o S FSERPEE AT

1500

- 507

2838

G700

Avr 1l
: it 003
[ pcONAZ.1(+) M

| - . wsB05
614

Figura 17, Amplificacién para la construccién pPICBGH. Los primers se pegan al casete en
su region amino y carboxilo y agregan los sitios de restriccion Xho ¥ y Avr 1. Gel de agarosa
al 1%, Carril 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®XI-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
corroborado por caracterizacién por PCR con los primers M13 que se pegan a
ambos lados del inserto (figura 18), y por secuenciacion con los mismos
primers. Ademds se caracterizé por digestion usando las enzimas Eco Ri,
cuyo sitio en el vector se encuentra flanqueando el inserto y Pst II que se

encuentra dentro el 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 secuenciacion.
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Figura. 18. Caracterizacién por PCR con primers M13. Carril 1 y 2) clonas candidatas de
pTOPOBGHS HisCOOH, carril 3y 4) clonas candidatas de pTOPOEKBssHIJ, carril 5, 6y 7)
cdonas candidatas para pTOPOBGH, los fragmentos esperados son de 858, 854 y 840 pb,

respectivamente.
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Figwra 19. Caracterizacion por digestién con Eco Rl y 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 loe geles de las caracterizaciones, asf como los fragmentos esperados.

Todos corridos en geles de agarosa al 2%,



A B C

MP:t 12345678910
M : Eco RI
% Aatll

11603

5077:43"“ ‘ “““. pCR-XL-TOPOfrag6HIs
o

L

4954 bp
2838y

w gk
i i 1 :
¥ 14512790& " $ ﬁ i

2838 |
1158,

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 Rl, liberando el fragmento insertado de 1452 pb. En el primer carril y
demés 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 Rl (asf se sigui6 para
una serie de 5 clonas candidatas). C) Vector pTOPO con inserto y los sitios de resiriccién
para la caracterizacion,
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+

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

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

Figura 21. Preparacién de los fragmentos y del vector para la subclonacién. A) Vector
pPIC9DGH 1) Cortado con Aat Il / Avr 11 2). Cortado con Xko 1/ 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 Caracterizaci6én por digestion y PCR de las clonas candidatas en
pPICY,

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 Il (figura 22).
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Figura 22. Caracterizaciébn por PCR y por digestibn Geles de agarosa al 1% A)
Amplificacion con primers AOX; Control (+)., 1y 2} Clona ay b construccion pPICNHz
6His-BGH, 3 y 4) Clona ¢ y d construccion pPIC9BGH, 5 y 6) Clona e y f construccion
pPIC9BGH-6His-COOH, control (-) . B} Caracterizacién por Digestion con Pou II; 1y 2)
clonas para pPICNH-6His-BGH, 3 y 4} pPIC9BGH, 5 y 6) pPIC9BGH-6His-COOH.
Fragmenios esperados: pPICBGH 4908, 2948, 494 y 276 pb. pPICO: 5074, 2049 pb, como
control para corte.

5.3.2 Caracterizacién por secuenciacion.

Para la secuenciacién de las clonas en pPIC9 se disefiaron los primers
pPIC9FM y pPIC9RM que se acoplan a regiones flanqueantes del sitio
maitiple de clonacién (MCS) del vector pPIC9, maés préximo a este que los
primers AOXI, con el propésito de que la reaccién de secuenciacién fuera

més cercana al fragmento insertado (figura 23).
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A0X1 mmi\s ond {824)
ACAGCARTAT ATAMACAGAA QGARGCTGCC CTGTCTTAAA CCTTTTTTTT TATCATCATT ATTAGCTTAC

6 _AQX] Primer Site {856-875)
: AT TTTAACGACT TTTAACGACA ACTTGAGAAG

(rFldDI (848-1218)

ATCAAAAARC AACTAATTAT TCGAAGGATC CAARACG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCA
Met Arg FPhe Pro Ser Ile Phe Thr Ala

GTT TTA TTIC GLA GCA TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAR GAT
Val Leu Phe Ala Ala Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp

GAA ADG GCA CAR ATT CCQ GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA GGG GAT
Glu Thr Ala Gln Ile Pro Ala Glu la Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp

ﬂcmrmmmm T AAC GOG TTA TTG TTT ATA
Phe Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asu Asn Gly lLeu Leu Phe Ile

F actor Primr Site (11521172} fM'I

MTAC'IT&CI'A'I‘I'GCCAGCATTGCTG&PMAGMGAAGGGGTATCICTC@GNAGA
Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ber [Leu Gld Lys Arg

Signal ceavage 1204) swei ERl ! ' !

GAZ GCT GAA GCT TAC GTA GRA TTC [CCT AGG| GCG GUC GOG AAT TAA TTOGCCTTAG
Glu Ala Glu Ala 'ryr Val Glu Phe |Pro Arg|Ala Ala Ala Asn ***

C TGAGAGRTGC AGGCTTCATT TITHEATACTT TTITTATITET AACCTATATA

10Xi MARNAS ond [1418)
GTATAGGATT TTTTTTGTCA

Figura 23. Primers pPIC9FM y pPICORMC D Primers AOX1  JM Primers pPICOFM y
PPICORM. Entre los sitios ] Xho 1y Avr I, fueron insertados los casetes de la BGHL

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

En la figura 24 se describen los geles obtenidos mediante
secuenciacién, especificamente de las regiones en donde se encuentra la
etiqueta de las construcciones pPICNH>-6His-BGH y pPIC9BGH-6His-

COOH.
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A Construccién amino B. Construccion carboxilo
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Figura 24, Verificacién por secuenciacién nucleotidica. Geles analizados por el software de
secuenciacion. A) Gel para la consruccién pPICNH-6His-BGH en donde se observan las 6
histidinas en tandem y el nuevo sitio de restriccién Bss HIL B) Gel para la construcdén
pPICBGH-6His-COOH.

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

trabajo.

PPICNH2-6His-BGH PPICBGH-8His-COOH pPICBGH

Figura 25. Plésmidos construfdos. Se esquematizan los tres pladsmidos 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
linealizaron los plasmidos recombmanbes con la enzima Sac I (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 homo6loga. En el gel
(que corresponde a la figura 26) se muestran algunas de las clonas candidatas

que fueron analizadas por PCR oon los primers AOX1.,

——

M 212 B 2425 BUB VNI BUBB 7

* * * % %* > * —"
BGH rirt et ey : bt 2% pad — GCenAOKX1
i ; Casete BGH

Figura 26, PCR con primers AOXI para corroborar la presencia del casete de expresitn de
Ia 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 exégeno).
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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 mi 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.

14

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)é-BGH, 4) BGH, 5) BGH-(His)6COOH. Se abservan las hormonas producidas,
que en el caso de la versién con poli-histidina en la regién amino se ven dos bandas de 24 y
22 KDa. Se aprecia ademés 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 1a cepa
portadora del casete para la version 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). Ademés,

se observa que es muy pobre la produccién de la hormona sin histidinas, lo
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que podria sugerir que las histidinas podrfan 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
fermentacién; ademis de darnos el 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 construcciéon NH(His)e-BGH: 20.80 mg/L de
proteinas totales, de las cuales un 31% corresponde a NHx(His)s-BGH, lo que
equivale a 6.4 mg/L de ésta. Para la construcciéon BGH-(His)sCOOH: 8.97
mg/L de proteinas totales, de las cuales un 20% corresponde a NHx(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 andlisis dada por el programa en
donde se muestran los porcentajes de la proteina con respecto a las protetnas totales
visualizadas y los pesos moleculares de las mismas. Para NHa(His)sBGH se observan dos
bandas de 24 y 22 KDa. Para el carril de la BGH se observa una baja produccion de
hormona, & la aitura de 22 KDa y para BGH-(His)COOH se observa wma banda a la altura de
228 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 opt6 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 NHx(His)}BGH 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 celulary
la cantidad de hormona producida (figura 29). La concentracion de proteinas
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.
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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 fermentacion. Carril 1) Marcador
de peso molecular, 2) BGH comercial, 3 y 4) fermentacién a tiempo de inducctén 0, 5) a 11
horas de induccién 6) 22 horas, 7) 46 horas y 8) 72 horas,
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Para la fermentacién de la cepa BGH-(His)sCOOH, se llevo a cabo la
induccién en 48 horas y se termin6 con un volumen de 600 ml. El iempo de
fermentaciéon se redujo por problemas técnicos. También se tomaron
muestras para monitorear la produccion de proteina (figura 30). Se obtuvo
una concentracion de 267 mg/1L. de proteinas totales, de los cuales un 10%

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

e 3 el . R

Figura 30. Fermentacién en biorreactor de la BGH-(His)e-=COOH. SDS-PAGE 15%. Se
tomaren 20 microlitros de muestra directa del medio de fermentacion. Carril 1) marcador
de peso molecular, 2) BGH comercial, 3) fermentacién a tiempo de induccion 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 determin6 que ambas eran del fenotipo mut* (al observar
que toleraban bastante bien el metanol en la induccion, a diferencia de las
cepas muts, 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 purificacién 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 dejd interaccionar con la resina
por 3 horas, la cual estaba previamente cargada con los iones nfquel. La
resina fue luego lavada con 0.5 mM de imidazol (2 lavados de 6 ml) y se
corrié 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
obtenida.

MAC 1aP MPM 2aP 1L 2L 50 100 200 400
- 86
45
36

29
24
20

14

kDa

Figura 31 Semipurificacién de la NH(His);BGH. (MAC) muestra antes de cargar, (1aP)
fraccion elufda primaria, (MPM) marcador de peso molacular, (2aP) fraccion 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 interds,
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Cuadro 5. Cuadro de resultados obtenidos en la semipurificacion de la NHx(His)6BGH
por IMAC.,

Proteinas % que corresponde a pg/Lde
totales (pg/L) NHx(His)6BGH NH:(His}6éBGH
Medio de
ciilivo 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 protefna 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 muestras
NH:(His)sBGH y BGH-(His)}COOH (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 protefna que migra ligeramente

arriba de la BGH comercial.
1 2 3 & 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5

Figura 32 Andlisis por Western blot, A) Western blot de fermentacién en matraz. Carril 1}
Albamina sérica bovina, 2) BGH comercial, 3 y 4) clonas para NHz(His)sBGH, Sy 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 reaccion. B) Western de purificacion, Carril 1)
purificacién de NHz(His)sBGH eluida con 50 mM de imidazol, 2) elusién con 100 mM de
imidazol, 3) BGH comercial, 4) Albtimina sérica, 5} pPIC9.
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CAPITULO VI

DISCUSION

Las tres construcciones que contienen el casete de expresién de la
BGH rindieron diferencias en los niveles de expresion y en el patrén
electroforético. Estas construcciones solo difieren en que dos tienen una
etiqueta de seis histidinas en los extremos de la BGH y la otra carece de esta
etiqueta, por lo que se esperarfan niveles de expresién 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 expresién para E. coli, que codificaban para
la protefna acuaporina Z (AqpZ): pET-NH6, pET-NH10, pET-CH6 y pET-
CH10 (estos vectores s6lo difieren en el numero de histidinas y su posicién
en el extremo amino 0 carboxi terminal), observando que: 1) La mejor
expresion de la acuaporina se consiguié usando la version amino terminal de
6 histididinas. 2) La expresién disminuyé tres veces cuando se usé la
etiqueta de 10 histidinas. 3) Se disminuy6 seis veces cuando se cambi6 la
posicién de la etiqueta a la region 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 1a 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 podrfa conferir mayor estabilidad a la
protefna (comparar con expresion de BGH sin etiqueta en figura 27343536,

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

que concuerda con lo observado en nuestros resultados.

Cuadro 6. Caracteristicas de las proteinas recombinantes producidas, segn 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 Ntamero de amino Vida media estimada:

acidos: 190 1.1 horas (reticutocitos de mamifero,

Peso molecular : in vitro).

217449 KDa 3 min (levadura, in vivo).

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

acidos : 203 3.5 horas (reticulocitos de

Peso molecular : mamifero, in vitro).

23383.5 10 min (levadura, in vivo).

pl te6rico : 6.82 >10 horas (Escherichia coli, in vivo).

Sin embargo, de la construccién sin etiquetas se esperaria mejor nivel
de expresién, por lo que seria ideal replantear las condiciones en la
fermentaci6n, 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 serfa méas 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 expresion 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 Jas protefnas, probando diferentes pHs. En estos ensayos se observé que
a pH de 6, los niveles de la proteina recombinante de interés sobresalian con

respecto a las protefnas end6genas de la levadura (figura 33).

ENSAYOS DE pH
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Figura 33 Fermentacién a nivel tubo para ensayos de pH. Geles SDS-PAGE al 12% con el
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 protefnas recombinantes (recuadro rojo dentro del gel) y en
el que menor produccién de proteinas 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 estd 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 fermentacion provoca la lisis celular y por lo tanto Ia liberacién de
proteasas. Debido a que el pH 5 no es el 6ptimo para la expresion
preferencial de la proteina ex6gena, ésta disminuy6 su nivel de expresién con
respecto de las protefnas end6genas de la levadura. Esto fue mas evidente en
la fermentacién de la cepa BGH con poli-histidina en la regién carboxilo
(comparar figura 27, produccion en matraz con figuras 29 y 30 produccién
en biorreactor).

2) Fenotipo. En el desarrollo de la fermentacién en biorreactor se
observ6 que las dos cepas que se habian seleccionado por PCR (BGH con
etiquetas en regién amino y la versién con etiqueta en carboxilo) se
comportaron como mut*, al responder rdpida 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 recombinantes’2147, por lo tanto, al haber
seleccionado nosotros cepas mutt, 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 46% de rendimiento (ver resultados
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pAg 57) de la hormona con la etiqueta en el extremo 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 observé 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 Io 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 mencioné 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 fermentacion 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 VI

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 facilitaran la expresién y purificacion de
las distintas GHs, para las que se han construido cepas por ingenieria

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 interacciéon 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 la manipulacién y modificacién no altera esta cualidad.
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