M 123456780910M

1700

1093

805

358 516
434
298
267
174

Figura 20.- Caracterizacion exhaustiva. Gel de agarosa al 1.5% donde se aprecia
una digestion analitica de dos clonas positivas a la digestion con Ban I.
Carriles 2, 5 y 8= pPIC9bGH digeridas con las enzimas sefaladas en la
parte inferior del gel; carriles 3, 6 y 9, asi como los carriles 4, 7 y 10 son
dos clonas digeridas con las enzimas sefialadas. Ambas resultaron

positivas a la mutagenesis asi como a la caracterizacién exhaustiva con
las seis enzimas mencionadas. Los marcadores son pBR322 + Hae IIl y A
+ Pst 1.

Finalmente, al menos tres clonas resultaron positivas a la caracterizacion
con las enzimas de restriccion y estas fueron denominadas pPIC9chGH. A

estas clonas se les realizé una mediana escala para obtener suficiente cantidad

del plasmido para almacenar y para transformar a las levaduras.

3.5. Transformacion de levaduras.

La transformacién de P. pastoris con el pladsmido pPIC9chGH, se llevd a
cabo como se describié en el punto 2.3.7, y dio lugar a 68 colonias que
crecieron en medio carente de histidina. De estas colonias se levantaron 14 al

azar y se les realiz6 la extraccion de DNA gendmico para proceder con la

caracterizacion,
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3.6. Caracterizacion de las clonas recombinantes.

Los DNAs gendmicos aislados fueron sometidos a una PCR con los
oligonucledtidos 97 y 98, realizandoseles posteriormente una digestion
analitica con la enzima Ban I, tal y como se describio en el punto 2.3.8. La

figura 21 muestra los resultados.

M 1 2 3 4

Figura 21.- Caracterizacién de las clonas de P. pastoris. E| carril 1 muestra el
plasmido mutagenizado después de ser digerido con la enzima 8an 1. El
carril 2 muestra DNA gendmico de levadura que contiene en su genoma el
DNAc de la BGH. Carriles 3 y 4 muestran DNA gendomico de clonas de
levaduras transformadas con el plasmido mutagenizado y puede verse
que se comportan Igual que éste, confirmando asi la mutagénesis.
Marcador: pUC19 + Hae III.

3.7. Fermentacion con clonas recombinantes.

Se realizaron fermentaciones con clonas recombinantes productoras de
HGHr, de BGHr y de CHGHr para llevar a cabo una comparacion. En la figura
22 se muestra una grafica comparando el crecimiento de las clonas de HGHr,

BGHr y CHGHr, el cual fue relativamente similar entre las tres.
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Figura 22.- Comparacion de cinética de fermentacion. Grafica donde se puede
comparar el comportamiento de las cepas en el medio que mostrd ser mas
apropiado para el crecimiento de la cepa productora de CHGHr (194). La
grafica incluye la desviacién estéandar de 3 repeticiones de cada experimento.

En la figura 23 se muestra la fermentacion usando las condiciones

6ptimas para BGH, que resultaron ser también las mejores para CHGH.

M 1 2 3 4
KDa

66
45

22

20

14

Figura 23.- Fermentacién de BGH, HGH y CHGH recombinantes. Gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 15% donde se observa una
comparacion entre las clonas fermentadas. Carril 1: BGH, carril 2:
HGH, carril 3: clona 194 de CHGH, carril 4: control negativo.

En la figura 24 se muestra un gel en el que se aprecia el resultado de un
experimento de fermentacioén-induccion, donde se obtuvieron los mejores

niveles de produccién de CHGHr (de hasta 3.6 mg/L).

72



I3

Resultados

22
20

14

Figura 24.-Produccion de CHGHr. Gel desnaturalizante de poliacrilamida al
15% mostrando la produccién de la CHGHr. Los carriles del 1 al 5 son
alicuotas de los medios de la misma cepa, tomadas a 24, 48, 72, 96 y
120 h, respectivamente.

3.8. Semipurificacion de la proteina recombinante.

En la figura 25 se muestra un gel donde se puede comparar el medio

antes y después de precipitar con sulfato de amonio al 40%.

Figura 25.- Precipitacién con sulfato de amonio. Gel de poliacrilamida al 15%. En
el carril 1 se muestra el medio antes de precipitar con sulfato de amonio y
en el carril 2 el mismo medio después de la precipitacion,
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En la figura 26 se muestran los perfiles de los carriles con y sin

precipitacién. Se logré mejorar en un 42% la pureza de la proteina en el

medio (59.1/41.4 = 1.42. Hay 42% mds CHGHr con respecto al total que en el

medio sin precipitar).

b)

Cuentas/m

Medio sin tratar

% de pureza: 41.

N

Distancia en mm

100 150

Cuentas/mm

07 -
06 -
05 -
04 -
0.3 |
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0.1 4
Or—

Medio tratado con NH4SO,

Distancia en mm

% de pureza: 59.1

LM\

100 150

Figura 26.- Comparacion de los perfiles del medio fermentado
antes y después del tratamiento con sulfato de
amonio. a) Perfil del carril del medio sin precipitar
mostrando 41.4 % de pureza correspondiente a la CHGHr.
b) Perfil del carril de la muestra precipitada con sulfato de
amonio al 40%, donde ahora se muestra una pureza de

59.1%.

Después de ésto, se procedié a pasar la muestra por una columna de

filtracion en gel.
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En la figura 26 se muestran los perfiles de los carriles con y sin
precipitacién. Se logré mejorar en un 42% la pureza de la proteina en el
medio (59.1/41.4 = 1.42. Hay 42% mas CHGHr con respecto al total que en el

medio sin precipitar).
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Figura 26.- Comparacion de los perfiles del medio fermentado
antes y después del tratamiento con sulfato de
amonio. a) Perfil del carril del medio sin precipitar
mostrando 41.4 % de pureza correspondiente a la CHGHr.
b) Perfil del carril de la muestra precipitada con sulfato de
amonio al 40%, donde ahora se muestra una pureza de
59.1%.

Después de ésto, se procedié a pasar la muestra por una columna de

filkracion en gel.

74



En la siguiente figura se muestra un perfil de la cromatografia por
filtracion en gel donde se evidencian los picos correspondientes a las

proteinas.

0.06
0.05 :
0.04 &
0.03

0OD280

0.02
0.01

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Fraccion

Figura 27.- Perfil de elucion de la columna de Sephacryl HR-100. El pico
encontrado en la fraccion 28 corresponde a proteinas de mayor peso
molecular, entre las que se encuentran las formas de aglomerados de GH.
Cada fraccian es lo correspondiente a 2 mL.

La fraccion 38 fue donde se encontré la mayor cantidad de GH. Los
demas picos corresponden-al resto de proteinas de mayor y menor tamaiio,

asi como a los productos de degradacion de la GH.

3.9. Semicuantificacion de la proteina recombinante.

Se realizé un gel de poliacrilamida de estas fracciones y se procedié a
semicuantificar la proteina como se describié en el punto 2.3.10.1. En la figura
28 se muestra este gel. Con los datos derivados de estos ensayos se logré
obtener un estimado de la cantidad de proteina y se pudo entonces disefiar el

experimento de diferenciacion adipocitica.
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Figura 28.- Semicuantificacion de la CHGHr. Gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 15% mostrando la semicuantificacion de la proteina
recombinante. En los carriles 5, 6 y 7 se muestran 100, 500 y 1000 ng de
HGH comercial cuantificada. El carril 1 muestra la fraccion donde se
alcanzd el mayor pico después de la cromatografia y el 2 corresponde al
control negativo (medio sin inducir), mientras que en los carriles 3 y 4 se
muestra el medio después de haber sido precipitado con sulfato de amonio
al 40% y antes de pasarlo por la columna,

3.10. Ensayos de actividad bioldgica.

Como ya se describid, se realizaron los experimentos de diferenciacién
adipocitica usando la HGH como testigo positivo, CHGHr como muestra
problema y el medio de la cepa productora de CHGHr sin inducir pasado por
los mismos procesos a los que se sometid CHGHr, como testigo negativo. En
cuanto a lo referente a la tincién con rojo oleoso, tanto las células que fueron
expuestas a CHGHr como a HGH mostraron mayor diferenciacién cuando se

comparan con el control del medio sin inducir. En la figura 29 se muestra la
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grafica correspondiente a 3 repeticiones del experimento con la desviacion

estandar.

| Extraccion de Rojo Oleoso

0055
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Figura 29.- Ensayo comparativo de actividad biolégica. En esta grafica se
muestra la cantidad de rojo oleoso que retuvieron las células expuestas a
las hormonas del crecimiento por 7 dias comparadas con el control
negativo. Se incluyen 3 repeticiones y su desviacion estandar

En lo referente a la actividad de la GPDH, también los extractos celulares
provenientes de los experimentos en los que se suplementd el medio de
cultivo con CHGHr y HGH mostraron mayor actividad que el medio sin inducir
y en la grafica de la figura 30 se muestran estos resultados provenientes de 3

repeticiones y su desviacién estandar.



XPISSION en ric

Actividad especifica de GPDH
s P
0.16 |
0.14
0.12
0.10 =
0.08 |2

0.06 £

@ Neg
a CHGH
g HGH

DS

14¢]g

Resultados

Figura 30.- Actividad especifica de la GPDH. En esta grafica muestra la actividad
del GPDH de los cultivos celulares expuestos a las hormonas del
crecimiento de la cabra y la humana. Corresponde a 3 repeticiones y se

incluye la desviacion estandar.
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CAPITULO 4

DISCUSION

La técnica de mutagénesis sitio-dirigida mediada por PCR resulté muy
efectiva para convertir la region que codificaba para BGH en una que
codifica para CHGH. Esto fue confirmado con la secuenciacién del inserto del
vector de clonacién portador del producto de la PCR mutagénica. Ademas,
mostré que el empleo de la enzima Tag DNA polimerasa es adecuado para
estos propositos siempre y cuando se trate de fragmentos de tamafio
pequefio, pues se sabe que la Tag es propensa a introducir errores en la
secuencia debido a su baja fidelidad durante la sintesis (Gallardo, 1999). Ya
que el fragmento que nosotros generamos durante este experimento se
reduce a 133 pares de bases, la baja fidelidad de la Tag no fue de tanta
trascendencia, ya que esta polimerasa tiene un indice de error de 285x10°
(Tindall,1988). La caracterizaciéon con endonucleasas de restriccion confirmé
que [a subclonacion en el vector de expresiéon también se llevé a cabo como
se esperaba, ya que los sitios Xma I y Apa I se conservaron después de la
ligacidon, demostrando que no hubo degradacidn de los extremos 5’, ni en el
inserto ni en el vector. La PCR con los iniciadores 97 y 98, y la posterior
digestidén con la enzima diagnéstica, corrobord que no se inserté mas de un
fragmento, ya que las bandas que liberd esta digestién fueron del tamafio

esperado.
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CAPITULO 4

DISCUSION

La técnica de mutagénesis sitio-dirigida mediada por PCR resulté muy
efectiva para convertir la region que codificaba para BGH en una que
codifica para CHGH. Esto fue confirmado con la secuenciacion del inserto del
vector de clonacién portador del producto de la PCR mutagénica. Ademas,
mostrd que el empleo de la enzima Tag DNA polimerasa es adecuado para
estos propositos siempre y cuando se trate de fragmentos de tamaiio
pequeio, pues se sabe que la Tag es propensa a introducir errores en la
secuencia debido a su baja fidelidad durante la sintesis {Gallardo, 1999). Ya
que el fragmento que nosotros generamos durante este experimento se
reduce a 133 pares de bases, la baja fidelidad de la Tag no fue de tanta
trascendencia, ya que esta polimerasa tiene un indice de error de 285x10°®
(Tindall,1988). La caracterizacion con endonucleasas de restriccion confirmo
que la subclonacion en el vector de expresién también se llevd a cabo como
se esperaba, ya que los sitios Xma I y Apa I se conservaron después de la
ligacién, demostrando que no hubo degradacion de los extremos 5, ni en el
inserto ni en el vector. La PCR con los iniciadores 97 y 98, y la posterior
digestion con la enzima diagndstica, corrobord que no se insertd mas de un
fragmento, ya que las bandas que liberé esta digestion fueron del tamafio

esperado.
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Discusion

La transformacion de levaduras por el método de esferoplastos o por
electroporaciéon se reporta!n como las mas eficientes (Cregg, 1985); sin
embargo, la técnica de esferoplastos requiere al menos de 5 dias para
preparar las células ademas de un nimero alto de reactivos, lo que Ia hace
una técnica costosa, ademas de laboriosa. La electroporacién requiere
contar con el electroporador. En cambio, la técnica de cloruro de litio se
realiza en un dia, no requiere la preparacién de reactivos costosos y es

sencilla de ejecutar.

Las condiciones de fermentacion optimas para esta proteina se
acercaron mas a las 6pt;mas para BGHr que a las de HGHr, ambas
ensayadas en nuestro laboratorio por Gallardo (1999) y Sanchez (1998),
respectivamente, lo que era de esperarse por la similitud entre las dos GHs

de rumiantes.

La cantidad de proteina heterdloga obtenida en el mejor de los ensayos
fue aparentemente mayor a la cantidad de proteina obtenida de la
fermentacion de la cepa productora de BGHr, aunque no mayor a la de
HGHr. No esta claro si esto puede ser efecto del cambio aminoacidico, el
cual le pudiera conferir mayor estabilidad en el medio de cultivo, o si es
debido Unicamente a que la cepa de la levadura aqui construida y
seleccionada contiene un mayor nimero de copias del cassette de expresion

en comparacion con la de BGH.
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La semipurificacion de la proteina tras precipitacion selectiva con
sulfato de amonio al 40% y su paso por la columna cromatografica de
filtracion en gel fue una opcidon, aunque aparentemente no la mejor,
resultando Util para separar las formas monoméricas de los agiomerados de
GH, asi como otros productos de degradacion. En la literatura se reporta la
purificacién de GHs con columnas de intercambio aniénico o con columnas
de afinidad con anticuerpos monoclonales. Ya que nuestro laboratorio no
contaba en esos momentos con dichas columnas, se opto por usar estas
opciones, sin embargo, queda mucho por hacer para estandarizar en el

laboratorio este tipo de purificacion.

Algo similar sucede con los bioensayos. La cuantificacion de la
diferenciacion adipocitica, por medio de la extraccion del rojo oleoso fijado
en el cultivo y por la medicidon de la actividad de la GPDH, arrojé resultados
preeliminares que deben ser confirmados con mas repeticiones. Queda
pendiente también ensayar la CHGHr, una vez que se produzca en
cantidades suficientes y se‘a logre una purificacion que permita elaborar un
inyectable, en animales de laboratorio, tales como roedores carentes de
pituitaria y cuantificar los efectos que resulten de la aplicacién de la
hormona; asi como realizar pruebas de comportamiento en cabras
productoras de leche para probar si la CHGHr tiene la capacidad

lactopoyética ampliamente demostrada para el caso de la BGH.

81



Conclusiones

CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Se logré construir un iniciador mutagénico capaz de convertir la
glicina en el codon 129 de la BGH en valina, para dar asi lugar a la
CHGH.

La DNA polimerasa Tag pudo ser usada para la construccion del
cassette de expresion mutagenizado sin problema alguno,
seguramente debido al tamafio pequefio de la region de DNA
involucrado, menester corroborar la integridad por secuenciacion.

La técnica de transformacion de levaduras por medio del uso de
cloruro de litio es una metodologia sencilla y econdmica, que arrojé
resultados favorables en un menor tiempo en comparacidn con otras
técnicas descritas.

Las condiciones de fermentacion que resultaron mas adecuadas para
la produccion de CHGHr en Pichia pastoris fueron: medio BMMY
buffer de citratos pH 5.15, % de metanol de 0.875, iniciando con
una biomasa de 1.4 ODggp por 5 dias de induccién en un matraz de
250 mL con 50 mL de medio con una agitaciéon de 250 rpm, mismas

que fueron optimizadas en nuestro laboratorio para BGHr.
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Conclusiones

La técnica de bioensayo para corroborar la actividad biolégica de la
CHGHr arrojé resultados que sugieren que ésta tiene la actividad
esperada, sin embargo, hacen falta otros ensayos en animales de
laboratorio y posteriormente en cabras para que los resultados sean
conhtundentes.

Por ultimo, este trabajo aportd el vector de expresion pPIC9chGH,
que contiene la secuencia que codifica para la CHGH con su
expresion regulada por un promotor inducible por metanol, asi como
cepas de levadura que contienen insertado en su genoma este vector
y que al ser alimentadas con un medio suplementado con metanol,
excretan la CHGHr al medio de cultivo en forma abundante, activa y

con estructura muy seguramente idéntica a la natural.
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