC9hGh22K) y se cultivaron en 1L de caldo LB para después
realizar el aislamienfo de DNA plasmidico a gran escala utilizando
ultracentrifugacion en gradiente de densidad en cloruro de cesio, de acuerdo a
una modificaciéon al método descrito por Clewell y Helsinki en 1970 (Cab-
Barrera y Barrera-Saldafia, 1988). De esta manera se obtuvo una fuente de
plasmidos de buena calidad para llevar a cabo la construccién del plasmido
pPICSKhGH20K.

Para la construccion del vector pPICO9KhGH20K fue necesaria la
fabricacién adicional de tres plasmidos: pBS20K, pBSPIC9, y pBSPIC20 (Ver
Anexos 5 y 6). La construccion de cada uno de estos plasmidos se describe a

continuacion.

3.3.1. 2 Construccién del plasmido pBS20K

Para construir pBS20K, se utiliz6 al plasmido pBluescript SK (pBS) como

receptor y a pJV como donador. Mientras que el primero es un vector simple
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depropagacion, el segundo contiene la secuencia completa del DNAc de hGH
de 20K Tanto pBS como pJV se digirieron con las endonucleasas de
restriccion: Xho | y Hind lll, generando asi extremos compatibles para su
ligacion. La digestion de pBS con Xho | y Hind lll generd dos fragmentos: uno
pequefio de 21 pb (correspondiente a la regién de policlonacién) y otro mayor
de 2940 pb (resto del plasmido). Mientras que la digestiéon de pJV con Xho | y
Hind lll generd también dos fragmentos: uno pequeio de 609 pb
(correspondiente al DNAc de hGH 20K) y el otro mayor de 5253 pb
(correspondiente al resto del plasmido). La ligacion se llevé a cabo entre el
fragmento de 609 pb (DNAc hGH20K) y el fragmento de 2940 pb (vector pBS),
generando asi el primer plasmido: pBS20K (3549 pb, que contiene la
secuencia completa del DNAc de hGH 20K). Las clonas recombinantes se
analizaron mediante digestion con las endonucleasas de restriccion: Pvu |,
Xba | y Bgl |l, principalmente. En la Fig. 8 se muestra una representacién

esquematica de la construccién de este vector.

Xho ! Hind Il
Yho 1 Hind III goal
\{ EcoR 1 st
—vTe T hGH20K
pBS pJv
2958 pb : 5865 pb
. Fragmento
Xho 1 de 609 pb Xho 1
Hind III Hind 1T
Xho Hind Il
Xba I EcoR T
* o *
: : _‘ * Pvu II
pBS20K | o Begl II
3549 pb
T

Figura 8.- Representaciéon esquematica de la construccién del vector pBS20K. Para esta
clonacion se utiliz6 como plasmido donador a pJV y como plasmido receptor a pBS. El tamaiio
del fragmento clonado fue de 609 pb, el cual contenia el DNAc de hGH 20K.
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3.3.1.2.1 Preparacion de los fragmentos de ligacién

Las digestiones preparativas de pBS y pJV con Xho | { NEB) y Hind llI
(NEB), se llevaron a cabo bajo las recomendaciones de las casas comerciales

que distribuyen dichas enzimas de restriccion, y se integraron mezclando lo

sigiente:
pJV pBS
pul pulL
Solucidén amortiguadora #2 10X (NEB) | 20 10
Agua ultrapura 58 64
BSA 100X 2 1
DNA 100 (200 ng/uL) | 15 (700 ng/uL)
Enzima Xho | (4 U/ul) 10 5
Enzima Hind il (10 U/pL) 10 5
Volumen total de reaccién 200 100

Las mezclas de reaccion se incubaron a 37°C durante toda la noche y
as digestiones fueron verificadas por el analisis de alicuotas de 4 uL. mediante
electroforesis en geles de agarosa al 0.8%. Una vez verificada la digestion
completa, se llevé a cabo electroforesis en gel de agarosa al 0.8% a nivel
preparativo. El gel fue tefiido con bromuro de etidio (2 ug/mL en TBE). Los
fragmentos de 609 pb de la digestion de pJV con Xho | y Hind Ill y de 2940 pb
de la digestion de pBS con Xho | y Hind lll, fueron recuperados del gel
cortando las bandas correspondientes con ayuda de un bisturi. Estos
fragmentos fueron extraidos de la matriz de agarosa utilizando la técnica de
fibora de vidrio siliconizada (Zavala-Diaz de la Serna, 1995) y se
resuspendieron en el amortiguador TE de pH=7.4 y se almacenaron a -20°C

hasta su empleo.
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La reaccién de ligaciéon se llevé a cabo en una proporcion 1:5 (vector de
2940 pb:fragmento de 609 pb) utilizando la DNA ligasa del fagoT4 (BRL) y los

siguientes reactivos.

Vector + Vector Vector
fragmento Xho I-Hind Il | Hind NIl
pL pl uL

Amortiguador de ligacion 5X | 3 2 2
Agua ultrapura —_ 2 2
Vector (pBS) 6 (200ng/uL) | 5 5
Fragmento (hGH 20K +Xhol | 5 (200 ng/ul) | — —
+Hind i)
Enzima Ligasa (1 U/ul) 1 1 1
Volumen total de reaccidn 15 (26.66 ng/uL)| 10 10

La mezcla de reaccidn se incubé durante toda la noche a 16°C y se

corrobord la ligacibn mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y

tincion del mismo con bromuro de etidio (2 pg/mL en TBE). Posteriormente se

llevé a cabo la transformacion de E. coli XL1-Blue con 5 uL del producto de

ligacién utilizando bacterias calcio-competentes de acuerdo a la técnica

descrita por Sambrook y cols. 1989. Las células transformadas fueron crecidas

en placas que contenian ademas del medio de cultivo y los antibidticos

(ampicilina y tetraciclina), IPTG y X-Gal. Se tomaron 5§ uL de cada una de las

reacciones antes de agregar la enzima ligasa, para utilizarlos como controles

al correr el gel (2.5 pL para la verificacién de la ligacién), asi como para la
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transformacién (2.5 uL). Ademas se utilizaron como controles: Amortiguador
TE (Tris-EDTA), pUC18 (para determinar la eficiencia de transformacion), la
reaccion de ligacion de ambos fragmentos pero sin la enzima ligasa, el vector
(pBS)+ Hind Il con y sin ligasa y el vector (pBS) + Xho | + Hind Ill con y sin

ligasa.

3.3.1.2.3 Seleccién y analisis de clonas de E. coli XL1-
Blue portadoras de pBS20K

La seleccion de colonias transformantes se realiz6 tomando en cuenta
dos parametros: a) su crecimiento en medios de cultivo que contenian
tetraciclina y ampicilina como marcadores de seleccién, ya que solamente las
células que integraran el plasmido serian capaces de crecer en medios de
cultivo que contenian ambos antibidticos; b) su coloracién, ya que se utilizd el
ensayo de colonias azules y blancas (Cab-Barrera y Barrera-Saldafia, 1989)
para determinar de forma visual las clonas que aceptaron el plasmido

recombinante (blancas) de la que no |o hicieron (azules).

De las colonias obtenidas por transformacion (seleccion por resistencia a
tetraciclina y ampicilina) se levantaron colonias blancas para su posterior
analisis. Se inocularon de forma individual en tubos con 4 mL de caldo LB con
ampicilina (100 pg/mL) y tetraciclina (50 pg/mL) y se incubaron a 37°C a 250
rpm durante toda la noche. Posteriormente se tomaron 3 mL de cada cultivo y
se realizé aislamiento de DNA plasmidico a pequefa escala {minipreparacion)
de acuerdo al método descrito por Gilles Morelle (Morelle, 1989). El DNA
plasmidico aislado de cada una de las colonias fue sometido a electroforesis
en gel de agarosa al 0.8% y las clonas que mostraron el patron esperado

mediante la migracién del DNA de forma superenrrollada, fueron sometidas a
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digestion con un juego de endonucleasas de restriccion; Bg/ I, Hind ill, Sac |,
Xho |, Pst |, Xho I-Hind lll, Pvu ll, Xba |, y Xba-Sma |. Finalmente, se realizd
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% para verificar cada una de las
digestiones. Los fragmentos teéricos fueron obtenidos mediante el andlisis
computacional empleando el programa DNA Strider alimentado con la
secuencia del plasmido pBS20K.

3.3.1.3 Construccion del plasmido pBSPIC9

Se utilizé el plasmido pBluescript SK (pBS), como plasmido receptor y a
pPICShGH22K como plasmido donador, el cual contiene la secuencia completa
del DNAc de hGH 22K. Tanto pBS como pPICShGH22K fueron digeridos con
las enzimas de restriccion Sac | y Xba | generando asi extremos compatibles
para su ligacion. La digestiéon de pBS con Sac | y Xba | generd dos fragmentos:
uno pequefio de 24 pb (correspondiente a la region de policlonacion) y otro
mayor de 2937 pb (resto del plasmido). La digestién de pPICShGH22K con Sac
| y Xba | generé tres fragmentos: el primero de 1018 pb (este fragmento
incluye 739 pb del extremo 5°’A0X1 de pPIC9K desde la posicion 209 hasta la
posicion 948; la region codificante para la secuencia sefal del factor alfa de
Saccharomyces cerevisiae, y por Ultimo posee 19 pb del extremo 5°de DNAc de
hGH 22K, correspondientes a la proteina madura); el segundo de 1377 pb
(este fragmento incluye el resto de la secuencia de la proteina madura de hGH
de 22K, con todo y su coddn de terminacion, ademés de 17 pb de la region de
policlonacion de pPICOhGH22K y 333 pb de la regién de terminacion de la
transcripcion del extremo 3' AOX1) y el tercero y Gltimo de 6194 pb (resto del
vector pPIC9). La ligacién se llevd a cabo entre el fragmento de 1018 pb
(pPICShGH22K) y el fragmento de 2937 pb (vector pBS), generando asi el
segundo plasmido: pBSPIC9 (3955 pb). Las clonas recombinantes se
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analizaron mediante digestion con las endonucleasas de restriccion. Pwvu l,

Xba |, y Bgl ll, principalmente. En la Figura 9 se muestra una representacién

esquematica de la construccién del vector pBSPICS.

Sac |

Xbal

\. i/}:'f'uRl

Sac 1

pPICO9hGH22K
8587pb

Xhol
Xba 1

pBS
2958pb
Fragmento de
Sac 1 1018 pb
Xba |
Xho

Xba 1

v Sma |
“Iac I "'/]:‘('OR [

pBSPICS
3955pb

| SSR——

Sac |
Xbal

Figura 9.- Representacién esquematica de la construccién del vector pBSPICY. Se utilizé
como plasmido donador a pPICShGH22K y como receptor a pBS. El fragmento clonado fue de

1018 pb.

3.3.1.3.1 Preparacion de los fragmentos de ligacién

Las digestiones preparativas de pBS y pPICShGH22K con Sac | (NEB) y

Xba | (NEB), se llevaron a cabo bajo las recomendaciones de las casas

comerciales que distribuyen dichas enzimas de restriccién y fueron preparadas

como sigue:
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pBS pPICO9nGH22K
ulL ulL
Solucién amortiguadora #4 10X (NEB) | & 10
Agua ultrapura 23 60
DNA 16 (500 ng/ul)| 20 (1 pg/ul)
Enzima Sac | (10 U/uL) 3 5
Enzima Xba | (10 U/ulL) 2 5
Volumen total de reaccién 50 100

Las mezclas de reaccién se incubaron a 37°C durante toda la noche y
las digestiones fueron verificadas por el analisis de alicuotas de 1 pL de la
mezcla de reaccién siguiendo el protocolo anteriormente descrito en el punto
3.3.1.2.1 para pBS20K. En este caso los fragmentos recuperados fueron de
1018 pb y 2937 pb de la digestion de pPICShGH22K y pBS con Sac | y Xba |,
respectivamente.

3.3.1.3.2 Reaccibn de ligacion

La reaccion de ligacion se integré como sigue:

ulL
Amortiguador de ligacion 5X 3.0
Agua ulfrapura 53

Vector (pBS + Sac | + Xba )

3.0 (285 ng/ul)

Fragmento (1018pb de Sacl + Xbal)

2.7 (100 ng/uL)

Enzima Ligasa (1 U/ul)

1.0

Volumen total de reaccién

15.0 (75 ng/ul)
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La mezcla de reaccién se incubd durante toda la noche a 16°C,
siguiendo el protocolo anteriormente descrito en el punto 3.3.1.2.2, para
pBS20K. En este caso se utilizaron como controles de transformacion: 1)
amortiguador de TE; 2) la reaccién de ligacién de ambos fragmentos pero sin
la enzima ligasa y 3) pUC18 para determinar la eficiencia de transformacion.

3.3.1.3.3 Seleccibn y analisis de clonas de E. coli XL1-
Blue portadoras de pBSPIC9

De las colonias obtenidas por transformacion (seleccién por resistencia
a tetraciclina y ampicilina) se levantaron solamente colonias blancas y se
analizaron como se describe en el punto 3.3.1.2.3. Las clonas que mostraron
el patrén esperado fueron sometidas a digestibn con un juego de
endonucleasas de restriccion: Bg/ ll, Sac |, Sma |, Xba |, Sac |-Sma |, Pvu I,
Pst 1, Xho | y Xba I-Sma |. Finalmente se realizd electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% para verificar cada una de las digestiones. Los fragmentos
tedricos fueron obtenidos mediante el analisis computacional empleando el

programa DNA Strider alimentado con la secuencia del plasmido pBSPICS

3.3.1.4 Construccién del plasmido pBSPIC20

Se utiliz el plasmido pBSPIC9, como plasmido receptor y como plasmido
donador del fragmento de interés a pBS20K. Tanto pBSPIC9 como pBS20K se
cortaron con Xba | y Sma |, generando asi extremos compatibles para su
ligacion. La digestion de pBSPIC9 con Xba | y Sma | genera dos fragmentos:
uno pequeiio de 18 pb (de la regién de policlonacién) y otro mayor de 3937 pb
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(resto del vector). La digestion de pBS20K con Xba | y Sma | genera cuatro
fragmentos: uno de 18 pb (regién de policlonacién), otro de 35 pb (vector), uno
mas de 516 pb (que incluye el fragmento apartir de 7° codon del DNAc de hGH
20K de la proteina madura) y por ultimo uno de 2980 pb (resto del vector). La
ligacidon se llevé a cabo entre el fragmento de 516 pb (DNAc hGH 20K) y el de
3937pb (vector pBSPIC9), generando asi el tercer plasmido: pBSPIC20 (4453
pb). Las clonas recombinantes se analizaron mediante digestion con las
endonucleasas de restriccion: Pvu I, Xba |, y Bgl ll, principaimente. En la
Figura 10 se muestra una representacion esquematica de la construccion del
vector pBSPIC20.

Xhol Xba l Xho 1 Hind 'H]
Sac [ Sma 1 Xbal Smal
FeoR 1 2 .a G EcoR I

" . el hGH 20K f
' BSPICY i |

'Z - | pBS20K

3955

i p 3549 pb

i :
Xba i Fragmento Xba 1
Sma 1 de 316 pe Sma I

Xhol

Sac 1 Xba I EcoR 1
* =

[ |
pBSPIC20 | * puy JI
4453 pb o Beglll

e e

Figura 10.- Representacién esquematica de la construcciéon del vector pBSPIC20. Se
utilizé como plasmido donador a pBS20K y como plasmido receptor a pBSPICS. El fragmento
clonado fue de 516 pb, el cual contenia el DNAc de hGH 20K.
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3.3.1.4.1 Preparacion de los fragmentos de ligacién

Las digestiones preparativas de pBS20K y pBSPICS con Xba |l y Small,

se ensamblaron comosigue:

pBS20K pBSPICY
ul pL
Solucién amortiguadora #4 10X (BRL) 5 10
Agua ultrapura 36 60
DNA 6 (1.8 pg/uL)| 20 (1 pg/ul)
Enzima Xba | (10 U/ul) 3 5
Volumen total de reaccién 50 100

Las mezclas de reaccion se incubaron a 37°C durante toda la noche y al

dia siguiente se verificd la digestion mediante electroforesis en gel de agarosa

al 0.8%. Ademas se guardé una pequeria alicuota (de 5ulL la cual fue utilizada

como referencia de corte, ya que la digestion de pBS20K con Xba |, libera dos

fragmentos. uno de 2980 pb y otro de 569 pb, y este ultimo fragmento es el

que posteriormente se corta con la enzima Sma |, generando los fragmentos
de 516 pb, 35 pb y 18 pb. El fragmento de 516 pb (DNAc de hGH 20K) se
utiliza para la construccién del plasmido pBSPIC20 por lo que fue necesario

asegurar que ambas enzimas cortaran de forma adecuada (Ver Figura 11).
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Figura 11.- Corte enziméatico de pBS20K con Xba |1y Sma |. Muetra una representacion
esquematica de la liberacioén del fragmento de 516pb (DNAc de hGH 20K).

Posteriormente a la mezcla de reaccién se le agrego:

pBS20K pBSPIC9
pl pl
Solucion amortiguadora #4 10X (NEB) 1 1
Agua ultrapura 6 6
Enzima Sma | (10 U/uL) 3 3
Volumen final de reaccién 10 10

Las mezclas de reaccion se incubaron en este caso a 25°C durante toda
la noche y las digestiones fueron verificadas por el andlisis de alicuotas de 1.5
pL mediante electroforesis en geles de agarosa 1.0%, siguiendo el protocolo
anteriormente descrito en el punto 3.3.1.2.1 para pBS20K. En este caso los
fragmentos recuperados fueron de 516 pb y 3937 pb de la digestidbn de
pBS20K y pBSPICY con Sma | y Xba | respectivamente.
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3.3.1.4.2 Reaccién de ligacién

La reaccidn de ligacién se llevé a cabo tal como se describe en el punto
3.3.1.2.2 pero en una proporcion 1:5 (vector de 3937 pb: fragmento de 516 pb).
Se llevod a cabo la transformacion de E. coli XL1-Blue con 5 pl del producto de
ligacién utilizando bacterias calcio-competentses. Se utilizaron como controles
de transformacion: 1) amortiguador de TE; 2) la reaccién de ligacién solo del
vector (sin el fragmento) y 3) pUC18 para determinar la eficiencia de

transformacion.

3.3.1.4.3 Seleccion y analisis de clonas de E. coli XL1-
Blue portadoras de pBSPIC20

De las colonias obtenidas por transformacion (seleccién por resistencia
a tetraciclina y ampicilina) se levantaron colonias blancas y se analizaron de
igual manera como se describe en el punto 3.3.1.2.3. Las clonas que
mostraron el patron esperado mediante la migraciéon del DNA de forma circular,
fueron sometidas a digestién con una bateria de endonucleasas de restricciéon
dentro de las que destacan: Xba |, Bg/ Il y Pvu ll. Finalmente se realiz
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% para verificar cada una de las
digestiones. Los fragmentos teéricos fueron obtenidos mediante el analisis
computacional empleando el programa DNA Strider alimentado con la

secuencia del plasmido pBSPIC20.
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3.3.1.5 Construccion del vector pPICS9KhGH20K

Se utilizé a pPIC9K como vector receptor y como plasmido donador a
pBSPIC20. Tanto pPIC9K como pBSPIC20 se cortaron con las enzimas de
restriccion Sac |1 y Eco Rl, generando asi extremos compatibles para su
ligacién. La digestion de pBSPIC20 con Sac | y Eco Rl gener6 dos fragmentos:
uno de 1546 pb (este fragmento incluye 739 pb del extremo 5’A0X1 de pPICIK
desde la posicion 209 hasta la posicién 948; la secuencia sefial del factor alfa
de Saccharomyces cerevisiae, ademas 19 pb del extremo 5° de DNAc de hGH
22K, correspondientes a la proteina madura y por ultimo contiene a partir del
coddn 7 del DNAc de hGH 20K) y el otro de 2907 (resto del vector). La
digestion de pPICIK con Sac | y Eco R | genera dos fragmentos: uno de 1018
pb (este fragmento incluye 739 pb del extremo 5°'A0OX1 de pPIC9K desde la
posicion 209 hasta la posicion 948; la secuencia sefal del factor alfa de
Saccharomyces cerevisiae, y ademas posee el sitio de policlonacion para la
enzima Sna B1) y el ditimo de 8258 pb (resto del vector pPICIK). La ligacién se
llevé a cabo entre el fragmento de 1546 pb (secuencia sefial y DNAc hGH 20K)
y el fragmento de 8258 (vector pPIC9K), generandose asi el vector
pPICOKhGH20K (9804 pb). Las clonas recombinantes se analizaron mediante
digestion con las endonucleasas de restriccion: Pvu Il, Xba |, y Bg/ Il. En la
Figura 12 se muestra una representacion esquematica de la construccién de
pPICOKhGH20K,
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Figura No 12.- Representacién esquemética de la construccion del vector
pPICOKhGH20K. Se utiliz6 como plasmido donador a pBSPIC20 y como plasmido receptor a

pPIC9K. El fragmento clonado fue de 1546 pb que comresponde a la secuencia seiial y DNAc
hGH 20K.

3.3.1.5.1 Preparacion de los fragmentos de ligacién

En este caso se llevaron a cabo dos estrategias experimentales de
ligacion tal como se muestra en la Figura 13.
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Ligacion A
pBSPIC20 Sac | - EcoRI Ligacion c adicional
orte adicion .
+ | 16y 37eC - Apaly Sna B1 —p» | Transformacion

pPicOK Sac | - EcoRI

Ligacién B

pBSPIC20 Sac | - Eco R
y corte adicional Apa |

* —

pPic9K Sac |- Eco Rl
y corte adicional Sne B1

Ligacién

— - Transformacion
16y 3rcC

Figura 13.- Estrategias de ligacién. Muestra un diagrama de flujo de las estrategias de
ligacion utilizadas. En la ligacion A el corte adicional con Apa | y Sna B1 se llevé a cabo
posterior a la ligaciéon. En la ligacion B el corte adicional con estas enzimas se llevé a cabo
antes de la ligacion. Ademas se utilizaron dos temperaturas (16 y 37°C) de incubacion en
ambas ligaciones.

Las mezclas de reaccion se llevaron a cabo a escala semipreparativa
para ambos DNAs (pBSPIC20 y pPIC9K) con las enzimas Sac | y Eco Rl, bajo
las recomendaciones de las casas comerciales que distribuyen dichas enzimas

de restriccion, tal y como se ilustra a continuacion:

pBSPIC20 |pPIC9K
pl plL
Solucion amortiguadora #3 10X (BRL) 2 2
Agua ultrapura 9 3
DNA 8 (1pg/ul)| 4 (1ug/l)
Enzima Eco RI (10 U/ul) 1 1
Volumen total de reaccién 20 100

La mezcla de reaccion se incubd a 37°C durante toda la noche y al dia

siguiente se verifico la digestibn mediante electroforesis en gel de agarosa al
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0.8%. Posteriormente a la mezcla de reaccién se le agregd 10 ulL de acetato
de amonio 7.5 M y 50 uL de etanol absoluto, esto con el fin de precipitar el
DNA y después realizar la digestién con Sac I.

El DNA precipitado se resuspendié en:

pBSPIC20 | pPICOK
pl pL
Solucion amortiguadora #3 10X (BRL) | 2 2
Agua ultrapura 17 17
Enzima Sac | (20 U/pl) 1 1
Volumen total de reaccion 20 20

La mezcla de reaccidon se incubdé a 37°C durante toda la noche y se
verificd el éxito de la digestion, mediante electroforesis en gel de agarosa al
0.8%.

Posteriormente se separaron 10 uL del volumen total de la reaccion de
digestion de pBSPIC20 los cuales fueron sometidos adicionalmente a digestion
con la enzima de restriccion Apa | (NEB). Esta enzima de restriccidon solamente
corta el plasmido original pBSPIC920 y no el plasmido recombinante
pPICSKhGH20K. Los 10 ul restantes de la mezcla de reaccion se utilizaron de
igual manera para llevar a cabo la reaccién de ligacion, pero en este caso la
digestion adicional con Apa | (NEB) se realizé después de la ligacion.

En el caso de pPICIK la enzima adicional de corte utilizada fué Sna B1
(NEB). Esta enzima de restriccién solamente corta el plasmido original pPICSK
y no el plasmido recombinante pPICSKhGH20K. Los 10 uL restantes de la



44

mezcla de reaccidn se utilizaron de igual manera para llevar a cabo la reaccion
de ligacién, pero en este caso la digestion adicional con Sna B1 (NEB) se
realizé después de la ligacién.

Las digestiones adicionales con las enzimas Apa | y Sna B1 se
realizaron debido a que los fragmentos involucrados en la ligacién no fueron
purificados previamente (es decir se encontraban en la reaccién de ligacioén
junto con el resto del plasmido). Al cortar con estas enzimas se digerian los
DNAs de los plasmidos originales (pBSPIC20 y pPIC9K) y no el plasmido
recombinante (pPICSKhGH20K), de esta manera al momento de transformar
tendriamos selectivamente transformacién solo con el plasmido recombinante,
ya que los plasmidos originales por estar en forma linearizada no son capaces
de transformar. En la Figura 14 se muestra una representacion esquematica de

la estrategia de digestion.

Fragmento de interés

i Sna BI

Sac | Eco RI
DNAc hGH20K
Apa

pBSPIC20 pPICIK A

Sac | Eco RI

~

Fragmento de
\ interés

DNAc hGH20K

Sac | wECG R1

\
|

| PPic9khGH20K |

Figura 14.- Digestion adicional con las enzimas de restriccion Apa | y Sna B1. El
plasmido pPICOKhGH20K no es cortado con las enzimas Apa [ y Sna B1, solo los plasmidos
que le dan origen. Debido a ésto, el plasmido pPICOKhGH20K permanece intacto en la
reaccion de ligacion y es capaz de transformar las células de E. coli XL1-Blue. Los plasmidos
originales (pBSPIC20K y pPIC9K) son digeridos por estas enzimas y no son capaces de
transformar las células de E. coli XL1-Blue.
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Las digestiones fueron verificadas por el analisis de alicuotas de 0.5 pL
mediante electroforesis en geles de agarosa 0.6%. El gel fue tefiido con
bromuro de etidio (2 pg/mL en TBE).

3.3.1.5.2 Reaccién de ligacién

La reaccion de ligacion se llevd a cabo en una proporciéon 1:4
(fragmento de 8258 pb:fragmento de 1546 pb). Una alicuota de la mezcla de
reaccion se incubd 1 h con T4 DNA ligasa (BRL) a 37°C y la otra durante toda
la noche a 16°C. Las caracteristicas de las variantes de estas reacciones de

ligacién se muestran a continuacion:

Ligacion A: Ligacién B:
Sin corte adicional | Con corte adicional
Apa |, Sna B1 Apal, Sna B1
pL pl
Agua ultrapura 7 7
Amortiguador de ligasa 5X 3 3
Vector (pPICSK + Eco Rl 2 2
+Sac|)
Fragmento (pBSPIC20 2 2
+Eco RI+Sac |)
Enzima Ligasa (1 U/ulL) 1 1
Volumen total de reaccién 15 16

Se tomaron § pl antes de agregar la enzima ligasa, como control de

ligacién y transformacién y se corrobor6 la ligacion mediante electroforesis en
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gel de agarosa al 0.8% y tincién del mismo con bromuro de etidio (2 ng/mL en
TBE). Posteriormente se llevé a cabo la transformacion de E. coli XL1-Blue
con el producto de ligacion utilizando bacterias calcio-competentes. Como
controles de transformacion se utilizaron cada una de las reacciones de
ligacién a probar, pero sin la enzima ligasa, ademas el amortiguador de TE y
los plasmidos pBS322 y pPIC9K para verificar la eficiencia de transformacion.

3.3.1.5.3 Seleccion y analisis de las clonas de E. coli
XL1-Blue portadoras de pPICSKhGH20K.

De las colonias obtenidas por transformacién (seleccién por resistencia
a kanamicina, ampicilina y tetraciclina) se levantaron colonias para su posterior
analisis. Se inocularon de forma individual en tubos con 4 mL de caldo LB con
ampicilina (100 ug/mL), kanamicina {50 ug/mL) y tetraciclina (50 pg/mL) y se
analizaron de igual manera como se describe en el punto 3.3.1.2.3. Las clonas
que mostraron el patrén esperado mediante la migracién del DNA de forma
superenrrollada, fueron sometidas a digestibn con las siguientes
endonucleasas de restriccion: Sa/l, Dra |, Sac |-Eco R, Sac | Avr Il, Bgl Il, Pst
I, Xba |, Xho |, Bgl/ I y Pvu ll. Finalmente se realizd electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% para verificar cada una de las digestiones. Los fragmentos
tedricos segun el analisis computacional empleando el programa DNA Strider
alimentado con la secuencia del plasmido pPICSKhGH20K.
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3.3.1.5.4 Aislamiento a mediana escala del DNA
plasmidico de pPICSKhGH20K

Una vez asegurada la identidad de pPICSKhGH20K, se realiz6 una
preparacién a mediana escala (Sambrook y cols., 1989 ) del mismo, y de esta
manera se obtuvo una fuente de plédsmidos de buena calidad para llevar a
cabo la transformacion de Pichia pastoris. Células de E. coli cepa XL1-Blue
conteniendo el plasmido pPIC9KhGH20K se cultivaron en 100 mL de caldo LB
a 37°C y 250 rpm durante 18 h. Las células fueron cosechadas por dos
centrifugaciones sucesivas en tubos falcon de 50 mL a 5000 rpm por § min
(Centrifuga IEC Centra MP4R Rotor 854). El paquete celular se resuspendi6
en 15 mL de Solucion | (50 mM de Glucosa, 25 mM de Tris-HCI pH=8, 10 mM
de EDTA, vy 4 mg/mL de lisozima), se agregaron 15 mL de la Solucién I
(solucién de lisis: 0.2N de NaOH, y 1% de SDS) y se mezcld por inversién.
Posteriormente se afadié 15 mL de la Solucidn Ill (Acetato de amonio 7.5 M
pH=7.8) y se mezcld por inversién varias veces y se centrifugé a 5000 rpm por
15 min. El sobrenadante claro se transfiridé por filtracion (a través de una malla
de gasa) a dos tubos nuevos falcon de 50 mL. Se agregd 0.6 volumenes de
isopropanol y se mezcld por inversién a temperatura ambiente para precipitar
el DNA plasmidico. Los tubos se centrifugaron a 5000 rpm por 20 min a 4°C.
se descarté el sobrenadante, la pastilla de DNA se resuspendi6 en 2 mL de
TE (10 mM de Tris-HC! pH=8 y 1 mM de EDTA) y se someti6 a tratamiento con
RNAsa (20 pg/mL) y proteinasa K (100 ug/mL). Se agregd 1/2 volumen de
fenol y se agitd muy bien durante 1 min y luego se agregé 1/2 volumen de
cloroformo y se continud extrayendo por 1 min. Se centrifugé durante 5 min a
5000 rpm. Después se transfirio la fase acuosa (superior) a otro tubo. Ademas
se realizd otra extraccibn con un volumen de cloroformo durante 1 min,
nuevamente se centrifugd a 5000 rpm y se transfirié la fase acuosa a otro tubo.

En ambas extracciones se descartd la fase organica (fase inferior).
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Posteriormente el DNA fue precipitado con 1/2 volumen de acetato de amonio
7.5 M y 2.5 volumenses de etanol absoluto. Esta mezcla fue centrifugada a
14,000 rpm en una microcentrifuga Eppendorf durante 15 min. La pastilla
obtenida se lavd con etanol al 70 %, el DNA fue resuspendido en el
amortiguador TE (10 mM de Tris-HCI pH=8 y 1 mM de EDTA) y almacenado a

4°C hasta su uso.

Una vez verificada la identidad del plasmido pPICSKhGH20K y

preparado a mediana escala, éste fué sometido a secuenciacion.

3.3.1.5.5 Secuenciacion

La secuenciacion del DNAc de hGH 20K contenido en el plasmido
pPICSKhGH20K fue realizada con el apoyo del Laboratorio de Biologia

Molecular del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina.

La técnica utilizada para la secuenciacion es una adaptacion de la
descrita por Sanger y cols. en 1977. La secuenciacién enzimatica se realizo
siguiendo las especificaciones del Kit AmpliCycle (Perkin Elmer). Los
fragmentos sintetizados se marcaron al incorporar P32-a-dATP y se resolvieron
en un gel de electroforesis de acrilamida 6%-urea 50%. La lectura de la

secuencia se realizé sobre la autorradiografia.
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3.3.2 Transformacidn de P. pastoris GS115

Una vez obtenido el plasmido pPICOKhGH20K a mediana escala, se
realizaron digestiones preparativas con las endonucleasas de restriccion Sa/ |
y Dra | y de esta manera poder llevar a cabo la transformacion de la cepa
GS115 de P. pastoris. El plasmido linearizado con Sal/ | favorece la insercion
en el locus HiS4, mientras que el corte con Dra | genera reemplazamiento en
el focus AOX1 (Invitrogene, 1996). Las células de Pichia pastoris cepa GS115
fueron transformadas por la técnica de formacion de esferoplastos (Invitrogen,
1994) con el plasmido (pPICSKhGH20K) previamente digerido (Sa/l y Dra |).

3.3.2.1 Crecimiento celular

Células de Pichia pastoris cepa GS115 se inocularon por estria en
placas con YPD para aislar colonias sencillas y posteriormente crecerlas de
forma individual, la placa se incubé a 30°C por dos dias. Se transfiri6 una
colonia de Pichia pastoris cepa GS115 a un matraz de 100 mL, conteniendo
10 mL de YPD caldo y se dejd crecer durante toda la noche con agitacién a
250 rpm a 30°C. Posteriormente se inocularon tres matraces diferentes de 500
mL cada uno, conteniendo 200 mL de medio YPD caldo, con 5, 10 y 20 uL de
células del cultivo de toda la noche. Los matraces se incubaron nuevamente
durante toda la noche a 30°C con agitacion a 250 rpm. Al dia siguiente se
midié la D.O.sponm de cada uno de los tres cultivos, las células que alcanzaron
una D.O.s00nm entre 0.2 y 0.3 se cosecharon por centrifugacion a temperatura
ambiente durante 10 min a 1500 g. La pastilla de células se resuspendié en 20

mL de agua estéril y se cosechd nuevamente por centrifugacién a 1500 g
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durante 5 min a temperatura ambiente. Se descartd el sobrenadante, y la
pastilla de células se utilizd para preparar los esferoplastos (Invitrogen, 1994).

3.3.2.2 Formacion de esferoplastos

Primeramente se lavé la pastilla con 20 mL de SED (19 ml de SE: 1M
sorbitol, 25 mM de EDTA, pH 8 y 1 mL de DTT 1M) preparado en fresco, y se
centrifugé a 1500 g durante 5 min a temperatura ambiente. Se descartd el
sobrenadante y se lavé nuevamente ahora con 20 mL de sorbitol 1 M y se
centrifugd como anteriormente se menciona. Las células se resuspendieron
finalmente en 20 mL del amortiguador SCE (1 M sorbitol, 1 mM de EDTAy 10
mM de amortiguador de citrato de sodio, pH 5.8) por agitacion suave. La
suspensién se dividid en dos tubos falcon de 50 mL, uno de ellos se mantuvo
en hielo (tubo A), mientras que el otro (tubo B) se utilizd para monitorear la
formacién de esferoplastos mediante el tratamiento con zimolasa. La zimolasa
es una enzima que digiere pared celular y hace extremadamente fragiles las
células por lo que se deben manejar con cuidado. Al momento de la adicién de
la zimolasa la digestioén de la pared celutar empieza. Se prepararon 20 mL de
solucién de SDS al 5% los cuales se utilizaron posteriormente. Se ajustd el
espectrofotometro en UV/Vis a 800 nm, utilizando como blanco 800 ulL de SDS
al 5% y 200 uL de SCE (Sorbitol 1 M, EDTA 1 mM y amortiguador de citrato de
sodio 10 mM, pH 5.8). Se prepard un juego de 17 tubos de microcentrifuga
estériles y marcados como: 0, 2, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, y
50, a los cuales se les agregé 800 uL de SDS al 5%. Se retiraron 200 plL de
células contenidas en el tubo B y se anadieron al tubo marcado como "0". Esta
muestra se utilizé como tiempo cero. Al resto de la suspension de células del
tubo B se le afadié 7.5 uL (3 mg/mL) de zimolasa (es importante mezclar la

suspension antes de su uso para asegurar una cantidad consistente de
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zimolasa), se mezcl6 perfectamente y se incubd las células a 30°C. La
formacion de esferoplastos se monitoreé de la siguiente manera: a los dos
minutos de tiempo, se retiraron 200 uL de células (tubo B + zimolasa) y se
anadieron al tubo marcado "2" (con 800 puL de SDS al 5%). Esto mismo se
repitié para cada uno de los diferentes tiempos; t=4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, y 50. Cada una de las muestras fue leida D.0O.g0g nm-
Finalmente, se determind el porcentaje de esferoplastos para cada punto del

tiempo utilizando la ecuacion:

% de esferoplastos = 100-{(D.0.sp0nm al tiempo #/D.0.sp0nm al tiempo 0) X 100]

Una vez determinado el tiempo minimo de incubacion donde se
formaron el 70% de esferoplastos se procedio al tratamiento con zimolasa del
tubo remanente (tubo A en hielo). Se agregé 7.5 uL de zimolasa (3mg/mL) al
tubo A y se incubd a 30°C durante el tiempo establecido para la formacion de
un 70% de esferoplastos. Los esferoplastos fueron cosechados por
centrifugacion a 750g durante 10 min a temperatura ambiente. Se descarto el
sobrenadante y los esferoplastos se lavaron con 10 mL de sorbitol 1M
(mezclando suavemente). Se centrifugd como se menciona anteriormente y los
esferoplastos se resuspendieron en 0.6 mL de Ca$S (1 M sorbitol, 10 mM Tris-
HCL, pH 7.5 y 10 mM de CaCly). Esta preparacién debe ser utilizada

inmediatamente (hasta 30 min) para su transformacion (Invitrogen, 1994).

3.3.2.3 Transformacion

Se colocaron 100 uL del preparado de esferoplastos en tubos falcon de
15 mL y se agregaron 10 ug de DNA (tanto de pPICSKhGH20K, como de
pPIC9K en otro tubo, ambos cortados con Sal/ | y Dra |, ademas amortiguador
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TE pH=7.4), incubando a temperatura ambiente durante 10 min. Transcurrido
este tiempo, se afadieron 10 mL de soluciéon de PEG/CaT preparada en fresco
(mezcla 1:1 de poetilenglicol al 40% y CaT [ 20 mM Tris, pH 7.5 y 20 mM
CaCl. ]) y se mezcld por inversion, y se incubd a temperatura ambiente durante
10 min. Posteriormente, se obtuvieron los esferoplastos por centrifugacion a
750g durante 10 min a temperatura ambiente, se descarté el sobrenadante y
los esferoplastos se resuspendieron en 150 uL de medio SOS {1 M sorbitol,
0.3X YPD, y 10 mM CaCl; ) y se incubaron por 20 min a temperatura ambiente.
Finalmente, se les agregé 850 uL de sorbitol 1 M y se procedié a sembrar en la
placa (Invitrogen, 1994).

3.3.2.4 Seleccion de recombinantes

Se mezclaron 200 pL de cada una de las soluciones de esferoplastos-
DNA preparadas con 10 mL de agarosa fundida y se vaciaron en placas con
RDB-agar ( sin histidina, solo las transformantes crecen en este medio). Una
vez solidificada la agarosa, las placas se invirtieron e incubaron a 30°C. La
aparicion de transformantes se controlé durante 4 a 6 dias. Ademas se realiz6
una prueba de viabilidad celular, la cual se llevé a cabo de la siguiente
manera: Se mezclaron 100 pulL de esferoplastos (sin DNA) con 900 uL de
sorbitol 1 M. Posteriormente se mezclaron solamente 100 uL de esta dilucién
con 10 mL de agarosa fundida, esta mezcla se virtié en placas con RDHB-agar
(con histidina). Una vez solidificada la agarosa, las placas se invirtieron e
incubaron a 30°C. La aparicidn de colonias se observé durante 4 a 6 dias. Este
método proporciona una seleccién inicial de transformantes HIS4% ya que
solamente las células que integraron en su genoma el vector de integracion
(conteniendo el cassette de expresidn), podran crecer en medio carente de
histidina (Invitrogen, 1994).
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3.3.3 Caracterizacién de genotipos y fenotipos de las clonas

recombinantes

La caracterizacion genotipica se realizdé verificando la integracién del
cassette de expresion en el genoma de levadura mediante ensayos de PCR, y
la caracterizacién fenotipica mediante la induccién del gen clonado y la

caracterizacion de su producto recombinante.

3.3.3.1 Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA genémico de Pichia pastoris se utilizé la
técnica previamente descrita por Martinez-Soriano y cols. en 1993. Las
levaduras se crecieron en 4 mL de caldo YPD durante 24 h a 30°C. El paquete
celular de 3 mL, se obtuvo mediante dos centrifugaciones sucesivas de 1.5 mL,
en tubos Eppendorf a 16000g durante 5 min. Se descart6 el sobrenadante y al
paquete celular se le agregaron 200 uL de solucion amortiguadora de lisis
TSNT (Tritdn X-100 al 2%, SDS al 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM y EDTA
1 mM pH=8), se agité perfectamente por inversidn y después se le anadieron
500 uL de Fenol saturado (con Tris-HCI, pH=8), agitando nuevamente por
inversion. Posteriormente, se agregaron a la mezcla 100 pb de Sevag
(cloroformo:alcohol isoamilico, 24:1), se mezclé al vortex durante 5 min y se
agregé 200 plL de TE 1X (10 mM de Tris-HCI, pH=8, y 1 mM de EDTA, pH=8) y
se procedid a centrifugar por 10 min a 16000 g. Se transfirié la fase acuosa a
un tubo Eppendorf de 1.5 mL. EI DNA se precipitd al agregar 1 mL de etanol al
100% y mezclar lentamente por inversion hasta la aparicion de una hebra
blanca. EI DNA se recuperd por centrifugacion a 16000 g durante 10 min
descartando el sobrenadante. Después, la pastilla de DNA se lavd con 500 plL
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de etanol al 70%, y se centrifugd nuevamente a 16000 g durante 5 min.
Finalmente la pastilla se secé a 37°C durante 15 min y se resuspendi6 en 48
pl de TE y 2 ul de RNAsa (2 ug/ul). Las muestras obtenidas de DNA

genémico fueron almacenadas a 4°C hasta su empleo.

3.3.3.2 Andlisis de DNA por espectrofotometria

Una vez obtenido el DNA gendmico, se realizd una estimacién
cuantitativa del mismo mediante espectrofotomeria, tomando en cuenta un
factor de conversion de 50, ya que una D.O.=1 corresponde a 50 pug/mL de
DNA de doble cadena. Ademas la calidad del DNA se estima mediante la
relacion de absorbancia a 260 nm y a 280 nm {D.O.260 nm/D.0.280 nm). Una
preparacién de DNA con alto grado de pureza se caracteriza por presentar
valores de D.O.260 nm/D.0.280 nm entre 1.8 y 2.0. De las muestras de DNA
gendémico se realizé una dilucion de la preparacién del DNA (1:200 y 1:400) en
TE 1X pH=7.4. Se calibré el espectrofotdmetro a cero con amortiguador TE 1X
pH=7.4. Se realizaron las lecturas a 260 nm y 280 nm de cada una de las
diluciones preparadas. Finalmente, se determiné la concentracion de la
preparacién empleando el factor de conversion 50 y la pureza de la muestra,

mediante la relacion de las absorbancias a 260 nm y a 280 nm (D.O.2e0
am/D.0.280 nm)



