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RESUMEN

Q.F.B. Maria del Refugio Rocha Pizaia Fecha de graduacion: Septiembre del 2005
Facultad de Medicina

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Titulo del estudio: Utilidad de una etiqueta de poli-histidina para la purificacién
de [a hormona del crecimiento bovino recombinante.

Nuimero de paginas: 69 Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con
especialidad en Biologia Molecular e Ingenierfa

. Genética.

Area de Estudio: Biotecnologia

Introduccién: La hormona del crecimiento bovino (BGH) es secretada en la hipéfisis
anterjor de los vertebrados, consta de 191 aminoécidos y posee un peso molecular 22
KDa. Su administracién produce en el ganado bovino crecimiento mas rapido, un
mayor aprovechamiento del alimento, aumento de Ia produccién de leche, mejora de
calidad en la carmne, en desarrollo folicular provoca una mejor respuesta a la induccién
de la ovulacién mdltiple en vacas.

Objetivo y metodologia: E! objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de una etiqueta
de seis histidinas en la expresion y la purificacién de la BGHr, construyendo tres
versiones del casete de la BGH: una con la etiqueta en la regién amino, otra en el
carboxilo y una Gltima sin etiqueta. Se disefiaron oligonucleétidos para amplificar el
DNACc de la BGH, incluir las etiquetas y dotar de los sitios de restriccion para la
estrategia de clonacién. Los fragmentos amplificados fueron clonados en el vector
pTOPO y posteriormente subclonados en el vector pPIC9. Estas construcciones fueron
caracterizadas por PCR, digestion enzimatica y secuenciacién, para finalmente
linealizarlas e introducirlas por recombinacién en el genoma de Pichia pastoris. De cada
construccién se seleccionaron clonas y fueron fermentadas en matraz primero y a nivel
de biorreactor posteriormente. Se semi-purificé la BGH usando la Cromatografia de
Afinidad con Metales Inmovilizados (IMAC).

Contribuciones y conclusiones: La modificacion del casete de la BGH, para
introducirle etiquetas de poli-histidina, resulté compatible con su expresion. Las

etiquetas favorecieton la semi-purificafién de las BGHs modjficadas por cromatografia
de afinidad con metales inmovilizadod.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Proteinas recombinantes.

En 1973, cuando se inventé la tecnologia del DNA recombinante o
Ingenieria Genética, se empez6 a manipular el DNA para aislarlo de un
organismo e introducirlo a otro, consiguiendo 1a sintesis de proteinas que no
se producian en el nuevo huésped; éstas son las denominadas proteinas
recombinantes.

En la actualidad hay un gran nimero de protefnas recombinantes
producidas con fines de diagnéstico, investigacién y tratamiento, y cada dfa

es mayor la demanda y produccion de ellas, dadas sus siguientes ventajas: 1

o Pueden ser producidas convenientemente en microorganismos,
cultivo de células, plantas o animales completamente ajenos a su
origen natural, tal es el caso de la produccién de insulina en bacterias,
anticuerpos humanos en plantas y vacunas en levaduras,

e Se producen grandes cantidades de proteina, resultando més barato y
més facil de purificar en comparacion con el purificado a partir de su
fuente natural.

» Se obtienen productos libres de patégenos y otros riesgos potenciales.
Esto es particularmente importante en el caso de los productos

farmacéuticos, ya que mucha gente ha contraido enfermedades como



SIDA y hepatitis B o C por empleo de hormonas o factores derivados
de suero o sangre de terceros (por ejemplo, los factores de coagulacién
para el tratamiento de la hemofilia, los cuales ahora pueden
administrarse como  proteinas  recombinantes, libres de
contaminacion).

¢ Pueden producirse proteinas que no existen en la naturaleza, como los
anticuerpos de cadena simple, (tiles en el diagnéstico y tratamiento

de algunas enfermedades.

Cada dia es mayor la demanda y produccién de protefnas recombinantes,
y por esto también cada dia se estd buscando mejorar los procesos de

purificacién de las mismas.

1.2 Hormona del crecimiento bovino recombinante (BGHr).

En la década de 1930 cientificos rusos reportaron que la inyeccién con
extractos de pituitaria bovina aumentaba la produccién de la leche en las
vacas?, Posteriormente este incremento fue atribuido a la BGH. Estos
extractos sin embargo, no fueron comercializados por obtenerse muy poca
proteina a partir de ellos y ademés por ciertas contaminaciones que se
registraron. Con el surgimiento de la ingenieria genética a principios de la
década de 1970, fue posible fabricar grandes cantidades de esta hormona. Ya
para la década de 1980 se habia demostrado que la BGH obtenida a partir del
proceso biotecnol6gico aumentaba la produccion de la leche y era segura

para los consumidores’.



La administracién de la BGHr, provoca en el ganado bovino un
crecimiento més rdpido, un mayor aprovechamiento del alimento, aumento
de Ia produccién de leche y la mejora de calidad en la carne 45, También se
ha reportado que su administracién favorece el desarrollo folicular en
foliculos de desarrollo medio y avanzado, provocando una mejor respuesta
a la induccién de la ovulacién mialtiple en vacas . Ademas, se ha descrito ya

su utilidad en el ganado caprino para aumentar la produccién de leche®,

En reportes realizados en Estados Unidos la BGHr aumentd la
produccién de la leche cerca de un 1% en un afio (en 1999), trayendo este
incremento como consecuencia la disminucién en los precios de la leche y a

raiz de esto una serie de beneficios econ6micos a los ganaderostl,

Dados sus atributos anabolicos y lactopoyéticos, para el sector
ganadero la BGHr resulta de gran interés, requiriéndose mejores alternativas

para su produccién y purificacién.



1.3 Propiedades fisicas y quimicas de la BGH.

La BGH es una protetna globular que consta de 191 aminoécidos’ y
posee un peso molecular es de 22,000 daltones en su forma madurad. Como
pre-hormona posee una extensién de 26 aminodcidos en el extremo N-
terminal que acttia como péptido sefial para su secrecion?,

Este importante regulador metabédlico es secretado en la hipdfisis
anterior y sus acciones fisiol6gicas mas importantes son estimular directa o
indirectamente procesos biol6gicos como la divisién celular, el crecimiento
esquelético y la sintesis proteica 1 {ver figura 1). Produce otros efectos, como

el incremento en la oxidacién de las grasas e inhibicién del transporte de

glucosa a los tejidos corporales® 11,

METABOLISMO

‘| l - - —
vVERSTSAD | CONDROCITOS 1

| <@~ Masa magra

corporal Hormona del J Crecimiento |

' lineal ;

1
| |

crecimiento

OTROS ORGANOS|

|

% TEJIDO
p—— [ ADIPOSO
‘ amanoy
'. funcién §
|

lAdiposidad

!
]
|
|

I

Figura 1. Funciones metabélicas de la BGH. Algunos de los 6rganos blancos
de la BGH son el mitsculo, los huesos, el tejido adiposo, y otros 6rganos
como higado, corazén, etc. Actia aumentando el tejido muscular, la funcién
y el tamaiio de algunos 6rganos, asf como disminuyendo el tejido adiposo y
aumentando el crecimiento lineal entre otras funciones 3812,



1.4 Sistemas de expresién.

Elegir un sistema de expresién es un punto impottante a considerar
para la posterior seleccion del proceso de purificacién de la proteina
recombinante. Se consideran los siguientes puntos; 1) 5i la protefna de interés
requiere modificaciones pos-traduccionales (glicosilacién, fosforilacion,
sulfatacion y otros), es preferible que se seleccione un organismo que pueda
llevarlas a cabo, como uno eucariota. 2) La forma en la que nuestro
organismo huésped procesard la proteina de interés, si la liberard al medio de
cultivo o la acumulard en forma de cuerpos de exclusién (en Escherichia coli),
3) La cantidad y tipo de proteinas endégenas que produce el huésped de
expresion que puedan interferir con la purificacién de la proteina
recombinante. 4) Los requerimientos del huésped de expresién ya que hay
sistemas, como las células de mamifero, que si bien, son muy buenos
sistemas para expresar protefnas recombinantes humanas, los medios
necesarios para su mantenimiento son muy caros, por lo que se buscan otras
alternativas.

La eleccién de un sistema de expresion inadecuado tiene un impacto
directo sobre los costos del proceso de purificacion al requerir procesos més

complicados 0 més largos y por lo tanto mayaores costos.



E. coli. es un organismo que tiene grandes ventajas y es uno de los

mayores productores de protefnas recombinantes, En nuestro laboratorio ya

se ha trabajado con él y tuvo una buena produccién de BGHr y GH humana

(HGHr), pero al querer separar la proteina de uniéon a mattosa de la hormona

(BGHr o HGH), se dificult6 el proceso,’® por lo que se busc6é un nuevo

sistema para superar estos problemas. Para lo anterior se selecciond la

levadura Pichia pastoris, la cual al ser un organismo eucariota, ofrecfa de

inicio la ventaja sobre E. coli (ver cuadro 1) de procesar protefnas heterélogas

de una forma més parecida al proceso natural.

Cuadro 1. Caracteristicas de Escherichia coli (E. coli) y Pichia pastoris (P. pastoris).

E. coli C it P. pastoris .3‘
L2 B=
e Senciflo. ¢ Ficilmente manipulable.
« Econtmico. s Gran preferencia por el metabolismo
¢ Fécilmente manipulable. respiratorio, lo que permite cultivos mis
e Para la mayoria de las densos que ofras levaduras.
proteinas recombinantes. * >400 g/L p. htmedo de biomasa.
¢ Expresién intra o extracelular de proteinas.
En hormonas de crecimiento se han ¢ Flegamiento correcto de protefnas.
obtenido: o Modificaciones postraduccionales mejores
*» 800 mgl de HGH que los de S. cerevislae ( procesamiento
intracelular proteolitico, glicosilacién y formacién de
e ~3 mgl de HGH puentes disulfuro).
extracelular. » Muy altos niveles de secrecién de protefna

heter6loga, con escasa secrecién de protetna
nativa.

Promotor AOX1 inducido por metanol.
Sistema més barato y mas rapido que los de
eucariotas superiores.




14.1 Pichia pastoris.

P. pasioris se ha usado desde 1984 para producir unas 300 protefnas
recombinantes!4,

Esta levadura metilotréfica ofrece, entre otras, las sigulentes ventajas:
a) La secreci6n de protefnas endégenas de P. pastoris es baje, por lo que la
purificacion de la proteina ex6gena es mas sencilial®, b) Las proteinas no son
hiperglicosiladas por esta levadura y la longitud de la cadena de aztcares
agregados es mas corta que en el caso de S. cerevisiae; c) Los niveles de
produccién de biomasa alcanzan densidades celulares de hasta 400g/L, y d)
puede secretar la protefna recombinante al medio de cultivo?s.

Esta levadura es usada como un sistema de expresién de proteinas
recombinantes, donde el gen de interés se encuentra regulado por el
promotor de la alcohol oxidasa 1 (AOX1), de modo que 1a expresién de la
proteina es inducida cuando se agrega metanol al sistema, como su fGnica
fuente de carbono?’.

Muchos  trabajos publicados han reportado  muy buenas
producciones de proteinas expresadas en este sistema; Ouyang y cols (2003)
reportaron que la producciént de la GH porcina alcanz6 el %0% de las
proteinas secretadas en el medio, permitiendo la purificacion en s6lo dos
pasosts,

En nuestro laboratorio ya se han clonado y expresado una media

docena de GHs! y algunas de ellas ya se han producido a nivel de



biorreactor,® (ver cuadro 2), por lo que estd demostrado que este sistema es

adecuado para trabajar.

Cuadro 2. GHs producidas y semi-purificadas en ¢l laboratorio de Biotecnologta,

HORMONA  |F Roiz/cfm" PUREZA
(hormogcdfeil PLITo) WP =
(lgormofac gzli{caballo) s 65%
(hormm::cill'eI la vaca) 5 H%
(hormgg; cﬁl gato) 90, i
(hmo?ffm) 80 75%
aactégenf){;,lle‘lcentario) i | o

Fuente: tesis Doctoral Jorge Ascacio Martinez.

L5 Proceso de purificacion.

La seleccién del tipo y los pasos del proceso de purificacién dependen
directamente de la clonacién, el huésped de expresién y la localizacién intra
o extracelular de la protefna de interés, con el resultado final de obtener la
proteina deseada con la pureza y la actividad biol6gica requerida y todo esto
dentro de costos aceptables.

Una vez elegido el sistema de expresion, se debe evaluar el proceso de

purificacion con el que se va a trabajar. Este paso es critico porque es el punto



que representa mayores costos en la produccién de proteinas

recombinantes?,

Los métodos de separacién de moléculas biol6gicas estin basados en
la diferencia de carga, tamafio y afinidad. En base a estas caracteristicas se
han desarrollado seis estrategias de purificacién principales: precipitacién
diferencial, filtracién en membrana, filtracién en gel, intercambio i6nico,

cromatografia de interacciones hidrofébicas y cromatografia de afinidad.

En el laboratorio se han hecho ensayos de purificacion de las diversas
GHs22 probando algunos de estos métodos y se han obtenido buenas

cantidades de proteina y pureza de las mismas (ver cuadro 2).

El proceso de purificacion con el que se ha trabajado, si bien a dado
resultados satisfactorios, es limitante al requerirse adecuaciones para cada
hormona, ya que estas presentan diferencias en sus propiedades fisico-
quimicas. Por ello optamos por buscar las condiciones ideales para obtener

cada una de ellas, lo cual incrementa los costos en el proceso de purificacion.

Con el fin de buscar una altemativa para hacer mas sencillos,
economicos y aplicables los procesos de putificacion desarrollados para las
GHs, se estudi6 la posibilidad de analizar otros procesos, opténdose por la

Cromatograffa de Afinidad con Metales Inmovilizados.



1.5.1 Cromatografia de Afinidad con Metales Inmovilizados.

En 1975 Porath, Carlsson, y Olsson introducen la cromatografia de
afinidlad con metales inmovilizados (Immobilized Metal Affinity
Chromatography 6 IMAC) como wuna nueva tecnologia para el
fraccionamiento de protefnas.Z En la década de 1980 Eugene Sulkowski pasa
la IMAC de un papel empirico a una herramienta analitica2 y en 1989 &1
mismo concluye que la afinidad de una proteina por un ion metalico
inmovilizado incrementa con el namero de residuos de histidina accesibles y
que la retencion varia con el i6n metalico empleado®.

El principio de este mecanismo se basa en el enlace coordinado de un
ion metélico unido covalentemente a un agente quelante, con una proteina
que tiene histidinas.

La cromatografia de afinidad permite separar moléculas especificas a
partir de una mezcla compleja de protefnas presentes en un medio de
crecimiento.

Los sistemas de purificacion que utilizan etiquetas de afinidad nos
dan las ventajas de permitir, en algunos casos, la purificacién de una
proteina en un solo paso, con un efecto minimo tanto en la estructura
terciaria de la protefna como en su actividad bioldgica, siendo aplicable a un

gran ndmero de proteinas.
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1.5.1,1 Etiqueta de poli-histidina.

La etigueta de poli-histidina es uno de los sistemas de etiquetado de
proteinas mas usados, estando basado en la afinidad de maltiples histidinas
(de 4 a 10) en tandem, con iones metalicos inmovilizados que pueden ser
Ni*2, Cu*?, Co*2 6 Zn*2 Los metales son retenidos por agentes quelantes (es
cominmente usado el &cido nitrotriacético Ni-TA) con grupos reactivos,

unidos covalentemente a un soporte sélido.

Una etiqueta de histidinas fusionada a la proteina de interés se une a
los cationes divalentes del ion (Ni*2, por ejemplo), inmovilizados en la resina
de Ia columna de afinidad (ver figura 2). Las protefnas que no se unen se
eluyen y la protefna de interés es recobrada posteriormente por elusién con
imidazol o reduciendo el pH. Los residuos de histidina en una secuencia de
poli-histidina tienen un pKa de 6 y es protonado cuando el pH es reducido a
4.5-5.3. Bajo estas condiciones la proteina etiquetada no puede unirse a los

iones y se disocia de la resina?.
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Figura 2. Purificacién por etiquetas de poli-histidina. Se observa una esfera de agarosa que
tiene un quelante (dcido nitrotriacéticco) reteniendo covalenterente a los iones Ni*2, Los
electrones que quedan libres interactfian con las seis histidinas que tiene la proteina de
interés. Para elufr ésta se agrega imidazol que compite con las histidinas por los electrones
(al ser muy parecidos en estructura). La figura fue tomada de www.sigma-aldrich.com

Se han hecho ya una cantidad considerable de estudios usando estas
etiquetas. Se comparo en uno por ejemplo, la eficiencia en la purificacién
con una etiqueta de seis histidinas contra la etiqueta de la Glutation 5-
Transferasa (GST), ambas en la regién amino ferminal de la proteina. Se
usaron una serie de 15 proteinas humanas diferentes, expresandolas en un
sistema bacteriano. Se observé que, si bien la pureza obtenida por los dos
métodos era similar, en algunas de las protefnas fue mayor el rendimiento

que se obtuvo con la etiqueta de poli-histidina que con la etiqueta de GST%.
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En este trabajo se decidié evaluar el efecto de una etiqueta de seis
histidinas en la expresién y la purificacién de la BGHr, construyendo dos
versiones del casete de la BGH uno con la etiqueta en la regi6n amino y otro
en la regién carboxilo, ya que reportes indican, que hay diferencias en la
expresién y purificacién de protefnas con poli-histidina de diferentes
tamafios (6-10 histidinas) y en diferente posicion (region amino o carboxilo
terminal de la proteina de interés). Estos sugieren que:

1) La posicién del tag afecta la unién de la proteina a la resina con
iones®,

2) La posicién del tag (region amino o carboxilo de la proteina
recombinante) afecta los niveles de expresion.

3) Se ha documentado que los tag protegen a las proteinas solubles de Ia

prote6lisis intracelular y aumenta su solubilidad?313233,

Woestenenk y cols (2004) purificaron 20 protefnas humanas etiquetadas
con seis histidinas en su regién amino o carboxilo, y ellos concluyeron que
para su trabajo la etiqueta en la regién carboxilo mejoraba los niveles de
expresion de las protefnas’. También, otros estudios como el de Mohanty y
cols (2003) afirman que la posicién de la etiqueta afecta algunas propiedades
de la protefna, como niveles de expresién y disolucién, mejorando las

condiciones de éstas®,
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La purificacién de protefnas con etiqueta de poli-histidina se ha
llevado con éxito a cabo en diversos sistemas de expresion comto bacterias®,
levaduras?’, células de mamifero® y células de insecto infectadas con
baculovirus®*4 y en la mayoria de estos trabajos se destaca la purificacién de

las protefnas recombinantes en uno o muy pocos pasos.

Se han ingresado més de 100 estructuras de protefnas con etiquetas en
el banco de datos de Protefnas (Protein Data Bank). De la familia GH-CSH
solo se han purificado la GH y la prolactina (hPRLY! humanas con el método
de etiquetado con histidinas,

En 1997, a Ia GH humana le fue agregada una etiqueta con 6 seis
histidinas en su regién amino, fue expresada en E. coli en una jarra de
fermentacién de 5 L y purificada en un solo paso, obteniendo 2.2 g/L de 1a

proteina con una pureza del 99%4%.
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1.6 JUSTIFICACION DEL TRABAJO.

Nuestro Laboratorio cuenta con una decena de cepas de Pichia pastoris
productoras de GHs de diversos organismos. Los esfuerzos para purificar
cada una de estas hormonas representan un gran reto, por lo que en este

trabajo se plantea desarrollar una estrategia de purificacion para la BGHr que

pudiera ser aplicable a todas eilas,
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CAPITULO 1T

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la factibilidad de producir la BGHr fusionada a una etiqueta de poli-
histidina y purificarla por cromatografia de afinidad con metales
inmovilizados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Modificar el casete de expresi6n de la BGH para introducirle codones
para la etiqueta de poli-histidina, ya sea en el extremo amino o en el
carboxi terminales.

2. Introducir los casetes modificados al genoma de P pastoris.

3. Ensayar la produccion de las BGHs etiquetadas con poli-histidina a

nivel matraz.

4. Desarrollar el esquema de purificacién propuesto, para las dos
versiones de las BGHs etiquetadas con poli-histidina.

5. Evaluar la eficiencia del nuevo proceso de purificacion de la BGHr
etiqueta de poli-histidina.
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CAPITULO III

ESTRATEGIA GENERAL
Clonacion en pTOPO
o e
wCS
X ’
- e \
PCDNA3.1(+) ‘ S ‘ [ﬁ] ‘ | pCR-XL-TOPO-R
+ : - /
} Amplificacion del casete de .
bGH
Digestién
Xho |
bo | Subclonacion en pPICY S
bGH
Sl sHS & HIS
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pPICY - h ﬂ,S@SOH | Avrdl
/
A\ o
l Construccién de plasmidos portadores del casete de bGH y/o etiquetas
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6HIS-COOH -  Aurll S ’
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Caracterizacion y
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candidatas
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Linearizacion
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fransformaciondecepasde
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Fermentaciones a nivel matraz y

esdlaiiieniv a biviveadlon Purificacion

Figura3. Estrategia general. Empleando la PCR, se amplificé el casete de la BGH a partir de
un plésmido portador del DNAc (pCDNA 3.1), incorporando via cambios en los
oligonucleétidos, sitios de restriccién y/o la etiqueta de poli-histidina. Este producto
amplificado fue clonado en pTOPO y subclonado en pPIC9. Se hizo una caracterizacién de
las clonas candidatas y una vez corroborada la fidelidad en la amplificacién, las
construcciones se linealizaron con la enzima Sac 1, para ser insertadas por recombinacién
homoéloga en el genoma de Pickia pastoris. Las cepas que incorporaron el casete, fueron
fermentadas a nivel matraz y escaladas en biorreactor. Se estableci6 un esquema de
purificacién con IMAC para estas construcciones y se evalué el rendimiento y la pureza del
nuevo proceso empleado.

Evaluar Rendimiento y Pureza
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CAPITULO IV

MATERIAL Y METODOS

41 MATERIAL

4.1.1 Reactivos quimicos y medios de cultivo.

Los diferentes juegos de iniciadores para amplificar el casete de la
BGH se adquirieron de las compaiiias SIGMA GENOSYS (Woodlands, Tx) y
de Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT Coralville, IA). Las enzimas Taq
DNA polimerasa, T4 DNA Ligasa y de restriccion se adquirieron de la

compaiifa New England Biolabs (NEB, Beverly MA, EUA).

Ademés se usaron los siguientes reactivos: acetona, alcohol
isopropilico, alcohol etilico absoluto, metanol de J.T.BAKER (Pillipsburg NJ.,
USA), Aceite mineral, acetato de sodio, 4cido clorhidrico, &cido glutdmico,
4cido sulfdrico, agar, agarosa, antifoam, bisacrilamida, B-mercaptoetarnol,
cloruro de calcio, cloruro de cobalto, cloruro de potasio, cloruro de sodio,
cloruro de zinc, dicromato de potasio, dimetil sulféxido, EDTA, etanol,
glicerol anhidro, glucosa, hidroxido de amonio, hidréxido de potasio,
hidréxido de sodio, histidina, TEMED, leucina, L-metionina, sulfato de zinc,
urea, yoduro de potasio, yoduro de sodio, lisina, nitrato de plata, persulfato
de amonio, polietilenglicol, sorbitol, sulfato cfiprico, sulfato de amonio,

sulfato de calcio, sulfato de magnesio, sulfato de potasio de SIGMA-
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ALDRICH (St. Louis MO, EUA). Bactoagar, bactopeptona y yeast nitrogen
base (YNB) de DIFCO (Sparks, MD, EUA). Azul de Coomassie de BIO-RAD
(Hercules, CA. EUA). Leche svelty de NESTLE. El estuche para la clonacion
en pTOPO se adquirié de Invitrogen Co. (Gaithersburg, MD. EUA). Resina y
estuche de Buffers para protefnas etiquetadas con histidinas de Novagen

(Darmstadt, Alemania).

4.12 Biolégicos.

El plismido pCDNA 3.1(+) portador del casete de la bGH fue
proporcionado por el Centro de Investigacién de Alimentacién Animal de
E.U, (USDA, ARS, US, Meat Animal Research Center). El plasmido pCR®-
XL-TOPO® y las células electrocompetentes™ TOPIOOR del estuche
TOPO®XL-PCR Cloning de Invitrogen Co. (Gaithersburg, MD. EUA). La
subclonacién para transferencia a la levadura se realizé en el plismido
pPIC9 proveniente de la plasmidoteca de la ULIEG, Este fue transformado en
la cepa de E, coli XL-1Blue. Para expresar los casetes se uso la cepa de Pichia

pastoris GS115, estas dos altimas cepas provenien de la cepateca de Ia ULIEG.

4.1.3 Equipo.

Se emplearon los siguientes equipos y aparatos: fermentador New
Brunswick Scientific Bioflo 3000 (Edison, N.J. USA), regulador de voltaje
MODEL 500 marca BRL, microondas marca Goldstar, pH-metro modelo

420A  marca ORION, mechero fisher 1201-21, pipeteador Pipet-aid
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Drumond Scientific Co., plancha de calentamiento marca CORNING PC-35,
biofotémetro marca Eppendorf, bafio seco Thermolyne Type 17600 Dry-Bath,
electroporador BIO-RAD Pulse Controller Plus Gene pulser II, campana de
seguridad clase @I Labcono  Purifier class II, refrigerador-congelador
General Electric, fuente de poder Gibco BRL Electrophoresis Power Supply

Model 250 y un termociclador PTC-100 Programmable Thermal Controller,

M.J. Research, Inc.

Para la digitalizacién y el andlisis de los geles se utilizaron los
programas GEL DOC 1000/ PC y Gelpro32 analyzer de BIO-RAD (Hercules,
CA. EUA). Los programas utilizados via INTERNET fueron: Entrez NCBI
{National Centre for Biotechnology Information), BLAST Network Service
(Blaster), Gene Bank (ICGEB, Trieste, Italia), CLUSTALW, el programa
utilizado para comunicacién en la red fue Microsoft Internet Explorer 6.0. El
procesador de texto utilizado fue Microsoft Word XP Home Edition

{Microsoft Corporation) y €l procesador grafico fue Microsaft Photo Editor

{Microsoft Corporation).
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4.2 METODOS

4.2.1. Construccién de plismidos.

Con el cDNA de la BGH se plane6 la construccién de tres pldsmidos:
uno de ellos presenta una etiqueta de seis histidinas en la regién amino
terminal del casete, el otro la presenta en la regién carboxilo, para asf evaluar
6i existieran diferencias en el proceso de purificacién con estas dos versiones
(tomando en cuenta reportes en donde existen diferencias en la eficiencia de
purificacién de protefnas que portan etiqueta en uno u otro extremo®%®), La
Gltima construccién no posee etiquetas y se utilizé sélo como un testigo para
el proceso de produccién y purificacion.

En las figuras 4, 5 y 6 se describen las estrategias seguidas para cada

construccién,
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Figura 4. Esquema de construccién del plismido pPICINHr6His-BGH. Para esta
construccién se amplificaron dos fragmentos: uno a partir del vector pPICY, que le agregara
un nuevo sitio de restriccidn y seis histidinas, y otro a partir del pCDNA3.1 que amplifica el
casete de la BGH con sus respectivos sitios de restriccién para la subclonacién. Estos dos
fragmentos se introdujeron al vector pTOPO y luego fueron cortados en los respectivos
sitios, realizando la ligacion de los dos fragmentos al vector pPICS,
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Figura 6. Esquema de construccién del plésmido portador del casete de la BGH sin
etiqueta de poli-histidina, Se amplific6 el casete de la BGH incluyendo los sitios de
restriccién y se introdujo por vector “T” al plésmido pCR®-XL-TOPO®. Se cortd en los sitios
Xho 1y Avr 11, y se lig6 en el plasmido pPIC9 que posee los mismos sitios tirticos.
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4.2.1.1 Amplificacion del casete de BGH.

Se amplificé el casete de la BGH a partir del plasmido pCDNA3.1 en

un termociclador PTC-100 (M.J. Research, Inc.) con diversos juegos de

iniciadores (la amplificacién de cada fragmento fue llevada a cabo en las

mismasg condiciones que las otras), en los cuales se inclufan los sitios de

restriccion respectivos para la posterior clonacién en el vector pPIC9.

Antes de llevar a cabo la amplificacién se agregé una gota de aceite mineral

para evitar la evaporacién de las muestras y se prosiguié con el programa y

condiciones detallados en los cuadros inferiores.

Cuadro 3. Programa para la amplificacion del casete de Ia BGH.

ETAPA TEMPERATURA °C | TIEMPO
1. Desnaturalizacién inicial 95 5 min
2. Desnaturalizacién 94 40 seg
3. Apareamiento 60 1 min
4. Extensién 72 1 min
5. Ir al paso 2, 28 ciclos
6. Extensioén prolongada | 72 | 7min
Cuadro 4. Condiciones de PCR para la amplificacién del casete de la BGH.

REACTIVOS VOLUMEN | CONCENTRACION
Buffer 10X 5ul 1X
MgClz (25 mM) 2ul 2mM
dNTP’s (10 mM) 1.5p 200 pM
Primer 1 (100 pmol) 24l 200 pmol
Primer 2 (100 pmol) 2ul 200 pmol
Taq (GU/p) 0.5ul 250
HO 36.5 pl —
DNA 0.5 ul —
Volumen final 50 pl e
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De las reacciones de PCR se corrieron en gel de agarosa 5 pl (1/10 del

volumen de reaccién) para verificar el éxito de la misma.

4.21.2 Clonaci6n de fragmentos amplificados en pTOPO.

Los fragmentos amplificados fueron clonados en el plismido
comercial pCR®-XL-TOPO®, siguiendo las indicaciones del estuche
TOPO®XL-PCR Cloning de INVITROGEN. Este paso fue usado para contar
con una cantidad suficiente de producto amplificado para las posteriores
manipulaciones.

Se crecieron las bacterias transformadas en placas con agar LB-
kanamicina a 37°C por 18-20 horas. Después de este tiempo, de las colonias
que crecieron  se seleccionaron clonas candidatas y se procesaron por la
técnica de las minipreparaciones con el protocolo descrito por Sambrook y

cols. 4

4.2.1.3 Caracterizacion de clonas candidatas.

Las clonas candidatas fueron caracterizadas por retraso en la
migracién en el gel de agarosa, de los pldsmidos que incorporaron el
producto amplificado con respecto al plasmido sin producto amplificado,
Estas clonas retrasadas fueron ademads caracterizadas por digestion con la

enzima Eco RI que flanquea el sitio mdltiple de clonacion.
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4.21.4 Secuenciacién.

Como una dltima prueba de caracterizacién, fueron secuenciadas las
clonas candidatas con el estuche de LiCOR y con los primers M13 reverso y
forward marcados con RDye™800 y 700 y que se aparean en el plasmide
pTOPO, La reacci6n para secuenciacién fue cargada en un gel de poli-
acrilamida al 3.7% con urea al 50% y resuelta en el secuenciador LICOR DNA

2000.

4.21.5 Subclonacién en pPIC9,

Los casetes y fragmento clonados en pTOPO se digirieron con las
enzimas de restriccion respectivas. La digestibn se corrié en un gel de
agarosa al 1% y se cort6 Ia banda de interés y se siguieron las indicaciones
del protocolo del estuche QUIAEX II. Una vez que se purificé la banda, se
prepar6 una reaccién de ligacién con el vector de subclonacién pPICS.

En las siguientes tablas (figuras 7 y 8) se describen las cantidades que
fueron usadas tanto para la restriccion como para la ligacion de los
fragmentos, asi como una figura respectiva, en donde se indica de donde

provienen los fragmentos cortados y los fragmentos que fueron ligados.
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Reactivo Volumen(lx)  Reactivo Volumen(lx) Reactivo Volumen(1x)

MO 142 M 146
ﬁ%aﬁwe?‘;mx légﬂ 21%&5@41@( ?_Uﬁ Iﬁ%?ﬁﬂerfimx 2.0$
BsHI4 U/l  05u BssHH4U/uWl 05yl  BSA 100x 05u
AdtB20U/u 104l Aor4U/ul 104 Xwo120U/ul tl)i(‘;ul

DNA12pg/u. 250  DNA13pg/ul 234 £rllaly/ ul 1.‘45
Volumentotal 200l Volumentotal 200  Volumentotal 200

F/\H%Xho!

pPICODGH  Yorll prcapcH Al

<’

Reactivo Volumen(lx})  Reactivo Volumen (lx)  Reactivo  Volumen (1x)

Agua MQ 14.0 Agua 133 Agua MQ 140
NEBuffer 4 10X 205 Nmﬁ‘;mx 20$ NEBuffer 4 10X 205}
Gl oo 2IDUAL 02 B e
- Awr4U/W 05 -
AvrI4U 1.0 Avrl4U 10
DﬁAl.S@m zoffll DNA15pg/ul. 40ul DNAZOL{g%l 2.0{3

Volumentotal 200u  Volumentotal 200ul  Velumentotal 200pl

Figura 7. Digestiones para sublconactén en pPIC9. A) Digestion para fragmento Aatll-Xhol.
B) Digestion para pTOPOBGH6HisCOOH. C)} Digestion para pTOPOEKBssHil. D)
Digestion para pTOPOBGH. E) Digestién con pPIC9DGH con enzimas Aat 11 y Aor Il F)
Digestion con pPICODGH con enzimas Xho 1 y Avr 11
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Aarll

-~

A

Aat]y pssH Il

Avrli 7~

Ry

/ a Bem b vri

REACTIVO Vol. (1x)
Agua MQ 10.7 pl
Buffer T4 ligasa 10X 2.0
ATP 10 mM 2.0
llr:)sﬁ;t’oml. 25 ng/ pl B 1+1 1
Esqueleto { 100 ng/ ul) 3.0 ul
T4 DNA ligasa 460 U/l 0.3 ul
Volumen total 20.0 pl

B

Vector: 6619 pb
Fragmento A: 1452 pb
Fragmento B: 611 pb

Relacidn vector-sinserto 1:1:1

/l F\)J{’ho I
= I
Avrn'+ %8
/ Avr lf
REACTIVO Vol.(1x)
Agua MQ 10.5 ul
Buffer T4 ligasa 10X 20u
ATP 10 mM 20p
Inserto 2.5( ng/ W) 4,04
Esqueleto 115 { ng/ W) lu
T4 DNA ligasa 400 U/ul 0.5 ul
Volumen total 20.0 it

Vector: 7984 pb
Fragmento : 617 pb

Relacién vector-iinserto 1:1

C

/\ h\fw!

’Avﬂ! i
+ N
/ Avr

REACTIVO Vol. {1x)

Agua MQ 122
Buffer T4 ligasa 10X 2.0 ut
ATP 10 mM 20pu
Inserto 9 ( ng/ i) 20
Esqueleto 115 ( ng/ i) 1.0 ul
T4 DNA ligasa 400 Ujul 0.3
Volumen total 20.0 pl

Relacion vector-ainserto 1;1

Vector: 7984 pb

Fragmento : 599 pb

Figura 8. Ligaciones para subclonacién en pPIC9. En cada tabla se especifican las
condiciones usadas para la ligacién y Jos fragmentos que iban a ligarse, asf como la relacion
vectorinserto que fue usada. A) ligacién para obtener la construccién pPICNH-6His-BGH.
B) ligacién para obtener la construccion pPICBGH-6His-COCH, C) ligacién para obtener la

construccién pPICSBGH.
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La ligacién se llev6 a cabo a 16°C por 16 h, después de lo cual se
inactivo a 65°C por 10 min. Los pldsmidos ligados fueron transformados en

cepas de E.coli XL1-Blue.

4.2.1.6 Transformacion “Ultra~competente” de E. coli

Se sigui6é con el método de transformacién ultracompetente descrito
por Sambrook, pero se realizaron algunas modificaciones. A continuacion se
describe el protocolo.
4.21.6.1 Preparacién de las bacterias:

Inocular un medio con 1as bacterias XL1-Blue y crecer toda la noche
en LB (con tetraciclina en una concentracién de 5 pg/ml). Por la marfiana,
tomar 1 ml de este medio e inocular en 100 ml de medio SOB, crecer a 37°C
hasta una DOsp= 0.4. Colocar en hielo durante 10 min. Centrifugar a 2500g
(5000rpm) durante 10 min a 4°C. Resuspender gentilmente en 20 ml de
CaClz 0.1 M. y colocar en hielo durante 20 min. Centrifugar a 2500g (5000
rpm) por 10 min a 4°C y remover el CaCla. Por gitimo resuspender en 2 ml
de CaCl; agregando DMSO a una concentracién final del 7% y colocar en
hielo durante 10 minutos.
4.21.6.2 Transformacién de las bacterias:

Mezclar 100 pl de células con un tercio de la reaccién de ligacién e
incubar en hielo por 30 minutos (para cada ligacién). Realizar el choque
térmico a 42°C por 90 segundos en bafio de agua sin agitacibn e
inmediatamente poner el tubo en hielo por 1-2 minutos. Agregar 0.9 ml de

medio LB a temperatura ambiente e incubar 1 hra a 37°C, 225 r.p.m. Después
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de este tiempo centrifugar 10 minutos a 5000 r.p.m. y resuspender la pastilla
en ¢l aprox 50 pl de agua destilada. Plaquear en cajas con medio

LB+ampicilina+tetraciclina e incubar toda la noche.

De las colonias que crecieron se seleccionaron candidatas y se

caracterizaron por PCR, por digestion y por altimo por secuenciacién

4.2.1.7 Caracterizacién por PCR y con enzimas de restricci6n.

Las clonas candidatas fueron caracterizadas por PCR con los primers
AOX1 que flanquean la region en la que se introdujo el gen, que es de
aproximadamente de 1050 pb. Se corri6 la reaccién en gel de agarosaal 1% y
se tiii6 con bromuro de etidio.

Se caracteriz6 con la enzima Py II, esta enzima tiene un sitio dentro
del casete de la BGH, lo que nos permitiria diferenciar el fragmento clonado
de la hormona de perro (se utiliz6 el esqueleto de vector de esta hormona).
La caracterizacién con esta enzima nos liberaba cuatro fragmentos de 4908,

2948, 494 y 276 pb.

4.2.1.8 Caracterizacién por secuenciaci6n nucleotidica.
Las clonas fueron caracterizadas por secuenciacién con el estuche de
LiCOR con ddNTP’s marcados IRDye™800 y con los primers pPICFM

(forward) y PPICRM (revetso) que se aparean en el pldsmido pPICY.
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43 Integracién de los vectores pPICIBGH, pPICONH-6His-BGH y

pPICIBGH-6His-COOH al genoma de P. pastoris.

Los vectores fueron linealizados con Sac I, con 2 p! (que corresponden
a 2 pg) de vector en 50 pl de reaccién. Se seleccionaron candidatas, las cuales
fueron crecidas en medio YPD a 30°C por 24 horas para extraer el DNA

genémico de la levadura y determinar el fenotipo de cada clona candidata.

4.3.1 Protocolo para electroporacién en P. pastoris.

(Protocolo del manual de P. pastoris de Invitrogen)

Inocular la cepa GS115 en un tubo con 10.ml de medio YPD y crecer en
agitacién a 30°C. Leer la DOgoo hasta alcanzar 3-4. Inocular 250 pl de este
tubo en un matraz con 250 ml medio YPD (el objetivo es tener las células en
fase log por la mafiana con una DO de aprox. 1). Centrifugar las células en un
recipiente de 1L por a 3000 rpm por 10 min. Resuspender en 250 ml de agua
helada (sin vortexear). Transferir a un recipiente de 500 ml y centrifugar a
3000 rpm por 10 minutos. Resuspender en 20 ml de sorbitol 1M frio y
transferir a un tubo falcon de 50 ml y centrifugar a 3000 por 10 minutos.

Resuspender en 1 ml de sorbitol 1M, y mantener en hielo.

Usar 80 pl de la las levaduras para la trasformacién y agregar 15 p1l de

la digestion con Sac I (aprox 1/3 del total) transferir a una cubeta para
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electroporacién y mantener en hielo por 5 minutos. Electroporar las células
de acuerdo a los pardmetros establecidos para Saccharomyces cereviseae
(indicaciones sugeridas en el manual del electroporador) e inmediatamente
después agregar 1 ml de sorbitol IM frio y plaquear distribuyendo todo el

volumen en 4-5 cajas con medio RDB y dejar crecer a 30°C por 3-5 dias.

Después de este tiempo se seleccionaron clonas candidatas y se les

realiz6 una extraccién de DNA genémico por la técnica de TSNT.

4.3.2 Reaccién de PCR para confirmar la integracién genémica.

Para el analisis del fenotipo por PCR se utilizaron los primers AOX1 que
amplifican el gen de la alcohol oxidasa que se encuentra en el genoma de la
levadura. Debido a los eventos de recombinacién (figura 9) se pueden
esperar dos tipos de cepas, las mut* (Metanol utilization plus: fenotipo
silvesire de utilizacién de metanol) y las mutt (Metanol utilization slow:
fenotipo que metaboliza lentamente el metanol, al carecer del gen de la
alcohol oxidasa, debido a un evento de reemplazamiento en este gen). En la
amplificacién con los primers AOX1 se observarian dos bandas: de 1050 pb y
2105, en el caso de la cepa mut* y una sola la banda de 1050pb en el caso de

la cepa mufe.
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Insercion Génica Reemplazamiento Genético

Amplificacion con
primers AOX

Amplificacién con
primers AOX T )
1050pb
Casete BGH dentro de Cﬂfeﬁe BGH dentro‘ de
Gen sitios AOX provenientes sitios AO).( provenientes
endégeno del plasmido del plasmido
2105pb

Figura 9. Recombinacién en el genoma de P. pastoris, La incorporacion del plasmido
pPICY dentro del genoma del P. pustoris puede llevar a cabo eventos de recombinacién como
la insercién génica (generalmente resulta en cepas mut*), en donde al amplificar ¢l DNA
gendmico y visualizarlo en gel de agarosa observarfamos dos productos (el gen propio de la
levadura, y €l nuevo casete introducido), o podriamos esperar un remplazamiento genético,
en donde se observarfa finicamente el fragmento amplificado del nuevo casete introducido
que ha remplazado al gen de la levadura (generalmente resulta en cepas muts).

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 15 pl con
1.5 pl Buffer de PCR 10X, 1.5 pl MgCly, 0.5 pl dNTP, 150nM de cada AOX1 5’
y AOX13” (0.5 pl ¢/u), 0.2 U Taq DNA polimerasa (Promega) y 0.5 pl de
DNA utilizando el programa que sugiere el estuche de P. pastoris para los

ptimers AOXL.
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4.4 Fermentacién en matraz.
(Protocolo del manual de P. pastoris de Invitrogen)

Inocular una colonia de cada una de las clonas candidatas en 50 ml de
medio BMGY en matraces de 250 ml. Dejar crecer a 30°C en agitacién a 250
rpm hasta que el cultivo alcance una D.O.600n=10. Tomar el volumen a
empastillar y centrifugar a 6000 rpm durante 5 min. Resuspender la pastilla
en 25 ml de medio BMMY (iniciar la induccién con metanol al 0,5%), e
incubar a 30°C durante 72-140 horas. Para mantener la induccién del gen
heter6logo, agregar metanol al 1% cada 24 horas.

Una vez terminado el tiempo de fermentacitn, centrifugar a 6000 rpm
durante 12 min y dializar el sobrenadante obtenido de estas fermentaciones
con buffer Tris 20 mM pH 8.4 haciendo cambios cada cuatro horas por 4

veces,

Se tom¢é un volumen determinado de cada muestra y se precipitaron
las protefnas del medio usando metanol/cloroformo. Las muestras se
corrieron en un gel de poliacrimamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) al 20% a 80 volts hasta que las muestras entraron en el gel
separador y después de esto se aumentt el voltaje hasta 130 volts.

El gel fue tefiido con colorante azul de coomassie por 12 hrs y después
de este tiempo se destifié con solucién decolorante hasta que fueron visibles

las baridas de interés.
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4.5 Producci6n en biorreactor.

Se llevaron a escala de biotreactor las construcciones con etiquetas de
histidinas en la regién amino y en la region carboxilo, siguiendo el protocolo
desarrollado por Ascacio M. (2004)., La fermentacién se Ilevé a cabo en un

biorreactor Bioflo 3000 de New Brunswick Scientific de 1 litro.

4.6 Ultraconcentracion de las muestras.

Se tomaron 100 ml de cada fermentacién de biorreactor y se
utlradializaron en una unidad de ultraconcentracion con tris-ct 20 mM, en un
bafio de hielo con agitacién y a una presién de 40 psi, hasta reducirse el
volumen a aproximadamente 4-5 ml. La membrana para ultraconcentrar es
de un poro de 10,000 Daltons. Las muestras ultraconcentradas fueron

cuantificadas por Bradford y corridas en gel SDS-PAGE para verificar la

integridad de las protefnas,

4.7 Western blot.

Para corroborar la identidad de las proteinas producidas se realiz6 un
western blot utilizando un anticuerpo anti-BGH que es producido en nuestro
laboratorio (Pérez y cols 2003)*® y como segundo anticuerpo se uséd
anticuerpo anti-conejo conjugado de peroxidasa de rdbano.

4.7.1 Transferencia electroforética.
Lienar de agua la unidad refrigerante de la cAmara de transferencia y

congelar a -20°C.
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Realizar un SDS-PAGE con Jas muestras de cada fermentacién asi como
controles (Albimina sérica bovina y el testigo negativo de expresién como
controles negativos para la reaccién y BGH comercial como control positivo).

Usando guantes para evitar contaminacion en el manejo de la
membrana: equilibrar el gel y se sumergir Ia membrana, papel filiro y la
esponja de fibra en buffer de transferencia (de 15 min a 1 hra en dependencia
del grosor del gel).

Ensamblar el sdndwich y rotular la membrana de nitrocelulosa
sefialando con un lapiz la orientacién en la que se realiz6 previamente el
SDS-PAGE.

Colocar:

- El casete sobre una superficie limpia con el lado gris hacia arriba.

- La esponja de fibra prehumedecida.

- Dos hojas de papel filtro Whatman prehumedecidas.

- La membrana de nitrocelulosa prehumedecida.*

- El gel equilibrado.*

- Dos hojas de papel filtro Whatman prehumedecidas.

- Laesponja de fibra prehumedecida.
*Revisar que no queden burbujas de aire, remover las que quedaron
rodando sobre el sindwich un tubo de vidrio.
Cerrar el casete firmemente, siendo cuidadoso de no mover el gel y el papel
de filtro del sandwich y colocar el casete en el médulo, Adicionar la unidad

de refrigeraci6n, colocar el médulo en ia cdmara y llenar completamente con
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buffer. Agregar una barra de agitaci6n magnética y poner a girar lo mas
rapido pesible.

Conectar la fuente de poder e iniciar 1a corrida a 100 volits durante 1
hora 15 minutos,

Una vez terminada la corrida, desensamblar el séndwich y remover la
membrana para procesarla,
4.7.2 Inmunotincién.
Bloquear la membrana de nitrocelulosa con solucion bloqueadora durante 1
hr a 30°C. Realizar 3 lavados con 20 -25 ml de PBS-Twen (1:1000), durante
10 minutos cada lavado.
Hacer una dilucién 1:5000 de suero hiperinmune anti-BGH con buffer
diluyente y se colocar 30 ml en el recipiente incubando 2 h en agitacién a
temp ambiente.
Lavar 3 veces con PBS-Twen 20 (1:1000) 10 min cada uno.
Hacer una dilucién el anticuerpo anti-conejo conjugado con peroxidasa
1:15000 con buffer diluyente y se colocar 30 ml en el recipiente incubando 1 h
en agitacién constante a temp ambiente.
Lavar 3 veces con PBS-Twen 20 (1:1000) 10 min cada uno.
REVELADO: 30 ml de PBS 0.1 M pH 74 tibio (dejar previamente en
incubadora de 37°C) + 15 mg de 3°3" diamino bencidina, colocar la
membrana y agregar 60 pl de H20» al 30%. Detener la reaccién con 1 mi de
HC1 5 N. Realizar varios lavados con agua.
Finalmente colocar las membranas entre dos pedazos de papel filtro y

presionar entre dos cristales hasta que se sequen.
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48 Pruebas de purificacién.
Protocolo para la purificacién con IMAC de Novagen.

Preparar Ia resina de la siguiente manera; poner un ml de resina en un
tubo eppendorff de 2 ml, centrifugar por 4 min a 4000 rpm, eliminar el
sobrenadante y agregar 1.5 ml de agua destilada estéril, centrifugar de nuevo
en las mismas condiciones y descartar el socbrenadante. Repetir el lavado con
agua por 2 veces mas. Poner 1 ml de tris-Cl 20 mM pH 8.0, y pasar a un tubo
falcon de 15 ml en donde se agregé también la muestra (que ya habifa tenido
una didlisis previa con tris 20 mM pH 8.0 y una concentracién de 15 veces el
vol inicial), llevar a un volumen de 10 mi con tris 20 mM pH 8.0. Poner en
agitacién leve por 2 horas en el cuarto frio. Pasar esta mezcla a una columl;a
plastica de BIORAD de 1x9 cm. Dejar que se asiente la resina por 20 minutos
y recolectar la fraccién eluida en un tubo falcon de 15 ml (esta fraccion
cotresponde a las proteinas contaminantes en el medio de fermentacion).
Hacer dos lavados de 6 ml cada uno, con buffer de lavado que contiene 0.5
mM de imidazol, y recuperar las fracciones eluidas. Hacer un gradiente de
imidazol de 50, 100, 200 y 400 mM para ver con que concentracién podria
despegarse la proteina de la resina y recolectar las fracciones eluidas de
aproximadamente 6 ml de volumen total de cada una.

Un volumen de las fracciones fue precipitado y corrido en geles SDS-
PAGE para el anilisis del proceso de purificacién. Estos geles fueron
analizados por el programa Gelpro 32 de BIO-RAD. A cada una de las
fracciones recuperadas se les determinaron protefhas totales por Bradford

para ver que porcentaje del total representaban.
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CAPITULOV

RESULTADOS

5.1 Disefio de primers y amplificacién del casete de la BGH.

Para amplificar del DNAc de la BGH de Ias tres construcciones
(estrategia en figuras 4, 5 y 6), se disefiaron los primers que se describen en
las figuras 10, 14 y 16. Para el disefio de estos primers se tomo6 en cuenta la
secuencia del DNAe que codifica para la BGH madura, reportada en el

GenBank (gi | 30794287).

5.1.1 Disefio de primers y amplificacién para pPICNH>-6His-BGH.

Para esta construccién se disefiaron primers (figura 10), que se
adaptaban a una regién del casete della BGH y ademds agregan el sitio Aor
II (en el extremo carboxilo terminal del casete, primer antisentido), y en el
extremo amino terminal un nuevo sitio de restriccién Bss HII, asf como un
gitio de corte para la enterokinasa (primer sentido); esta enzima reconoce una
secuencia Asp-Asp-Asp-Asp-Lys y corta justo a la derecha de elia, lo que nos
da la posibilidad de remover la etigueta de poli-histidina. La remocién de

esta etiqueta es de importancia, ya que no se sabe afin si puede ser

inmunogénica.
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Sentido:

5" CIT CATgEgEZ_gggACgACgACgACAAATTCCCAgCCATgTCCTT gTCC 3
Bss HII  Sitio de corte de EK Casete B(

Antisentido:

5 CgA CACCT ggCIAG AAG GCA CAGCIG 3°
Avr II 1 Lasete BGH {

Figura 10. Primers para amplificar el casete de la BGH para la construccién pPICNH-
6His-BGH. Estos primers se acoplan en una regién al casete de la BGH y agregan los sitios
de restriccion Avr Il y Bss HII, ademds de un sitio de corte para la enterokinasa.

Se amplificé con estos primers a partir de un plasmido portador del casete de

la BGH, el producto final era de 611 pb, el cual fue corroborado en gel de

agarosa al 1% (Figura 11),
1 23 450606
Sitio Ek ]
Bss H1l “a
“ “ 11500
‘ 4507
3 2838
- 1700
@ Avor 1l

= 1093

PCDNA3.1(+) “ 805

611 pb BEE®
514

Figura 11. Amplificacién con primers para la construccién pPICNH-6His-BGH. Los
primers se acoplan a regiones terminales en el casete de la BGH y agregan los sitios de
restriccion BssH I y Avr Il para la estrategia de clonacién. Gel de agarosa al 1%, carril 1)
Control negativo, 2) pCDNA 3.1, 3) pCDNA3,1, 4) pPICECGH 5) BGH 6) marcador
A/ Pst. Se observa la banda del producto amplificado cuyo tamafio es de 611 pb.
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5111  Etiqueta de poli-histidina en el vector pPIC9.

Para la misma construccién (pPICNH2>-6His-BGH), pero en otra parte
de la estrategia (fig. 4), el vector pPIC9 fue modificado al agregarle seis
histidinas y un nuevo sitio de restriccién Bss HIL Esto fue pensado de modo
que, de ser factible el proceso de purificacién mediante el sistema IMAC, se
pudiera contar con el vector pPIC? con las 6 histidinas ya incorporadas y que
facilitaran la clonacién de los demis DNAcs de las diferentes GHs con las
quze cuenta el laboratorio, afiadiendo esta etiqueta en la regiéon amino de
cada una de ellas,

Para introducir las seis histidinas en pPIC9 antes de sitio Xho I (sitio
donde estin incorporados la mayoria de los casetes de las GHs) se disefiaron
los primers descritos en Ia figura 12, El primer sentido se diseiio a partir del
sitio anico Aat Il del plasmido pPIC9 y el primer antisentido a partir del sitio
anico Xho L En este primer ademas se agregaron las seis histidinas y el nuevo
sitto Bss HII Este nuevo sitio se agreg6 para facilitar Ia estrategia de

clonacion,

Sentido:

5 GTG CCA CCT GAC GTC TAAG 3’
Aatll

Antisenttido:

5°CTACT gCgCgC A’I‘g ATg ATg ATg ATg ATg TCT TTT CTC gAg AgA TACCCCTIC ¥
Bss H1I 6 Histidinas Xhol

Figura 12. Primets para introducir poli-histidina al vector pPIC9. Primer sentido con el
sitio Gnico Aat Il y primer antisentido con el nuevo sitio Bss Hil y las seis histidinas para
queglar incorporadas en el vector pPICY.

41




El producto amplificado de 1452 pb fue visualizado en un gel de agarosa al

1% (Figura 13).

Aat 1l

I =y - -l
1700 -
1093 B 2

805 W

514

Figura 13. Amplificacién con primers que incorpora poli-histidina al vector pPICY. El
primer sentido se pega al sitio Gnico Aat Il del vector pPIC9 y el primer antisentido se pega
al sitio Xho | y agrega las 6 histidinas y el sitio de restriccion Bss Hil para la estrategia de
clonacién. Gel de agarosa al 1%, se observa la banda det producto amplificado cuyo tamafio
es de 1452 pb.

5.1.2 Disefio de primers y amplificacién para pPICBGH-6His-COOH.

Para esta construccion se disefié un primer sentido que se adapta a la
region aminoterminal del casete BGH y agrega el sitio de restriccién Xho I 'y
un primer antisentido que se pega a la regién carboxilo terminal, interrumpe
el codén STOP y agrega las seis histidinas e incluye el sitio de restriccién Avr
II para la estrategia de clonacién (figura 14).
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Sentido:
5" gCTgA CTC &g AAA AgATTC CCA gCC ATgTCCTTg 3"

Xhol Casete BGH

Antisentido:

5" CgTCTCCTAgeCTAATgATgATgATgATgATggAAggCACAgCTgeCCTCCCCRAA 37
Aor 1 Stop 6 Histidinas Casete BGH

Figura 14. Primers para la construccién del vector pPICBGH-6His~COOH. Sentido: se
adapta a la regién amino del casete de la BGH e incorpora el sitio Xho I Antisentido: se
interrumpe el codén STOP del casete de la BGH para agregar las histidinas y se incluye el
sitio Avr 1L

El producto amplificado fue visualizado en gel de agarosa al 1% y se

observo la banda esperada de 617 pb (figura 15).

Xhol

| pCONA3.1(+)

1093 | i ‘.

o0 =‘. . 617 pb
514

v

Figura 15. Amplificacién con primers para la clonacién del casete BGH para la
construccitm pPICBGH-6His-COOH. Los primers agregan los sitios Xho 1y Aor Il y las seis
histidinas en la regi6n carboxilo terminal del casete de la BGH. Gel de agarosa al 1%. Carril
1) A/Pst, 2) Contral negativo, 3) pCDNA3.1, 4) pCDNA 3.1 5) pPICEcGH 6) BGH. Se
observa la banda del producto amplificado cuyo tamaito es de 617 pb.
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8.1.3 Disefio de primers y amplificacién para pPICBGH

Para esta construccién se disefié un primer sentido que se adapta a la
regién amino terminal del casete BGH y agrega el sitio de restriccién Xho I,
as{ como un primer antisentido que se pega a la regién carboxilo e incluye el
sitio de restriccién Aor I para la estrategia de clonaci6n en el vector pPIC9

(figura 16).

Sentido:

5" gCTgA CTC gAg AAA AgA TTC CCA gCC ATg TCC TTg 3°
Xho 1 Casete BGH
Antisentido:

5" CgA CACCTA gpC TAG AAG GCA CAG CTG 3°
Avrll  STOP Casete BGH

Fignra 16, Primers para la construccién pPICBGH. Estos primers se pegan a la regién
amine y carboxilo terminal del casete dela BGH y agregan los sitios Xho 1y Aor 11

Se amplific6 la regibn segin las condiciones descritas en la
metodologfa y se verific6 In amplificacién en gel de agarosa al 1%, en donde
se visualiz6 la banda de 599 pb, correspondiente al tamanio del producto

amplificado (figura 17).
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Figura 17, Amplificaci6n para la construccién pPICBGH. Los primers se pegan al casete en
su regi6n amino y carboxilo y agregan los sitios de restriccion Xho ¥ y Avr I Gel de agarosa
al 1%, Caxril 1) control (-), 2) pCDNA3,1, 3) pCDNA3.1, 4) pPICEcGH 5) BGH 6) A/Pst. Se
observa el producto amplificado cuyo tamafio es de 599 pb.

5.2 Clonacién de los fragmentos amplificados en el vector pCR®-XL-
TOPO®.

Los fragmentos amplificados fueron clonados siguiendo las

indicaciones del estuche TOPO®XL-PCR de Invitrogen,

5.2,1 Caracterizacién de clonas candidatas,

Se levantaron alrededor de 20 colonias de cada una de las clonaciones,
de las cuales un 80-100% resultaron contener el fragmento insertado. Esto fue
carroborado por caracterizacién por PCR con los primers M13 que se pegan a
ambos lados del inserto (figura 18), y por secuenciacién con los mismos
primers. Ademds se caracteriz por digestion usando las enzimas Eco RI,
cuyo sitio en el vector se encuentra flanqueando el inserto y Pst II que se

encuentra dentro del fragmento insertado (figura 19). El fragmento para
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incorporar las hisitidinas en el vector pPIC9 fue caracterizado por retraso,
por digestion con la enzima Eco RI (figura 20) y por secuenciacién.
12 3456 7 wvpst
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Figura. 18. Caracterizacién por PCR con primers M13. Carril 1 y 2) clonas candidatas de
pTOPOBGHS6 HisCOOH, carril 3y 4) clonas candidatas de pTOPOEKBssHI, carril 5, 6 y 7)
clonas candidatas para pTOPOBGH, los fragmentos esperados son de 858, 854 y 840 pb,

respectivamente.
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Figura 19. Caracterizacion por digestién con Eco RIy Pox IL. A, By C) Caracterizacién con
enzimas Eco RI- Pst 1 se muestra el pldsmido con los sitios de restriccién para la
caracterizacién y los geles de las caracterizaciones, asf como los fragmentos esperados.
Todos corridos en geles de agarosa al 2%.
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Figura, 20. Caracterizacién en pTOPO. A) se observan 10 clonas candidatas retrasadas,
pTOPO sin inserto: 3519 pb pTOPO + inserto: 4954 pb. B) Se seleccionaron las clonas que
resultaron retrasadas con respecto al pldsmido sin inserto y se analizaron por caracterizacién
con la enzima Eco RI, liberando el fragmento insertado de 1452 pb. En el primer carril y
demdés carriles nones aparece una clona candidata sin restriccién y en el segundo carril y el
los demés carriles pares, la misma clona candidata digerida con Eco RI (asf se sigui6 para
una serie de 5 clonas candidatas). C) Vector pTOPO con inserto y los sitios de restriccién
para la caracterizacion.

5.3 Subclonacién de los fragmentos en el vector pPIC9.
Los vectores y los fragmentos fueron digeridos y purificados con el
estuche QUIAEX H (figura 21). Una vez purificados fueron ligados al vector

pPIC9 y transformados en cepas de E. coli XL-1 Blue.

Figura 21. Preparacion de los fragmentos y del vector para la subclonacién. A) Vector
pPIC9DGH 1) Cortado con Aat Il / Aor 11 2). Cortado con Xho I/ Avr 1. B) Verificacion de la
purificacion de los fragmentos digeridos y purificados con el estuche QUIAEX I 1)
fragmento de 1452 pb. Geles de agarosa al 1%.
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5.3.1 Caracterizacién por digestion y PCR de las clonas candidatas en
pPICI.

De las colonias crecidas se levantaron aproximadamente 6-10

candidatas de cada una de las construcciones y se analizaron por PCR con los

primers AOX1 del vector pPIC9 y por digestién con Pou II (figura 22).
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Figura 22. Caracterizacién por PCR y por digestibn. Geles de agarosa al 1% A)
Amplificacién con primers AOX; Control (+)., 1y 2) Clonaay b construccién pPICNH2-
6His-BGH, 3y 4) Clona ¢ y d construccién pPIC9BGH, 5 y 6) Clona e y f construccién
pPIC9BGH-6His-COOH, control (-} . B) Caracterizacién por Digestién con Pou I; 1 y 2)
clonas para pPICNH>-6His-BGH, 3 y 4) pPIC9BGH, 5 y 6) pPICIBGH-6His-COOH.
Fragmentios esperados: pPICBGH 4908, 2948, 494 y 276 pb. pPICS: 5074, 2949 pb, como
control para corte.

5.3.2 Caracterizacién por secuenciacion.

Para la secuenciacion de las clonas en pPIC9 se disefiaron los primers
pPIC9FM y pPICIRM que se acoplan a regiones flanqueantes del sitio
mltiple de clonacién (MCS) del vector pPIC9, més préximo a este que los
primers AOX1, con €l propésito de que la reaccién de secuenciacién fuera

més cercana al fragmento insertado (figura 23).
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ACX1 mﬂﬂPQ ond {824}
ACAGCAATAY ATAAACAGAA QGRAGCTGCC CTGTCTTAAA CCTITTTTTT TATCATCATT ATTAGCTTAC

5_AQX{ Primer Site (866-875

AT TTTAACGACT TTTAACGACA ACTTGAGARG

lf-Fw (946-1216)

ATCAAARAARC AACTAATTAT TCGAAGGATC CARRCG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCA
Met Arg Phe Pro Sey Ile Phe Thr Ala

GTT TTA TIC GCA GCA TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC RAC ACT ACA ACA GRAR GAT
Val Leu Phe Ala Ala Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro Val Asa Thr Thr Thr Glu Asp

GAR ACG GCR CAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA GGG CAT
Glu Thr Ala Gln Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly'l‘yrSer Asp Leu Glu Gly Asp

WCGHTGWGCPWW AAT AAC (GGG TTA TIG TIT ATA
Phe Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Phe Ile

acFackor Primer Ske (1152:1172)

Leu
:Iam
A&TAC’E‘ ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCTMAGAAGAAGGGGTAT@CTCGAGNAGA
Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ber|leu Gly Lys Arg

Signal clsavags 1204) m‘ &rm \ er

C;AGGC'I'GMGC'I'TACGTAGAATTC CT AGG]GCG GCC GOG ART TAA TTCGCCTTAG
Glu Ala Glu Ala Tyr Val Glu Phe |Pro Arg|Ala Ala Ala Asn ***

fom MRNA S end (1418)
GTATAGGATT TTTTTIGTCA

Figura 23. Primers pPIC9FM y pPICORM O Primers AOX1 I Primers pPICOFM y
PPICIRM. Entre los sitios [ ] Xho 1y Aor I, fueron insertados los casetes de la BGH.

Estos primers ademas servirfan para amplificar y secuenciar todas las
hormonas con las que cuenta el laboratorio, que se encuentran en el vector
pPICY.

En la figura 24 se describen los geles obtenidos mediante
secuenciacion, especificamente de las regiones en donde se encuentra la
etiqueta de las construcciones pPICNH:-6His-BGH y pPICO9BGH-6His-

COOH.
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Figura 24, Verificacién por secuenciacién mcleotidica. Geles analizados por el software de
secuenciacién. A) Gel para la consruccién pPICNH2-6His-BGH en donde se observan las 6
histidinas en tandem y el nuevo sitio de restriccién Bss HII, B) Gel para la construccién
PPICBGH-6His-COOH.

En la figura 25 se esquematizan las tres construcciones obtenidas en este

trabajo.

pPICNH2-6His-BGH

pPICBGH

pPICBGH-8His-COOH

Figura 25. Plésmidos construfdos. Se esquematizan los fres plasmidos portadores del casete
de la BGH en el vector de recombinacién pPICS.
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5.4 Incorporacién de los plasmidos en el genoma de P. pastoris.

Una vez que fue comprobada la identidad de las construcciones, se
Tinealizaron los pldsmidos recombinantes con la enzima Sac1 (de acuerdo con
el protocolo descrito por el Estuche para P. pastoris de Invitrogen) y se
transformaron en la cepa GS115 por electroporacién. De las colonias de
levadura que crecieron, se levantaron entre 36-37 colonias para detectar por
PCR si hubo 0 no insercién del casete por recombinacién homéloga. En el gel
(que corresponde a la figura 26) se muestran algunas de Ias clonas candidatas

que fueron analizadas por PCR con los primers AOX1.

W AR AU
go A2 B XD 6780 NNR BABB 7 -

AR TONOMADE NUE V (33-Raax

o g e B G s G S Sh G Gt . . G G G Gt G —————————
ENTED AT DE RTRT INTEHEY Y

Casete BGH

e O Waveld 12 34567 8 91011 1213141516171819 MM

Figura 26. PCR con primers AOXI para corroborar la presencia del casete de expresién de
la BGH. Serie de clonas candidatas para las diferentes cepas portadoras de las diferentes
versiones del casete de Ia BGH. Se observa que la mayorfa presentan el genotipo mut*

(presencia del gen AOX1 endégeno como el casete BGH exé6geno).
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5.5 Fermentaciones a nivel matraz.

Se realizaron fermentaciones a nivel matraz de las cepas que por PCR
fueron identificadas como muts. Se crecieron en 50 ml de medio rico (BMGY)
y se inducieron en BMMY por 96 horas. En la figura 27 se observan las
proteinas del medio de cultivo, resueltas por SDS-PAGE y tefiidas con azul

de coomassie.

4
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Figura 27. Fermentaciones a nivel matraz. Tiempo de induccién: 72 hrs metanol 1% crecidas
en medio BMMY SDS-PAGE 15%. Carril 1) Marcador de peso molecular, 2) BGH comercial,
3) NH;(His)6-BGH, 4) BGH, 5) BGH-(His)6COOH. Se abservan las hormonas producidas,
que en el caso de la versién con poli-histidina en la regi6n amino se ven dos bandas de 24 y
22 KDa. Se aprecia adem4s la diferencia en la expresion de cada una de ellas.

5.5.1. Anilisis de los geles.

En la visualizacién del gel de poliacrilamida se resalta que la cepa
portadora del casete para la versién de la hormona con las histidinas en la
regién amino es la mayor productora de hormona y que posee dos bandas
que dan reaccién con el anticuerpo policlonal anti-BGH (figura 32). Ademss,

se observa que es muy pobre la produccién de la hormona sin histidinas, lo
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e podria sugerir que las histidinas podrian estabilizar la proteina o
protegerla contra la protedlisis.

Usando el programa Gelpro32 de BIO-RAD, analizamos los geles, y
pudimos hacer una estimacién de la cantidad de la hormona de interés con
respecto a las proteinas totales producidas, presentes en el medio de
fermentaci6én; ademéds de darnos €l peso molecular de cada una de éstas
(figura 28). La cantidad de hormona que se obtuvo de las fermentaciones a
nivel matraz fue: Para la construccion NHx(His)e-BGH: 20.80 mg/L de
proteinas totales, de las cuales un 31% corresponde a NH(His)e-BGH, lo que
equivale a 6.4 mg/L de ésta. Para la construccion BGH-(His)sCOOH: 8.97
mg/L de proteinas totales, de las cuales un 20% corresponde a NHz(His)e

BGH, lo que equivale a 1.8 mg/L de ésta.
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Figura 28. Anilisis de los geles. Esquema con una tabla de anlisis dada por el programa en
donde se muestran los porcentajes de la protefna con respecto a las protefnas totales
visualizadas y los pesos moleculares de las mismas, Para NHz(His)sBGH se observan dos
bandas de 24 y 22 KDa. Para el carril de la BGH se observa una baja produccién de
hormona, & la altura de 22 KDa y para BGH-(His)¢COOH se observa una banda a la altura de
22.8 KDa.
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5.6 Fermentaciones en biorreactor.

Debido a que la cantidad de hormona producida en matraz no es
suficiente para hacer los ensayos de purificacién, se opté por fermentar en
biorreactor las construcciones con la etiqueta de poli-histidina en la region

amino y carboxilo terminales de la hormona.

La fermentacién de la cepa para la NHo(His)sBGH se llev6 a cabo con un
tiempo de induccién de 71 horas, terminando con un volumen de 500 ml
totales de medio. Se tomaron muestras para monitorear la densidad celular y
la cantidad de hormona producida (figura 29). La concentracion de protefnas
totales presentes en el medio fue de 418 mg/L, de los cuales un 25%

corresponden a la hormona, que equivaldria a 104 mg/L.

; e 3 45 6 7 8
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Figura 29, Fermentacién en biorreactor de la NH2(His)eBGH. SDS-PAGE 15%. Se
tomaron 20 microlitros de muestra directa del medio de fermentacién. Carril 1) Marcador
de peso molecular, 2) BGH comercial, 3 y 4) fermentacién a tiempo de induccién 0, 5) a 11
horas de induccién 6) 22 horas, 7) 46 horas y 8) 72 horas,

54



Para la fermentacién de la cepa BGH-(His)sCOOH, se llevo a cabo la
induccién en 48 horasy se termin6 con un volumen de 600 mlL El tiempo de
fermentacién se redujo por problemas técnicos. También se tomaron
muestras para monitorear la produccién de proteina (figura 30). Se obtuvo
una concentracién de 267 mg/L de proteinas totales, de los cuales un 10%

corresponden a la hormona, esto equivale a 26.7 mg/L.

12 3 4 5 6 7

Figura 30. Fermentacién en biorreactor de la BGH-(His)e-COOH. SDS-PAGE 15%. Se
tomaron 20 microlitros de muestra directa del medio de fermentacién. Carril 1) marcador
de peso molecular, 2) BGH comercial, 3) fermentacién a tiempo de induccién 0, 4) tiempo
de induccién 12 horas, 5) 23 horas 6) 36 horas, 7) 42 horas.

Analizando el comportamiento de las dos cepas en el curso de la
fermentaci6n, se determiné que ambas eran del fenotipo mut* (al observar
que toleraban bastante bien el metanol en la induccion, a diferencia de las
cepas mufs, las cuales lo metabolizan lentamente y no toleran altas

concentraciones del mismo).
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5.7 Ensayos preliminaries de purificacién

Se hicieron algunos ensayos de purificacion con las hormonas producidas a
nivel de biorreactor, y el mejor ensayo obtenido se visualiza en la figura 31.
Se procur6 que todo el proceso fuera llevado a cabo en pH 7.9-80. La
muestra se dializ6 con tris 20 mM pH 8.0 y se dej6 interaccionar con la resina
por 3 horas, la cual estaba previamente cargada con los iones niquel. La
resina fue luego lavada con 0.5 mM de imidazol (2 lavados de 6 ml) y se
corri6 un gradiente de elusién de 50, 100, 200 y 400 mM de imidazol. En la
figura 31 se observa que la protefna es retenida y eluida en la fraccién de 50
mM de imidazol. En el cuadro 5 se detallan las cantidades manejadas

durante el experimento, el porcentaje y la cantidad de protefna final

MAC 1aP MPM 2aP 1L 2L 50 100 200 400
- 86

:r;[ X 45

: 36

w29
24
20

14

kDa

Figura 31. Semipurificacion de la NH(His)sBGH. (MAC) muestra antes de cargar, (1aP)
fraccién elufda primaria, (MPM) marcador de peso molecular, (2aP) fraccién eluida al pasar
10 ml de tris 20 mM pH 8.0, (1L) 1 er. lavado con imidazol 0.5 mM, (2L) 2do. lavado con
imidazol 0.5 mM, {50, 100, 200 y 400) concentraciones mM de imidazol para elufr la proteina
de interés,
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Cuadro 5. Cuadro de resultados obtenidos en la semipurificacién de la NHz(His)6BGH
por IMAC,

Proteinas % que corresponde a pg/Lde
totales (pg/L) NH,(His)6BGH NH,(His)6BGH
Medio de
cullvo 950 25 2425
Purificacién " “
IMAC 180 60 108

* Fraccién obtenida de la elusién con 50 mM de imidazol.
** Esta cantidad corresponde al 45% de la proteina inicial (242.5 pg/L).

5.8 Western blot.

Para comprobar la identidad de nuestra proteina producida se hizo un
western blot previo al proceso de purificacion de las mueshas
NH:(His)sBGH y BGH-(His)sCOOH (Figura 32 A) . También se hizo un
western blot de las muestras después de un proceso de purificacién (figura

32 B). En ambas membranas se observa la proteina que migra ligeramente

arriba de la BGH comercial.
1 2 3 4 56 7 8 9 1 2 3 4 5

Figura 32 Anilisis por Western blot. A) Western blot de fermentacién en matraz. Carril 1)
Albtimina sérica bovina, 2) BGH comercial, 3 y 4) clonas para NHz(His)sBGH, 5y 6 clonas
para BGH, 7 y 8) clonas BGH-(His)sCOOH, 9) Clona de GH de rata. Las muestras para BGH
no estaban bien preparadas para correr la reaccién. B) Western de purificacién. Carril 1)
purificacién de NHz(His)eBGH elufda con 50 mM de imidazol, 2) elusién con 100 mM de
imidazol, 3) BGH comercial, 4) AlbGmina sérica, 5) pPIC9.
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CAPITULO VI

DISCUSION

Las tres construcciones que contienen el casete de expresion de la
BGH rindieron diferencias en los niveles de expresién y en el patrén
electroforético. Estas construcciones solo difieren en que dos tienen una
etiqueta de seis histidinas en los extremos de 1a BGH y la otra carece de esta
etiqueta, por lo que se esperarfan niveles de expresi6n muy similares. Sin
embargo, se apreciaron diferencias (ver figura 27), tal y como se han descrito
en trabajos como el de Mohanty y cols (2003). Estos investigadores
construyeron cuatro vectores de expresion para E. coli, que codificaban para
la protefna acuaporina Z (AqpZ): pET-NH6, pET-NH10, pET-CHé6 y pET-
CHI0 (estos vectores s6lo difieren en el numero de histidinas y su posicién
en el extremo amino o carboxi terminal), observando que: 1) La mejor
expresion de la acuaporina se consiguié usando la version amino terminal de
6 histididinas. 2) La expresion disminuy6 tres veces cuando se usé la
etiqueta de 10 histidinas. 3) Se disminuyé seis veces cuando se cambi6 la
posicion de la etiqueta a la regi6n carboxilo. 4) La versién con la etiqueta de
10 histidinas en la regién amino se uni6 mas eficientemente a la resina de
iones Co*2 del IMAC. Estos resultados son semejantes a los obtenidos en el
presente trabajo, en donde se detectd que el nivel de expresién de la BGH
con etiqueta en la regién amino resulta mayor que la version con la etiqueta

en el carboxilo e incluso que con la versién sin etiqueta.
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Se ha postulado que la etiqueta podria conferir mayor estabilidad a la
protefna (comparar con expresién de BGH sin etiqueta en figura 27)34 353,

Las nuevas secuencias modificadas de la BGH fueron analizadas en el
programa Prot Param tool46 (cuadro 6), mismo que arrojé que la construccién
con histidinas en el extremo amino, es en efecto, mas estable que las otras, lo

que concuerda con lo observado en nuestros resultados.

Cuadro 6. Caracteristicas de las protefnas recombinantes producidas, segtin el programa
ProtParam tool. En la tabla se observa que la vida media en levadura es tres veces mayor
para la construccién con histidinas en la regién amino que para las otras dos construcciones.

pPICBGH Ntmero de amino Vida media estimada:

acidos: 190 1.1 horas (reticulocitos de mamifero,

Peso molecular : in vitro).

217449 KDa 3 min (levadura, in vivo).

pl tebrico: 7.83 2 min (Escherichia coli, in wivo).
pPICBGH6HisCOOH | Némero de amino Vida media estimada :

acidos : 196 1.1 horas (reticulocitos de mamifero,

Peso molecular : in vitro).

22567.7 3 min (levadura, in vivo).

pl teérico : 7.88 2 min (Escherichia coli, in vivo).
pPICNH26HisBGH { Néamero de amino Vida media estimada :

acidos : 203 3.5 horas (reticulocitos de

Peso molecular mamifero, in vitro).

23383.5 10 min (levadura, in vive).

pl terico : 6.82 >10 horas (Escherichia coli, in vivo).

Sin embargo, de la construccion sin etiquetas se esperaria mejor nivel
de expresiém, por lo que seria ideal replantear las condiciones en la
fermentacion, y en caso de que no se mejoren, hacer otro tipo de ensayos,
como ver el uso preferencial de codones de la levadura, ver la posibilidad de
usar otro tipo de promotor, (si otro seria mis potente que el promotor usado

actualmente), ademas evaluar si es posible agregar una secuencia pequefia
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extra a la protefna que haga més eficiente la transcripcién del mensajero y a

su vez le de mayor estabilidad.

Comparada con la produccién a nivel matraz, las fermentaciones a
nivel de biorreactor aumentaron la expresién 16 veces en el caso de la
version amino y 15 veces en el del carboxilo. Sin embargo, se pudieron
mejorar ciertos aspectos que podrian haber dado como resultado una mayor
cantidad de protefna producida.

1) pH. Anteriormente se habfan hecho ensayos a nivel tubo de ensayo
con las protefnas, probando diferentes pHs. En estos ensayos se observé que
a pH de 6, los niveles de la protefna recombinante de interés sobresalian con

respecto a las proteinas endégenas de la levadura (figura 33).

ENSAYOS DE pH
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Figura 33 Fermentaci6n a nivel tubo para ensayos de pH. Geles SDS-PAGE al 12% con &l
ensayo de cepas fermentadas a nivel de tubo. El pH 6 (buffer citratos pH 6, gel central), fue
en el que mejor se expresaron las proteinas recombinantes (recuadro rojo dentro del gel) y en
el que menor produccién de protefnas endégenas hubo. El gel de la parte izquierda
corresponde al ensayo con buffer de citratos pH 5, en donde se observa una menor expresion
de las protefnas, El gel de la derecha corresponde a buffer de fosfatos pH 7.

60



Sin embargo la produccién a nivel de biorreactor esta estandarizada
para iniciar a un pH de 5, termindndose a pH de 4. Se realiza de esta manera
para evitar la degradacién por proteasas, ya que por el tipo de aspas de la
jarra de fermentacién provoca la lisis celular y por lo tanto la liberacién de
proteasas. Debido a que el pH 5 no es el 6ptimo para la expresion
preferencial de ]a proteina ex6gena, ésta disminuy6 su nivel de expresion con
respecto de las proteinas end6genas de la levadura. Esto fue mas evidente en
Ia fermentacién de la cepa BGH con poli-histidina en la regién carboxilo
(comparar figura 27, produccién en matraz con figuras 29 y 30 produccién
en biorreactor).

2) Fenotipo. En el desarrollo de la fermentacién en biorreactor se
observé que las dos cepas que se habian seleccionado por PCR (BGH con
etiquetas en regién amino y la versibn con etiqueta en carboxilo) se
comportaron como mut*, al responder rédpida y favorablemente al metanol.
En las fermentaciones a nivel de biorreactor de diversas GHs desarrollada en
nuestro laboratorio, se ha documentado que las cepas mut* son mejores
productoras de las hormonas recombinantest’2147, por lo tanto, al haber
seleccionado nosotros cepas mut*, obtuvimos una menor cantidad de

proteina de la que pudiéramos haber obtenido con cepas mut®.

Se realizaron ensayos preliminares de purificacién de las hormonas

recombinantes producidas en biorreactor y si bien ya se ha obtenido

aproximadamente un 60% de pureza y 45% de rendimiento (ver resultados
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pég 57) de la hormona con la etiqueta en el exiremo amino. Atin es necesario
ajustar mejor las condiciones del proceso. Se consideran variables a optimizar
el tiempo de interaccién de la proteina con la resina, y las condiciones de
astringencia del proceso, ya que en los intentos realizados se observ6 que
permitir un mayor tiempo de interaccién aumentaba la cantidad de protefna
retenida; aunque aumentaban también los contaminantes, por lo que hay que
compensar con una mayor astringencia, es decir, agregar una concentracién
de imidazol, como lo sugiere el protocolo de Novagen para minimizar por
competencia la interaccién de proteinas contaminantes con la resina.

Por lo anterior descrito, es necesario hacer mas ensayos para ver si es
posible obtener la pureza y rendimiento 6ptimos para esta protefna usando
esta cromatograffa, ya que como se menciond en los antecedentes se han
obtenido mejores resultados purificando hormona del crecimiento por IMAC
como en el reporte de Shin y cols (1997), quienes trabajaron con una
etiqueta de 6 seis histidinas en la regién amino de la GH humana,
expresandola en E. coli en una jarra de fermentacién de 5 L. Ellos reportan
que la purificacién fue realizada en un solo paso, obteniendo 2.2 g/L de la

protefna con una pureza del 99%.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

De los ensayos realizados con los vectores para expresar en P. pastoris
proteinas recombinantes portando la etiqueta de poli-histidina en cualquiera

de sus extremos se puede concluir:

La etiqueta de poli-histidina es compatible con la expresién de la hormona

recombinante.

Aunque falta optimizar tanto la fermentacién como la cromatografia, es
posible deducir que, estos vectores facilitardn la expresién y purificacién de
las distintas GHs, para las que se han construido cepas por ingenierfa

genética en la ULIEG.
La purificacién por IMAC permiti6 obtener fracciones enriquecidas en la GH
recombinante fusionadas a la etiqueta de poli-histidina, requiriéndose atn el

optimizar el proceso.

El escalamiento en biorreactor incrementé en 16 (NH-6HisBGH) y 15 (BGH

6His-COOH) veces la produccién de la BGH recombinante
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Dentro del proceso de purificacién, es necesario ajustar las condiciones como
el tiempo de interaccién de la protefna con la resina y las condiciones de

astringencia del proceso, para optimizarlo.

A la par se requiere verificar la actividad biolégica de las fracciones
enriquecidas en la BGH recombinante etiquetada con poli-histidina, para

asegurarse que Ja manipulacién y modificacién no altera esta cualidad.
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