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3.3.3.3 Reaccibén en cadena de la polimerasa (PCR)

El DNA genémico de diferentes clonas fue analizado mediante la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para amplificar una zona
especifica del casette de expresidn y de esta manera verificar la integracién del
plasmido pPIC9KhGH20K al genoma de P. pastoris. El iniciador sentido o 5°
(5-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3) se aparea en la regién 5 A0X7
(nucledtido 855-875) del plasmido pPICSK, mientras que el iniciador antisentido
0 3" (5"-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3°) se aparea en la regién 3’AOXT TT
(nucleétido 1327-1347) del mismo. La PCR en el plasmido pPIC9K trae como
resultado la amplificacion de un fragmento de 449 pb, mientras que en
pPICSKhGH20K el fragmento generado es de: 1016 pb. Por otro lado la PCR
del DNA genémico de P. pastoris no recombinante da como resultado un
producto de 2200 pb, correspondiente a la amplificacién del gen AOXT,
mientras que en la amplificacibn del DNA genémico de las cepas
recombinantes de P. pastoris da como resultado la amplificacion de dos
bandas. una de 2200 pb y otra de 1016 pb, debido a que P. pasfons
recombinante ain conserva el gen AOX1 (Mut’) pero ademés posee el cassette

de expresion integrado al genoma de la levadura.

Las condiciones de reaccién para la PCR se llevaron a cabo mediante
modificaciones a las condiciones establecidas por Escamilla Trevifio en 1996.
Estas condiciones son las siguientes: amortiguador de PCR (Promega 10X),
MgCl; 1.5 mM, DNA genémico a 25 ng/ul, dNTP’s a 200 mM, iniciador 6" a 0.5
mM, iniciador 3" a 0.5 mM, agua ultrapura estéril y 0.5 unidades de Taq
polimerasa en una reaccion de 25 ul. El programa llevado a cabo en el
termociclador fue el siguiente: una etapa inicial de desnaturalizacion del ciclo a
94°C (2 min), una etapa de 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C (1 min),
alineacién a 60°C (1 min) y extensiéon a 72°C (2 min) y una ultima etapa de
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extension a 72°C (7 min). Una vez finalizada la amplificacion se realiz6 el
analisis de 5 uL del producto de reaccion de la PCR mediante electroforesis en
gel de agarosa al 0.6% en TBE 1X (0.089 M de Tris-boratos, 0.089 M de &cido
bérico y 0.002 M de EDTA).

3.3.3.4 Induccion de la expresién del DNAc de HGH 20K

Para realizar la induccion del DNAc de hGH de 20K se realizaron
fermentaciones en dos fases:. En la primera fase se busca el aumento de masa
celular empleando un medio de cultivo minimo amortiguado, siendo la fuente
de carbono glicerol o glucosa. En esta etapa se encuentra reprimida la
produccién de la proteina recombinante debido a que el promotor que dirige la
sintesis se encuentra apagado. En la segunda fase, se activa el promotor de
AOX1 al agregar metanol al medio de cultivo, convirtiéndose en la unica fuente

de carbono disponible. En esta etapa se produce la proteina recombinante.

Las clonas fueron analizadas mediante fermentaciones a nivel matraz,
para verificar de esta manera la expresion del producto recombinante (HGH
20K). Colonias aisladas de cada una de las colonas fueron inoculadas en 25
mL de medio BMG en matraces de 250 mL y se crecieron a 30°C en agitacién
a 250 rpm hasta que el cultivo alcanzd una D.O.gy nm entre 2 y 6.
Posteriormente el paquete celular se obtuvo por centrifugacién a 10000 rpm
(centrifuga ICE Centra, rotor 954) durante 5 min, se descarté el sobrenadante y
la pastilla se resuspendié en 25 mL de medio BMM (medio inductor). En
seguida, se incubdé a 30°C durante 96 h para inducir la expresion del gen
heterélogo (hGH). Para mantener la induccidon se agregd metanol al 100%
cada 24 h a una concentracion final de 0.75%. Una vez terminado el tiempo de

fermentacion, las células fueron separadas del medio de cultivo mediante
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centrifugacion a 10000 rpm (centrifuga ICE Centra, rotor 954) durante 5 min. El
sobrenadante obtenido de estas fermentaciones fue utlizado para realizar
analisis en geles de poliacrilamida discontinuos en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE); determinacion de proteinas totales; y para
establecer la cinética de crecimiento, para asi determinar si existia alguna

variacion en su crecimiento con respecto a la produccién de HGH 20K

3.3.4 Seleccién de clonas conteniendo copias miuiltiples del

cassette de expresiéon

El procedimiento para generar clonas resistentes a G418 (geneticina)
requiere de una seleccion inicial de transformantes His*: seguido de un
tamizaje variando los niveles de resistencia a G418. La resistencia a G418 es

conferida por el gen kanamicina presente en pPICSK.

Se realizé un tamizaje preliminar que permitié analizar un gran nimero
de clonas de forma rapida y simplificada, éste se llevd a cabo determinando el
nivel de resistencia a G418 de las diferentas clonas, el cual se relaciona con el

numero de copias del casette de expresion integrado al genoma de la levadura.

De las clonas recombinantes obtenidas mediante la técnica de formacién
de esferoplastos, se tomaron 103 colonias y se replicaron en placas con RDB
(sin histidina), ademas se utilizaron 5 controles (GS115, GS115pPIC9K-Sall |,
GS115pPIC9K-Dra |, GS115pPICShGH22K, pPICSKhGH22K). La Tabla Il

muestra las caracteristicas de dichos controles.
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Tabla lll.- Descripcion de los controles

GS115 Cepa original de Pichia pastoris .
(C3-6.3)*
GS115pPICOK-Sal | Cepa de Pichia pastoris transformada con el vector pPICSK,
(C3-6.6)" digerido con Sall.
GS115pPICOK-Dra | Cepa de Pichia pastoris transformada con el vector pPICSK,
(C3-6.5)* digerido con Dra |.
GS115pPICShGH22K Cepa unicopia de Pichia pastoris transformada con el vector
(C3-6.4)* PPICShGH22K, portadora de una copia del DNAc de HGH 22K
GS115pPICOKhGH22K | Cepa multicopia de Pichia pasforis transformada con el vector
(C3-8.3)* pPIC9hGH22K, portadora de multiples copias del DNAc de HGH
22K
*Ver Anexo 2.

Cada una de las colonias se crecieron en placas de microtitulacion
conteniendo cada pozo 200 uL de YPD. La inoculacidn se llevé a cabo
mediante la puncidén de la colonia con un palillo de dientes estéril y la posterior
resuspension de las células en los 200 uL del medio YPD. Las placas de
microtitulaciéon se incubaron a 30°C durante dos dias (no requiere de
agitacién). Transcurridos los dos dias de incubacién, se tomaron placas nuevas
de microtitulacién y se les afadié 190 ulL de YPD a cada pozo. Este segundo
juego de placas de microtitulacién fue inoculado con 10 pulL de cada uno de los
pozos de la primera placa de microtitulacion, utilizando una pipeta
multicanales. Nuevamente las placas de microtitulacién se incubaron a 30°C
durante dos dias. Transcurridos los dos dias de incubacioén, se inoculd un
tercer juego de placas de microtitulacion, de la misma manera que el segundo
juego, esto con el fin de obtener densidades celulares semejantes en cada una
de las clonas analizadas y evitar de esta manera falsos positivos. Después de
la incubacién se tomd el tercer juego de placas de microtitulacidn y se
resuspendieron |as células de cada pozo con una pipeta multicanales. Se
tomaron 5 ul de cada pozo y se inocularon en placas con YPD que contenian
G418 a concentraciones finales de 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 1.75, 2.0, 3.0, y
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4.0 mg/mL. Para este ensayo se utilizaron placas con 36 divisiones, lo que
permitié separar cada una de las clonas analizadas.

Las placas se incubaron a 30°C y se revisaron después de 2, 3, 4,y 5
dias para identificar las clonas resistentes a G418. Finalmente, se analizaron

de los resultados obtenidos.

3.3.5 Seleccién de la clona sobreproductora de HGH 20K

Para la seleccién de la clona sobreproductora de HGH 20K, se tomaron
en cuenta dos consideraciones: por un lado se llevé a cabo la seleccion de
clonas que crecieron a dosis altas de G418 y por otro lado se evaluaron los
niveles de produccién de estas clonas. Para determinar los niveles de
produccion se realizaron: a) Fermentaciones a nivel matraz, con un tiempo final
de induccién de 140 h; b) Determininacién de proteinas totales del medio de
cultivo libre de células por el método de Bradford (Bradford, 1976), c)
Estimacion del porcentaje (%) relativo de hGH 20K mediante analisis
densitométrico de geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie
(Sambrook, 1989); d) Célculo de la concentracion de HGH 20K relacionando el
% relativo de ésta con respecto a las proteinas totales. Ademas, se realizé una
correlacion entre la resistencia al antibidtico G418 y los niveles de produccion
de HGH de 20K obtenidos.
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3.3.5.1 Analisis de proteinas

En este sistema de expresion el producto es secretado al medio de
cultivo, por lo cual fué necesario separario de las células al final de las
fermentaciones. El medio de cultivo obtenido fue dializado contra agua
ultrapura y se utilizé6 para realizar el analisis de proteinas. Las bolsas de
dialisis con 10 mL de medio de cultivo permanecieron sumergidas en 4 L de
agua fria (4°C) durante 2 h con agitacion moderada. Se realizaron dos cambios
mas de agua cada 12 h. El medio dializado en todos los casos se llevé a un
volumen final de 13 mL con agua ultrapura. Posteriormente, 500 uL del medio
dializado de cada una de las muestras se secaron al vacio. La pastilla de
proteinas se resuspendid en 15 puL de buffer SDS-PAGE, se calentaron
durante 5 min a 100°C, y se centrifugaron por 5 segundos para bajar el liquido
condensado y se aplicaron los 15 ulL para la electroforesis en gel de

poliacrilamida.

La determinacién de las proteinas totales se realizd por el métodos de
Bradford (Bradford, 1976). Este método cuantifica la unién del azul brillante de
Coomassie a una proteina desconocida y compara esta union a las cantidades
diferentes de una proteina estandar. Se determiné la absorbancia a 595 nm y
se realizaron curvas de calibracién con estandares de albumina de suero
bovino en un intervalo de concentracion de 0.25 a 8 ug/mL. Tanto las muestras
como los estandares fueron preparados por triplicado. Los calculos se
realizaron utilizando una recta de calibracion determinada por el método de

minimos cuadrados con el apoyo del programa computacional Microsoft Excel,

Para el andlisis de las proteinas se utilizd un gel de poliacrilamida
discontinuo al 15% (como gel separador). Una vez colocadas las muestras en

el gel, se aplicd un voltaje inicial de 80 mV hasta que el colorante penetrd en el
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gel concentrador aproximadamente 1 cm, luego se aumenté el voltaje a 120
mV hasta que el colorante salié totalmente del gel separador (8.3 cm x 10.2 cm
x 0.1 cm). El gel fué desensamblado y colocado en un recipiente de plastico
que contenia solucion fijadora (metanol 50% viv, acido acético 10 % v/v en
agua ultrapura) y permanecié en éste durante 1 hora con agitaciéon a 40 rpm.
Se retird la solucion fijadora y el gel fué tefido con la solucién colorante de
Coomassie (Azul brillante de Coomassie 0.5 % pfv, metanol 50 % viv, acido
acético 10 % v/v, en agua ultrapura) durante 25 minutos con agitacion a 40
rem. Transcurrido este tiempo se retird la solucidén colorante de Coomassie y
se anadid la solucién decolorante (metanol 5 % vlv, acido acético 7 % viv, en
agua ultrapura); en este caso se realizaron cambios periddicos de la solucidén
decolorante con agitacién a 40 rpm y permanecié en esta solucién hasta que

se observaron bandas azules de proteinas en un fondo claro del gel.

El porcentaje relativo de HGH 20K se determind por densitometria en
gel. Este se basa en la medicidon de la intensidad de la coloracion de las
bandas de proteinas obtenidas en el gel provenientes del medio de cultivo, y el
% se calculo con respecto a la sumatoria de las intensidades de todas las
bandas presentes en el carril. La concentracion de HGH en el medio de cultivo
fue calculada con este porcentaje en relacién a las proteinas totales presentes
en el mismo medio y determinada por Bradford. El equipo empleado fué un
sistema de fotodocumentacion Gel Doc 1000 (BIO-RAD).
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS

4.1 Propagaciéon de los plasmidos: pBS, pJV, pPICIK vy
pPIC9hGh22K en E. coli XL1-Blue

Se logrod la transformacion de células calcio-competentes de E. coli XL1-
Blue con los plasmidos: pBS , pJV, pPIC9K y pPICShGh22K. En todos los
casos las preparaciones de DNA plasmidico a gran escala mostraron valores
de Axgo/Azgp de 1.8 a 2.0, los cuales fueron considerados aceptables en las
preparaciones de DNA plasmidicos tal y como se muestra en la Tabla IV. El
rendimiento obtenido en cada una de las preparaciones mostré estar dentro
de los limites reportados en la bibliografia (500 a 2000 ug por litro de cultivo).
Por lo tanto, la cantidad de DNA plasmidico obtenida fue suficiente para

realizar todas las manipulaciones subsecuentes.

Tabla [V.- Rendimiento y calidad de las preparaciones plasmidicas

Plasmido A 260/A 280 | Rendimiento pg/L
pBS 2.03 1798
pJV 1.94 1930
pPICOK 2.07 3485
pPICShGH22K 2.01 2739




4.2 Construccién del plasmido pBS20K

Las digestiones preparativas con Xho | y Hind lll de pBS y pJV se
llevaron de manera eficiente a juzgar por su andlisis en el gel de agarosa. Los
fragmentos requeridos para la ligacién fueron recuperados mediante la técnica

de fibra de vidrio siliconizada de manera adecuada.
Los resultados de la transformacion de E. coli XL1-Blue con el plasmido

recombinante construido (pBS20K) empleando diferentes estrategias se

muestran en la Tabla V.

Tabla V.- Resultados obtenidos en la transformacion con el plasmido pBS20K

Tratamiento Colonias | Colonias | No. Total de
blancas |azules Colonias
TE (Control negativo) 0 0 0
pUC18 (Control positivo) 0 2680 290
pBS + Fragmento* + Ligasa 157 51 208
pBS + Fragmento® - Ligasa 0 0 0
pBS + Hind Ill + Ligasa 41 441 482
pBS + Hind Il - Ligasa 0 0 0
pBS + Xho | + Hind ll1+Ligasa 0 81 81
pBS + Xho | + Hind lil- Ligasa 0 0 0

*Fragmento Xho I-Hind Il de 609 pb correspondiente a la secuencia
completa del DNAc de hGH 20K.

Se obtuvieron un total de 208 colonias, de las cuales 51 colonias eran
de color azul y 157 fueron de color blancas (transformadas con plasmido
recombinante). Se analizaron 18 colonias (donde 16 de ellas provenian de
colonias blancas y 2 de colonias azules, utilizadas como control), por
electroforesis en gel de su DNA, mostrando que 15 colonias presentaron un

DNA con un tamarfio aproximado a 3549 pb, lo que era de esperarse ya que
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poseian la insercién de un fragmento de 609 pb (DNAc hGH 20K). Las 3
colonias restantes presentaron el patrébn de pBS (plasmido receptor). Se
eligieron solamente 4 colonias para su caracterizacién con las endonucleasas
de restriccion: Bgl I, Hind lll, Sac |, Xho |, Pst |, Xho I-Hind Ill, Pvu II, Xba |,
Xba I-Sma |. La caracterizacion exhaustiva mostré que el tamafio de los
fragmentos obtenidos para cada digestion, evidenciados en el andlisis
electroforético en gel de agarosa, correspondieron a los tamaiios esperados
(Fig. 15), segun el mapa de restriccion obtenido con el programa DNA Strider.
De esta manera se asegurd la identidad del plasmido pBS20K construido
conteniendo la secuencia completa del DNAc de hGH 20K,

pb
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Figura 15. - Caracterizacién enzimdtica del plasmido pBS20K. El panel A muestra una
representacion grafica del mapa de restriccion de este plasmido. El panel B muestra ia
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% de las digestiones de pBS20K con diferentes
enzimas de restriccion (carriles del 3 al 11). M, marcadores de peso molecular (lambda-Pst | y
pBR322-Alu | respectivamente); S, pBS20K circular. El panel C muestra los tamaiios de los
fragmentos de restriccion obtenidos de las digestiones con las diferemes enzimas de
restriccion. El patron de los fragmentos obtenidos corresponde a los esperados.



4.3 Construccién del plasmido pBSPIC9Y

Las digestiones preparativas con Sac | y Xba | de pBS y pPICOhGH22K
se llevaron de manera eficiente a juzgar por su analisis en el gel de agarosa.
Los fragmentos se recuperon de forma adecuada mediante la técnica de fibra

de vidrio siliconizada.

Los resultados de la transformacién de E. coli XL1-Blue con el plasmido
recombinante construido (pBSPIC9) se muestran en la Tabla VI.

Tabla V.- Resultados obtenidos en la transformacion con el plasmido pBSPICS

Tratamienio Colonias Colonias Namero total de
blancas azules colonias

TE (Control negativo) 0 0 0

pUC18 (Control positivo) 0 Incontables Incontables

pBS + Fragmento* - Ligasa 0 0 0

pBS + Fragmento*+ Ligasa 6 60 66

*Fragmento de 1018 pb desde Sac | hasta Xba | del plasmido pPIC9hGH22K.

Se obtuvo un total de 66 colonias, de las cuaies 60 colonias eran de
color azul y solamente 6 resultaron blancas (transformadas con plasmido
recombinante). El andlisis inicial del DNA de 8 colonias ( 6 de ellas provenian
de colonias blancas y 2 de colonias azules utilizadas como control), mostré
que solo el DNA de 3 colonias poseian la insercion de un fragmento de 1018
pb, teniendo como resultado un plasmido recombinante de un tamaiio
aproximado de 3955 pb. Las 3 colonias restantes presentaron el patrén de
pBS. Se eligieron 3 colonias para su caracterizacion con las endonucleasas de
restriccion; Bgl Il, Sac |, Sma |, Xba |, Sac I-Sma |, Pvu ll, Pst |, Xho |, Xba I-
Sma |. La caracterizacion exhaustiva mostré que el tamario de los fragmentos
obtenidos para cada digestién, evidenciados en el anélisis electroforético en

gel de agarosa, correspondieron a los tamarios esperados (Fig. 16 ), segun el
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mapa de restricciéon obtenido con el programa DNA Strider. De esta manera se
asegurd la identidad del plasmido construido pBSPICS, el cual contiene 739 pb
del extremo 5°/A0X1 de pPIC9 desde fa posicion 209 hasta la posicion 948, la
secuencia seial del factor alfa de Saccharomyces cerevisiae, y por ultimo
posee 19 pb del extremo 5° del DNAc de hGH 22K, correspondientes a la
proteina madura. Estas regiones fueron clonadas con el fin de facilitar la

siguiente construccion.

pBSPICY

3955 pb

1988 Pw

C Camil Enzima{s) Fragmento ( pb)
3 Bg N No corta
4 Sacl 3955
S Smal 3055
6 Xba | 3955
7 Sacl-Smal 2916y 1036
8 Pvull 2513y 1439
g Pst | 3677y 275
10 Xhol 3859y 93
11 Xbal-Smal 3934y 18

Figura 16.- Caracterizacién enzimatica del plasmido pBSPICY. El panel A muestra una
representacién grafica del mapa de restriccion de este plasmido. El panel B muestra la
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% de las digestiones de pBSPIC9 con diferentes
enzimas de restriccion (carmiles del 3 al 11). M, marcadores de peso molecular (lambda-Pst | y
pPBR322-Alu | respectivamente); S, pBSPICS circular. El panel C muestra los tamaiios de los
fragmentos de restriccion obtenidos de las digestiones con las diferentes enzimas de
restriccion. El patron de los fragmentos obtenidos corresponde a los esperados.
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4.4 Construccion del plasmido pBSPIC20

Para la construccién de pBSPIC20 se llevé a cabo primero la digestiéon de
pBS20K con la enzima Xba | liberandose los fragmentos de 569 pb 2980 pb.
Posteriormente, al digerir este DNA con la enzima Sma |, el fragmento de 569
pb sufrié un doble corte, generandose los fragmentos de 516, 35 y 18 pb. La
verificacion de la liberaciéon del fragmento de 516 pb ( producto de la doble
digestion de pBS20K con Xba | y Sma 1) se llevé a cabo mediante su
comparacion con el fragmento de 569 pb (producto de la digestién de pBS20K
solo con Xba 1) ya que los fragmentos de 18 y 35 pb tienen poca resolucién en

este tipo de gel, tal como se muestra en la Figura 17.
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Figura 17.- Verificacién de la liberacién del fragmento de 516 pb producto de la doble
digestion de pBS20K con Xba | y Sma |. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los
fragmentos obtenidos de las digestiones de pBS20K con las enzimas de restriccion Xba | y
Sma |. M marcadores de peso molecular (Lambda-Pst | y pBR322-Alu |, respectivamente). S
Plasmido pBS20K superenrrollado. Carriles 1 y 3, digestion de pBS20K con la enzima Xba |
(liberando el fragmento de 569 pb); camiles 2 y 4, digestion de pBS20K con Xba |-Sma |
(liberando el fragmento de 516 pb).



Las digestiones preparativas con Xba | y Sma | de pBSPIC9 y pBS20K
se llevaron de manera eficiente a juzgar por su analisis en el gel de agarosa.
La recuperacion de los fragmentos de ligacién se llevé de manera adecuada
mediante la técnica de fibra de vidrio siliconizada.

Los resultados de la transformacién de E. coli XL1-Blue con el plasmido
recombinante construido (pBSPIC20) se muestran en la Tabla Vil.

Tabla VII.- Resultados obtenidos en la transformacién con el plasmido pBSPIC20

Tratamiento Colonias Colonias
Azules Blancas
TE 0 0
pPUC18) 0 800
pBSPICY + *Fragmento + Ligasa 29 5
pBSPIC9 + *Fragmento - Ligasa 0 0

*Fragmento de 516 pb de Xba | a Sma | de pBS20K.

Se levantaron 6 colonias ( 5 de ellas provenian de colonias blancas y 1
de colonias azules, utilizada como control), para un analisis inicial de su DNA.
Se observd que solamente 1 colonia mostrd un tamafio de DNA de
aproximadamente 4453 pb. Las colonias restantes presentaron el patrén de
pBSPICY (3955 pb). La caracterizacion exhaustiva con las endonucleasas de
restriccion: Bg/ ll, Sac |, Sma |, Xba |, Sac I-Sma |, Pvu ll, Pst |, Xho |, Xba |-
Sma | mostré que el tamario de los fragmentos obtenidos para cada digestion,
evidenciados en el analisis electroforético en gel de agarosa, correspondieron
a los tamarios esperados (Figura 18), segun el mapa de restriccién obtenido
con el programa DNA Strider. De esta manera se aseguré la identidad del
plasmido pBSPIC20, el cual contiene el fragmento del DNAc de hGH 20K a
partir de codon 7.
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Figura 18 - Caracterizacién enzimatica del plasmido pBSPIC20. El panel A muestra una
representacion grafica del mapa de restriccion de este plasmido. El panel B muestra la
eleciroforesis en un gel de agarosa al 0.8% de las digestiones de pBSPIC20 con diferentes
enzimas de restriccion (camiles del 3 al 11). M, marcadores de peso molecular {lambda-Pst | y
pBR322-Alu | respectivamente); S, pBSPIC20 superenmollado. El panel C muestra los tamaiios
de los fragmentos de restriccion obtenidos de las digestiones con las diferentes enzimas de
restriccion. El patron de los fragmentos obtenidos comresponde a los esperados.
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4.5 Construccioén del vector pPIC9KhGH20K

Las digestiones preparativas con Sac | y Eco Rl de pPICSK y
pBSPIC20, se llevaron de manera eficiente a juzgar por su anélisis en el gel de
agarosa.

El andlisis electroforético de la reaccién de ligacion mostré que dicha
reaccion se lievé a cabo de forma aceptable y suficiente. La figura 19 muestra
la presencia de las bandas correspondientes a los fragmentos de 1546 y 8258
pb en el caso del control negativo (sin ligasa) y la desaparicién de dichas
bandas cuando estos fragmentos fueron sometidos a la accion de la enzima
ligasa. Las digestiones adicionales de Apa | y Sna B1 (para eliminar los
plasmidos de partida pBSPIC20 y pPIC9K) antes y después de la ligacién, no
fueron verificadas electroforéticamente, debido a la cantidad tan pequeiia de
DNA a ligar. Sin embargo, se obtuvieron resultados satisfactorios al momento
de transformar, lo que nos confirmé la eficiencia de corte de cada una de estas

enzimas.

pb M1 23458 7T8M pb

Figura 19.- Reaccién de ligacién para generar a pPICSKhGH20K. Gel de agarosa al 0.8%. M
marcador de peso molecular (lambda + Pst | y pBR322 + Aju | respectivamente). Los carriles del 1
al 4 representan las ligaciones A, incubadas 168°C (camiles 1 y 2) y 37°C (cariles 3 y 4) , sin ligasa
y con ligasa respectivamente. Los carriles del 5 al 8 representan los mismos tratamientos

mencionados anteriormente pero con la ligacién B.



4!

De la transformacion de E. coli XL1-Blue se obtuvieron un total de 544
colonias. En la Tabla VIl se muestran los resultados de la transformacion,
incluyendo los controles que se emplearon, asi como el nimero de colonias

alalizadas y numero de colonias que resultaron positivas.

Tabla VIii.- Resultados obtenidos con la transformaci6én del plasmido pPIC9KhGH20K

Tratamiento NaOmero de | Nomero de | Nimero de
colonias colonias colonias
obtenidas | analizadas | positivas

TE 0

pBR322 1283

pPICIK 15

pPICK + Sac | + EcoR | 0

*Ligacion A, *“incubacién a 16°C - Ligasa 0

*Ligacion A, *fincubacion a 16°C + Ligasa 139 10 5

*Ligacién A, ***incubacién a 37°C - Ligasa 0

*Ligacion A, **incubacion a 37°C + Ligasa 212 10 8

**| igacion B, *“incubacién a 16°C - Ligasa 0

**Ligacion B, ™ incubacion a 16°C + Ligasa 42 10 9

**_igacion B, ***incubacion a 37°C - Ligasa 0

**igacion B, **incubacion a 37°C + Ligasa 151 10 9

*Sin corte adicional Apa |, Sna B1 de los fragmentos de ligacion.
**Con corte adicional Apa |, Sna B1 de los fragmentos de ligacion.
**Temperatura de incubacién de la ligacidn,

Se eligieron 40 colonias (10 de cada uno de los tratamientos: Ligacion A
y B, a 16° y 37° C, respectivamente) para un analisis inicial de su DNA en
forma superenrroliada (circular), tal como se muestra en la Figura 20. Se
observd que todas las colonias mostraron un tamano de DNA mas grande que
pPICO9K (9276 pb), lo que era de esperarse, ya que la insercion del fragmento
de 1546 pb generaria como resultado un plasmido de 9804 pb
(pPICOKhGH20K).
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DNAs Superenmollados

Conasde 1 ala 10 Coes11ala 20

Cl 1234567 8910CIC211121314151617181920 C2

Figura 20.- DNAs Superenmrollados de las clonas de pPICO9KhGH20K. Muestra la
electroforesis en gel de agarosa al 0.6% del DNA superenrrolado de 20 de las 40 clonas
analizadas, utilizando como controles de corrimiento a pPIC9K y pPICSkhGH22K, Se observa
que el tamaiio obtenido de dichas clonas esta por amiba del tamaio de pPIC9K (9276 pb).

Posteriormente, las 40 clonas fueron sometidas a un analisis preliminar
con |la enzima Pvu ll, donde se obsevd que solo 31 de ellas presentaban el
patrén esperado, es decir la liberacion de los fragmentos de: 6131, 2949, 452 y
267 pb. Las 9 clonas restantes presentaban un patrén de restricciéon entre
pPICSK y pBSPIC20, La Figura 21 muestra solo 20 de las 40 clonas
analizadas con la enzima Pvu |I.
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4852

Figura 21.- Clonas de pPIC9KhGH20K caracterizadas con Pvu Il. Gel de agarosa al 1.0%.
M marcador de peso molecular {lambda + Pst | y pBR 322 + Alu | respectivamente). Los
camiles del 1 al 20 muestran 20 de las 40 clonas sometidas a un andlisis con la enzima Pvu li.
Los carriles del 15 al 20 muestran un ejemplo del patrén adecuado de corte (liberacion de los
fragmentos de 6131, 2949, 452 y 267 pb). Los carriles del 4 al 6 muestran el patron diferente
de corte que se encontrd.

Finalmente, se eligieron 8 clonas diferentes para su analisis exhaustivo
con las enzimas de restriccion: Sall, Dra ), Sac I-Eco RI, Sac I-Avr I, Pst |, Xba
I, Xho |, Bg/ll y Pvu ll. La caracterizacion exhaustiva mostrd que el tamario de
los fragmentos obtenidos para cada digestion, evidenciados en el analisis
electroforético en gel de agarosa, corresponde a los tamarios esperados,
segun el mapa de restriccidon obtenido con el programa DNA Strider. De esta
manera se aseguroé la identidad del plasmido construido pPICO9KhGH20K. La
Figura 22 muestra la caracterizacion exhaustiva de pPICO9KhGH20K.
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Figura 22.- Caracterizacién enzimitica del plasmido pPIC9KhGH20K. El panel A muestra
una representacion grafica del mapa de restriccion de este plasmido. El panel B muestra la
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% de las digestiones de pPICO9KhGH20K con
diferentes enzimas de restriccion (camiles del 3 al 11). M, marcadores de peso molecular
(lambda-Pst | y pBR322-Alu | respectivamente); S, pPICOKhGH20K superenrrollado. El panel
C muestra los tamanos de los fragmentos de restriccion obtenidos de las digestiones con las
diferentes enzimas de restriccion. El patrén de los fragmentos obtenidos comesponde a los

esperados.



4.5.1. Secuenciacion
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Se logré realizar la secuenciacion de un fragmento de 724 pb del

plasmido pPICO9KhGH20K, tal como se muestra en la Figura 23. De este

fragmento secuenciado, 171 pb comresponden a la secuencia sefial de

levadura: factor a de Saccharomyces cerevisiae . Ademas posee 19 pb del
extremo 5°del DNAc de hGH 22K e incluye a partir del codon 7 hasta el codén
de terminacion del DNAc de hGH 20K de la proteina madura; 13 pb (desde

Sma | a Eco RIl) que corresponden a un fragmento de la region de

policlonacion del vector pPICO9K. Una vez obtenida la secuencia se envié a

comparar al Blast, indicando que ésta correspondia al tipo de GH (hormona del

crecimiento). De esta manera se aseguré la integracién del DNAc de hGH 20K

al plasmido pPIC9K

Pw 11
Xhal

m:l
|

.7

Fragmento de 724  pb secuenciado

1192 Xho 1
12 Idat
1267 Pw 1
1719 Pw I
1738 Smal
1750 Eeco R1

1992 Pw 11

pPICOKhGH20K

9804 pb 2560 Xba §

Xko 1 6237
Sma | 3963

P I 854)

Figura 23. Secuencia de pPIC9KhGH20K de 724 pb. Se muestra la localizacién del
fragmento secuenciado de 724 pb en el plasmido pPICO9KhGH20K, donde se resaltan los sitios

mas importantes.
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4.5.2 Aislamiento a mediana escala del DNA plasmidico de
pPIC9KhGH20K

Las clonas 39 y 40 fueron empleadas para preparar DNA plasmidico a
mediana escala. En la Tabla IX se presentan los valores de rendimiento y
calidad de las preparaciones de DNA. La cantidad obtenida también fué

suficiente para realizar los ensayos posteriores.

Tabla I1X.- Rendimiento y calidad de las preparaciones plasmidicas a mediana escala

Plasmido A260/A280 | Rendimiento
(pPIC9KhGH20K) po/mL

Clona 39 1.88 430
Clona 40 2.23 256

4.6 Transformaciéon de P. pastoris GS115

Se obtuvieron colonias aisladas de Pichia pastoris cepa GS115

mediante su inoculacién por estria en las placas que contenian YPD.

De las preparaciones plasmidicas de las clonas 39 y 40 obtenidas por
mediana escala, se eligié solamente la clona 39 para su digestién preparativa
con las enzimas Sal/ |l y Dra |. Observamos en el caso de Sal/ | una digestién
total mediante la linearizacién del plasmido. En cambio con Dra | fue
evidenciada por la liberacién de 6 fragmentos (6822, 1191, 933, 692, 142, y 19
pb). Ambos DNAs fueron utilizados para la transformacién de Pichia pastoris
GS115.
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En la preparacién de esferoplastos, los indculos con 10 ul fueron los
que alcanzaron una D.O.go0 Nm de 0.3 al dia siguiente de su inoculacion (18
h).

En ensayos independientes, se encontré un 70% de formacion de
esferoplastos de las células de Pichia pastoris GS115 tanto a 25 como a 40
min de incubacibn con la enzima zimolasa. Los resultados de la
transformacién obtenidos con ambos tratamientos fueron muy similares, ya que
no existe diferencia en el numero de colonias obtenidas, tal como se muestra
en la Tabla X.

Tabla X.-Transformacién por la técnica de formacion de esferoplastos

Tiempo de incubacion Tratamiento No. de colonias
TE 0
GS115pPIC9K-Sal | 0
25 min GS115pPIC9K-Dra | 1
GS115HGH20K-Sal | 34
GS115HGH20K-Dra | 113
TE 0
GS115pPICOK-Sal | 1
40 min GS115pPICSK-Dra | 0
GS115HGH20K-Sal | 35
GS115HGH20K-Dra | 116
Nimero total de colonias 300

La aparicidn de colonias fue monitoreada durante 4 a 6 dias. Este
método proporcioné una seleccién inicial de transformantes HIS4*. ya que
solamente las céluias que integraron en su genoma el vector pPICO9KhGH20K
(conteniendo el cassette de expresién), pudieron crecer en medio carente de
histidina. Se obtuvo un total de 300 colonias por la técnica de transformacion
por formacion de esferoplastos. En la prueba de vialidad no fue posible

determinar el nimero exacto de células debido a la gran cantidad de estas.
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4.7 Seleccién de clonas multicopias del cassette de expresion,
mediante su crecimiento a dosis crecientes del antibi6tico
G418 (geneticina)

De un total de 300 colonias obtenidas mediante la técnica de formacién
de esferoplastos, se escogieron 103 colonias para realizar el tamizaje de
clonas multicopias mediante su crecimiento a dosis crecientes del antibidtico
G418. De éstas, 78 correspondian a las cepas de P pasforis transformadas
con el vector pPIC9khGH20K digerido con Sal | y las 25 restantes a las cepas
de P pastons transformadas con el vector pPICIKkhGH20K digerido con Dra |
(ver Anexo 2, a partir de C3-2.1 hasta C3-6.1). Ademas se utilizaron 5
controles, los cuales incluian a: GS115 (cepa de P. pastoris sin transformar),
GS115pPIC9K-Sal | (cepa transformada sélo con el vector: pPIC9K) |,
GS115pPIC9K-Dra | (cepa transformada soOlo con el vector: pPIC9K),
GS115pPICShGH22K (cepa unicopia; portadora de una copia del DNAc de
HGH 22K), GS115pPIC9KhGH22K (cepa multicopia: portadora de multiples
copias del DNAc de HGH 22K). Las 108 clonas fueron crecidas en placas con
RDB sin histidina para corroborar la seleccion de transformantes HiS4%,
Dichas clonas se distribuyeron en 3 placas (ver Anexo 2), cada una con 38
divisiones, lo que permitié separar cada una de las clonas analizadas, tal como

se muestra en la Figura 24.



Figura 24.- Crecimiento en RDB agar sin histidina para comroborar la seleccion de
transformantes HIS4™ Muestra el total de las clonas analizadas crecidas en cajas con RDB
agar sin histidina (primera seleccién), asi también como los controles utilizados. En la caja No.
3 posicion 6.2 (C3-6.2) muestra la ausencia de crecimiento, en este caso se refiere a la cepa de
GS115 utilizada como control (esta cepa no puede crecer sin histidina).

Una vez corroborada la seleccion de transformantes HIS4*, las clonas
fueron pasadas a placas de YPD agar con G418 a diferentes dosis, generando
asi un nuevo juego de placas. Cada juego de placas incluyé placas con YPD
que contenian G418 a concentraciones finales de 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5,
1.75, 2.0, 3.0, y 4.0 mg/mL. El crecimiento de las colonias se observd a partir
del tercer dia de incubacion. Finalmente al sexto dia se determiné la
concentracion maxima de crecimiento alcanzada en cada una de las clonas, en
las diferentes concentraciones del antibiético G418. La Figura 25 muestra solo
un ejemplo de los resultados obtenidos en el tamizaje de la seleccién a G418,
de forma particular los obtenidos para la caja No. 1, donde se observa tanto el
crecimiento total de las clonas analizadas (caja sélo con YPD sin antibiético),

como la restriccion del crecimiento de algunas de estas clonas (caja con G418



a una concentracion de 0.25 hasta 1.5 mg/mL). En el Anexo 3 se muestra la
concentracién maxima de antibiético alcanzada por cada una de las clonas.

Caja No.1

Figura No. 26.- Seleccién por G418 de las clonas obtenidas. Muestra un ejemplo de
seleccidn, en este caso se refiere a cada una de las clonas utilizadas en la Caja No. 1 crecidas
a diferentes dosis del antibiético. Notese la ausencia de crecimiento de algunas clonas al
aumentar la dosis del antibidtico, asi como la permanencia del crecimiento.

Se obtuvieron un total de 51 clonas que crecieron en las diferentes
concentraciones de G418, lo cual corresponde a un 49.51% del total de clonas

analizadas (103 clonas), tal como se muestra en la Tabla Xi.
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Tabla XI.- Porcentaje de clonas que crecieron a concentraciones crecientes de G418

Concentracion de
G418 (mg/mL.) Caja No. 1|Caja No. 2|Caja No. 3|Porcentaje
(Nimero de|(Nimero de|(Nimero de | obtanido
clonas) clonas) clonas)
0.0 (Solo YPD) todas todas todas 100.0%
0.25 5 4 7 15.5%
0.5 2 2 2 5.8%
0.75 $ 3 7.8%
1.0 2 2 1 4.9%
1.5 1 2 2 4.9%
1.75 2 1.9%
20 2 1.9%
3.0 2 1.9%
4.0 2 2 3.9%
Porcentaje total de clonas que crecieron a
concentraciones crecientes de G418 49.51%

4.8 Caracterizacion genotipica y fenotipica de las cepas
obtenidas

4.8.1 Extraccién de DNA y reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

De las 51 clonas que crecieron en las diferentes concentraciones de
G418 se eligieron al azar 8, a las que se les realizd extraccion de DNA
genémico y se les comprobé mediante PCR la integracion del gen heterdlogo
al genoma de P. pastoris . De las 8 clonas elegidas al azar, 4 de ellas
provenian de la transformacion de P. pastoris GS115 con el plasmido
pPICOKhGH20K digerido con Saf |
GS115HGH20K-Sal

transformacién con el mismo plasmido pero digerido con Dra | (clonas

(clonas denominadas como:

I-1 a la 4). Las 4 clonas restantes provenian de la

denominadas como: GS115HGH20K-Dra | -1 a la 4). Como controles para la
amplificacién se realizé tanto la extraccion de DNA gendmico de las cepa
GS115 (cepa nativa de P. pastoris ), GS115pPIC9K (cepa transformada con el
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vector pPIC9K y digerido con Sal 1), y GS115HGH22K (cepa transformada con
el vector pPICShGH22K); como la extraccion de DNA plasmidico de
pPICIKhGH20K y pPICShGH22K. Los resultados obtenidos en la extraccién
del DNA se muestran en la Tabla XII.

Tabla XIl.- Rendimiento y calidad de las preparaciones de DNA genémico y plasmidico

DNA gendémico A260/A280 Rendimiento pg/mL
GS115pPICOK-Sal | 2.0 377
GS115HGH20K-Sal |-1 1.7 621
GS115HGH20K-Sal 1-2 1.8 889
GS115HGH20K-Sal {-3 1.9 647
GS115HGH20K-Sal |-4 1.8 512
GS115HGH20K-Dra I-1 1.7 290
GS115HGH20K-Dra |-2 1.6 389
GS115HGH20K-Dra I-3 1.9 640
GS115HGH20K-Dra |-4 1.6 _209
GS115HGH22K 1.9 977
GS115 1.7 952
DNA plasmidico A260/A280 Rendimiento pg/mL
PIC9K 2.07 4150
pPICOK hGH20K 1.88 430

La Figura 26 muestra los resultados obtenidos tanto en la extracciéon de
DNA gendmico como el andlisis por PCR. Las muestras fueron separadas en
geles de agarosa al 0.6%. Los DNAs gendmicos y plasmidicos obtenidos en
su mayoria fueron de buena calidad, a juzgar por su corrimiento en el gel y los
resultados obtenidos en la relacidn de Azso/A2g0. Los resultados encontrados
en el analisis de PCR demuestran la integracién del gen heterélogo (cassette
de expresion para HGH 20K) al genoma de P. pastoris en las 8 clonas
analizadas; mediante la amplificacibn de una banda de 1016 pb. Ademas
indican que la integracién se llevé a cabo en HIS4, dando como resultado
transformantes Mut*, las cuales poseen el gen AOX7?7 intacto; esto,
evidenciado por la amplificacion de una banda de 2200 pb (carriles del 2 al 9).
Se puede observar ademas que existe variacion en la dosis génica a juzgar

por las diferencias en intensidades en la banda de 1016 pb amplificada (carril
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3), lo cual indica una probable integracion de multiples copias del gen
heterélogo (HGH 20K). Se encontré en la clona GS115HGH20K-Dra 14 (carril
9) el reemplazamiento del gen AOX1, evidenciado por la ausencia de la banda
de 2200 pb. En el caso del control GS115 (carril 11) se obtuvo la amplificaciéon
de la banda de 2200 pb, ya que posee solo el gen de AOX7 y no el gen
heterdlogo. También se pudo observar en el carril 10, que la banda inferior de
amplificacion es ligeramente mayor (1060 pb) al resto de las bandas
amplificadas. Esto debido a que el gen heterdlogo proviene de hGH 22K. La
amplificacion de los plasmidos pPICOKhGH20K y pPIC9K (utilizados como
controles) se muestran en los carrles A y B respectivamente, mediante la
aparicion de las bandas de 1016 pb y 449 pb.

A DNAs Gendmicos
123456789 M1

1 = @S115pPICIK- Sal | (C3-4.6)"
2 = 63115 HGH2DK-Sal k1 (C1-1.1)
3 = GS115 HGH20K-Saf 12 [C1-1.2)
4 = GS115 HGH20K-Sa/ 13 {C1-1.3)
5 = 38115 HOGH20K-Saf k4 (C1-1.4)
& = GS115 HGHZ0K-Dra 1 (C3-2.1)
7 = GS$115 HGH20K-Dra |2 (C3-2.2)
8 = G5115 HGH20K-Dra 13 {C3-2.3)
9 = 35115 HGH20K-Dra 14 (C3-2.4)
188 G$115 HGH22K {C3-6.4)

11= GS115 {C3-4.2)

Analisis por PCR

B ..
M(-)1234567891011MABM
(& A = pPICSKRG HZ0K

it — -
2561 ——
2133 — 2200
1986 —
1488 —- 1018
m_
49

x Ver Anaxo 2

Figura 26.- Extraccién de DNA genémico y PCR de ocho clonas elegidas al azar. Geles
de agarcsa al 0.6%. M marcador de peso molecular (lambda +Psf | y pBR322 + Alu |
respectivamente). El panel A muestra los DNAs genomicas extraidos por la técnica de TSNT.
El panel B muestra un andlisis de PCR realizado a los DNAs genomicos y plasmidicos
extraidos. Se puede observar en este caso en el camil 3 la intensidad mayor de fa banda de
1016 pb, lo que indica que probablemente el cassette de expresion se integrd en mas de una
copia.



