4.8.2 Fermentacién

Para caracterizar el producto de la expresion del gen heterélogo
integrado (HGH 20K), se realizé un ensayo de fermentacion e induccién del
gen heterdlogo durante 96 h. Dicho ensayo incluy6 cuatro de las clonas en las
cuales se comprobd la integracion del gen heterdlogo (Figura 26). La Figura
27 muestra un gel de SDS-PAGE al 12 % de los medios de cultivo analizados
resultantes de dichas fermentaciones. Se observé la presencia de una banda
de aproximadamente 20K de acuerdo al estandar de peso molecular, lo que
indico la produccion y secrecion de HGH 20K. En el carril 1 se muestra como
control de expresion el medio de cultivo de células inducidas que no poseen el
gen heterdlogo. En el carril 6 se muestra como control de induccién y
expresion, el medio de cultivo de células de P. pastons productoras de HGH
22K (Escamilla-Trevifio, 1996), donde se observa que la expresion de HGH

22K es en este caso, menos evidente que HGH 20K.

1= GS116 pPICIK ~Sai| (C2-0.8) *

Gelde poliacramida al 12% 2= GS116HG H20K-8al -1 (G1-1.1)
3= G8148HG HZOK -8al -2 (C1-1.2)
M 4 45 QB116HG H20K- Dra -1 (C3-2.1)
1 z 4 & 9 a Bu GS118HG H20K- Dra -1 {C3-2.2)
= SB118HO HIZK (C3I-84)
kDa kD»
29 | o = 4 29
TR e | 24 Fermentacién a nivel matraz
<l Concentracién de metanol:
20 | o - 130 o7 wv
a b T .| 14 Tiempo de induccitn: 96 h
HGH 2¢K HGH 22K

*Ver Anexo 2

Figura 27.- Fermentaciéon e induccién de cuatro clonas en las cuales se comprobé la
integracion del gen heterélogo. Gel de SDS-PAGE al 12% de los medios de cultivo
analizados, donde se muestra la expresion de HGH 20K de una de las clonas analizadas (carril
3). El carril 6 muestra la expresion de HGH 22K como control de expresion. M marcador de
peso molecular.



4.9 Seleccidn de la clona sobreproductora de HGH 20K

Una vez comprobada la expresion de HGH 20K, se procedié a la
seleccion de la clona sobreproductora de HGH 20K.

Se eligieron 19 clonas al azar para realizar los ensayos de fermentacion
e induccién, teniendo en cuenta de seleccionar un minimo de dos clonas por
cada concentracion de antibiético probada. En este ensayo solo se incluyeron
clonas de P. pastoris que fueron transformadas con el vector pPIC9khGH20K
digerido son Sa/ |, ya que fueron las que presentaron las colonias mas
vigorosas y ademas crecieron en todas las dosis probadas. La Figura 28
muestra un ejemplo de las cinéticas de crecimiento encontradas en 5 de las

clonas analizadas.
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Figura No 28.- Cinética de crecimiento. Muestra un ejemplo de las cinéticas de crecimiento
encontradas en 5 de las clonas analizadas.



Las 19 clonas recombinantes que fueron analizadas para seleccionar la
clona sobreproductora, produjeron y secretaron HGH 20K. En la Figura 29 se
muestra el analisis electroforético en gel de poliacrilamida donde se observa
una banda de 20K. En este ensayo se utilizé6 la clona GS115pPIC9K-Sa/ |
como control de expresion negativo bajo las mismas condiciones de
fermentacion que las demds clonas analizadas. Se puede apreciar que la
expresion del gen heterélogo HGH 20K en cada una de las clonas analizadas
es variable, asi como en cual de ellas la banda de HGH 20K es mas notoria.
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La concentracién de proteinas totales del medio de cultivo presentd una
variacién entre 16.61 a 38.19 ug/mL. La Figura 30 muestra una gréafica de los
valores de proteinas totales encontrados. Se puede observar que las clonas en
las cuales se encontraron finalmente los valores mas altos de produccion de
HGH 20K (barras oscuras) no fueron las clonas en las cuales se encontraron

los valores mas altos de proteinas totales.

Proteinas (pgimlL)
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Figura No 30.- Determinacién de proteinas totales de las 19 clonas analizadas. La
determinacion de proteinas totales se efectué mediante el método de Bradford. Las bamas
oscuras corresponden a las 5 clonas que resultaron ser mejores productoras de HGH 20K,
ademas se puede observar que estas clonas no presentaron 10s niveles mas altos de proteinas
totales. Los niveles totales de proteinas variaron entre 16.61 a 38.19 pg/mL.

El porcentaje relativo de HGH 20K con respecto a las proteinas totales,
obtenido por el andlisis densitométrico mediante el sistema de
fotodocumentacion Gel DOC 1000 de Bio Rad, vari6 entre 21.1 y 64.1% (Figura
31).
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Figura No 31.- Porcentaje de HGH 20K respecto a las proteinas totales en el medio de
cultivo. La determinacion del porcentaje de HGH 20K con respecto a las proteinas totales se
realizd mediante el sistema de fotodocumentacion Gel DOC 1000 de Bio Rad. Estos
porcentajes de HGH 20K variaron entre 21.1 y 84.1% . Las barras oscuras comresponden a las §
cionas que resultaron ser mejores productoras de HGH 20K, ademas se obseirva que estas
clonas no fueron las de mayor % relativo con respecto a las proteinas totales.

En la Figura 32 se muestran dos densitogramas; el superior representa
las proteinas del medio de cultivo de células transformadas con el vector
pPICIK (sin el cassette de expresion, clona GS115pPigcK [C3-6.6], ver Anexo
2), e inducidas con metanol; el inferior representa las proteinas del medio de
cultivo de células transformadas con el vector pPICS9KhGH20K (portador del
cassette de expresidén para HGH 20K, clona GS115HGH20K-Sal |-2 [C1-1.2],
ver Anexo 2), e inducidas con metanol. El pico sobresaliente del densitograma
inferior corresponde a la banda de 20K identificada como HGH 20K. Estos son

solo un ejemplo de los densitogramas obtenidos durante el analisis.
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Figura No 32.- Andlisis densitométrico de las proteinas de los medios de cultivo
fermentados . El densitograma superior muestra el patron de picos obtenido a partir de medio
de cultivo de céiulas inducidas transformadas con el vector pPIC9K, sin el cassette de
expresion (clona GS115pPIC9K-Sal | ). El densitograma inferior muestra el patron de picos
obtenido a partir de medio de cuitivo de células inducidas transformadas con el plasmido
pPICIKhGH20K, poriador del cassette de expresion para HGH 20K (clona GS115HGH20K-Sal
I-2). Nétese el pico sobresaliente corespondiente a la expresion de HGH 20K.

La produccién de HGH 20K tuvo valores de 5.13 a 17.63 mg/L. La Figura
33 muestra los resultados obtenidos de este ensayo, donde se resaltan con
barras negras las clonas en las cuales se encontrd mayor produccion de HGH
20K,
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Figura No 33.- Niveles de produccién de HGH 20K. Las barras oscuras corresponden a las
5 clonas que produjeron mayores niveles de HGH 20K. Los valores de produccion variaron
entre 5.13 a 17.63 mg/mL.

Se realizé un analisis de correlacién entre la produccién de HGH20K
producida y el nivel de resistencia a G418, encontrando en este caso que no
existe correlacion alguna, ya que no existe linearidad entre la produccion de
HGH 20K y el aumento en la dosis del antibitico G418 (Figura 34)
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Figura No 34.- Correlacion de la concentracién inhibitoria de G418 y la produccion de
HGH 20K. Los resuitados muestran que no existe comelacién alguna entre el nivel de
produccion de HGH 20K con respecto a la concentracién de G418, ya que las cepas de mayor
produccion de HGH 20K se encuentran distribuidas en las diferentes concentraciones de G418,
tal como se muestra en el gréfico donde las clonas que presentaron mayor produccién son
indicadas por las flechas.

La Tabla Xl muestra un resumen de l|os resultados obtenidos con las
19 clonas analizadas en cuanto a la produccion de proteinas totales, % relativo
de HGH 20K, producciéon de HGH 20K (mg/L) y DO a 140 h de fermentacion.
Las clonas C1-4.6, C1-2.2, C1-3.6, C2-1.2 y C2-4.1 (ver Anexo 2) fueron las
que presentaron mayores niveles de produccion. Los niveles mayores de
produccién encontrados de HGH 20K variaron entre 13.77 y 17.63 mg/L.



Tabla XIll.- Niveles de produccién de HGH 20K de 19 clonas seleccionadas

Muestra G418 Prot. % Linea | mg/L. DO a
(Clona) mg/mL Totales Base HGH20k | 140h
png/mL.

[€1-5.2 0.25 27.38 4594 [1258 9.2
C1-5.5 0.25 34.02 211 7.18 11.75
C2-1.2 0.5 38.19 424 16.19 13.05
C24.1 0.75 34.21 518 17.63 11.2
C2-5.4 0.75 31.02 233 7.23 11
C1-25 1.0 17.330 43.5 7.54 11.15
C2-53 1.0 274 29.2 8.01 11.4
C1-2.4 1.5 29.61 453 13.42 14.2
C2-3.1 1.5 26.93 23.1 6.22 14.85
C2-1.1 1.75 17.56 42.9 7.53 12.55
C2-1.3 1.75 21.63 519 11.22 15.3
C1-2.6 2.0 17.31 58.3 10.08 14.45
C1-3.6 20 32.28 421 13.58 16.8
C1-1.2 3.0 22.38 51.1 11.43 13.8
C14.6 3.0 24.53 56.2 13.77 12.4
C1-2.2 4.0 24 .44 64.1 15.65 11.25
C1-6.1 40 21.55 23.8 5.13 12.85
C2-1.4 4.0 22.45 58.1 13.05 13.15
C244 4. 16.61 41.9 6.95 12.4
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Nota: En negritas se resaltanlas clonas que presentaron los valores mas altos de HGH

20K.



CAPITULO 5

5. DISCUSION

5.1 Construccion del vector pPIC9khGH20K

La construccion de pPICSKhGH20K involucrdé necesariamente la
construccion de tres plasmidos adicionales: pBS20K, pBSPIC9, y pBSPIC20.
La integridad de cada uno de los plasmidos fue corroborada mediante
digestiones con un juego de enzimas de restriccidn diagndsticas. Cada uno de
los fragmentos obtenidos en estas digestiones y para cada uno de los
plasmidos, fueron los adecuados, ya que los tamaiios tedricos (obtenidos por el
programa DNA Strider) correspondieron a los tamaiios obtenidos en los geles

de agarosa.

En la dltima etapa de construccion, la cual daba como resultado la
generacién de pPICOKhGH20K, se utilizd una estrategia de construccién
diferente, donde los fragmentos implicados en dicha construccion no fueron
purificados, y ademas se utilizaron enzimas adicionales de corte, tal como Apa
| y Sna B1 (ligaciones A y B). La diferencia entre estas estrategias de ligacion
radicd en el momento de la digestion con las enzimas adicionales. En la
ligacion A el corte adicional con Apa | y Sna B1 se llevé a cabo posterior a la
ligacién y en la ligacién B el corte adicional con estas enzimas se llev6 a cabo

antes de la ligacién (Ver Figura 15). Ambos ensayos estaban disefiados con la
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finalidad de seleccionar preferentemente al plasmido recombinante
pPICOKhGH20K, ya que debido a los cortes adicionales serian afectados solo
los plasmidos originales (pBSPIC20 y pPIC9K), los cuales por ello no serian
capaces de transformar las células de E. coli XL1-Blue. Los resuitados
obtenidos mostraron que en el caso de la ligacion B y a pesar de que se
obtuvo un ndimero menor de colonias, se obtuvo un mayor numero de colonias
portadoras de pPIC9khGH20K.

El menor numero de colonias obtenidas en la ligacién A probablemente
se debe a que la digestion con las enzimas adicionales (Apa | y Sna B1) fue
menos eficiente que en la ligacion B. En general se obtuvo una eficiencia de
construccion del 77.5%, ya que de las 40 clonas analizadas, 31 resultaron
positivas; es decir, presentaron el patron adecuado correspondiente a
pPICSKhGH20K con la enzima de restriccion Pvu Il.

5.2 Transformacién de P. pastoris con el vector pPICOSKhGH20K

Se obtuvo un total de 300 clonas mediante la técnica de transformacion
de esferoplastos, de las cuales 103 fueron analizadas mediante su resistencia
a G418. A pesar de que la eficiencia de transformacion no fue muy buena, ya
que se reportan valores entre 103 y 104 colonias por ug de DNA, el nimero de
colonias obtenido nos permitié llevar a cabo el analisis y seleccion de la clona
sobreproductora de HGH 20K, La integracion del gen heterélogo hGH 20K fue
corroborada mediante el andlisis por PCR. Dicho analisis demostré que a pesar
de que no se determind el nimero de copias integradas, se tiene la certeza de
que al menos una copia del cassette de expresion fue integrado. Ademas, los
resultados mostraron que en la mayoria de las clonas analizadas la inserciéon
se llevd a cabo en el Jlocus his4, mediante un evento de simple
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entrecruzamiento. Ya que el locus AOX1 no estd involucrado, las clonas
analizadas permanecieron con el fenotipo Mut*. Estos resultados fueron
evidentes | al realizar la PCR, con la cual se obtuvieron dos productos
amplificados, uno de 1016 pb y otro de 2200 pb. Solo en uno de los casos se
observd que hubo reemplazamiento, por la ausencia de la banda de 2200 pb y
presencia de la banda de 1016 pb. En algunos de los casos se observé que era
mas intensa la banda de 1016 pb, Io que nos sugiere que existe la integracion

de mas de una copia del cassette de expresion.

5.3 Seleccién mediante G418

En el ensayo de seleccién mediante el antibidtico G418, se encontrd que
de las 103 clonas analizadas, 51 de ellas fueron capaces de crecer en las
diferentes concentraciones probadas. Esto representd el 49.51 %, lo que nos
arrojaba un buen numero de clonas para realizar la seleccidn mediante la
determinacién de los niveles de produccion. Se encontrd que las clonas
transformadas con el vector pPICOKhGH20K digerido con Sal/ |, fueron
resistentes a todas las dosis probadas de G418. En cambio, las clonas
transformadas con el mismo vector pero digerido con Dra |, solo fueron
resistentes a 0.25, 0.5, 1.0y 1.5 mg/mL de G418.

No se encontrd correlacion entre la producciéon de HGH 20K con
respecto a la resistencia del antibiético G418, y las clonas que mostraron
mayor produccién se encontraban distribuidas a lo largo de todas las dosis

probadas.
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5.4 Biosintesis de HGH 20K en Pichia pastoris

Todas las clonas analizadas de P. pastoris transformadas con el vector
pPIC9khGH20K expresaron y secretaron HGH de 20K. Durante el tiempo de
induccion fue determinado el crecimiento celular y se encontré que no existia
variacién del crecimiento celular con respecto a la produccién de HGH 20K, ya
que todas las clonas analizadas se comportaron de forma similar. Una banda
de aproximadamente 20K obtenida en los geles de poliacrilamida del medio de
cultivo fue indicativa de la expresion de HGH 20K. La HGH recombinante
parece genuina en relacion a su tamaio y fue eficientemente secretada al
medio de cultivo. Ademas, se observd variacién clonal en cuanto a la
produccion de HGH 20K. Esto probablemente se deba a que posean diferentes
numeros de copias del cassette de expresion integrado al genoma de la

levadura.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede observar que la
proteina mayoritaria en el medio de cultivo en los ensayos de fermentacion
realizados correspondia a HGH 20K, alcanzandose valores de un 64.1% de la
expresién total de proteinas. Se compard ademas el tamafio obtenido de HGH
20K con HGH22K (cepa unicopia) obtenidas de fermentaciones realizadas en
paralelo, observandose que la diferencia de tamafio entre ellas es

aproximadamente el correcto.
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5.5 Seleccioén de la cepa sobreproductora

En la selecciéon de la clona sobreproductora de HGH 20K se tomé en
cuenta la evaluacion de la concentracién de HGH 20K secretada hacia el
medio de cultivo. La cepa que resulté ser mas productora de HGH 20K (C2-4.1)
alcanzé valores de proteinas totales de 34.21 pg/mL, de los cuales el 51.6 %
correspondia a HGH 20K, obteniéndose un valor total de HGH 20K en el medio
de cultivo de 17.63 mg/L. Dicha cepa fue capaz de crecer a dosis de hasta 0.75
mg/mL del antibiotico G418.

A pesar de que HGH 22K recombinante ha sido producida en diferentes
hospederos con niveles de produccion variables que van desde 0.28 mg/L
hasta 69.0 mg/L (Escamilla-Trevifio, 1996), ofreciendo ademas cada uno de
los sistemas empleados diversas ventajas y desventajas, para el caso de HGH

20K existen muy pocos reportes.

El sistema de produccion de HGH 20K en P. pasfonis desarrollado en
este trabajo tiene la ventaja de que esta proteina es producida en niveles
relativamente altos y secretada hacia el medio de cultivo, en su forma autentica
de donde puede ser purificada con relativa facilidad. Sin embargo aun son
necesarios estudios de actividad biolégica y ensayos a nivel fermentador para

documentar mejor dicha ventaja del sistema y perfeccionarlo.

Comparando ademds el sistema de produccién desarrollado en este
trabajo con otros sistemas ya empleados para la produccion de HGH 20K, el
sistema de P. pastoris tiene claras ventajas. Tal es el caso del sistema de
produccién en E. coli desarrollado por Adelman en 1983, Tinsley en 1986, y

Ader en 1987, donde la forma recombinante de HGH 20K contiene un residuo
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de metionil extra en el extremo amino, que se cree puede ocasionar un mal
plegamiento de la proteina y eventualmente ocasionar rechazo con el uso
prolongado de la hormona. También ofrece ventajas sobre el sistema de
produccién empleado por Uchida en 1997, en el cual HGH 20K es producida en
E. coli y secretada al espacio periplasmico, obteniendo los mejores
rendimientos de produccién cuando se coexpresa con glutatién reductasa. En
este sistema fue necesario emplear estrategias para incrementar la secrecion
de HGH 20K hacia el espacio periplasmico, como fue la modificacion de la
secuencia sefial empleada y la coexpresién con la glutatién reductasa, éste
ultimo artificio incrementa posiblemente la dificultad de la purificacién de HGH
20K.

Asi, la ventaja mas sobresaliente del sistema empleando a Pichia
pastoris como hospedero, es que se obtiene HGH 20K secretada en el medio
de cultivo con alto grado de pureza, ya que esta levadura secreta muy pocas

proteinas endbégenas.

Las cepas recombinantes de Pichia pastoris HGH 20K construidas en
este frabajo producen niveles equivalentes a las cepas previamente
construidas portando el DNAc de la variante de HGH 22K (Escamilla-Trevifio,
1996; Sanchez-Dominguez, 1998). Ademas, producen niveles equivalentes a
aquellas cepas construidas para otras proteinas que a nivel fermentador
producen niveles de proteinas recombinantes econdémicamente factibles de

produccion.
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CAPITULO 6

6. CONCLUSIONES

1.- Se logré la construccion del vector pPICSKhGH20K, portador del
DNAc de HGH madura, con los elementos genéticos requeridos para su

integracion en el genoma de Pichia pastoris y sobreexpresion.

2.- Se logrd la construccién de cepas recombinantes de P. pastoris

conteniendo en su genoma al menos una copia del DNAc¢ de hGH 20k Da.

3.- Se logré la seleccidén de cepas de P, pastoris sobreproductoras de
HGH 20K, presentando niveles maximos de produccion de hasta 17.63 mg/L de
cuitivo, representando el 51.5 % de las proteinas totales del medio de cultivo.

4 - Considerando que los niveles de proteina heterbloga obtenida a
partir de cultivos en matraces en agitacion de P. pastoris (tendiendo a ser
bajos), a menudo no reflejan los niveles observados en cultivos de fermentador,
un incremento del nivel de produccién de HGH de 20K seria esperado en un
cultivo de fermentador con el sistema de expresion de HGH 20K de P. pastoris .

5.- Las cepas de P. pastoris construidas pueden ser empleadas para
producir grandes cantidades de la isoforma de HGH de 20K para ayudar en

estudios futuros.
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ANEXO 1

Composicion de medios de cultivo
YPD:
Extracto de levadura 1 %
Peptona 2 %
Dextrosa 2 %

YPD agar:

Extracto de levadura 1 %
Peptona 2 %

Dextrosa 2 %

Agar 1.5 %

MD agar:

Base nitrogenada para levadura (YNB) 1.34 %
Biotina 4 X 10 2 %

Dextrosa 1 %

Agar1.5%

BMG:

Fosfato de potasio 100 mM pH=6

Base nitrogenada para levadura (YNB) 1.34 %
Biotina 4 X 10 -5 %

Glicerol 1%

BMM:

Fosfato de potasio 100 mM pH=6

Base nitrogenada para levadura (YNB) 1.34 %
Biotina 4 X 10 -2 %

Metanol 0.5 %

LB:

Triptona 1 %

Cloruro de Sodio 0.5 %
Dextrosa 1 %

LB agar:

Triptona 1 %

Cloruro de Sodio 0.5 %
Dextrosa 1 %

Agar 1.5
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Distribucién en las cajas de Petri de las 108 clonas
construidas para la seleccién con G418

Caja No.1
Inicio 1 2 3 4 5 6
1 C1-1.1 C1-1.2 C1-1.3 C1-14 C1-1.5 C1-16
2 C1-2.1 C1-2.2 C1-2.3 Ci-2.4 C1-2.5 C1-2.6
3 C1-3.1 C1-3.2 C1-3.3 C1-3.4 C1-3.5 C1-3.6
4 C1-4.1 C1-4.2 C14.3 C1-44 C14.5 C1-4.6
5 C1-5.1 C1-5.2 C1-53 C1-5.4 C1-5.5 C1-56
6 C1-6.1 C1-6.2 C16.3 C16.4 C1-8.5 C166
Amrreglode laciona 1 ala 36 Final
Caja No.2
Inicio 1 2 3 4 5 6
1 C21.1 C2-1.2 C21.3 C21.4 C2-1.5 C2-16
2 C2-2.1 C2-2.2 C2-2.3 C2-2.4 C2-2.5 C2-26
3 C2-3.1 C2-3.2 C2-3.3 C2-3.4 C2-3.5 C2-3.6
4 C24.1 C2-42 C2-4.3 C24.4 C245 C2-46
5 C2-5.1 C2-52 C2-5.3 C25.4 C2-55 C2-56
6 C2-6.1 C26.2 C28.3 C2-6.4 C2-6.5 C2-66
Arreglo de la clona 37 ala 72 Final
Caja No.3
Inicio 1 2 3 4 5 6
1 C3-1.1 C3-1.2 C3-1.3 C3-1.4 C3-1.5 C3-1.6
2 C3-2.1 C3-2.2 €323 C3-2.4 C3-25 C3-26
3 C3-3.1 C3-3.2 C3-3.3 C3-3.4 C3-3.5 C3-3.6
4 C34.1 C3-4.2 C34.3 C3-4.4 C34.5 C3-48
5 C3-5.1 C3-5.2 C3-5.3 C354 C3-5.5 C3-56
8 C3-6.1 GS115 | Multicopia | Unicopia | pPICSKDral | pPICO9KSall
Arreglo de la clona 72 a la 103, ademas de los 5 controles. Final

C1, C2 y C3 = Numero de la caja

1.1 a 6.6= ubicacién en la caja

En negritas se resaltan las 19 clonas que fueron utilizadas en los
ensayos de fermentacion e induccién. A partir de C3-2.1 hasta C3-6.1,
corresponde a las clonas con Dra | (por ejemplo GS115HGH20K-Dra I-1). El
resto son clonas Sal | (por ejemplo GS115HGH20K-Sa/ I-1).
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Concentracién maxima de antibiético inhibitoria para
cada una de las clonas analizadas

Concentracion | Caja No.1 Caja No.2 CajaNo.3 Colonias
de G418 obtenidas
(mg/mL.)
0.0 (Solo YPD) | Todas Todas Todas Todas
0.25 C1-1.3,C1-5.2, | C2-1.5,C2-2.3 |(C3-2.1,C3-2.3, 16
C16.5,C16.5 |C2-3.3,C2-51 |C3-24C346
C16.4 C3-5.2,C3-54,
C366
0.5 C1-3.3,C14.3 |C2-1.2,C243 |C34.3,C3-5.1 6
0.75 C1-16,C1-26 |C24.1,C2-54 8
C1-45,C16.2 [C26.1
C1-6.6
1.0 C1-25,C1-3.5 |C25.3,C26.3 |C3-1.1 5
1.5 C1-2.4 C2-3.1,C26.5 |[C34.5C3-6.1 5
1.75 C21.1,C2-1.3 2
2.0 C1-2.6,C1-3.6 2
3.0 C1-1.2,C146 2
4.0 C1-2.2,C1-61 |C2-14C244 4
Numero total de clonas resistentes a G418 51

En negritas se resaltan las 19 clonas que fueron utilizadas en los ensayos de

fermentacion e

induccién.
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ANEXO 4
"Ontogenia” de pJV

Hipofisis humanas > RNA —4$ DNAc

AI
Xma 1 /

Hind IIT
At I P Ssp

-]
DNAc hGH 20K 4+ pUCIS
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Continuacion ANEXO 4

Mutagénesis
l(lntroduccién de sitios Xkho 1 y Xba I)
Xho 1

I
Aat 11 Xma I

Ssp I

P 1/ Hind 111

Xho 1 Bgl 11 Aatll Xbal

HindII  Xhol I! Sm! I/Bmm
pGF25 + |

Xhol J

Xbal

CT
Sma 1

Hind 111

AU

1a mutacién de Valina (Xba I)

Sma 1
Hind 111

l Correccion para revertir
Xba 1

Xho 1
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ANEXO 7

Mapa de restriccion del plasmido pBS20K

222 Drallll
225 BsaA |
528 NaseZI? Pvu ll
Xmn1 3230, gggwésp?lw
Scal 3113 \ i f1(+) origen 659 Aggl
e 659 Bsp120 |

W, 667 PaeR7|
ez % 667 Xho
e 673 Aatll

751 Xbal
796 Pvull -

963 Bsu36
973 Bbv ll
997 Bbel
997 Nar |
1031 PpuM
1097 Bglll
1198 Tth111
1248 Pvull
1267 Smal -
1278 HinD lli
1284 EcoRV
1290 EcoR |
1296 Pst |
1302 Small -
1308 BamH
1314 Spel
1320 Xbal -
1326 Not|
1327 Eag|
1336 Dsal
1336 Sac /!
1344 Sacl -

1564 Pvu li
1742 Afilll

HgiE Il 2323

AlwN |

1742 Nsp7524 |
1742 NspH |

Muestra los sitios tnicos de corte.
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ANEXO 8

Mapa de restriccion del plasmido pBSPIC9
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Muestra los sitios unicos de corte.
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ANEXO 9

Mapa de restriccion del plasmido pBSPIC20
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Muestra los sitios anicos de corte.
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ANEXO 10

Mapa de restriccion del plasmido pPICOKhGH20K
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Muestra los sitios unicos de corte.
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ANEXO 11

Mapa de restriccion del plasmido pPIC9K
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Muestra los sitios unicos de corte.
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ANEXO 12

Secuencia nucleotidica del fragmento de 724 pb
conteniendo el DNAc de HGH 20K

Muestra los sitios mas relevantes de dicha secuencia. El inicio de la
transcripcion, asi como el codén de terminacion de la proteina madura de HGH
20K son senalados por flechas. La linea continua indica la secuencia
nucleotidica del oligonucledtido sintético utilizado en la construccion de
pPICShGH22K, uno de los vectores requeridos en la construccibn de
pPICOKhGH20K. Del extremo §° secuenciado al sitio Xho |, corresponde a una
parte de la secuencia sefal del factor alfa de Saccharomyces cerevisiae.

EXTREMO 5°
GAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACT CAGATTTAGAAGGGGATTTC

GATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACT
Primer codén de la hormona madura

ACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTAT CTCTCGAGAAPAGATTCCCAAC
Xho 1

CATTCCCTTATCTAGACTTTTTGACAACGCTATGCTCCGCGCCCATCGTCTGCACCAGC
Xba I Pva II

TGGCCTTTGACACCTACCAGGAGTTTAACCCCCAGACCTCCCTCTSTTTCTCAGAGTCTA
TTCCGACACCCTCCAACAGGGAGGAAACACAACAGAAATCCAACCTAGAGCTGCTCCGCA
TCTCCCTGCTGCTCATCCAGT CGTGGCTGEGAGCCCGTGCAGTTCCTCAGGAGTGTCTTCG
CCAACAGCCTGGTGTACGGCGCCTCTGACAGCAACGTCTATGACCTCCTAAAGGACCTAG
AGGAAGGCATCCAAACGCTGATGGGGAGGCTGGAAGATGGCAGCCCCCGGACTGGGCAGA
TCTTCAAGCAGACCTACAGCAAGTTCGACACAAACTCACACAACGATGACGCACTACTCA
AGAACTACGGGCTGCTCTACTGCTTCAGGAAGGACATGGACAAGGTCGAGACATTCCTGC

GCATCGT GCAGTGCCGCTCTGTGGAGGGCAGCTETGGCTTCTAGct gecegggetgea
Pru 11 Sma I

ggaattec
Ico RI EXTREMO 3° Codén de terminacién
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