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Micrografia electronica de una célula de P. pastoris en gemacién (Cregg y Higgins, 1995).
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RESUMEN

Q.B.P. Eddy Luz Cab Barrera Fecha de Graduacién Octubre, 2000
Universidad Auténoma de Nuevo Labn
Facultad de Medicina

Tituwlo del Estudio: CONSTRUCCION DE UNA CEPA DE Pichia pastoris
SOBREPRODUCTORA DE LA ISOFORMA DE 20 kDa DE LA HORMONA DEL
CRECIMIENTO HUMANO.

Numero de paginas: 125 Candidato para el grado de Maestria en Cienclas
con especialidad en Biologia Molecular e ingenieria
Genética.

Area de Estudio: Biotecnologia.

Propésito y Método de Estudio: La isoforma de 20 kDa (20K) de la hormona de! crecimiento
humano (HGH 20K), es {a segunda hormona més abundante en |a pituitaria, posee una
cadena sencilla de 176 aminodcidas, y un peso molecular de 20,269 Da. A pesar de que
las propiedades bioldgicas de la HGH de 20K han sido investigadas desde su
descubrimiento en 1878, éstas son aGn controversiales. Esto debido en buena parte a la
dificuttad de su preparacién en cantidades y pureza suficientes. En el presente trabajo,
empleando técnicas estindares de biologia molecular, se construyé el pldsmido
PPICOKhGH20K, conteniendo la secuencia completa del DNAc de hGH 20K, el cual fue
utilizado para transformar la cepa GS115 de Pichia pastoris mediante la técnica de
formacion de esferoplastos. La integracion por recombinacién homéloga del plasmido en
el genoma de la levadura fue verificada mediante la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Las clonas conteniendo multicopias del cassette de expresion fueron
seleccionadas mediante la determinacién de la cinética de su crecimiento a dosis
crecientes del antibidtico G418 (geneticina). La identificacién de la HGH recombinante
(HGHr) de 20K secretada al medio de cultivo, se realizé por eleciroforesis en geles de
poliacrilamida-dodeciisulfato de sodio (PA-SDS). La amplificacién por PCR de una
banda de 1018 pb confirmé la integracién del plésmido al genoma de la levadura. La
identidad de HGHr de 20K fue confimada por su peso molecular en geles de PA-SDS.
Todas las clonas analizadas sintetizaron y secretaron al medio de cultivo la hormona, Se
{ogré la seleccién de cepas de P. pasforis sobreproductoras de HGH 20K, presentando
niveles méximos de produccién de hasta 17.63 mg/L de cultivo representando el 51.6%
de las proteinas totales de medio de cultivo.

Contribuciones y Conclusiones: En este trabajo se lograron obtener cionas recombinantes de
Pichia pastoris sobreproductoras y secretoras de |la forma madura de HGHr de 20K.

FIRMA DEL ASESOR: FIRMA DEL CO-ASESOR

Gyt Lp—

Dr. Hugq A. Barrera Saldaiia

Dra/Martha Guemgro  Olazarén
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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 oligonucledtidos y expresion
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. E! 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 biotecnologica.

Esta nueva tecnologia ha revolucionado la investigacién en la biologia y
medicina, desarrollandose asi una nueva industria enfocada a la clonacién 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, desordenes neurolégicos,
infecciones, quemaduras y enfermedades genéticas, asi como para otro tipo de
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enfoque como es el usao 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 expresion, 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 bhan 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
conseguir, por lo que se requiere tanto de un vector como de un sistema de
expresién 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 (Fermandez-
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 pastraduccionales,
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 expresiéon
mayores que en estos ultimos, alcanzando densidades celulares de hasta ~100
g /L de peso seco (Siegel y Brierley, 1983). Como levadura, P. pastoris
comparte las ventajas de manipulacibn genéticas y moleculares con S.
cerevisiae, pero ademas posee la ventaja de alcanzar niveles de produccién 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-glutation 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 perdxido de hidrégeno (Figura 1). La AOX
tiene poca afinidad por el Oy, 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 numeros 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 pemite que el empleo del promotor de dicho gen
confiera un control fino de la produccion de proteinas heterdlogas en Pichia
pastoris {Cregg et al, 1993).

Existen dos genes en P. pasforis 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 AOX1. Por lo tanto, la enzima



que es responsable de casi toda la degradaciéon del metanol es la codificada
por el gen AOX1 (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 enddgenas, la
proteina heteréloga puede ser secretada al medio de cultivo para encontrarse
relativamente pura (>50% de la proteina extracelular total).

1.1.1 Vectores de expresion para Pichia pastoris

Debido a que P. pastoris no posee plasmidos nativos, se han
desarrollado varios vectores de expresion, los cuales se integran en el /ocus
genomico AOX1 o HiS4 por recombinacidn homdloga, generando cepas
genéticamente estables. Todos los vectores de expresidbn para P. pastons
estan disefiados para transformar tanto a E. coli como a P. Pastoris (son
vectores transformadores). Para propagarse en E. coli, los plasmidos contienen
un origen de replicaciéon y un gen de seleccidon que confiere resistencia a
ampicilina. Para P. pasforis, como marcador de seleccién, 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, l0s vectores contienen un
cassette de expresion 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 transcripcién 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 sefales de secrecion
como la del factor a -MF pre-pro de S. cerevisiae o bien la de |a fosfatasa acida
de P. pastoris. Ambas se han utilizado fusionandolas de forma adecuada a
AOX1p. La Figura 2 muestra una representacion grafica del vector pPICOK.

Sna B1
Eco RI
Avr |l
Not |

3'AOX1 (TT)

Kan

3’ AOX1

Figura 2.- El plasmido pPICS9K como vector modelo para la producciéon 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 AOX7 de P.
pastoris (regiones 5' AOX1 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 seial.

Se cuenta también con vectores de expresion 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 expresion. Sin embargo, el uso de GAPp es
apropiado solo para genes cuyos productos no sean téxicos para la célula.
Ademas, los niveles de expresion de AOX7p son frecuentemente
incrementados en cultivos con condiciones limitantes de crecimiento

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

Ademas se ha desarrollado toda una familia de vectores para P. pastoris
que contienen el gen Sh ble, el cual confiere resistencia a la droga llamada
Zeocina (Higgins et 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 tamafo de dichos vectores.

1.1. 2 Integraci6n del vector al genoma de Pichia pastoris

Para mantener la estabilidad de la expresion de las cepas, los vectores
de expresidn de Pichia son integrados al genoma de la célula hospedera
mediante recombinacion homdloga. El modo mas comun de insercion es
linearizar los vectores antes de la transformacién, utilizando uno de los
diferentes sitios de restriccién Unicos localizados dentro de las secuencias para
HIS4 o 5A0X1p. El DNA linear estimula los eventos de recombinacion
homodloga entre el DNA transformante y las regiones de homologia dentro del
genoma de la levadura, dando como resultado un tipo de entrecruzamiento
simple (integracion). La integracién dentro de este focus se lleva a cabo con
una alta frecuencia (50-80% de transformantes His*) (Figura 3A). Sin embargo,
una alta proporcion 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
heterélogo y representan un evento de conversion génica (Fernandez y
Hoeffler, 1999).

$'AOX1

A 3'AOX1
Kan TT

G a de Pichia (hisd)

— 184 e

HIS4 TT gende S'AOX1 JAOX1 Kan hisd

interes

Plasmido integrado
al genoma

Plasmido linearizado
3'AOX1

Genoma de Pichia paastoris X

il AW AOX1 i ¥ |—

4

SAOXT  un da ins " Plasmido integrado

interés HiS4 3'AOX1 al genoma

Figura 3.- Integracion del vector de expresion dentro del gemona de P. pastoris. (A)
Integracién 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 et 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

heter6logo, y hasta la secuencia del terminador) y al gen HIS4 en un mismo
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fragmento de DNA que estad 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: "Mefanol utilization siow"), al
depender de |la enzima codificada por el gen AOX2 para degradar éste.
Aproximadamente del 10-20% de los eventos de transformacién 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 transcripcion 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
Mut®). Una ventaja potencial de las cepas MutS es que en algunos de los casos
los niveles de expresion de la proteina heteréloga son mayores que en el caso
de cepas silvestres (Mut*), especiaimente 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
genémico 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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T Gen de
interés

HIS4

5'AOX1
Kan

Genoma de Pichia (his4)

5'AOX1 Gende TT HIS4 Kan 3'AOX1
interés

Cassette de expresion

Figura 4.- Insercion génica del cassette de expresion en el Jocus AOX1. Los eventos de
insercion génica en el locus AOX1 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 mas 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 inserciéon 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 expresion 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.

Gen de
interés
HIS4

Kan 5'AOX1

——{1 AOX1 1T ¥

Cassette de expresion 1

& JAOX1 §'AOX1 Gan de T Kan His4 FAOX1
Cassete de 2
. L expresién 1 |

Cassette de expresién 2

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.

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 produccion de alguna proteina

heterdloga (Escamilla-Trevifio ef al., 1999).
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Con el sistema de expresién génica de P. pastoris se han logrado
producir proteinas heterdlogas de forma intracelular, de secrecién hacia el
medio de cultivo, y como proteinas de membrana. En 1899 Femnandez 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 la Tabla Il se muestran algunas de las proteinas heter6logas
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 I/S | Rend. Referencia
QL)

HBsAg 1 1 0.4 Cregg et al.,(1987)
F. de Necrosis Tumoral >20 | 8.0 Sreekrishna ef a/., (1989)
Lisozima Bovina c2 1 S 0.58 Digan ot al., (1989)
Frag. C Toxina tetanica 14 | 120 Clare ef al., (1991a)
Albumina Humana 1 S 40 Barr ef a/., (1992)
P. Anticoag. (TAP) 1 s 1.7 Loewen et al., (1997)
P. Anticoag. de pez I S 0.04 |Laroche ef al., (1984)
Peractina (P89) >10 | 3.0 Romanos ef al., (1991)
Interleucima Humana-2 I | 4.0 Cregg ef 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 et al., (1987b)
Ligando trimérico CD40 1 | 0.26 |McGrew et al., (1997)
Estreptoquinasa by | l 0.08 |Hagenson ef al., (1989)
Superdxido dismutasa 1 | 0.33 Sreekrishna et al., (1996)
Superdxido dismutasa 2 | 0.74 | Sreekrishna et al., (1996)
Aprotinina 1 S 0.14 | Vedvick et al., (1991)
Aprotinina 2 s 0.32 | Vedvick et al., (1981)
Aprotinina 5 S 0.93 | Vedvick et al., (1991)
Horm. crecim. salmén 18 | 0.30 Sreekrishna ef al., (1996)
Antigeno BM86 I S 15 Rodriguez et al., (1994)

NC: Numero de copias del cassette de expresion
IS Producto intracelular o0 secretado

Rend.: Rendimienio

IT1:Nimero de copias indetesminado

M:Numero de copias miiltiple, mas no determinado

Escamilla-Treviiio ef al., (1999).
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1.1. 4 Fermentacién

Las fermentaciones con cepas recombinantes de P. pastoris se llevan a
cabo en dos fases (Figura 6),: En la primera fase se busca el aumento de masa
celular empleando un medio de cultivo minimo, pero suplementado con glicerol
o glucosa como fuente Unica de carbono y energia. En esta etapa se encuentra
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 AQOX7, al reemplazar la fuente de carbono y energia por el

metanol. En esta etapa se produce la proteina recombinante, (Invitrogen,
1994).

Produccién de
Biomasa
Fermentar 1 Cambiar a metanol
* en glicerol 80 ﬁ
0
12 24 100 mg[L
50
Anélisis de : Toma de o
proteinas muestras ~* o 8 o

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 andlisis 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 ocuiren 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 encontrdo un gen adicional que codificara
para ésta y que pudiera explicar su existencia (Kostyo, 1987; Wallis, 1980). Lo
que se descubrio, 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 generacion 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 aminodcidos con un peptido sefal de 26 residuos
hidrofébicos en el extremo amino terminal de la proteina madura. Su estructura
terciaria aun no ha sido determinada, ya que es muy propensa a formar
homodimeros y heterodimeros con HGH 22K (Lewis ef al.,, 1978; Chapman et
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al., 1981). La HGH 20K fue primero aislada a partir de una fraccién dimérica
(Lewis ef al, 1978) y se demostré que consistia de cuatro variantes
moleculares (Brostedt, 1988). Se desconoce si estas variantes son productos
nativos o 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 biolégicas 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 ef 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 al.,1978). Frigeri y cols.
describen que HGH 20K carece de actividad parecida a insulina (Frigeri ef al.,
1979). Aunque ofros autores describieron que tanto la forma recombinante
como la natural poseen un efecto metabdlico parecido a insulina
marcadamente disminuido (Goodman et al., 1986; Kostyo et 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 hipéfisis (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 et a/, 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 et 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 secrecién de insulina y el consecuente aumento en la captaciéon 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-
Lépez, 1992).

Se ha determinado que la secuencia Tyr-lle-Pro presente en la region
removida en la variante, esta 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 Ill 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 11l y Vnencak-Jones, 1989).
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En un modelo que utiliza la conversién de fibroblastos preadipociticos a
adipocitos, Morikawa y cols. (1984) encontraron que HGH 20K es capaz de
inducir el fenémeno de diferenciacién 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 produccién de esta variante
mediante la tecnologia del DNA recombinante para evitar la heterogeneidad e
incrementar las cantidades disponibles. La produccién de HGH recombinante
(HGHr) ha sido reportada principalmente en E. coli (Barrera-Saldafa, 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 a/.,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 ef a/, 1990), pero aun

persisten controversias sobre las mismas.

La produccién de met-HGHr 20K fue una alternativa 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
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este residuo puede eventualmente ocasionar rechazo inmune con el uso
prolongado de la hormona (Tinssley et al., 1986; Ohmae et a/, 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 expresados con una producciéon 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 Rincon-Limas logré la clonacidén de los DNAs codificantes de la
HGH de 22K como de la variante de 20K (Rincén-Limas, 1990).
Posteriormente, en 1992, Ortiz-Lopez logra por primera vez la obtencion de
una linea celular eucaridtica productora de HGH 20K (Ortiz-Lépez, 1992).

En 1993, Rincén-Limas y cols. transfectaron células COS-7 con
minigenes expresores de ambas isoformas (Rincén-Limas ef al., 1993). Los
niveles secretados de HGH de 20K en el medio de estas células resuitaron
mucho méas 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 explicOo en parte por la diferencia de los sistemas de
inmunodeteccidn empleado en la cuantificacién, mismo que era especifico para
la isoforma 22K.

Escamilla-Treviio en 1996 (cepa unicopia) y mas tarde Sanchez-
Dominguez en 1998 (cepa multicopia) logran la construccién 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 glutation reductasa
notablemente incrementaba la acumulacién de los niveles de HGH 20K en
periplasma (76.1 mg/L) y se confimd 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 secrecién 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 arina 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 niflos con enanismo hipofisiario (Phillips lll y Vnencak-Jones,
1989), en ancianos parece contrarrestar algunos de los efectos de la vejez, en
pacientes con quemaduras de piel, llceras y fracturas Oseas, acelera el

metabolismo y la regeneracion tisular, en personas que sufren hipoglicemia su
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actividad hiperglicemiante se ha aprovechado (Bimbaum 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 altemativa 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 ef ai., 1987; Campbell et al.,
1990).

1.3 Justificaciéon

Para examinar |la actividad biologica 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
farmacolégicos 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 integracién 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. pastoris

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

4, Seleccionar las clonas que integraron mdltiples 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
recurrié 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.I.LE.G., Depto.
de Bioquimica, Fac. de Medicina, de la U AN.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
formacion de esferoplastos, se adquirieron de Invitrogen Corporation (San
Diego Ca, EUA).

3.2 Equipo

Se utilizd un hormo 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
Gottingm 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 version 5.1a (©
1987-1992 Microsoft Corporation), procesadores de gréaficos Microsoft
PowerPoint Version 3.0 (© 1987-1992 Microsoft Corporation), Adobe
Photoshop Limited Edition 2.5.1 (© 1989-1993 Adobe Systems Incorporated) y
UMAX Scan (© 1990-1991 UMAX Scanner Driver, Impact Research Inc.).
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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 versién 2.0.

Para la determinacién 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 caracterizacién enzimatica y secuenciacion; d)
Transformacion de P. pastoris GS115 con el vector pPICO9KhGH20K; e)
Caracterizacion de los genotipos y fenotipos de las transformantes obtenidas; f)
Seleccion de clonas conteniendo multicopias del cassette de expresion; 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 esquemética 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 Propagacion de los plasmidos: pBS, pJV,
pPIC9K y pPICShGH22K 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), pPICO9K (Invitrogen) y
pPICShGh22K (Escamilla-Trevifio, 1996). La preparacidon de las bacterias
calcio-competentes, asi como la transformacién 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, pPICI9K y pPICShGh22K) y se cultivaron en 1L de caldo LB para después
realizar el aislamiento de DNA plasmidico a gran escala utilizando
ultracentrifugacion en gradiente de densidad en cloruroc de cesio, de acuerdo a
una modificaciéon al método descrito por Clewell y Helsinki en 1970 (Cab-
Barrera y Barrera-Saldana, 1988). De esta manera se obtuvo una fuente de
plasmidos de buena calidad para llevar a cabo la construccion del plasmido
pPICSKhGH20K.

Para la construccién del vector pPICSKhGH20K fue necesaria la
fabricacion adicional de tres plasmidos: pBS20K, pBSPIC9, y pBSPIC20 (Ver
Anexos 5 y 6). La construccién de cada uno de estos plasmidos se describe a

continuacion.

3.3.1. 2 Construccién del plasmido pBS20K

Para construir pBS20K, se utilizé 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 digestién de pBS con Xho | y Hind Ill generé dos fragmentos: uno
pequerio de 21 pb (correspondiente a la regién de policlonacién) y otro mayor
de 2940 pb (resto del plasmido). Mientras que la digestién de pJV con Xho | y
Hind Il gener6 también dos fragmentos: uno pequefio 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 Ila
secuencia completa del DNAc de hGH 20K). Las clonas recombinantes se
analizaron mediante digestién con las endonucleasas de restriccion: Pvu |l,
Xba | y Bg! ll, principaimente. En la Fig. 8 se muestra una representacion
esquematica de la construccion de este vector.

T —
Xho 1 Hind 111
Xha 11 ind 11 I5:
EcoR1 *, “
i — {hGH20K
{' pBS | _ pIV
! 2958 pb | 5865 pb |
) Fragmento
Yho | de 609 pb / Yho 1
Hind 111 Hind 111
“he Hind 111
F y C
* Pvu I
o Bglll
| —r7

Figura 8.- Representacion esquematica de la construccién del vector pBS20K. Para esia
clonacion se utilizé como plasmido donador a pJV y como plasmido receptor a pBS. El tamario
del fragmento clonado fue de 809 pb, el cual contenia el DNAc de hGH 20K.
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3.3.1.2.1 Preparacién 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 restriccién, y se integraron mezclando lo

sigiente:
pJVv pBS
pl pL
Solucién 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 Ill (10 U/uL) 10 S
Volumen total de reaccién 200 100

Las mezclas de reaccion se incubaron a 37°C durante toda la nache 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 telido con bromuro de etidio (2 ug/mL en TBE). Los
fragmentos de 609 pb de la digestién de pJV con Xho | y Hind lll y de 2940 pb
de la digestiéon 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 |a matriz de agarosa utilizando la técnica de
fibra de vidrio siliconizada (Zavala-Diaz de la Sema, 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 ligacion 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 l-Hind Il | Hind Ml
nL pl ul

Amortiguador de ligaciéon 5X | 3 2 2
Agua ultrapura —_ 2 2
Vector (pBS) 6 (200ng/uL) | S 5
Fragmento (hGH 20K +Xho!l | 5 (200 ng/pL) | — —
+Hind |II)
Enzima Ligasa (1 U/ul) 1 1 1
Volumen total de reaccion 15 (26.66 ng/uL)| 10 10

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

corrobord la ligacion 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 antibiéticos

(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 ligacion), asi como para la
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transformaciéon (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 11l con y sin ligasa y el vector (pBS) + Xho | + Hind Il con y sin

ligasa.

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

La seleccion de colonias transformantes se realizé6 tomando en cuenta
dos parametros: a) su crecimiento en medios de cultivo que contenian
tetraciclina y ampicilina como marcadores de seleccion, ya que solamente las
células que integraran el plasmido serian capaces de crecer en medios de
cultivo que contenian ambos antibidticos; b) su coloracidn, ya que se utilizé el
ensayo de colonias azules y blancas (Cab-Barrera y Barrera-Saldaria, 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 transformacién (seleccién 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 ug/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 pequena escala (minipreparacion)
de acuerdo al método descrito por Gilles Morelle (Morelle, 1989). EI DNA
plasmidico aislade 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 forra superenirollada, fueron sometidas a
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digestion con un juego de endonucleasas de restriccién; 8g/ ll, Hind lll, Sac |,
Xho |, Pst |, Xho I-Hind Ill, Pvu ll, Xba |, y Xba-Sma |l. Finaimente, se realiz6
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 pBS20K.

3.3.1.3 Construccion del plasmido pBSPIC9

Se utilizé el plasmido pBluescript SK (pBS), como plasmido receptor y a
pPIC9hGH22K 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 digestion de pBS con Sac | y Xba | generé dos fragmentos:
uno pequeiio de 24 pb (correspondiente a la region de policlonacién) y otro
mayor de 2937 pb (resto del plasmido). La digestion de pPICShGH22K con Sac
| y Xba | gener6 tres fragmentos: el primero de 1018 pb (este fragmento
incluye 739 pb del extremo 5’A0X1 de pPICIK desde la posicion 209 hasta la
posicion 948; la region codificante para la secuencia senal 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 codén de terminacion, ademas de 17 pb de la region de
policlonacion de pPICShGH22K y 333 pb de la regién de terminacién de la
transcripcion del extremo 3' AOX1) y el tercero y Gltimo de 6194 pb (resto del
vector pPICS). La ligacion se llevé a cabo entre el fragmento de 1018 pb
(PPICShGH22K) y el fragmento de 2937 pb (vector pBS), generando asi el
segundo plasmido: pBSPICS (3955 pb). Las clonas recombinantes se
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analizaron mediante digestion con las endonucleasas de restriccion: Pvu |,
Xba |, y Bgl ll, principaimente. En la Figura 9 se muestra una representacion
esquematica de la construccién del vector pBSPICS.

| Sacl  Xbal Xhol

S | ]
\ é:l:'(-nk I I q0a.1
[ sMe i

pBS pPIC9RGH22K
i 4 8587pb
Fragmento de
Sac 1 1018 pb Sac |
Xba'l Xbal

Xho

r pBSPICY
|

I Xba |

3955ph

Figura 9.- Representacién esquematica de la construccién del vector pBSPICS. Se utilizé
como plasmido donador a pPICShGH22K y como receptor a pBS. El fragmento clonado fue de
1018 pb.

3.3.1.3.1 Preparacién 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 restriccion y fueron preparadas
como sigue:
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pBS pPICShGH22K
plL ul
Solucién amortiguadora #4 10X (NEB) | 5 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/uL) 2 5
Volumen total de reaccién S0 100

Las mezclas de reaccion se incubaron a 37°C durante toda la noche y
las digestiones fueron verificadas por el andlisis de alicuotas de 1 pL de la
mezcla de reaccidén 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 reaccién de ligacién se integré como sigue:

uL
Amortiguador de ligaciéon 5X 3.0
Agua ultrapura 53

Vector (pBS + Sac | + Xba l)

3.0 (285 ng/ul)

Fragmento (1018pb de Sac| + Xba |)

2.7 (100 ng/ul)

Enzima Ligasa (1 U/uL)

1.0

Volumen total de reaccidn

15.0 (75 ng/pL)
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La mezcla de reaccién se incubé 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 transformaciéon: 1)
amortiguador de TE; 2) la reaccion de ligacion 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 I-Sma |, Pvu Il,
Pst |, Xho | y Xba I-Sma |. Finalmente se realizé 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 pBSPICS

3.3.1.4 Construccion del plasmido pBSPIC20

Se utilizo 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
ligacién. La digestiéon de pBSPICS con Xba | y Sma | genera dos fragmentos:
uno pequeio 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
ligacion se llevé a cabo entre el fragmento de 516 pb (DNAc hGH 20K) y el de
3937pb (vector pBSPICSY), generando asi el tercer plasmido: pBSPIC20 (4453
pb). Las clonas recombinantes se analizaron mediante digestion con las
endonucleasas de restriccion: Pvu Il, Xba |, y Bg/ ll, principaimente. En la
Figura 10 se muestra una representacion esquematica de la construccion del
vector pBSPIC20.

Xhol Xba 1 Xho | Hind 111

Sac /1 Sma-1 Xbal Smal
‘¢ +-o-a N, EcoR I
hGH 20K _,._.]
{
pBSPICY i oBS20K |

3955 pb

3549 pb
Xba 1 Fragmento Xba I
Sma 1 o/ 31605 Sma 1
Xhol _,
Sac [ - Xba 1 EcoR 1
* o &
hGH20K
pBSPIC20 * pou 1l
4453 pb o Bglll

Figura 10.- Representacién esquematica de la construccién del vector pBSPIC20. Se
utilizé como plasmido donador a pBS20K y como plasmido receptor a pBSPIC9. 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 ligacion

Las digestiones preparativas de pBS20K y pBSPIC9 con Xba l y Smal l,

se ensamblaron comosigue:

pBS20K pBSPIC9
ul uL
Solucion amortiguadora #4 10X (BRL) 5 10
Agua ultrapura 36 60
DNA 6 (1.8 pg/ul)| 20 (1 pg/pl)
Enzima Xba | (10 U/uL) 3 5
Volumen total de reaccion 50 100

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

dia siguiente se verifico {a digestidon mediante electroforesis en gel de agarosa

al 0.8%. Ademas se guardé una pequeria alicuota (de SulL 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).



Figura 11.- Corte enzimético de pBS20K con Xba 1y Sma |. Muetra una representacion
esquematica de la liberacion del fragmento de 516pb (DNAc de hGH 20K).

Posteriormente a la mezcla de reaccion se le agrego:

pBS20K pBSPIC9
pl uL
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 nache 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 digestidon de

pBS20K y pBSPICS con Sma | y Xba | respectivamente.
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3.3.1.4.2 Reaccién de ligacién

La reaccién de ligacién se llevo 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-competentes. Se utilizaron como controles
de transformacion: 1) amortiguador de TE; 2) la reaccién de ligacion solo del
vector (sin el fragmento) y 3) pUC18 para determinar la eficiencia de

transformacién.

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 3.3.1.23. Las clonas que
mostraron el patrén esperado mediante la migracién del DNA de forma circular,
fueron sometidas a digestion con una bateria de endonucleasas de restricciéon
dentro de las que destacan: Xba |, Bg/ Il y Pvu Il. Finalmente se realizé
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 pBSPIC20.
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3.3.1.5 Construccién del vector pPICOSKhGH20K

Se utilizd a pPIC9K como vector receptor y como plasmido donador a
pBSPIC20. Tanto pPICOSK como pBSPIC20 se cortaron con las enzimas de
restriccion Sac | y Eco Rl, generando asi extremos compatibles para su
ligacién. La digestion de pBSPIC20 con Sac | y Eco Rl genero dos fragmentos:
uno de 1546 pb (este fragmento incluye 739 pb del extremo 5°’A0X1 de pPICSK
desde la posicion 209 hasta la posicion 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
codon 7 del DNAc de hGH 20K) y el otro de 2907 (resto del vector). La
digestion de pPIC9K con Sac | y Eco R | genera dos fragmentos: uno de 1018
pb (este fragmento incluye 739 pb del extremo 5’AOX1 de pPICSK desde la
posicién 209 hasta la posicion 948; la secuencia serial 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 serial y DNAc hGH 20K)
y el fragmento de 8258 (vector pPICSK), generandose asi el vector
pPICSKhGH20K (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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Xhol
Xbal FcoRIl

pPICIKhGH20K

9804 pb

Figura No 12.- Representacién esquemética de la construccién del vector
pPIC9KhGH20K. Se utilizo como plasmido donador a pBSPIC20 y como plasmido receptor a

pPIC9K. El fragmento clonado fue de 1546 pb que corresponde a la secuencia seilal 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
ligacién tal como se muestra en la Figura 13.
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Ligacién A

pBSPIC20 Sec | - EcoRI
+

pPic9K Sac | - Eco RI

Ligacién B

pBSPIC20 Sac | - Eco RI
y corte adicional Apa |
+

pPic9K Sac | - Eco Rl
y corte adicional Sna B1

Ligacién Corte adicional .
18 y 37°C — Apely Sna B —p | Transformacién
— p» |Ugacion — - | Transformacion
18y 37°C

p—

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

ambas ligaciones.

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

de restriccion, tal y como se ilustra a continuacion:

pBSPIC20 |pPIC9K
ubl uL
Solucion amortiguadora #3 10X (BRL) 2 2
Agua ultrapura 9 3
DNA 8 (ug/ul) | 4 (1 pg/ul)
Enzima Eco Rl (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 verificd la digestion mediante electroforesis en gel de agarosa al
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0.8%. Posteriormente a la mezcla de reaccién se le agregd 10 uL 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 resuspendio en:

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

La mezcia de reaccion se incubd a 37°C durante toda la noche y se
verificé el éxito de la digestion, mediante electroforesis en gel de agarosa al
0.8%.

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

digestidn adicional con Apa | (NEB) se realizé después de la ligacién.

En el caso de pPIC9K la enzima adicional de corte utilizada fué Sna B1
(NEB). Esta enzima de restriccion solamente corta el plasmido original pPIC9K
y no el plasmido recombinante pPICSKhGH20K. Los 10 uL restantes de la
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mezcla de reaccion 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
realizdé después de la ligacion.

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 ligacion
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 (pPICOSKhGH20K), de esta manera al momento de transformar
tendriamos selectivamente transformacion 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
l Sna BI
Sac | Eco Rl Sac | Eco RI
/ Apal
pBSPIC20 pPICIK F
Fragmento de
\ interés
DNAc hGH20K
Sac | \/-\(Eco RI
| PPicOkhGH20K |
J
="

Figura 14.- Digestion adicional con las enzimas de restriccion Apa | y Sna B1. El
plasmido pPICO9KhGH20K 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 ligacién 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 céluias 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 teflido 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 proporcion 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

ligacion se muestran a continuacion:

Ligacién A; Ligacién B:
Sin corte adicional | Con corte adicional
Apa |, Sna B1 Apa |, 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
+E£co RI+Sac 1)
Enzima Ligasa (1 U/uL) 1 1
Volumen total de reaccién 15 15

Se tomaron S ulL antes de agregar la enzima ligasa, como control de

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

3.3.1.5.3 Seleccion y analisis de las clonas de E. coli
XL1-Blue portadoras de pPIC9KhGH20K.

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 pg/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
superenimollada, fueron sometidas a digestibn con las siguientes
endonucleasas de restriccion: Sal |, Dra |, Sac I-Eco RI, Sac | Avr I, Bgl ll, Pst
I, Xba |, Xho |, Bgi 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 pPICO9KhGH20K.
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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 realizé una
preparacién a mediana escala (Sambrook y cols., 1989 ) del mismo, y de esta
manera se obtuvo una fuente de plasmidos de buena calidad para llevar a
cabo la transformaciéon 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 5 min
(Centrifuga IEC Centra MP4R Rotor 854). El paquete celular se resuspendi6
en 15 mL de Solucién | (50 mM de Glucosa, 25 mM de Tris-HCI pH=8, 10 mM
de EDTA, y 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 mezclé por inversion.
Posteriormente se afiadié 15 mL de la Solucién Il (Acetato de amonio 7.5 M
pH=7.8) y se mezclé por inversion varias veces y se centrifugé a 5000 rpm por
15 min. El sobrenadante claro se transfiri6 por filtracién (a través de una malla
de gasa) a dos tubos nuevos falcon de 50 mL. Se agregd 0.6 volimenes de
isopropanol y se mezclé por inversion 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 resuspendié en 2 mL de
TE (10 mM de Tris-HCIl pH=8 y 1 mM de EDTA) y se someti6 a tratamiento con
RNAsa (20 ug/mL) y proteinasa K (100 pg/mL). Se agregdé 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 transfiri6 la fase acuosa (superior) a otro tubo. Ademas
se realizd otra extraccién con un volumen de cloroformo durante 1 min,
nuevamente se centrifugd a 5600 rpm y se transfirid la fase acuosa a otro tubo.
En ambas extracciones se descartd la fase organica (fase inferior).



48

Posteriormente el DNA fue precipitado con 1/2 volumen de acetato de amonio
7.5 M y 2.5 volumenes de etanol absoluto. Esta mezcla fue centrifugada a
14,000 rpm en una microcentrifuga Eppendorf durante 15 min. La pastilla
obtenida se lavé 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 Secuenciacién

La secuenciacion del DNAc de hGH 20K contenido en el plasmido
pPICOSKhGH20K fue realizada con el apoyo del Laboratorio de Biologia
Molecular del Departamento de Bioguimica de la Facultad de Medicina.

La técnica utilizada para la secuenciacién es una adaptacion de la
descrita por Sanger y cols. en 1977. La secuenciacion enzimatica se realizé
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 realizd sobre la autorradiografia.
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3.3.2 Transformacion de P. pastoris GS115

Una vez obtenido el plasmido pPICOKhGH20K a mediana escala, se
realizaron digestiones preparativas con las endonucleasas de restriccidén 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 insercién
en el locus HIS4, mientras que el corte con Dra | genera reemplazamiento en
el Jocus 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 l).

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 pastonis cepa GS115 a un matraz de 100 mL, conteniendo
10 mL de YPD caldo y se dej6 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 ulL de
células del cultivo de toda la noche. Los matraces se incubaron nuevamente
durante toda la noche a 30°C con agitacién a 250 rpm. Al dia siguiente se
midié la D.O.sponm de cada uno de ios tres cultivos, las células que alcanzaron
una D.O.sgonm ©ntre 0.2 y 0.3 se cosecharon por centrifugacion a temperatura
ambiente durante 10 min a 1500 g. La pastilla de células se resuspendi6 en 20

mL de agua estéril y se coseché nuevamente por centrifugacion a 1500 g



50

durante 5 min a temperatura ambiente. Se descarté el sobrenadante, y la
pastilla de células se utilizd para preparar los esferoplastos (Invitrogen, 1994).

3.3.2.2 Formacion de esferoplastos

Primeramente se lavd 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 EDTA y 10
mM de amortiguador de citrato de sodio, pH 5.8) por agitacién suave. La
suspension se dividid en dos tubas falcon de 50 mL, uno de ellos se mantuvo
en hielo (tubo A), mientras que el otro (tubo B) se utilizé6 para monitorear la
formacion 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 adicion de
la zimolasa la digestion de la pared celular empieza. Se prepararon 20 mL de
solucién de SDS al 5% los cuales se utilizaron posteriormente. Se ajusto el
espectrofotometro en UV/Vis a 800 nm, utilizando como blanco 800 pl 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 preparé 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 agreg6 800 uL de SDS al 5%. Se retiraron 200 uL de
células contenidas en el tubo B y se anadieron al tubo marcado como "0". Esta
muestra se utilizé6 como tiempo cero. Al resto de la suspension de células del
tubo B se le afadid 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 mezclé perfectamente y se incubd las células a 30°C. La
formacién de esferoplastos se monitore6 de la siguiente manera: a los dos
minutos de tiempo, se retiraron 200 pL de células (tubo B + zimolasa) y se
anadieron al tubo marcado "2" (con 800 uL 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.O.go0 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.gponm al tiempo 0) X 100]

Una vez determinado el tiempo minimo de incubacién donde se
formaron el 70% de esferoplastos se procedié 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 incubé a 30°C durante el tiempo establecido para la formacién de
un 70% de esferoplastos. Los esferoplastos fueron cosechados por
centrifugacion a 750g durante 10 min a temperatura ambiente. Se descarté el
sobrenadante y los esferoplastos se lavaron con 10 mL de sorbitol 1M
(mezclando suavemente). Se centrifugé como se menciona anteriormente y los
esferoplastos se resuspendieron en 0.6 mL de CaS (1 M sorbitol, 10 mM Tris-
HCL, pH 7.5 y 10 mM de CaClk). Esta preparacion debe ser utilizada

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

3.3.2.3 Transformacion

Se colocaron 100 L del preparado de esferoplastos en tubos falcon de
15 mL y se agregaron 10 ug de DNA (tanto de pPIC9KhGH20K, 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 afiadieron 10 mL de salucién 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 mezclé 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 agregd 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 control6 durante 4 a 6 dias. Ademas se realizo
una prueba de viabilidad celular, la cual se llevd a cabo de la siguiente
manera: Se mezclaron 100 uL de esferoplastos (sin DNA) con 900 puL de
sorbitol 1 M. Posteriormente se mezclaron solamente 100 ulL de esta dilucion
con 10 mL de agarosa fundida, esta mezcla se virtid 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 observd 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 realizé verificando la integracién del
cassette de expresiéon en el genoma de levadura mediante ensayos de PCR, y
la caracterizacion fenotipica mediante la induccion del gen clonado y la

caracterizacion de su producto recombinante.

3.3.3.1 Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA gendmico de Pichia pastons 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 descarté el sobrenadante y al
paquete celular se le agregaron 200 ulL de solucidbn amortiguadora de lisis
TSNT (Tritén X-100 al 2%, SDS al 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCl 10 mM y EDTA
1 mM pH=8), se agité perfectamente por inversién y después se le afadieron
500 uL de Fenol saturado (con Tris-HCI, pH=8), agitando nuevamente por
inversiéon. Posteriormente, se agregaron a la mezcla 100 pl de Sevag
(cloroformo:alcohol isoamilico, 24:1), se mezclé al vortex durante 5 min y se
agregd 200 pL de TE 1X (10 mM de Tris-HCI, pH=8, y 1 mM de EDTA, pH=8) y
se procedié a centrifugar por 10 min a 16000 g. Se transfirid la fase acuosa a
un tubo Eppendorf de 1.5 mL. El DNA se precipité al agregar 1 mL de etanol al
100% y mezclar lentamente por inversién 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 lavé con 500 pL
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de etanol al 70%, y se centrifugd nuevamente a 16000 g durante 5 min.
Finaimente la pastilla se secé a 37°C durante 15 min y se resuspendi6é en 48
pl de TE y 2 ul de RNAsa (2 ug/ul). Las muestras obtenidas de DNA
genoémico fueron almacenadas a 4°C hasta su empleo.

3.3.3.2 Andlisis de DNA por espectrofotometria

Una vez obtenido el DNA genémico, se realizd una estimacion
cuantitativa del mismo mediante espectrofotomeria, tomando en cuenta un
factor de conversion de 50, ya que una D.0O.=1 corresponde a 50 pg/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.0.260 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.0O.280 nm entre 1.8 y 2.0. De las muestras de DNA
genoémico se realizé una dilucién de la preparacién del DNA (1:200 y 1:400) en
TE 1X pH=7.4. Se calibro el espectrofotdbmetro 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 determind la concentracion de la
preparacion empleando el factor de conversion 50 y la pureza de la muestra,

mediante la relacién de las absorbancias a 260 nm y a 280 nm (D.O.260
nm/ D.0.280 nm)
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3.3.3.3 Reaccibén en cadena de la polimerasa (PCR)

El DNA genbémico de diferentes clonas fue analizado mediante la
Reaccion en Cadena de |a Polimerasa (PCR) para amplificar una zona
especifica del casette de expresion y de esta manera verificar la integracién del
plasmido pPICSKhGH20K al genoma de P. pastoris. El iniciador sentido o 5°
(5"-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3) se aparea en la region 5°AOX7
(nucledtido 855-875) del plasmido pPICOK, mientras que el iniciador antisentido
0 3" (5-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3') se aparea en la region 3’AOX1 TT
(nucledtido 1327-1347) del mismo. La PCR en el plasmido pPICSK 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. pasforis no recombinante da como resultado un
producto de 2200 pb, correspondiente a la amplificacion del gen AOXT7,
mientras que en la amplificacion del DNA gendémico 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. pastons
recombinante ain conserva el gen AOX1 (Mut’) pero ademdas posee el cassette
de expresidn integrado al genoma de la levadura.

Las condiciones de reaccion para la PCR se llevaron a cabo mediante
meodificaciones a las condiciones establecidas por Escamilla Treviiio 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 " a 0.5
mM, iniciador 3" a 0.5 mM, agua ultrapura estéril y 0.5 unidades de Taq
polimerasa en una reacciéon de 25 ulL. El programa llevado a cabo en el
termociclador fue el siguiente: una etapa inicial de desnaturalizacién del ciclo a
94°C (2 min), una etapa de 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C (1 min),
alineacién a 680°C (1 min) y extensién a 72°C (2 min) y una ultima etapa de



56

extension a 72°C (7 min). Una vez finalizada la amplificaciéon 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 acido
bérico y 0.002 M de EDTA).

3.3.3.4 Induccioén 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
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
AOQOX1 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 alcanzé una D.O.gyp nm entre 2 y 6.
Posteriormente el paquete celular se obtuvo por centrifugacion a 10000 rpm
(centrifuga ICE Centra, rotor 954) durante 5 min, se descart6 el sobrenadante y
la pastilla se resuspendié en 25 mL de medio BMM (medio inductor). En
seguida, se incubd a 30°C durante 96 h para inducir la expresién del gen
heterélogo (hGH). Para mantener la induccién se agregd metanol al 100%
cada 24 h a una concentracion final de 0.75%. Una vez terminado el tiempo de

fermentacién, las células fueron separadas del medio de cultivo mediante
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centrifugacion a 10000 rpm (centrifuga ICE Centra, rotor 854) 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 produccion de HGH 20K

3.3.4 Seleccion de clonas conteniendo copias miltiples del

cassette de expresion

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 pPIC9K.

Se realizd un tamizaje preliminar que permitié analizar un gran namero
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 formacion
de esferoplastos, se tomarocn 103 colonias y se replicaron en placas con RDB
(sin histidina), ademas se utilizaron 5 controles (GS115, GS115pPIC9K-Sal |,
GS115pPIC9K-Dra 1, GS115pPICOhGH22K, pPICO9KhGH22K). 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 .
(C3-8.3)*
GS115pPICOK-Sal | Cepa de Pichia pastoris transformada con el vector pPICSK,
(C3-6.6)" digerido con Sal .
GS115pPIC8K-Dra | Cepa de Pichia pastonis transformada con el vector pPIC9K,
{C3-6.5)"* digerido con Dra |.
GS115pPICShGH22K Cepa unicopia de Pichia pastonis transformada con el vector
(C3-6.4) pPICShGH22K, portadora de una copia del DNAc de HGH 22K
GS115pPICOKhGH22K | Cepa multicopia de Pichia pastoris transformada con el vector
(C3-8.3)* pPICShGH22K, 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 inoculacion se llevé a cabo
mediante la puncién 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
microtitulacién se incubaron a 30°C durante dos dias (no requiere de
agitacién). Transcurridos los dos dias de incubacién, se tomaron placas nuevas
de microtitulacion y se les ariadié 190 ulL de YPD a cada pozo. Este segundo
juego de placas de microtitulacién fue inoculado con 10 pL de cada uno de los
pozos de la primera placa de microtitulacién, utilizando una pipeta
multicanales. Nuevamente las placas de microtitulaciéon se incubaron a 30°C
durante dos dias. Transcurridos los dos dias de incubacién, se inoculé 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 incubacion se tomé el tercer juego de placas de microtitulacién 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 Selecci6n de la clona sobreproductora de HGH 20K

Para la seleccion de la clona sobreproductora de HGH 20K, se tomaron
en cuenta dos consideraciones: por un lado se llevé a cabo la seleccién 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
produccién 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 tefidos 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 antibiético G418 y los niveles de produccién
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 utilizd para realizar el analisis de proteinas. Las bolsas de
didlisis con 10 mL de medio de cultivo permanecieron sumergidas en 4 L de
agua fria (4°C) durante 2 h con agitacién 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 resuspendié en 15 pL 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 plL para la electroforesis en gel de

poliacrilamida.

La determinacién de las proteinas totales se realiz6 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 calibracidon con estdndares de albamina de suero
bovino en un intervalo de concentracion de 0.25 a 8 ug/mL. Tanto las muestras
como los estandares fueron preparados por ftriplicado. 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 analisis de las proteinas se utilizé un gel de poliacrilamida
discontinuo al 15% (como gel separador). Una vez colocadas las muestras en

el gel, se aplicé un voltaje inicial de 80 mV hasta que el colorante penetré en el
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gel concentrador aproximadamente 1 cm, luego se aumentd el voltaje a 120
mV hasta que el colorante sali6 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% v/v, acido acético 10 % v/iv en
agua ultrapura) y permanecié en éste durante 1 hora con agitacién a 40 rpm.
Se retiré la solucidn fijadora y el gel fué terido con la solucién colorante de
Coomassie (Azul brillante de Coomassie 0.5 % p/v, metanol 50 % viv, &cido
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 % v/v, acido acético 7 % viv, en
agua ultrapura); en este caso se realizaron cambios periddicos de la solucidon
decolorante con agitacion 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 medicion de la intensidad de la coloracién 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 concentracién de HGH en el medio de cultivo
fue calculada con este porcentaje en relacion a las proteinas totales presentes
en el mismo medio y determinada por Bradford. El equipo empieado fué un
sistema de fotodocumentacion Gel Doc 1000 (BIO-RAD).
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS

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

Se logro la transformacién de células calcio-competentes de E. coli XL1-
Blue con los plasmidos: pBS , pJV, pPICSK y pPICShGh22K. En todos los
casos las preparaciones de DNA plasmidico a gran escala mostraron valores
de Azgo/Azg0 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 maostrd estar dentro
de los limites reportados en la bibliografia (500 a 2000 pg por litro de cultivo).
Por lo tanto, la cantidad de DNA plasmidico obtenida fue suficiente para

realizar todas las manipulaciones subsecuentes.

Tabla IV.- 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 Il de pBS y pJV se
llevaron de manera eficiente a juzgar por su analisis 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 |a transformacién 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 transformacién con el plasmido pBS20K

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

“Fragmento Xho |-Hind 11| 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 167 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 tamario aproximado a 3549 pb, lo que era de esperarse ya que
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poseian la insercion de un fragmento de 609 pb (DNAc hGH 20K). Las 3
colonias restantes presentaron el patron de pBS (plasmido receptor). Se
eligieron solamente 4 colonias para su caracterizacion con las endonucleasas
de restriccion: Bgl Il, Hind Ill, Sac |, Xho |, Pst |, Xho |-Hind Ill, Pvu I, Xba |,
Xba |-Sma |. La caracterizacion exhaustiva mostré que el tamafio de los
fragmentos obtenidos para cada digestion, evidenciados en el analisis
electroforético en gel de agarosa, correspondieron a los tamaiios esperados
(Fig. 15), segun el mapa de restricciéon 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
5080, 4740

MS 34587891011 M B

BadBasn

&

659, 656

C Camil |  Enzima(s) Fragmento (pb)
3 Bgl Il B0
4 Hind Il %0
5 Sec | %40
6 Xho | »0
7 Pst| 60
8 Xno | - Hind Il 2937y 609
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10 Xba | 2080y 560
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Figura 16. - Caracterizacién enzimdtica del plasmido pBS20K. 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 pBS20K con diferentes
enzimas de restriccion (camiles 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 coresponde a los esperados.



4.3 Construccién del plasmido pBSPIC9

Las digestiones preparativas con Sac | y Xba | de pBS y pPICShGH22K
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 |a transformaciéon de E. coli XL1-Blue con el plasmido
recombinante construido (pBSPIC9) se muestran en la Tabla V.

Tabla V.- Resultados obtenidos en la transformacioén con el plasmido pBSPIC®

Tratamiento Colonias Colonias Numero 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 pPICO9hGH22K.

Se obtuvo un total de 66 colonias, de las cuales 60 colonias eran de
color azul y solamente 6 resultaron blancas (transformadas con plasmido
recombinante). El analisis inicial del DNA de 8 colonias ( 6 de ellas provenian
de colonias blancas y 2 de colonias azules utilizadas como control), mostrd
que solo el DNA de 3 colonias poseian la insercion de un fragmento de 1018
pb, teniendo como resultado un plasmido recombinante de un tamaro
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 ll, Sac |, Sma |, Xba |, Sac 1-Sma |, Pvu ll, Pst |, Xho |, Xba |-
Sma |. La caracterizacion exhaustiva mostrd que el tamario de los fragmentos
obtenidos para cada digestiéon, evidenciados en el analisis electroforético en

gel de agarosa, correspondieron a los tamarios esperados (Fig. 16 ), segun el
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mapa de restriccion obtenido con el programa DNA Strider. De esta manera se
aseguré la identidad del plasmido construido pBSPICS, el cual contiene 739 pb
del extremo 5°'A0X1 de pPIC9 desde la posicion 209 hasta la posicion 948; la
secuencia sefial del factor aifa 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.

A B

MS3 4567881011 M

pBSPIC9 PR
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C Camil | Enzimas) Fragmento (pb)

3 Byl I No corta

4 Sac| 3955

5 Sma | 3955

6 Xpa | 3955

7 Sec |- Sma | 2016 y 1036

8 Pvu Il 2513 y 1439

g Pst | 3677y 275

10 | xnol 3850 y 93

1 Xba |- Sma | 3934 y 18

Figura 16.- Caracterizacién enzimatica del plasmido pBSPIC9Y. 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 pBSPIC9 con diferentes
enzimas de restriccion (carmiles del 3 al 11). M, marcadores de peso molecular (lambda-Pst | y
pBR322-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 Construccién del plasmido pBSPIC20

Para la construccion de pBSPIC20 se llevé a cabo primero la digestion 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 liberacién 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 |) 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).
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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 transformacion de E. coli XL1-Blue con el plasmido
recombinante construido (pBSPIC20) se muestran en la Tabla Vil.

Tabla VII.- Resultados obtenidos en la tfransformacién 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 ( S de ellas provenian de colonias blancas y 1
de colonias azules, utilizada como control), para un analisis inicial de su DNA.
Se observé que solamente 1 colonia mostré un tamafio de DNA de
aproximadamente 4453 pb. Las colonias restantes presentaron el patrén de
pBSPIC9 (3955 pb). La caracterizacion exhaustiva con las endonucleasas de
restriccion; Bg/ I, Sac |, Sma |, Xba |, Sac I-Sma |, Pvu ll, Pst |, Xho |, Xba |-
Sma | mostré que el tamarfio de los fragmentos obtenidos para cada digestion,
evidenciados en el analisis electroforético en gel de agarosa, correspondieron
a los tamarios esperados (Figura 18), segin el mapa de restriccién obtenido
con el programa DNA Strider. De esta manera se asegur6 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
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% de las digestiones de pBSPIC20 con diferentes
enzimas de restriccion (carriles 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 ias digestiones con las diferentes enzimas de
restriccion. El patron de los fragmentos obtenidos comresponde a los esperados.
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4.5 Construccion del vector pPICSKhGH20K

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

El analisis electroforético de la reacciéon de ligacion mostré que dicha
reaccion se llevo 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 desaparicion 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 pequefia 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.
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Figura 19.- Reaccién de ligaciéon para generar a pPIC9KhGH20K. Gel de agarosa al 0.8%. M
marcador de peso molecular (lambda + Pst | y pBR322 + Alu | respectivamente). Los carriles del 1
al 4 representan las ligaciones A, incubadas 16°C (carmiles 1y 2) y 37°C (carriles 3 y 4) , sin ligasa
y con ligasa respectivamente. Los camiles del 5 al 8 representan los mismos tratamientos

mencionados anteriormente pero con la ligacion B.
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De la transformacion de E. coli XL1-Blue se obtuvieron un total de 544
colonias. En la Tabla VIIl 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 VIll.- Resultados obtenidos con la transformacién del plasmido pPICOKhGH20K

Tratamiento Numero de | Namero de | Nomero de
colonias colonias colonias
obtenidas | analizadas | positivas

TE 0

pBR322 1283

pPICOK 15

pPIC)K + Sac | + EcoR | 0

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

*Ligacion A, ***incubacion a 16°C + Ligasa 138 10 5

*Ligacion A, ***incubacion a 37°C - Ligasa 0

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

**Ligacion B, "™ incubacién a 16°C - Ligasa 0

**Ligacién B, "™incubacién a 16°C + Ligasa 42 10 9

**|_igacion B, ***incubacién a 37°C - Ligasa 0

"*Ligacién B, ™ incubacion a 37°C_+ Ligasa 151 10 9

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

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

(PPICOKhGH20K).
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DNAs Superenmollados

Conasde 1 ala 10 Coas11ala 20

Cl 1234 567 8910CIC211121314151617181920 C2

Figura 20.- DNAs Superenrrollados 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 pPIC8khGH22K. Se observa
que el tamaiio obtenido de dichas clonas esta por amriba del tamaiio de pPIC9K (8276 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 patron de restriccion entre
pPICSK y pBSPIC20, La Figura 21 muestra solo 20 de las 40 clonas
analizadas con la enzima Pvu .
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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 Ii.
Los camiles del 15 al 20 muestran un ejempio del patron adecuado de corte (liberacién de los
fragmentos de 6131, 2949, 452 y 267 pb). Los cariles 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 R, Sac I-Avr ll, Pst |, Xba
I, Xho |, Bgl'll y Pvu ll. La caracterizacion exhaustiva mostré que el tamario de
los fragmentos obtenidos para cada digestién, evidenciados en el analisis
electroforético en gel de agarosa, corresponde a los tamafios esperados,
segun el mapa de restriccion obtenido con el programa DNA Strider. De esta
manera se asegurod la identidad del plasmido construido pPICOKhGH20K. La
Figura 22 muestra la caracterizacion exhaustiva de pPICSKhGH20K.
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Figura 22.- Caracterizaciéon enzimitica del plasmido pPICOSKhGH20K. 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 pPICSKhGH20K con
diferentes enzimas de restriccion (camiles del 3 al 11). M, marcadores de peso molecular
(lambda-Pst | y pBR322-Alu | respectivamente); S, pPIC9KhGH20K superenmollado. El panel
C muestra los tamanos 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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4.5.1. Secuenciacion

Se logré realizar la secuenciacion de un fragmento de 724 pb del
plasmido pPICSKhGH20K, tal como se muestra en la Figura 23. De este
fragmento secuenciado, 171 pb comrresponden a la secuencia seial de
levadura; factor o de Saccharomyces cerevisiae . Ademas posee 19 pb del
extremo 5°del DNAc de hGH 22K e incluye a partir del codén 7 hasta el codon
de terminacion del DNAc de hGH 20K de la proteina madura; 13 pb (desde
Sma | a Eco RIl) que corresponden a un fragmento de [a regién de
policlonacion del vector pPICSK. Una vez obtenida la secuencia se envi6 a
comparar al Blast, indicando que ésta correspondia al tipo de GH (hormona del
crecimiento). De esta manera se aseguré la integracion del DNAc de hGH 20K
al plasmido pPICO9K

Fragmenio de 724 pb secuenciado
Py Eoo R1
Xbal Smal
) o tll

1192 Yool
122 Xl
1267 P 11
1719 Pwe 1
1738 Smal
1750 Eco R1

1992 P Ul

pPIC9KhGH20K

9804 pb 2560 Yial

Xko 1 6237
Sma | 5963
Peu 11 494)

Figura 23. Secuencia de pPICSKhGH20K de 724 pb. Se muestra la localizacién del
fragmento secuenciado de 724 pb en el plasmido pPICSKhGH20K, donde se resaltan los sitios
mas importantes.
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4.5.2 Aislamiento a mediana escala del DNA plasmidico de
pPICSKhGH20K

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 IX.- 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 Transformacion de P. pastoris GS115

Se obtuvieron colonias aisladas de Pichia pastoris cepa GS115

mediante su inoculacion 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 digestion
total mediante la linearizacion 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 transformacion de Pichia pastoris
GS115.
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En la preparacién de esferoplastos, los inoculos con 10 uL fueron los
que alcanzaron una D.O.goo Nm de 0.3 al dia siguiente de su inoculacién (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 incubacion 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.-Transformacion por la técnica de formacion de esferoplastos

Tiempo de incubaciéon Tratamiento No. de colonias
TE 0
GS115pPICOK-Sal | 0

25 min GS115pPICOK-Dra | 1
GS115HGH20K-Sal | 34
GS11SHGH20K-Dra | 113
TE 0
GS115pPICOK-Sal | 1

40 min GS115pPIC9K-Dra | 0
GS115HGH20K-Sal | 35
GS115HGH20K-Dra | 116
Nomero total de colonias 300

La aparicion de colonias fue monitoreada durante 4 a 6 dias. Este
método proporciond una seleccién inicial de transformantes HIS4%: ya que
solamente las células que integraron en su genoma el vector pPICSKhGH20K
(conteniendo el cassette de expresion), 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 numero 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 antibiético
G418 (geneticina)

De un total de 300 colonias obtenidas mediante la técnica de formacion
de esferoplastos, se escogieron 103 colonias para realizar el tamizaje de
clonas multicopias mediante su crecimiento a dosis crecientes del antibiético
G418. De éstas, 78 correspondian a las cepas de P pasforis transformadas
con el vector pPIC9khGH20K digerido con Sa/ | y las 25 restantes a las cepas
de P pastons transformadas con el vector pPICS9khGH20K 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),
GS115pPICSK-Sal | (cepa transformada s6lo con el vector: pPIC9K) |,
GS115pPIC9K-Dra | (cepa transformada sblo con el vector: pPIC9K),
GS115pPICShGH22K (cepa unicopia: portadora de una copia del DNAc de
HGH 22K), GS115pPICSKhGH22K (cepa muilticopia: portadora de multiples
copias del DNAc de HGH 22K). Las 108 clonas fueron crecidas en placas con
RDB sin histidina para comroborar la seleccion de transformantes HIS4*,
Dichas clonas se distribuyeron en 3 placas (ver Anexo 2), cada una con 36
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 seleccion), 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 incubacién. Finalmente al sexto dia se determind la
concentracion maxima de crecimiento alcanzada en cada una de las clonas, en
las diferentes concentraciones del antibidtico 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 s6lo con YPD sin antibiético),
como la restriccién 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
concentracion maxima de antibiético alcanzada por cada una de las clonas.

Caja No.1

feeves o)
foeveoe
 TREFY
ER XY

|

C e
ad og 0
LA LR X

Y.

L

Figura No. 25.- Seleccion por G418 de las clonas obtenidas. Muestra un ejemplo de
seleccion, en este caso se refiere a cada una de las clonas utilizadas en la Caja No. 1 crecidas
a diferentes dosis del antibiético. Nétese 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 | obtenido
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 5 3 7.8%
1.0 2 2 1 4.9%
1.5 1 2 2 4.3%
1.75 2 1.9%
2.0 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 Extracciéon 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 realizé extraccion de DNA
gendmico y se les comprobé mediante PCR la integracién del gen heterélogo
al genoma de P. pastons . De las 8 clonas elegidas al azar, 4 de ellas
provenian de la transformacion de P. pasforis GS115 con el plasmido
pPICOKhGH20K digerido con Sal | (clonas denominadas como:
GS115HGH20K-Sa/ I-1 a la 4). Las 4 clonas restantes provenian de la
transformacién con el mismo plasmido pero digerido con Dra | (clonas
denominadas como: GS115HGH20K-Dra | -1 a la 4). Como controles para la
amplificacién se realizé tanto la extraccibn de DNA gendémico de las cepa
GS115 (cepa nativa de P. pastons ), GS115pPICIK (cepa transformada con el
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vector pPICSK y digerido con Sal 1), y GS115HGH22K (cepa transformada con
el vector pPICShGH22K); como la extraccibn de DNA pilasmidico de
pPICSKhGH20K y pPICOhGH22K. Los resultados obtenidos en la extraccion
del DNA se muestran en |a Tabla XIl.

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

DNA genémico A2g0/A280 Rendimiento pg/mlL
GS115pPICOK-Sal | 2.0 377
GS115HGH20K-Sa/ I-1 1.7 621
GS115HGH20K-Sa/ |I-2 1.8 889
GS115HGH20K-Sal -3 1.9 647
GS115HGH20K-Sa/ |-4 1.8 512
GS115HGH20K-Dra |-1 1.7 290
GS115HGH20K-Dra |-2 1.6 389
GS115HGH20K-Dra -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
pPICSK hGH20K 1.88 430

La Figura 26 muestra los resultados obtenidos tanto en la extraccion 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 cbtenidos en la relacion de A>so/A2gp. 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 amplificacién 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 AOX?7 intacto; esto,
evidenciado por la amplificacion de una banda de 2200 pb (carriles del 2 al 9).
Se puede observar ademas que existe variacién en la dosis génica a juzgar

por las diferencias en intensidades en la banda de 1016 pb ampilificada (carril



83

3), lo cual indica una probable integracion de mdltiples 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
heterélogo. También se pudo observar en el carril 10, que la banda inferior de
amplificaciéon 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 carriles A y B respectivamente, mediante la
aparicion de las bandas de 1016 pb y 449 pb.

A DNAs Gendémicos
M12348586T78 9 W11

1 = GS115pPICIK- Sal | (C3-6.6)"
2 = G38115 HGH20K-Saf 11 (C1-1.1)
3 = GS115 HGH20K-Saf 2 [C1-1.2)
4 = GS115 HGH20K-Saf 13 (C1-1.3)
5 = GS115 HOH20K-Sal k4 (C1-1.4)
¢ = G3115 HGH20K-Dra 1 {C3-2.1)
7 = GS115 HGH20K-Dra b2 (C3-2.2)
8 = G5115 HGH20K-Dra 13 {C3-2.3)
$ = GS115 HGH20K-Dra 4 (C3-24)
10= GS$115 HOH22K {C3-6.4)
11=GS115 (C3-4.2)

Analisis por PCR

B »
M(-)1 23 11
1405 _MO) 45678 91011A BM il

13485 B
so80 B = pPICIK
a749

4505 ——

84 phb
2133 — 2200
1988 —

1159 — 1018

a9

* Ver Anexo 2

Figura 26.- Extraccién de DNA gen6mico y PCR de ocho clonas elegidas al azar. Geles
de agarosa al 0.6%. M marcador de peso molecular (lambda +Psf | y pBR322 + Alu |
respectivamente). El panel A muestra los DNAs genémicos extraidos por la técnica de TSNT.
El panel B muestra un analisis de PCR realizado a los DNAs genomicos y plasmidicos
extraidos. Se puede observar en este caso en el camil 3 la intensidad mayor de la banda de
1016 pb, lo que indica que probablemente el cassette de expresion se integrd en mas de una
copia.



4.8.2 Fermentacion

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 heterélogo (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
indicd la produccién 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-Trevino, 1996), donde se observa que la expresion de HGH
22K es en este caso, menos evidente que HGH 20K.

1= G8118 pPICIK -8a/| (C3-8.8) *

Gelde poliacramida al 12% 2= GS1186HG H20K-8a/ -1 [C1-1.1)
3= G8118HO N28K -8al1-2 (C1-1.2)

4w @8116HG H29K~ Dra =1 (C3-2.1)
s T 3 : 4 $ s " B3 08118HG H28K- Dra -1 {(C3-2.2)
6= 93118HOH22K (C3-84)
kDa ko.
29 | = == 2
24 | me we | 24 Fermentacién a nivel matraz
g Concentracién de metanol:
20 | we ~ ¥ 0.78% viv
e o T | 14 Tiempo de induccion: 96 h
HGH 28K HGH 22K

“Ver Anexo 2

Figura 27.- Fermentacién 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 carmril 6 muestra la expresion de HGH 22K como control de expresion. M marcador de
peso molecular.



4.9 Seleccion de la clona sobreproductora de HGH 20K

Una vez comprobada la expresion de HGH 20K, se procedié a la
seleccién 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 cionas por
cada concentracion de antibiético probada. En este ensayo solo se incluyeron
clonas de P. pastoris que fueron transformadas con el vector pPICO9khGH20K
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.

Cinética de crecimiento

15 —®—cC14¢

E
5 —®— 122
10
e
.5 T C1-6.1
Q
@ o- : ; —~ S
0 50 100 150

— 8244

Tiempo

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 andlisis 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 demas clonas analizadas. Se puede apreciar que la
expresion del gen heterlogo 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 concentraciéon de proteinas totales del medio de cultivo presenté una
variacion entre 16.61 a 38.19 pg/mL. La Figura 30 muestra una gréfica de los
valores de proteinas totales encontrados. Se puede observar que las clonas en
las cuales se encontraron finalmente los valores mas altos de produccién de
HGH 20K (barras oscuras) no fueron las clonas en las cuales se encontraron
los valores mas altos de proteinas totales.

Proteinas (pg/mL)
4500

40 DO
3500
30 00
28 00
20 00
15 00
10 00

5.00

0.00 ¢

9 10 11 12 13 14 13 16 17 18 19
Clonas

Figura No 30.- Deferminacién de proteinas totales de las 19 clonas analizadas. La
determinacion de proteinas totales se efectué mediante el método de Bradford. Las barmras
oscuras corresponden a las 5 clonas que resultaron ser mejores productoras de HGH 20K,
ademas se puede observar que estas clonas no presentaron los niveles mas altos de proteinas
totales. Los niveles totales de proteinas variaron entre 16.61 a 38.19 ug/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 determinacién del porcentaje de HGH 20K con respecto a las proteinas totales se
realizé mediante el sistema de fotodocumentacion Gel DOC 1000 de Bio Rad. Estos
porcentajes de HGH 20K variaron entre 21.1 y 64.1% . Las bamas oscuras comesponden a las 5
clonas que resultaron ser mejores productoras de HGH 20K, ademéas se oObserva 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 GS115pPig9cK [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 pPICSKhGH20K (portador del
cassette de expresion para HGH 20K, clona GS115HGH20K-Sal 1-2 [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.



Células transformadas con pPIC9K e inducidas con metanol
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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 células 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 cultivo de células inducidas transformadas con el plasmido
pPICIKhGH20K, portador del cassette de expresion para HGH 20K (clona GS115HGH20K-Sal
I-2). Nétese el pico sobresaliente comespondiente 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 encontré mayor produccién de HGH
20K.
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Figura No 33.- Niveles de produccién de HGH 20K. Las barras oscuras comesponden 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 correlacion entre la produccion 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 produccién de
HGH 20K y el aumento en la dosis del antibiético G418 (Figura 34)
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Figura No 34.- Correlaciéon de la concentracién inhibitoria de G418 y la produccién de
HGH 20K. Los resultados 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 grafico donde las clonas que presentaron mayor produccion son
indicadas por las flechas.

La Tabla XIll muestra un resumen de |os resultados obtenidos con las
19 clonas analizadas en cuanto a la produccion de proteinas totales, % relativo
de HGH 20K, produccion de HGH 20K (mg/L) y DO a 140 h de fermentacién.
Las clonas C14.6, 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 Xlil.- 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
pg/mL.
E i'goi E-ig ii .§§ ig-ﬁ ii.ﬁ ;-i
C1-5.5 0.25 34.02 211 7.18 11.75
C2-1.2 0.5 38.19 424 16.18 13.05
C241 0.75 34.21 51.6 17.63 11.2
C2-54 0.75 31.02 23.3 7.23 11
C1-25 1.0 17.330 43.5 7.54 11.15
C2-5.3 1.0 274 29.2 8.01 11.4
C1-24 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 2163 51.9 11.22 15.3
Ci1-26 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
C2-14 4.0 22 .45 58.1 13.05 13.15
C2-4.4 4. 16.61 41.9 6.95 124
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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 Construccién del vector pPIC9khGH20K

La construccion de pPICSKhGH20K involucrd 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 restriccion diagndsticas. Cada uno de
los fragmentos obtenidos en estas digestiones y para cada unc de los
plasmidos, fueron los adecuados, ya que los tamafos tedricos (obtenidos por el
programa DNA Strider) correspondieron a los tamaitos obtenidos en los geles
de agarosa.

En la ultima etapa de construccién, 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
I y Sna B1 (ligaciones A y B). La diferencia entre estas estrategias de ligacion
radico en el momento de la digestion con las enzimas adicionales. En la
ligacion A el corte adicional con Apa | y Sna B1 se llev a cabo posterior a la
ligacidn y en la ligacién B el corte adicional con estas enzimas se llevé a cabo
antes de l|a ligacién (Ver Figura 15). Ambos ensayos estaban disefiados con la
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finalidad de seleccionar preferentemente al plasmido recombinante
pPICO9KhGH20K, ya que debido a los cortes adicionales serian afectados solo
los plasmidos originales (pBSPIC20 y pPICIK), los cuales por ello no serian
capaces de transformar las células de E. coli XL1-Blue. Los resultados
obtenidos mostraron que en el caso de la ligacion B y a pesar de que se
obtuvo un nimero menor de colonias, se obtuvo un mayor numero de colonias
portadoras de pPICSkhGH20K.

El menor numero de colonias obtenidas en la ligaciéon 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 comrespondiente a
pPICSKhGH20K con la enzima de restriccion Pvu Il.

5.2 Transformacién de P. pastoris con el vector pPICSKhGH20K

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 Ilevar a cabo el andlisis y seleccion de la clona
sobreproductora de HGH 20K. La integracion del gen heterélogo hGH 20K fue
corroborada mediante el andlisis por PCR. Dicho andlisis demostré que a pesar
de que no se determind el niumero 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 insercién
se llevd a cabo en el locus his4, mediante un evento de simple
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entrecruzamiento. Ya que el Jocus AOX?1 no estd involucrado, las clonas
analizadas permanecieron con el fenotipo Mut*. Estos resuitados 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
observo 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 observod que era
mas intensa la banda de 1016 pb, lo que nos sugiere que existe la integracion
de mas de una copia del cassette de expresion.

5.3 Seleccion mediante G418

En el ensayo de seleccidon 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 seleccion mediante la
determinacion de los niveles de produccion. Se encontré que las clonas
transformadas con el vector pPICSKhGH20K 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 encontré correlacion entre la produccion de HGH 20K con
respecto a la resistencia del antibidtico G418, y las clonas que mostraron
mayor produccién se encontraban distribuidas a lo largo de todas las dosis

probadas.



97

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
induccién fue determinado el crecimiento celular y se encontré que no existia
variacién del crecimiento celular con respecto a la produccion 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 expresién de HGH 20K La HGH recombinante
parece genuina en relacion a su tamafio y fue eficientemente secretada al
medio de cultivo. Ademds, 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
expresion total de proteinas. Se comparb ademas el tamaiio 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 Seleccién de la cepa sobreproductora

En la seleccién de la clona sobreproductora de HGH 20K se tomé en
cuenta la evaluaciéon 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)
alcanzd valores de proteinas totales de 34.21 ug/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 antibi6tico G418.

A pesar de que HGH 22K recombinante ha sido producida en diferentes
hospederos con niveles de produccién 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 produccién de HGH 20K en P. pastoris 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 bioldgica y ensayos a nivel fermentador para

documentar mejor dicha ventaja del sistema y perfeccionarlo.

Comparando ademas 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 ia 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 glutation reductasa. En
este sistema fue necesario emplear estrategias para incrementar la secrecion
de HGH 20K hacia el espacio periplasmico, como fue la modificacién de la
secuencia sefial empleada y la coexpresion con la glutation reductasa, éste
ultimo artificio incrementa posiblemente la dificultad de la purificacion 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 endégenas.

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 econémicamente factibles de

produccion.
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CAPITULO 6

6. CONCLUSIONES

1.- Se logré la construccién del vector pPIC9KhGH20K, portador del
DNAc de HGH madura, con los elementos genéticos requeridos para su
integracion en el genoma de Pichia pastoris y sobreexpresion.

2.- Se logr6é la construccién de cepas recombinantes de P. pastoris

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

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

4.- Considerando que los niveles de proteina heter6loga obtenida a
partir de cultivos en matraces en agitacion de P. pasforis (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 %

Agar 1.5 %

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 -5 %

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 C1-24 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 C14.1 C142 C14.3 C1-44 C145 C14.6
5 C1-5.1 C15.2 C1-53 C1-5.4 C15.5 C1-5.8
6 C1-6.1 C16.2 C16.3 C1-64 C1-6.5 C166
Armreglo de la clona 1 a la 36 Final
Caja No.2
Inicio 1 2 3 4 5 6
1 C2-1.1 C2-1.2 C2-1.3 C2-1.4 C2-1.5 C2-1.6
2 C2-21 C2-2.2 C2-23 C224 C2-2.5 C2-26
3 C2-3.1 C2-3.2 C2-3.3 C2-3.4 C2-35 C2-3.6
4 C24.1 C2-4.2 C243 C24.4 C245 C2-46
5 C2-5.1 C2-5.2 C2-5.3 C2-5.4 C2-5.5 C2-58
6 C2-6.1 C26.2 C28.3 C2-6.4 C2-6.5 C266
Arreglo de la clona 37 ala 72 Final
Caja No.3
Inicio 1 2 3 4 5 6
1 C3-11 C3-1.2 C313 C3-1.4 C3-15 C3-1.6
2 C3-2.1 C3-2.2 C323 C3-24 C3-2.5 C328
3 C3-3.1 C3-3.2 C3-3.3 C3-34 C3-35 C3-36
4 C34.1 C3-4.2 C3-4.3 C3-4.4 C34.5 C3486
5 C3-5.1 C35.2 C3-5.3 C3-54 C35.5 C3-5.6
8 C36.1 GS115 | Mulicopia | Unicopia |pPIC9KDral | pPICOKSall
Armrreglo de la clona 72 a la 103, ademas de los 5 controles. Final

C1, C2y C3 = Namero 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 induccion. 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,C1-56.2, |C2-1.5,C2-23 |C3-2.1,C3-2.3, 16
C1-56.5C165 |C2-3.3,C2-5.1 |C3-24,C346
C164 C3-5.2,C3-54,
C366
0.5 C1-3.3,C143 |C2-1.2,C243 |C34.3,C3-61 6
0.75 C1-1.6,C1-26 |C24.1,C2-54 8
C145C162 |C261
C16.6
1.0 C1-2.5,C1-3.5 |C2-5.3,C26.3 |C3-1.1 5
1.5 C1-24 C2-3.1,C265 |(C34.5C36.1 5
1.75 C2-1.1,C21.3 2
2.0 C1-2.6,C1-3.6 2
3.0 C1-1.2C14.6 2
40 C1-2.2,C16.1 |C2-1.4,C244 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

induccion.
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ANEXO 4
"Ontogenia” de pJV

Hipéfisis humanas B RNA — DNAc

AI

Xma 1 / Hind
Aat T p Ssp ind 1
TR,

DNAc bGH 20K + pUCIS

Ssp1 Xma 1

leSmpls Hind I
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Continuacién ANEXO 4

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

Xba 1
Ssp1 At,xt II / Xma I
Hind 111
Xho 1 Bgl 11 Aat1l Xbal

HindII  Xho1 |/ S o HI

pGF25 + L
Xho | ‘

Xba 1

CT
Sma 1
Hind 111

AU

1a mutacién de Valina (Xba I)

Sma 1
Hind 111

l Correccién para revertir
Xba 1

Xho 1



117

‘BInpew Bu|8j0.d 8] 8p HOZ HOY 8p 2YNQ 3P UOp0d o/ [op Jgsed B
eAnjou) @ 3ZZ HOY 9P 2¥NQ 9P, S owese)xe jop qd g} @esod owpn Jod
* OBISIAQISD

80a/L/0/8yoo8S 8P L JOJOR) 'RINPEAS| Op [BYSS BPOUENILS BT qd g5z A 9¥S| qd ggz8 ‘810l qd 2062 '$¥S) | sopeisq) sojuewubely
"8¥6 Ugpeod B EsBy g0z UgIIead 8| 8psop
62lcdd ep LXOV.S owanxe [9p qd g¢. sAnjou) ojuewbey 983 4 003 A | 989 ooz A|oeg| sepez|pn sew)zuzy
qd 981 ¥8idd 0Z2ldsad NOZHOYNEDIdd
qd
qd /e6¢4 91§ qd Zgeg ‘81 |088Z A ‘919 'St ‘g) | sopmieq) soewbdely
"einpew kujejoud 8| ap H0Z
HOU 9p 9YNQ Bp £ Uppoo 1Bp Jpued & aAnou| cjuswiliey 9)s3 | o A ) Bgx Jowg A jegx) | sepezjan sew|zuz
qd gi9 69Idsgd Mozsad 0Zo1dsgd
MZZ HOY 9p 2yNQ 9P, S owesenm j9p qd g} eesod owgn sod qd 62 A 810} qd zeez ‘¥Z | ad #6194 LLE| ‘810) | sopRISG) SOuUaWBRIY
* OBISIARISD
se2/Waisyoors ep © JOJOB) RINPBAS| 9P |BYSS BIOUSNJSS BT |eqx A | o8S | ®gX A | 208 S8pBZ||RN sew|Zug
"8¥6 uUgiosod 8| BISBY 0T UQIISOd B) BpSap HBD|dd
8P IXOV,S owenxe jap qd g€/ aAnpul ojuewbey sjs3 qd gLolL sgd WZZHOUEDIdd 801dsad
qd 0¥62 A ¥ qd 0¥8Z ‘12 qd 0Z€S ‘998 | sopeleq|) sowewbely
M0Z HOVY op 2¥Na 11 PuH K ) oyx Il P AJoyx |  sepeZipn sewjzusg
qd gvg sad Ard| (qd syeg)Onozsad
sopehi| J0)dedel
opeyesu| ojuswBesy sajuewBe. Oplwsy|d | JopeuOp Op|WsPld [  OPINRSUOD JOJOBA

sopINIjsuo?d sopiwse|d ep uswnsey

S OX3INV




118

MOZHOUM6D144
____ “Ww ° NI 0937 I 0237
. [ 208 P02 pegy 1008 12ps
1oy
oIS
d
A6IId qd 915 + 8101 + Sy
005 [ 20§ g
P \' npjosy 1P9X oy [ 20§
[ g
1 PqxY .
621ds8d +— _— = g
8101 +sud -
il @m&. L29X MOTHOY
i 023 4
11 puip
i TN
gy 2 1°F o
[ ong 1o Loyx L oux
il - Qs
NTTHOHU6DIA S - )
- JWS

| .,\au.\,\x“ _M o e et \)

[EPUIT T oYy 1 0gY\ I PUIE T oYY

I pur] I oYX

uoI29NJ3SUOd ap [esduab eibajelsysy

9 OX3INV




119

ANEXO 7

Mapa de restriccion del plasmido pBS20K

222 Dralll
225 BsaA
328 Nae |

527 Pwvull

653 Asp718
653 Kpn |
659 Apa |
659 Bsp120 |
667 PaeR7 |
667 Xhol
673 Aatll

751 Xbal
796 Pwvull -

Xmn | 3230\

Scal 3113 .

963 Bsu36
973 Bbv I
997 Bbe |
997 Nar |
1031 PpuM
1097 Bgl |l
1198 Tth111
1248 Pvull
1267 Smal -
1278 HinD Il
1284 EcoR YV
1290 EcoR |
1296 Pst|
1302 Smal -
1308 BamH
1314 Spel
1320 Xbal -
1326 Not |
1327 Eag |
1336 Dsal
1336 Sac ll
1344 Sacl -

1564 Pvull
1742 Afllll

HgiE Il 2323

AIwN |

1742 Nsp7524 |
1742 NspH |

Muestra los sitios Gnicos de corte.
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ANEXO 8

Mapa de restriccion del plasmido pBSPIC9

222 Dralll
225 Bsa Al
328 Nael
457 BsmF |
527 Pwvull
653 Asp 718
653 Kpn |
659 Apa |
659 Bsp 120 |
659 Eco O109 |
668 Xho |
674 Acc|
674 Sall
683 Clal
695 EcoRV
701 EcoRI
713 Smal
713 Xma |
725 Spe |
731 Xbal
761 Xho |

Aha Il 3576
Sca | 3518 < \

f1(+) origen
Amp :

pBSPICY

1021 BstB |
3955 pb

Hgi E Il 2728

1213 Bel|
1245 Xem |
1248 BstX |
1280 Nsi |
Alw N | 2558 1280 Ppu 10 |
1365 Esp |

174
NspH| 2147 1969 Pvu i 9 sacl
Nsp 7524 | 2147

Afl lll 2147

Muestra los sitios unicos de corte.
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ANEXO 9

Mapa de restriccion del plasmido pBSPIC20

222 Dralll 653 Asp718
225 BsaA | P

328 Nae | 659 Apa |
457 psme| 899 Bsp1201

527 Pwil- 674 Accl

732 Pwll -
779 Tth1111

883 Bgl Il
948%M|
983 Bbe |

983 Nar |
1007 Bbv I

1016 Bsu 36|

pBSPIC20

1184 Pwull -
1229 Xba | -
1259 Xho |-

1513 BamH |
1519 BstB|

\
1711 Bdl |
NspH| 2645 1743 Xem |
Nsp 7624 2645 1778 Nsi |
Afi Il 2645 1778 Ppu 10 |
Pw |l 2467 1863 Esp
Sac| 2247

Muestra los sitios tnicos de corte.
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ANEXO 10

Mapa de restriccion del plasmido pPICO9KhGH20K

204 Sac |
587 Esp|

699 Xcm |
ARl 9625 938 Bam H |
1192 Xho|
Scal 9185 1222 ‘Xba |
' 1267 P
amp? MO 1719 Pwu |

s % 4 1738 Small

1750 EcoR |
DhNAc 1756 Avr |
HGH % 1762 Not |

ARl 7814 | CoE! saoxn @ 1763 Eagl

oo o \ 1992 Pwu I

Xca | 7585,

o £ PPICIKhGH20K

2560 Xba |
9804 pb 2664 Hpa |
Sph | 6560
xnol 6237 #3705 Sall
Sma| 5963 - \
T s Bl
S,
Pvull 4941 4ooe BBl

Muestra los sitios tnicos de corte.
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ANEXO 11

Mapa de restriccion del plasmido pPIC9K

204 Sac|
587 Esp |
699 Xcm |
Aatll 9097 938 f;”é’“s' )
na
Sca | 8657 1222 EcoR |
, 1228 Avrll
Amp 1234 Not |

e 1235 Eag|

3'AOX1 (TT)

Afl Il 7286 2032 Xbal
Ndel 7108 2087 Bsu36 |
Xcal 7057 2136 Hpal
Tth1111 7030
> 3177 Sall
Sph1 6032 N\ 4
Nru | 5652 V.., 3632 Neol
Xma | 5435 SoA%-Depat )

Smal 5435 4298 BsrG |

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 coddn de terminacién de la proteina madura de HGH
20K son senalados por flechas. La linea continua indica la secuencia
nuclecotidica del oligonucledtido sintético utilizado en la construccion de
pPICShGH22K, uno de los vectores requeridos en la construccion de
pPICOKhGH20K. Del extremo 5" secuenciado al sitio Xho |, corresponde a una
parte de la secuencia seial del factor alfa de Saccharomyces cerevisiae.

EXTREMO §°
GAAACGGCACARATTCCGGCTGAAGCTGT CATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTC

GATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACT
Primer codén de la hormona madura

ACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTAT CTCTCGAGAAAAGATTCCCAAC
Xbho I

CATTCCCTTATCTAGACTTTTTGACAACGCTATGCTCCGCGCCCATCGTCTGCACCAGC
Xba I Pvu I

TGGCCTTTGACACCTACCAGGAGTTTAACCCCCAGACCTCCCTCTGTTTCTCAGAGTCTA
TTCCGACACCCTCCAACAGGGAGGAAACACAACAGAAATCCAACCTAGAGCTGCTCCGCA
TCTCCCTGCTGCTCATCCAGT CGTGGCTGGAGCCCEGTGCAGTTCCTCAGGAGTGTCTTCG
CCAACAGCCTGGTGTACGGCGCCTCTGACAGCAACGTCTATGACCTCCTAAAGGACCTAG
AGGAAGGCATCCAAACGCTGATGGGGAGGCTGGAAGATGGCAGCCCCCGGACTGGGCAGA
TCTTCAAGCAGACCTACAGCAAGTTCGACACAAACTCACACAACGATGACGCACTACTCA
AGAACTACGGGCTGCTCTACTGCTTCAGGAAGGACATGGACAAGGTCGAGACATTCCTGC

GCATCGTGCAGTGCCGCTCTGTGGAGGGCAGCTGTGGCTTCTAGet goecgggctgeca
Pva II Sma I

ggaattcc
Zco RI EXTREMO 3 Codén de terminacidn
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