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puede observar el retraso en la migracién de los plasmidos recombinantes, indicando la presencia

de un inserto en el vector pPIC9

1002 VA 2 0% 4L 2 e dh

L e S S———a— -

Figura 18. Seleccién de recombinantes pPIC9hGH-V por electroforesis en gel de agarosa 0.7%. En los carriles
4 al 16 se mmestran los pladsmidos recombinantes lincarizados con Sal L Se observa la migracion retrasada respecto a
pPICY linearizado con la misma enzima (carril 3). Adicionalmente, en el carril 2 a la derecha del MPM A+Pst L, se
muestra DNA de pPIC9 sin digerir.

4.5.2 Caracterizaciébn enzimética de los plismidos recombinantes.

a) Estimacién del tamaiio del inserto en los recombinantes.

Aproximadamente lug de cada plasmido recombinante seleccionado de acuerdo al criterio
anterior fue digerido con las enzimas Xho I y Not 1, y los fragmentos liberados fueron
comparados en tamafio frente al DNAc de hGH-V, resolviéndolos por electroforesis en gel de
agarosa al 0.8%, y como puede verse en la Figura 19, dichos fragmentos resultaron del tamafio

esperado.

Figura 19. Estimacién del tamafio de inserto en los recombinantes pPIC9hGH-V. Se nmestran 5 plismidos
recombinantes (cariles 2 al 6) liberando un fragmento de iguai tamaifio al DNAc de hGH-V (carril 7) al digerir con
las enzimas Aho I y Eco RI.
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b) Demostracién de la existencia de un sitio adicional Bgl II em los plasmidos
recombinantes,

La ganancia de un sitio adicional Bgl 1I en los plasmidos recombinantes pPICShGH-V, se
evidencié por digestién con dicha enzima. La electroforesis de los fragmentos (Figura 20) indic6
la presencia de una banda adicional de 1612 pb en los vectores recombinantes. Este resultado

confirm¢ la presencia del sitio Bg! II en el inserto.

A+Pst 1
5,080 _
2,840

1,700

805 _

Figura 20. Demostracién de la ganancia de un sitio Bgi II en los recombinantes pPIC9hGH-V. En el carril 3 se
muestran las bandas de 5620 y 2403 pb generadas al digerir el plismido pPIC9 con la enzima Bgi II, mientras que en
los carriles 4 al 7 se muestran las bandas generadas por la digestion de los recombinantes pPICShGH-V con la misma
(4651, 2403 y 1612 pb). En el carril 2 se muestra ¢l plismido pPIC9 linearizado con la enzima Sa! 1. Los
nimeros a ambos lados del gel indican el tamaflo en pares de bases (pb).

c) Caracterizacién de los vectores pPICShGH-V y pPIC9hGH22K con Xba 1.

El vector recombinante pPIC9hGH-V es muy silimar a otro denominado pPICO9hGH-22K,
elaborado por Escamilla en 1996, el cual se ha empleiddo desde entonces en el laboratorio, de
manera que se tomo la precaucién de verificar que no contaminara la preparacién de pPIC%hGH-
V, previo a la transformacidn de Pichia pastoris. La diferencia entre ellos radica en los DNAc
que portan. En el primer caso se trata de hGH-V y en el segundo de hGH-N, aunque ambos
codifican para isoformas de 22kDa. A pesar de que también son muy similares en tamafio

(pPICOhGH-V tiene 8666 pb y pPICO9hGH22K, 8587 pb), éstos pudieron diferenciarse por su
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patrén de digestién con la enzima Xba I, generando fragmentos de 7862 y 804 pb en el caso de

pPICOhGH-V y de 7212 y 1377 pb en el caso de pPICShGH22K (ver Figura 21),

A+Pst 1

1700 __

1159 — 1377
805 — — 804

Figura 21. Diferenciacién entre pPIC9hGH-V y pPIC9hGH22K con Xba L. En los carriles 5 y 7 se nmestran los
fragmentos de 7862 y 804 pb generados al digerir el vector pPIC9hGH-V con la enzima Xba L y en el carril 6, los
fragmentos de 7212 y 1377 generados por la digestién de pPICIhGH22K con la misma enzima. La diferencia mds
clara se da entre los fragmentos liberados de 804 y 1377 pb, respectivamente. En los carriles 3 y 4 se muestra pPIC9
linearizado con Sal 1, y en el carril 2 pPICY sin digerir.

4.5.3 Secuenciacién del vector pPICO9hGH-V para verificar su integridad y la fase de
lectura,

Se generd una secuencia de aproximadamente 1140 pb, la cual fue comparada contra el
contenido no redundante de la base de datos del GenBank, dindo como resultado 189 secuencias,
todas ellas correspondientes a secuencias codificadoras para hormonas del crecimiento de
diversas especies. Posteriormente, un alineamiento local entre la secuencia reportada de hGH-V y
la derivada del inserto contenido en el vector pPICO9hGH-V, demostrd la integridad de la

secuencia codificadora para HGH-V y su correcto marco de lectura.
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4.6 Integracién del vector pPIC9hGH-V al genoma de Pichia pastoris por recombinacién
homéloga y verificacion de su integracién por PCR.

4.6.1 Preparacion del DNA para transfeccién.

Para transfectar las levaduras, el vector pPICShGH-V fue previamente linearizado con la
enzima Sac L Dicha linearizacién se verificd por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %, como

se puede apreciar en la Figura 22.

A+Pst I
14,055 —

5,080 —

1,700

Figura 22. Linearizacién del vector pPIC9hGH-V con Sac L. En los carriles 2 al 5 se muestran alicuotas de Ia
reaccion de digestién del vector con Sac I (~100 ng ). En los carriles 6 y 7 se observa la migracién del mismo vector
sin digerir.

4.6.2 Transfeccién y seleccién de recombinantes.

Se prepararon levaduras Li‘-competentes, y después se llevé a cabo la transfeccién de las
mismas con 10 ug de DNA del vector, como se describié en las secciones 3.2.6.2 y 3.2.6.3. Se

utilizé agar RDB para plaquear y seleccionar a las levaduras transfectadas por su capacidad para
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sintetizar histidina (propiedad conferida por el vector de expresidn que les permite crecer en un
medio carente de este aminoacido, como el RDB). Se obtuvieron de 3-5 colonias por placa de
agar RDB y fue necesario realizar tres procesos de transfeccién para reunir un grupo de 12
colonias que posteriormente fueron sometidas a tamizaje por PCR para determinar la presencia

del casette de expresion.

4.6.3 Andlisis por PCR de las levaduras transfectadas.

Se extrajo DNA genémico de 12 clonas transfectadas con el vector pPICO9hGH-V, asi
como de la cepa sin transfectar, por la técnica denominada TSNT (Seccién 3.2.6.4). Se
obtuvieron hasta 2.5 mg de DNA genémico a partir de un cultivo de 24 horas de 2 mL de YPD.

Para evaluar la calidad del DNA se llevd a cabo una electroforesis en agarosa al 0.8%
(Figura 23) y se determind la relacién de absorbancia a 260/280 nm, la cual fue de 2.044. Ambos
resultados indicaron que ¢l DNA era de buena calidad.

Se demostrod la presencia del casete de expresion en 9 de 12 clonas seleccionadas por su
capacidad para crecer en €l medio selectivo RD, mediante PCR utilizindo los primers 40X! Al
amplificar los DNAs genémicos con los primers 40X! se observé una banda de
aproximadamente 1 kpb correspondiente al casete de expresién, mientras que la banda de 2 kpb
correspondiente a la amplificacién del gen nativo se observd claramente en la cepa sin transfectar
y muy sutilmente en las cepas transfectadas (Figura 24).

Como controles durante la PCR, se utilizd DNA gendmico de Pichia pastoris sin

transfectar (negativo) y DNA plasmidico de pPICO9hGH-V (positivo).
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Figura 23. DNA genbémico de Pichia pastoris. Electroforésis en gel de agarosa al 0.8% de DNA genomico de cepas
GS115 de Pichia pastoris transfectada con el vector pPICShGH-V.

A+BstE II
8,454 __
2323 —
2kb
702 — 1kb

Figura 24. Anilisis por PCR de las cepas transfectadas. En el carril 2 se muestra un fragmento de ~ 2 kpb
correspondiente al gen nativo AOX! de la levadurs, y en el camil 3 el fragmento de ~1 kpb correspondiente al
cassette de expresién derivado del plismido pPIC9hGH-V, Los carriles del 4 al 7 corresponden a los productos
amplificados derivados de 4 cepas recombinantes transfectadas con el vector en donde se demuestra la presencia del
cassette de expresion.

4.7 Produccién de la HGH-V recombinante en cultivo de levaduras.
4.7.1 Cinéticas de crecimiento con glicerol y metanol como nica fuente de carbono.

Dos clonas de Pichia pastoris portadoras del DNAc de hGH-V (GS115HGH-V22K),
seleccionadas al azar, fueron crecidas con glicerol (1%) como tinica fuente de carbono, y con
metanol (1%). No se observaron diferencias en la proliferacién celular entre las dos cepas

(medida en términos del incremento de Ia D.O. g0 um), Ni entre éstas y la GS115HGH-22K
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(productora de HGH-N) empleada como control. Sin embargo, como ya se ha descrito, la

proliferacién celular es favorecida cuando el glicerol constituye la fuente de carbono (Figura 25).

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (Hrs.)
|—o— Seriel —m— Serie2 Seried —4— Seried —#— Serie5 —— Serict

Figura 25. Cinéticas de crecimiento con glicerol 0 metanol como fuente de carbono. Las cepas de Pichia
pastoris productoras de HGH-N y HGH-V mwestran cinéticas de crecimiento similares en ambos casos. Sin
embargo, la proliferacion celular es mis alta cuando el glicerol constituye la fuente 1inica de carbono.

Serie 1 Control Serie 3 Cepa V-3 Serie 5Cepa V-2
Serie 2 Cepa V-2 Serie 4 Control Serie 6 Cepa V-3

La cepa control utilizada es la GS115HGH-22K, productora de la isoforma de 22kDa de

HGH-N.

4.7.2 Induccién de la expresién con 1% de metanol.

Las 9 cepas de Pichia pastoris portadoras del DNAc de HGH-V fueron sometidas a
ensayos de expresién, como se describe en 1a seccién 3.2.7.2. En la Figura 26 se muestra la
produccion de HGH-V por parte de dos de las cepas construidas (carriles 2 y 3). Se puede

observar una banda de aproximadamente 22 kDa que no esté presente en el camil correspondiente
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a la cepa sin inducir. Las dos cepas ensayadas bajo las mismas condiciones de cultivo (BMMY,
pH 7.0, metanol 1% por 96 horas) tuvieron niveles de expresién diferentes, pero ninguna de las

cepas productoras de HGH-V alcanzaron los niveles de produccién de HGH-N.

24kDa — |
20kDa — |

14 kDa

Figura 26. Produccién de HGH-Vr en Pichia pastoris. Se muestra la produccién por parte de dos de las cepas
construidas, en los carriles 2 y 3, y la produccién de HGH-N bajo las mismas condiciones de cultivo en el carril 4. El
carril 5 corresponde al control negativo (induccién con glicerol 1% v/v).SDS-PAGE (5/15 %) teiiido con Azil de
Coomasie.

Adicionalmente se realizaron ensayos de expresién a pH 4, §, 6, 7 y 8, y como puede
observarse en la Figura 27, los mejores resultados se obtuvieron a pH 8. Sin embargo, la
proteélisis de la hormona es muy acentuada, por lo cual en adelante se trabajé a pH 7. Un ensayo
similar se llevé a cabo con la cepa productora de HGH-N, y como puede observarse en la Figura

28, ésta ultima es atin mas susceptible a degradacién que la HGH-V, a pH 8.
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Figura 27, Evaluacién del efecto del pH sobre la estabilidad de HGH-V en el medio de cultive, Se observa que a
pH 8 la produccion es mayor que a valores de pH mas bajos, sin embargo la proteélisis es evidente. El control (+)
corresponde a HGH-N. El gel comesponde a uno de poliacrilamida (5/15%) con SDS tefiido con Aziil de Coomasie.

66 kDa — pH4 pHS pH6 pH7 pHS ()

Sty

24 kDa —
20 kDa

14 kDa

Figura 28. Evaluacién del efecto de] pH sobre la estabilidad de HGH-N en el medio de cultivo. Se observa que a
valores de pH 6 la protedlisis es evidente, especialmente a pH 8. El gel comresponde a uno de poliacrilamida
(5/15%) con SDS tefiido con Azil de Coomasie.

4.7.3 Cuantificacién de la HGH-V producida en Pichia pastoris.

Se indujo la expresién de HGH-V por parte de las cepas construidas en BMMY, a pH 7,
durante 96 horas por adicién de metanol (1%, v/v). Los medios de cultivo libres de células fueron
dializados como se describe en la seccién 3.2.7.3 y las proteinas totales se cuantificaron por el
método de Bradford. El valor de las proteinas totales en el medio de cultivo varié de 35 — 40

mg/L entre las 8 cepas productoras de HGH-V.
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Las proteinas del medio de cultive fueron resueltas por electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (3.2.7.4) y la cepa que produjo la banda mas intensa a la altura de 22 kDa fue
seleccionada para los ensayos de actividad biolégica.

Para llevar a cabo la cuantificacién por densitometria, medios de cultivo con HGH-N ¢
HGH-V fueron analizados por SDS-PAGE y diluidos hasta que la intensidad de la banda de 22
kDa fue lo suficientemente intensa para quedar dentro de una curva estandard realizada con una

formulacién comercial de HGH-N (R? = 0.9872, ver Figura 29).

1000 ne

§11078 ng / 0.25 m

GH-N GH-V Humatrope (Lilly)

Figura 29. Cuantificacién por densitometria. Se muestran los resultados de la cuantificacién por densitometria de
las hormonas HGH-N y V producidas en Pichia pastoris. La curva estindar se preparé con HGH-N comercial
(Humatrope, Lilly), y el anilisis de la imagen se llevé a cabo con el programa Molecular Analist (Biorad).

Bajo las condiciones anteriormente descritas, se obtuvo una produccion maxima de 4.3
mg/l para HGH-N y de 0.42 mg/l para HGH-V, es decir, aproximadamente 10 veces menos para
esta Gltima empledndo el mismo sistema de expresién. En cuanto a la pureza, expresada en
términos del porcentaje correspondiente a la banda de 22 kDa, respecto del total de las proteinas
resueltas por SDS-PAGE, fue del 35 % para HGH-N (pH=7) y de 16.8 al 23.5 % para HGH-V

(PH=7).
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48 Evaluacion de la actividad lactogénica de HGHVT en cultivoe de células Nb2.

4.8.1 Determinacion de Ia curva de proliferacién de células Nb2 con HGH (Humatrope, Eli
Lilly & Co.).

Se ensayaron diluciones logaritmicas seriadas desde 10 * hasta 10 ** ng/ml de HGH
(Humatrope) en PBS (0.01M) pH 7.4, y en la Figura 30 se puede apreciar que bajo las
condiciones del ensayo, la respuesta de proliferacién de las células Nb2 a la induccién con HGH
se aprecia desde 10™ ng/ml. Este wltimo valor se establecié como el minimo requerido para

obtener una respuesta medible de proliferacién celular.

No. Cel X 10000
P 1
5 4

P

LE03 1E07 1E06 1E05 1E04 LEO3 LEDZ2 L1EO] LEHG LEHM] LEH? 1EA
HGH (Humatrope) ng/mL

Figura 30. Curva de proliferacién celular por induccién con HGH (Humatrope). Se muestran Jos resultados de
dos determinaciones independientes. La escala de la derecha representa el mimero de céhulas/ml X 10, Las lincas
rectas superior ¢ inferior corresponden a los controles positivo y negativo, respectivamente.

4.8.2 Medicién de la proliferacién de células Nb2 por reduccion del MTT.

Se estandarizé el ensayo de reducciéon del MTT para medir la proliferacién, diluyendo
1:2 de forma seriada una poblacién celular de densidad conocida (600, 000 células/ml), La

absorbancia del formazan, medida a 570 nm, se grafic6 contra el niimero de células (Figura 31).
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Figura 31. Correlacion entre nimereo de células y el formazin producide por reduccién del MTT. Se mucstra
¢l promedio de 2 ensayos + 3 DS,

4.8.3 Evaluacion de 1a actividad lactogénica de la HGH-V producida en Pichia pastoris.

Para evaluar la actividad lactogénica de la HGH-V y HGH-N se utilizaron
concentraciones de 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125,1.562 y 0.781 ng/ml. Como puede observarse en la
Figura 32, 1a respuesta de proliferacién inducida por ambas hormonas es evidentemente mayor a
la del control negativo, lo cual indica que éstas son biolégicamente activas en el presente modelo.
En ambos casos, la proliferacién celular inducida por las hormonas recombinantes producidas en
Pichia pastoris es inferior a la inducida por la HGH estindar (Humatrope) a las mismas

concentraciones.
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Figura 32. Evaluacién de la actividad lactogénica de hGH-V. Se muestra la proliferacién inducida a 50, 25, 12.5,
6.25, 3.125,1.562 y 0.781 ng/mL de HGH-N, V y Humatrope.

En la Figura 32 también puede observarse que la proliferacién inducida por HGH-V es
mayor a la inducida por HGH-N. Para verificar dicha observacién, se realiz6 una curva de
proliferacion celular con 100, 10, 1 y 0.1 ng/ml de HGH-N, HGH-V y Humatrope. Como puede
observarse en la Figura 33, a las concentraciones anteriormente ensayadas ( 50 ng/ml), la HGH-
V induce una proliferacién mas alta que HGH-N. La curva obtenida con HGH-N muestra una
pendiente similar a la de Humatrope, mientras que la pendiente de la curva obtenida con HGH-V
es claramente inferior. Estas diferencias, previamente reportadas, se han atribuido a la diferente

afinidad de ambas hormonas por el receptor de la prolactina (Mac Leon y cols., 1990).
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Figura 33. Curva de proliferacion de HGH-N, HGH-V y Humatrope. Se mmestra la media de dos
determinaciones simultineas + DS.
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CAPITULO YV

DISCUSION.

51 CLONACION MOLECULAR.

En el presente trabajo se propuso clonar el DNAc del gen hGH-V por RT-PCR a partir
de tejido placentario humano, para lo cual se disefié un par de iniciadores para PCR que
permitieran amplificar el DNAc de hGH-V, pero sin amplificar los DNA¢ derivados de los
éenes que codifican para lactégenos placentarios (hPLs), cuyos niveles de expresién en la
placenta a término llegan a ser de diez a mil veces mas altos que los de hGH-V (Chen y cols.,
1988).

Para lograrlo, se realiz6 un alineamiento de los DNAc de hGH-V y los hPLs y se
eligié una zona de minima similitud hacia la regién 3° no traducible. La eleccién de la zona
para situar el primer sentido, hacia la regién 5°, estuvo limitada a la regién del codén que
codifica para el primer aminoacido en la proteina madura, y como puede verse en la seccién
de resultados, los inciadores disefiados presentaron la &speciﬁcidad requerida para amplificar
unicamente el DNAc de hGH-V, como fue confirmado al digerir el producto amplificado con
la enzima Bgl I (presente en todos los transcritos de hGH-V y ausente en los hPL).

Sin embargo, los primers v3 y v5 no discriminan entre los cuatro transcritos derivados
de hGH-V y, tedricamente (Amplify 2.53p) se amplificarian fragmentos de 649 pb (hGH-V1),
905 pb (hGH-V2), 648 pb (hGH-V3) y 604 pb (hGH-V4), y considerando que partimos de
RNA total de placenta humana, cabria esperar que estuvieran representados todos los

transcritos de hGH-V.
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El DNAc de la clona # 24 subclonado en pPIC9 fue identificado, por secuenciacién en

ambas cadenas, como el correspondiente al transcrito 1 de hGH-V.

La presencia de los transcritos V2 y V4 fue descartada debido a que no se liberaron
productos de 905 6 604 pb respectivamente, de las clonas obtenidas por digestion con Xko I 'y
Eco RI. Como la diferencia de 4 pb entre el los transcritos V1 y V3 no puede ser apreciada
durante la migracidn electroforética, ni evidenciada por digestidn enzimética, y dado que solo
se secuencié una de las 14 clonas obtenidas, existe la posibilidad de encontrar clonado en
alguna de ellas el transcrito V3.

Durante el disefio de los primers, se introdujeron los sitios de restriccién X#o 1y Eco
RI con la intencién de clonar directamente el producto amplificado en el vector pPICY, sin
embargo se presentaron algunas inconsistencias en el corte de dicho vector con la enzima Eco
RI, de manera que se opté por clonar el producto amplificado en el vector pBS I KS () y
posteriormente llevar a cabo una subclonacién en pPIC9, aprovechando la compatibilidad

entre los sitios de restricciéon de ambos vectores.

5.2 PRODUCCION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE.

En el presente trabajo se reportan niveles de produccion de hasta 0.42 mg/l para HGH-
V y 4.3 mg/l para HGH-N, una diferencia de 10 veces, empleando el mismo sistema de
expresion y bajo las mismas condiciones de cultivo. La variacién de los niveles de produccién
de HGH-V entre las ocho cepas analizadas fue de 0.33 — 0.42 mg/l, mientras que la pureza
varid de 16.8 - 23.5 %. Esta diferencia entre clonas que expresan la misma proteina (variacién

clonal), parece ser inherente al proceso de recombinacién que se lleva a cabo en cada una de
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ellas, que aunque es un evento dirigido al locus AOX 1, el sitio preciso donde se lleva a caba

no puede ser controlado.

Por otra parte, reportes previos estiman que la produccion de HGH-N llega a ser de
hasta 12 mg/]; sin embargo en el presente trabajo se alcanzaron niveles maximos de 4.3 mg/l.
Una de las posibles explicaciones a dicha variacién reside en la metodologia empleada para
cuantificar la proteina. En el presente trabajo, las profeinas totales del medio de cultivo
dializado se resolvieron por SDS-PAGE y la proteina de 22 kDa fue cuantificada por
densitometria empledndo HGH estindard (Humatrope) y BSA para trazar una curva de
calibracién (R? = 0.9872). De esta manera se elimina la interferencia de la peptona del medio
de cultivo que provoca una sobreestimacién de la produccién cuando ¢l valor de las proteinas

totales se emplea para estimar la produccién de HGH en términos de 1a pureza.

La diferente susceptibilidad a degradacién que parecen presentar ambas hormonas en
el medio de cultivo puede deberse a las diferencias fisico-quimicas de ambas estructuras y de
como ésta es afectada por el pH del medio. La HGH-N tiene un punto isoeléctrico tebrico

estimado de 5.1 yla HGH-V de 8.2 (Mac Vector 6.5.3).

5.3 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA HGH-Vr.

Actualmente se dispone de diversas metodologias iitiles para evaluar la actividad
bioldgica de hormonas del crecimiento y péptidos estructuralmente relacionados. En primer
lugar, la actividad puede medirse frente al receptor de la GH (actividad somatogénica) o

frente al receptor de la prolactina (actividad lactogénica). Asi mismo, la fuente del receptor
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DISCUSION

puede ser de la misma especie o bien de especies que se encuentran mas abajo en la escala
evolutiva,

En los ensayos de unién al receptor, se mide la cantidad de la GH de interés necesaria
para desplazar de los receptores €l 50% de GH estandard generaimente marcada con I'®, Este
tipo de ensayos tiene la ventaja de poder emplear homogenados de tejido de 1a misma especie
como fuente de receptores, pero su limitante radica en el hecho de que la unién al receptor,
aunque es un evento determinante de la actividad bioldgica, no siempre es una condicién
suficiente; por ejemplo, la HGH debe inducir 1a dimerizacién de receptores en las células
blanco para iniciar la sefializacion intracelular a través de la activacién de una tirocinacinasa
por los dominios intracelulares.

Una variante de estos ensayos emplea células completas que expresan los receptores
en la membrana, teniéndo la ventaja de medir una respuesta fisiolégica que garantiza no solo
la unién al receptor, sino la activacién de la cascada de sefializacién intracelular mediada por
la hormona de interés. Sin embargo, la disponibilidad de lineas celulares que expresen el
receptor deseado es limitada.

En ¢l presente estudio se utilizé la linea celular Nb2, derivada de linfoma de rata, para
demostrar la actividad lactogénica de 1la HGH-V producida en Pichia pastoris. Estudios
previos que documentan la actividad lactogénica de la HGH-V en este mismo modelo se han
llevado a cabo transfectando el gen hGH-V en células GC (Nickel y cols.,1989) é en C127
(MacLeod y cols., 1990), y evaluando la actividad lactogénica de la hormona secretada al
medio de cultivo. Cabe mencionar que en los ensayos de transfeccién se producen todas las
isoformas fisiolégicamente posibles derivadas del transcrito primario, y la respuesta medida
es el resultado del sinergismo de todas las variantes frente al receptor en cuestién. En nuestro

f
caso, demostramos la actividad lactogénica de solo la isoforma de 22 kDa de HGH-V.
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DISCUSION
En la Figura 33 puede observarse que la proliferacion de las células Nb2 es dosis

dependiente de 1 — 100 ng/ml de HGH-V. Dosis méas altas que permitieran calcular la
cantidad de hormona necesaria para alcanzar la mitad de la respuesta maxima (ECs), no
pudieron ser ensayadas debido a limitaciones propias del sistema de expresién (420 ng/ml).
Sin embargo, una vez que se ha demostrado que ésta es biologicamente activa, su produccién
en volimenes de fermentacién mayores al aquf utilizado (10 ml), y su purificacién a partir del
medio de cultivo, permitiran disponer de mayor cantidad de la hormona para determinar dicho
parimetro.

También en la Figura 33 pude apreciarse que las pendientes de proliferacién inducidas
por HGH-N y HGH-V son evidentemente diferentes. HGH-V induce una respuesta de
proliferacién més plana que HGH-N. Esto tiltimo puede explicarse por 1a menor afinidad de la
HGH-V por el receptor de la prolactina.

Otros modelos celulares para medir la actividad somatogénica, como la linea celular
Ba/F3-hGHR, que expresa en la membrana el receptor de la GH humana (Ishikawa y cols.,
2000) o el modelo de adipogénesis de fibroblastos 3T3F442A, no se encuentran disponibles o

se encuentran en proceso de estandarizacion en nuestro laboratorio.
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6.1

6.1.1

6.1.2

6.1.3

6.1.4

6.2

6.2.1

6.2.2

6.2.3

6.2.4

6.2.5

CONCLUSIONES Y APORTACIONES

CAPITULO VI

CONCLUSIONES.

Las diferencias de expresion entre las cepas construidas productoras de HGH-V
pueden deberse a la variacién clonal, previamente descrita.

La produccién 10 veces menor de HGH-V por parte de las cepas construidas respecto
a la cepa productora de HGH-N, puede explicarse en parte por el hecho de que esta
ltima es multicopia para el cassette de expresion.

Las isoformas de 22 kDa de HGH-N y HGH-V producidas en Pichia pastoris

muestran diferente grado de susceptibilidad a protedlisis en el medio de cultivo. Uno
de los factores asociados a dicho evento es el pH.

Tanto la HGH-V producida en Pichia pastoris como la HGH-N son biolégicamente
activas frente al receptor de la prolactina de rata.

APORTACIONES.

Se disefié un par de iniciadores (v3 y v5) que permitieron amplificar selectivamente la
secuencia codificante de hGH-V correspondiente a la proteina madura.

Se construyé el vector pBSIIKS(+)hGH-V que contiene la secuencia codificante para
HGH-V clonada por vector T, en ambas orientaciones.

Se construyé el vector de expresién pPICO9hGH-V22kDa portador de la secuencia
codificante para HGH-V (verificada por secuenciacién en ambas cadenas).

Se construyd la cepa de GS115 Pichia pastoris productora de HGH-V: GS115HGH-
V22kDa.

Se estandariz$ la metodologia para evaluar la actividad lactogénica de hormonas del
crecimiento en células Nb2.
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ANEXO0S

CAPITULO VII

7. ANEXOS.,

ANEXO 1 Ejemplos que documentan la expresién exitosa de proteinas en Pichia pastoris.
ANEXO 2, Mapa grafico de pPIC9.

ANEXO 3, Mapa de sitios de restriccién de pBShGH-V1.

ANEXO 4. Mapa de sitios de restricciéon de pPICS9hGH-V1.

ANEXO 5. Caracterizacién enzimitica de pPICO9hGH-V1.
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ANEXO1

ANEXQS

Ejemplos que documentan la expresion exitosa de proteinas en Pickia pastoris.

PROTEINA Niveles de Forma de Referencia
Expresion (g/1) | Expresion en el
sistema
ENZIMAS i
Invertasa 2.3 Secretada Tschopp y cols., 1987
Lisozima bovina c2 0.55 Secretada Digany cols., 1989
Streptocinasa activa 0.08 Intracelular Hagenson y cols.,1989
o-amilasa 2.5 Secretada Paifer y cols.,, 1994
Pectatoliasa 0.004 Secretada Guo y cols., 1995
Fosforibulocinasa 0.1 Intracelular Brandes y cols., 1996
ANTIGENOS
Ag Pertussis P69 3.0 Intracelular Romanos y cols., 1991
Toxina tetanica FC 12.0 Intracelular Clarey cols., 1991
HIV-1 gpl120 1.25 Intracelular Scorer y cols., 1993
PROTEINAS REGULADORAS
TNF 10.0 Intracelular Sreekrishna y cols,1989
EGF de ratén 0.45 Secretada Clare y cols., 1991
IFN a2b humano 0.4 Intracelular Garcia y cols., 1995
PROTEINAS DE MEMBRANA
CD38 humana soluble |0.05 Secretada Fryxell y cols.,, 1995
Receptor de serotonina | 0.001 Secretada Weiss y cols., 1995
de raton
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ANEXO 2

Mapa grifico de pPIC9

Xhol
SnaBl
EcoRl
Avrll
Notl

Bgl Il 5621

3 AOX1

Sal | 3177

77



Hormona Variante del Crecimiento Humano,

ANEXO0S

ANEXO 3

Mapa de sitios de restriccién de pBShGH-V1
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ANEXOS
ANEXO 4
Mapa de sitios de restriccién de pPIC9hGH-V1
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ANEXO §

ANEXQOS

Caracterizacion enzimética de pPICShGH-V1

A+ Pst]

pPIC9 sin digerir
pPIC9 digenido
pPIC9hGH-V1 (clona 1)
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Marcador de peso molecular
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5. pPIC9hGH-V1 (clona 2)

6. pPICOhGH-V1I (clona 3)
7. pPICOhGH-VI (clonad)

pPICO9hGH-V1/Rsa I
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67
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22

pPICO9hGH-V1/Hae III
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209,
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