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Introduccién: Con los avances en la Biotecnologia, Ingenieria Genética y Biologia Molecular, el nimero
de proteinas recombinantes producidas se ha incrementado exponencialmente, lo que ha hecho posible la
produccion de vacunas y terapias para los humanos y animales. Pichia pastoris y Saccharomyces
cerevisiae son levaduras usadas como sistemas exitosos de expresion de proteinas recombinantes. La
prolactina es una hormona sintetizada y secretada en la adenohipéfisis, consta de 199 residuos
aminoacidicos y con un peso molecular de 23 kDa, es una proteina multifuncional, participa en la
secrecion de la leche, entre otras actividades fisioldgicas, ademas, a partir de esta, se puede generar su
isoforma de 16 kDa la cual tiene efecto anti-angiogénico. El uso de etiquetas de histidinas permite que
diferentes proteinas sean purificadas por una alta afinidad a un ion metélico fijado en una matriz.
Obijetivo: Producir, purificar y ensayar la actividad biolégica de la prolactina humana. Metodologia: Se
amplifico6 por PCR el ADNc de la prolactina humana a partir de la cepa ATCC31723 utilizando
iniciadores que incluyen la secuencia que codifica para 6 histidinas en el extremo 5°, el amplicon se clond
en un vector de propagacion y se subclond en los vectores de expresion pPICZa y pPYES2NT con los que
se realiz6 la transformacion por electroporacion en las levaduras Pichia pastoris y Saccharomyces
cerevisiae respectivamente. Se llevd a cabo la produccion de la prolactina por induccion metanolica y por
induccién con galactosa en las respectivas levaduras. Se recuperaron las proteinas recombinantes y se
purificaron en una columna de Niquel-agarosa, las proteinas fueron eluidas con imidazol, estas se
analizaron por SDS-PAGE vy se les ensay6 su actividad biol6gica in vitro. Resultados: Se obtuvo por PCR
un amplicén de aproximadamente 600 pb correspondiente al ADNc de la prolactina humana de 23 kDa y
uno de 450 pb para su isoforma de 16 kDa, después estos fueron clonados en el vector de propagacion
Topo-TA,; a partir de este, se liberé cada fragmento de ADNc con las enzimas de restriccion Xho |y Not |
y posteriormente se subclonaron en el vector pPICZa y pYES2NT respectivamente, para luego ser
introducidos a P. pastoris y a S. cerevisiae obteniéndose las cepas transformadas, las cuales se sometieron
a fermentacion e induccion, lograndose solo la expresién en el sistema de P. pastoris con una produccién
de proteinas totales de alrededor de 100 pug/mL, de los que mas del 75% correspondieron a la prolactina
humana recombinante de 23 kDa. Al ensayar la purificacion, se logré una pureza del 97% y ademas, la
prolactina purificada resultd biol6gicamente activa. Conclusiones: Se logré la construccién de las
levaduras Pichia pastoris y Saccharomyces cerevisiae con el casete de expresién de la prolactina humana.
La cepa mejor productora fue la de Pichia pastoris con la prolactina de 23 kDa etiquetada con histidinas
en el extremo amino, lograndose una produccion de proteinas totales de aproximadamente 100 pg/mL, de
estos, 78 ug/mL correspondieron a la prolactina, la cual conservo su actividad bioldgica después de haber
sido purificada.

Dr. Jorge A. I. Ascacio Martinez
Director
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CAPITULO I. INTRODUCCION.

1.1 Biotecnologia.

La biotecnologia por definicion es toda aplicacion tecnoldgica que utiliza sistemas
bioldgicos, organismos vivos o sus derivados para la creacion o modificacion de
productos o procesos para usos especificos. La humanidad ha utilizado algunas practicas
biotecnoldgicas desde hace miles de afios para la produccion de bebidas alcohdlicas,

pan, queso, yogurt y vinagre, entre otros (Sanchez Cuevas, 2003).

A mediados de 1970 la biotecnologia sufrié un importante avance tecnolégico con el
inicio del desarrollo de la ingenieria genética basada en la tecnologia del ADN
recombinante que marco a su vez, el comienzo de la industria biofarmacéutica actual
(Drago Serrano y Sainz Espufies, 2006) ademas, con los avances en la biotecnologia,
ingenieria genética y protedmica, el nimero de proteinas recombinantes producidas se
ha incrementado exponencialmente, lo que ha hecho posible la produccion de vacunas y
terapias para los humanos y animales. (Arnau y cols., 2006). Estos derivados
biotecnoldgicos, proteinas recombinantes, forman una nueva clase de drogas para
diversas enfermedades como desdrdenes genéticos, cancer, hipertension y SIDA para las

cuales no existe el mejor tratamiento o la cura (Meena Rai y Padh, 2001).

La biotecnologia de proteinas recombinantes para el sector industrial es un proceso
atractivo ya que una vez establecido un sistema de expresion, los costos de produccién
se reducen y el producto final tiene menor costo que el que se recupera mediante
métodos convencionales a partir de sus fuentes naturales. Aunado a ésto, esta el hecho
de que los productos recombinantes se encuentran libres de toxinas, pirogenos y de
microorganismos patdgenos infecciosos que no rara vez contaminan dichas fuentes
(Salazar-Sessaty, 2010).
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1.2 Proteinas Recombinantes.

La aplicacion de la biotecnologia en Medicina ha experimentado un desarrollo
espectacular en los ultimos afios. Ejemplos de reciente actualidad son la terapia génica y
el empleo de células madre totipotenciales en terapias celulares y tisulares, potenciados
todos ellos por el desarrollo del Proyecto del Genoma Humano. Otros casos mas
conocidos y de aplicacion practica mas extendida son las proteinas, especialmente las
enzimas, los factores de crecimiento y los anticuerpos monoclonales. EI mayor empleo
de las proteinas se debe en parte al progreso en el conocimiento de sus funciones y a la
capacidad de producir proteinas recombinantes también conocidos como biofarmacos.

(L6pez- Hoyos y Fernandez-Fresnedo, 2003).

Un biofarmaco es una molécula biologica obtenida con fines terapéuticos a partir de un
organismo Vivo, ya sea a partir de bacterias, hongos, células animales, levaduras, entre
otros. La gran mayoria de estos biofarmacos son proteinas recombinantes. La obtencién
de proteinas recombinantes se logra mediante la insercion del gen que expresa la
proteina de interés en un organismo diferente. La expresion de estas proteinas se ha
convertido en una herramienta muy popular, ya que es posible obtener altas cantidades
de proteina con bajos costos de produccion y alta pureza de una o varias proteinas de

interés.(Gamboa y Trujillo. 2009).

En diversos estudios se ha demostrado que la importancia de las proteinas terapéuticas
recombinantes se ha incrementado exponencialmente en los ultimos 30 afios. Los
primeros productos biotecnoldgicos en el mercado mundial realizados por medio de
ADN recombinante fueron la insulina, interferones, eritropoyetina, la vacuna contra la
hepatitis B y las enzimas industriales utilizadas para el tratamiento de alimentos,
detergentes y en el cuidado de la salud. En la actualidad el nimero de biofarmacos se ha
incrementado cubriendo méas del 10% de toda la industria farmacéutica por los que las
grandes compafias farmaceuticas tienen sus mayores ingresos de la venta de estos
productos, por lo tanto la investigacién en este rubro también ha aumentado en gran
medida (Porro y cols., 2005).



INRODUCCION. Produccion, Purificacion y Bioensayo de Prolactinas Recombinantes.

1.3 Sistemas de Expresion.

Con el desarrollo de la capacidad para clonar y expresar un gen extrafio en un huésped
heterdlogo, se desarrollé una notable capacidad de hacer casi cualquier proteina en gran
cantidad que pueden utilizarse como agentes terapéuticos o de diagnostico, pero
rapidamente se llegd a la conclusion que las proteinas producidas en diferentes
huéspedes son diferentes en muchos sentidos, en particular en sus modificaciones post-
traduccionales (Meena Rai y Padh, 2001).

Los sistemas celulares de expresion de genes heterélogos son generalmente sistemas
procariotas 0 eucariotas, con sus ventajas e inconvenientes. Para seleccionar un sistema
Optimo de expresion hay que tener en cuenta por un lado la productividad, bioactividad y
caracteristicas fisicoquimicas de la proteina de interés; por otro lado, el costo y la

bioseguridad del sistema. (ver tabla 1).

Existen diferentes sistemas de expresion de proteinas recombinantes por ejemplo
bacterianos como Escherichia coli, levaduras como Saccharomyces cerevisiae y Pichia
pastoris, lineas celulares de insectos y de mamiferos e incluso células vegetales. (Arnau
y cols., 2006). Todos estos sistemas de expresion presentan una serie de ventajas y
desventajas que deben ser consideradas segun los puntos establecidos con anterioridad
(INVITROGEN, 2010), estos se describen en la tabla 2.
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Tabla 1. Consideraciones para la eleccion de un sistema de expresion para proteinas

heterologas.
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Tabla 2. Caracteristicas de los sistemas de expresion de proteinas recombinantes.

Sistema de

expresion

Aplicaciones

Ventajas

Desventajas

Células libres

o Deteccidn rapida de expresion.

Proteinas toxicas.
Incorporacién de etiquetas o aa
no naturales.

e Expresion rapida y directa de
plasmido.

Facil adicion de componentes para
aumentar solubilidad o funcionalidad.
Escalable.

Expresion mayor a 3 mg.

e Ensayos funcionales. .

o Interacciones proteicas.

Bacteria o Andlisis estructural. e Escalable. Proteinas solubles.

e Ensayos funcionales. o De bajo costo. Pocas modificaciones

e Generacion de anticuerpos. o Requerimientos de cultivo simple. postraduccionales.

o Interacciones de proteinas. Posible dificultad de expresar
proteinas funcionales de
mamiferos.

Levadura o Andlisis estructural. o Procesamiento de proteinas La fermentacion es necesaria

e Ensayos funcionales. eucarioticas. para obtener rendimientos muy

e Generacion de anticuerpos. o Escalables a fermentacion (gramos altos.

e Interacciones de proteinas. por litro) de proteina. Las condiciones de cultivo

e Requerimientos de cultivo simples. requieren optimizacion.
Células de o Andlisis estructural. o Modificaciones postraduccionales Requieren mayor exigencia en
insecto e Ensayos funcionales. similares a los sistemas de mamiferos condiciones de cultivos.

e Generacion de anticuerpos. o Mayor rendimiento que en células de

« Interacciones de proteinas. mamifero.

Células de e Ensayos funcionales. e El mas alto nivel de modificaciones Rendimientos de mg/I solo es
mamifero e Generacion de anticuerpos. postraduccionales. posible en medio de cultivos.

o Interacciones de proteinas. e Mayos probabilidad de obtener Condiciones estrictas de

proteinas humanas funcionales.

cultivo.
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1.3.1 Bacterias.

Por muchas razones, Escherichia coli fue el organismo seleccionado inicialmente para
elaborar proteinas recombinantes humanas, como la insulina y la HGH. En efecto, es un
organismo unicelular cuya reproduccion es asexual, en la mayoria de los casos; su
simplicidad y el conocimiento de su fisiologia y genética, hacen que se facilite la
expresion y bajen los costos de produccion, consistente con una fuente de alimento
comun y estrategias simples para crecer y mantener el microorganismo. El corto tiempo
de replicacion de E. coli permite su duplicacion en menos de media hora(Cérdoba y
cols., 2003).

La estabilidad de plegamiento de dominios globulares de proteinas procariotas y
eucariotas (Por ejemplo, los dominios cataliticos 0 dominios de interaccion de proteinas)
son un foco importante tanto de la comunidad de investigacion biomédica. Estas
proteinas son generalmente adecuadas para expresion en E. coli. Con los afios, mucho
esfuerzo se ha puesto en la optimizacion de E. coli como huésped para la expresion de
proteinas de organismos superiores. Esta estrategia ha generado un amplio arsenal de
herramientas que se pueden utilizar para aumentar el rendimiento de proteina soluble
(Graslund y cols., 2008). Sin embargo E. coli tiene ciertas desventajas para la expresion
de proteinas humanas, ya que comunmente las bacterias no tienen la capacidad de
glicosilar proteinas tanto en enlaces N-y O- terminal (Meena Rai y Padh, 2001).

1.3.2 Células de mamifero y de insecto.

Los cultivos de células animales son los sistemas con la més alta similitud a las células
humanas, respecto a los patrones y capacidad de las modificaciones postraduccionales
que realizan. Sin embargo, su cultivo es mas complicado, costoso y usualmente la
produccién alcanza rendimientos bajos. Entre los sistemas mas conocidos de células de
insecto estan las transformadas con vectores de Baculovirus, las cuales han alcanzado

gran popularidad dado que se consideran mas resistentes al estrés, son faciles de
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manipular y méas productivas en comparacion con los sistemas de mamiferos(Schmidt,
2004).

Idealmente, si las proteinas de mamiferos requieren modificaciones postraduccionales,
éstas se deberian expresar en células de mamiferos, ya que la autenticidad del producto
es absolutamente esencial para la eficacia clinica, entonces a pesar de que muestran
ciertas desventajas, las células de mamifero son la Unica opcion que ofrece el producto
de mayor grado de fidelidad. Sin embargo el uso de lineas celulares humanas no es
perfecto, ya que la transformacion, requiere en la mayoria de los casos producir una
linea celular que resulta con un perfil de glicosilacion alterado. También las técnicas de
expresion de células de mamiferos consumen mucho tiempo y son mucho més dificiles
de realizar a gran escala, ademas los requisitos nutrimentales son mas complejos.(Meena
Rai y Padh 2001).

1.3.3 Levaduras.

La clonacion en bacterias ha permitido obtener a escala industrial algunas proteinas
recombinantes, especialmente de interés terapéutico. Sin embargo, no siempre las
proteinas de origen eucaridtico se producen adecuadamente en huéspedes procariéticos
ya que a menudo son inestables o carecen de actividad bioldgica. Por lo que las
levaduras son una alternativa favorable para la expresion de proteinas heterdlogas usadas
en investigacion, en la industria y en medicina. Como representantes principales de este
sistema de expresion estan Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces

lactis y Hansenula polimorpha (lafiez-Pareja, 2005).

1.4 Pichia pastoris como sistema de expresion.

Pichia pastoris miembro de la familia de los ascomicetos, es una levadura metilotréfica,
es decir que es capaz de utilizar el metanol como Unica fuente de carbono y de energia,

su aplicacion en la biotecnologia se establecié para la produccion de proteina celular y
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mas tarde para la produccidon de proteinas recombinantes por lo que es considerada como
un sistema de expresion exitoso (Hartner y Glieder, 2006).

La compafia de Petrdleos Phillips desarrollo la tecnologia para el uso de P. pastoris
como fuente de proteina unicelular para alimento de ganado durante los afios setenta.
Esta tecnologia permitié realizar procesos de fermentacion con densidades celulares
mayores de 130 g/L de peso seco de biomasa y una elevada productividad de la misma
(=10g/L), sin embargo el proceso no resultd econémicamente rentable debido a la crisis

del petréleo y al descenso de los costos de la harina de soya (Higgins, 1998).

A principios de los 80’s la Compania Petrdleos Phillips se contactdé con una compaiia
biotecnoldgica para el desarrollo de un sistema de expresion de genes heterélogos en P.
pastoris, de esta manera con la existencia de metodologias de fermentacion bien
establecidas, junto con el aislamiento de promotores fuertes y regulados por metanol y el
desarrollo de herramientas de manipulacion genética para P. pastoris se sentaron las
bases para el empleo de este organismo hospedero para la produccion de proteinas
heter6logas alternativo a S. cerevisiae. Desde 1990, Petréleos Phillips permitié el
empleo de esta tecnologia a universidades y organizaciones sin animo de lucro para su
uso no comercial. Ma&s recientemente, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA,
comercializé el sistema para uso exclusivo en investigacion, sin embargo, se precisa de
un permiso o licencia de la compafiia Research Corporation Technologies (RCT) para su
uso comercial. A algunos afios de la disponibilidad de este sistema en un estuche
comercial,, se ha podido ampliar el conocimiento de este sistema y mejorar dicha
tecnologia y de esta manera se han puesto en evidencia tanto ventajas como desventajas
del mencionado sistema (Cregg y cols., 2000).

La produccion de proteinas recombinantes en la levadura Pichia pastoris tiene grandes
ventajas sobre otros sistemas de expresion procariotas y eucariotas: 1. Tasa de
crecimiento rapido, acoplado a una facil fermentacion celular de alta densidad; 2. Altos
niveles de productividad en un medio casi libre de proteinas; 3. Eliminacion de la
contaminacion con endotoxinas y bacteriofagos; 4. Facil manipulacion genética para la

caracterizacion de vectores de expresion de levaduras; 5. ElI desconocimiento de
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patogenicidad humana. 6. Puede realizar diversas modificaciones postraduccionales que
incluyen: plegamento del polipéptido, glicosilacion, metilacion, acilacion, regulacion
proteolitica y orientacién a los espacios subcelulares; 7. La capacidad de secretar
proteinas que pueden ser purificadas del medio de crecimiento sin las levaduras. (Li y
cols., 2007).

1.4.1 Metabolismo de Pichia pastoris.

Pichia pastoris es una de aproximadamente doce especies de levaduras representadas
por cuatro generos diferentes de metabolizadores de metanol. Los otros géneros incluyen
Candida, Hansenula y Torulopsis (Higgins, 1998).

El genoma de P. pastoris contiene dos copias de gen del alcohol oxidasa (AOX1 y
AOX2), que permiten el crecimiento en metanol como Unica fuente de carbono y
energia. ElI promotor AOX1 Regula alrededor del 85% de la actividad de la alcohol
oxidasa en la célula y es el promotor utilizado para conducir la expresién de las
proteinas heterélogas en Pichia pastoris (Zhang y cols., 2000) y el gen de la alcohol
oxidasa 2 (AOX2) alrededor de 10%. Existen 3 tipos de fenotipo que varian en cuanto a
su capacidad de utilizar metanol como unica fuente de carbono Mut®: metaboliza el
metanol de forma rapida; Mut®: metabolizador lento de metanol y Mut™: metabolizador

nulo de metanol(Cos, y cols., 2006).

El primer paso en el metabolismo del metanol es la oxidacion del metanol por la enzima
alcohol oxidasa (AOX) a formaldehido, generando peréxido de hidrégeno en el proceso.
Para evitar la toxicidad del perdxido de hidrégeno en la célula, este primer paso del
metabolismo del metanol toma lugar en un organulo especializado llamado perixosoma,
donde queda el peroxido de hidrogeno atrapado evitando la toxicidad en el resto de la
célula. (Figura 1) (Sola y cols., 2007). Después la catalasa lo convierte en H,O y O,.
Una porcion del formaldehido generado por la AOX deja el peroxisoma para mas tarde
ser oxidado para formar formato y bioxido de carbono por dos formaldehido
deshidrogenasas citoplasmaticas, reacciones que son fuente de energia para las células

que crecen en metanol (Higgins, 1998). El resto del formaldehido es asimilado para
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formar constituyentes celulares por medio de un ruta ciclica, que empieza con la
transformacion del formaldehido con la xilulosa-5-monofosfato, una reaccion catalizada
por una tercera enzima dihidroxiacetona sintasa (DHAS). El producto de esta reaccion,
glicelaldehido 3-fosfato y dihidroxiacetona, deja el peroxisoma y entra a una ruta
citoplasmatica que genera xilulosa-5-monofosfato, por cada tres de estos ciclos se
genera otra molécula de gliceraldehido 3-fosfato (Li y cols., 2007).

Peroxisoma l

car
FBA Fes
™ l F, .'-T F P
\70”‘T~ DHAP
P
ATP

ADP

Citosol

Figura 1. Ciclo metabdlico del metanol en Pichia pastoris. La via principal y las enzimas que
intervienen en el metabolismo del metanol en las levaduras metilotroficas son las siguientes.
AOX1: Alcohol oxidasa, CAT: catalasa, FLD: S-formil glutatién hidrolasa, FDH: formato
deshidrogenasa, DAS: dihidroxiacetona sintasa, TPI: triosa-fosfato isomerasa, DAK: dihidroxi-
acetona cinasa, FBA: fructosa 1,6-bifosfato aldolasa, FBP: fructosa, 1,6-bifosfato, MFS: metil-
formato sintasa, DHA: dihidroxiacetona, GAP: gliceraldehido 3-fosfato, DHAP: dihidoxiacetona
fosfato, F;¢BP: fructosa 1,6-bifosfato, F6P:fructosa 6-fosfato, P:fosfato, Xu5P: xilulosa 5-
fosfato, GSH: glutation, PYR: piruvato, PPP. Via de las pentosas fosfato, TCA: ciclo del &cido
tricarboxilico. (Hartner y Glieder, 2006).
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1.4.2 Vectores de expresion.
La expresion de cualquier gen foraneo en P. pastoris requiere tres pasos basicos:

1. Insercidon del gen en el vector de expresion.
2. Introduccién del vector de expresion en el genoma de P. pastoris.
3. Anélisis del potencial de expresion de las cepas transformadas del producto del

gen foréneo (Porro y cols., 2005).

Para el éxito en la expresion de proteinas recombinantes, uno de los factores principales
que influyen sobre este evento son los vectores de expresion, los cuales son
comercializados por Invitrogen y pueden diferir en el promotor utilizado, en el péptido

sefial, en los marcadores de seleccion y si son cepas multicopia.

1.4.3 Vector pPICZa.

El vector de expresion pPICZa (Figura2), es un vector de 3.6 kb el cual sirve tanto para
la expresion como para la secrecion de proteinas recombinantes en P. pastoris. Las
proteinas recombinantes se expresan como una fusion en el péptido N-terminal del
factor-a, el cual es el péptido sefial, de Saccharomyces cerevisiae. El vector permite una
alta expresion inducida por metanol del gen de interés por P. pastoris, el vector puede
usarse en cualquier cepa de P. pastoris: X-33, SMD1168H, KM71H. (INVITROGEN,
2010).

El vector pPICZa contiene los siguientes elementos:

Lado 5’ contiene el promotor de AOXI1 para un regulacion estricta, de la

expresion del gen intereés inducido por metanol.

e Factor-a (péptido seial), el cual dirige la secrecion de la proteina recombinante.

e Gen de resistencia a Zeocina para la seleccion de clonas en E.coli asi como en P.
pastoris.

e El péptido en el lado C-terminal contiene un epitope de c-myc para su deteccion

y una etiqueta de 6x-Histidinas, para la purificacion de la proteina recombinante.
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pPICZo

Tamano: 3.6 kpb
5 Region del promotor 5’AOX1: 1-941 pb
m :%3-3558533 @ Sitio de Iniciador 5’ AOX1: 855-875 pb
= I Factor o (péptido sefial): 941-1207 pb
e Sitio de clonacion multiple: 1208-1276 pb
“r Y Epitome c-myc: 1275-1304 pb

2 Etiqueta de histidinas (6x): 1320-1337 pb

(3.6 kb) Z Sitio de Iniciador 3’ AOX1: 1423-1443
g Region de terminacion de la transcripcion

pPICZo. i AOX1: 1341-1682 pb

A,B,C Promotor TEF1: 1683-2093 pb

Promotor EM7: 2095-2162 pb
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" Frame-dependent variations | 2163-2537 pb

Region de terminacion de la transcripcion

CYC1: 2538-2855 pb

Origen pUC: 2866-3539 pb

Bgl u/ PUC o

Figura 2. Partes que conforman al vector pPICZa.

1.4.4 Recombinacion e integracion de pPICaZ a Pichia pastoris.

Los vectores desarrollados para P. pastoris pueden ser episomales o integrales, sin
embrago, los primeros usualmente no son muy estables, por lo que se utilizan
principalmente los vectores de expresion que se integran en su genoma para obtener una
expresion estable de las cepas. La integracién generada es estable en ausencia del
marcador de presion selectiva, incluso cuando estan presentes como multiples copias
(Figura 3).

Al igual que en S. cerevisiae, los vectores de ADN lineal pueden generar transformantes
estables de P. pastoris a través de recombinacién homdéloga entre las secuencias que
comparte el vector y el genoma huésped. La primera y mas simple forma de integracién
es digerir el vector en un solo lugar con una enzima de restriccion dentro de cualquier
secuencia como la del marcador génico (HIS4) o la secuencia del promotor AOX1 y
luego transformar el vector linearizado en el mutante auxotréfico adecuado (his4
mutante). EI ADN terminal libre, estimula al vector para que se dé la recombinacion
homologa, en el corte se tiene un evento de cruce de alta frecuencia (50-80%

transformantes His") (Cregg y cols., 2000).
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Por otra parte, ciertos vectores de expresion de P. pastoris se pueden digerir, de tal
manera que el fragmento de ADN que contiene el casete de expresion y el marcador
genético (His4) esta flanqueado por las secuencias terminales 5y 3' AOX1 que
estimulan el reemplazo del gen AOX1, lo que lleva a la supresion del gen AOX1 y su
sustitucion por el casete de expresion y el gen marcador. El resultado de las cepas de
reposicion, constituyen aproximadamente el 10 al 20% de los transformantes, son
prototroficas para (His"). Ademas, debido a la interrupcion del gen AOX1, estas cepas
se basan en el gen de la alcohol oxidasa 2 (AOX2) mas débil para el crecimiento de
metanol y en consecuencia, estas cepas tienen un fenotipo Mut®. (Li y cols., 2007).

’ Zeocina

/ Tl
“\\ Prolacting I

\5 D 4

B
P

—WSNTAOK] 0 aoxlzARGA TS Genoma de P. pastoris

!

— 5PAOXI —JJiProloctina W Wieocin@ 5" AOXI 0 aoxIzARG4 TT 3 —

Casete de expresion

Figura 3. Proceso de la insercion del plasmido en su fragmento homélogo 3"en el locus
intacto AOX1. (His® mut®).
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1.45 Fermentacion en levaduras.

La fermentacion es esencial para la secrecion de proteinas porque existe una correlacion
elevada entre el rendimiento y la densidad celular. Ciertamente no existen condiciones
que garanticen la Optima produccién de una proteina, pero hay algunas pautas que

permiten una importante mejora de la productividad (Cos y cols., 2006).

Para la fermentacion de P. pastoris, se aplican dos fases generales. En la primera fase,
las células crecen hasta que se agote el glicerol o bien la glucosa, para aumentar la masa
celular y el promotor de AOX1 se mantiene en estado latente. En la segunda fase, la
expresion génica empieza por la alimentacion de metanol el cual es usado como Unica
fuente de carbono, se activa el promotor de AOX1 y se empieza la produccién de la
proteina recombinante (Cereghino y cols., 2002). (Figura 4). Hasta ahora, muchas
proteinas heterdlogas se han expresado en P. pastoris porque el nivel de expresion es

superior a la de E.coli y significativamente mayor al de S. cerevisiae.

Particularmente importante es que el organismo tiene la capacidad de secretar proteinas
al medio de cultivo: el producto secretado puede comprender méas del 80% del total de
proteinas en el medio de cultivo. La expresion y secrecion de estas proteinas
heter6logas, no s6lo dependen de la dosis génica, sino también de otros factores, como
el reconocimiento y procesamiento del péptido sefial, protedlisis, fermentacion y
glicosilacion. Con respecto a la fermentacion, hay varios factores que afectan el
rendimiento de la produccion, como la composicion del medio de cultivo, el tipo de cepa
y factores no-nutricionales, tales como el pH, velocidad de agitacién, oxigeno disuelto,

induccion del metanol y la estrategia de fermentacion (Liy cols., 2007).

13



INRODUCCION. Produccion, Purificacion y Bioensayo de Prolactinas Recombinantes.

Fermentacion con

glicerol
Analisis por SDS- Produccién de
PAGE biomasa
Dialisis y Fermentacion con
Purificacion metanol

Produccién de
proteina
recombinante

Figura 4. Etapas de la produccion de proteinas recombinantes en P. pastoris

1.5 Saccharomyces cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae es un hongo unicelular, perteneciente a los ascomicetos, esta
especie de levadura fue la primera en ser manipulada para la expresion de la proteinas
recombinantes por lo que ofrece la ventaja de ser uno de los organismos eucariotas
mejor caracterizado, su genoma ha sido totalmente secuenciado y es considerado como
organismo GRAS (Reconocido en general como seguro) por la FDA (administracion de
drogas y comida) americana. Por estos motivos muchos de los sistemas de expresién
desarrollados para la produccion de proteinas heterélogas estan basados en S. cerevisiae
y muchas proteinas se han producido en ella (Porro y cols., 2005).

Esta levadura es capaz de realizar el procesamiento postraduccional mas basico de las
células de mamiferos, sin embargo, en ocasiones no se considera un huésped éptimo
para la produccion de proteinas poco comunes a gran escala, sobre todo por sus
caracteristicas respecto a las necesidades técnicas de fermentacion que requieren equipos

muy sofisticados. Ademas, las proteinas producidas por S. cerevisiae suelen ser
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hiperglicosiladas, debido a la retencion de los productos en el espacio periplasmico. Por
otra parte, se presenta una retencion parcial de la proteina producida en S. cerevisiae,
una fraccion de la proteina es normalmente degradada (Balbas, 2004). Sin embargo, el
uso de la ingenieria genética ha permitido modificar genéticamente las levaduras para el
mejoramiento de la produccion de proteinas, tal es el caso donde Chiba y cols. en 1998,
introdujeron el gen de una al,2-manosidasa con una sefial de retencion del reticulo
endoplasmico construyendo una mutante de S. cerevisiae que podria interrumpir los
genes de varias manosil-transferasas. Lo que dio lugar a glicoproteinas recombinantes y
nativas con la estructura M5N2. Esta estructura no se encuentra en las glicoproteinas
producidas por S. cerevisiae y es el sustrato para su posterior procesamiento para formar

glicanos complejos, como en las células de mamifero (Chiba y cols., 1998).

Saccharomyces cerevisiae presenta ciertas ventajas como sistema de expresion de
proteinas recombinantes sobre algunos organismos procariotas, como: 1. Es el sistema
eucariota mejor caracterizado desde el punto de vista de la biologia molecular y la
fisiologia; 2. Su genoma esta totalmente secuenciado; 3. Existen vectores de expresion y
cepas disponibles en el mercado; 4. Utiliza cultivos con requerimientos econémicos; 5.
Su manipulacion es sencilla a nivel de laboratorio industrial; 6. Se producen altos
niveles de la proteina recombinante; 7. Realiza modificaciones postrasduccionales; y es
considerado un organismo GRAS y 8. Se ha reportado que secreta hasta 2.5 g/L. de

proteina recombinante (Nevoigt, 2008).

1.5.1 Metabolismo de Saccharomyces cerevisiae.

La galactosa es utilizada por S. cerevisiae como en casi la mayoria de todos los
organismos, por la conversion de glucosa-6-fosfato, catalizada por las enzimas de la via
Leloir (Figura5). La galactosa en forma de melibiosa esta también disponible para las
células de levadura después de la escision de este disacarido catalizada por laa-
galactosidasa, codificada por el gen MEL1 gen. La galactosa entra en las levaduras a
través de un permeasa especifica, codificada por el GAL2 después la a-D- galactosa es

fosforilada mediante el enzima galactocinasa a Galatosa-1-fosfato, la cual por la accion
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del enzima galactosa-1-fosfato-uridiltransferasa utilizando la UDP-Glucosa como
sustrato, es transformada en Glucosa-1-fosfato y UDP-Galactosa, que a su vez, mediante
la accion del enzima UDP-galactosa4-epimerasa se mantiene en equilibrio con la UDP-
Glucosa. De este modo, por cada molécula de galactosa que entra en esta via metabdlica,
se produce una de Glu-1-P.Estas enzimas son codificadas por GAL1 (quinasa), GAL7
(transferasa), GAL10 (epimerasa) y GAL5 (mutasa). La expresion de los genes que
codifican estas enzimas (excepto GALS5) estan estrechamente reguladas donde su
expresion es inducida por el crecimiento en galactosa y reprimida durante el crecimiento
en glucosa. El gen GALS5 (codifica para la fosfoglucomutasa) no esta regulado, por lo
que se expresa en todas las condiciones (Johnston, 1987).

/ GAL2 GALl GAL7 GALS

Permeasa Cinasa Transferasa Mutasa

Galactosa out —> Galactosain —> Gal-.P ,—>_Glu-I:P —> Glu-6-P

. DP-Gl UDP-Gal
a-Galactosidasa v .
MELI \_/
) Glucalisis
Gal-Gl Epimerasa
al-Glu GAL10

Melibiosa /

Figura 5. Via de utilizacion de la galactosa.

1.5.2 Vectores de expresion.

Un amplio rango de vectores estan disponibles para diferentes requerimientos como de
insercion, delecion, alteracion y expresion de genes en las levaduras. La mayoria de los
plasmidos utilizados para los estudios de la levadura son vectores de traslado que
contienen secuencias que les permite ser seleccionados y propagados en E. coli, por lo
tanto les permite la amplificacion y posterior alteracion in vitro. Los vectores de

levadura més comunes se originaron a partir del plasmido pBR322 y contienen un origen
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de replicacion (ori), con un alto nimero de copias en E. coli y los marcadores de
seleccion de antibiéticos; el gen de p-lactamasas, bla o (Amp®) y a veces el gen de
resistencia a tetraciclina, tet o (Tet"), que confiere resistencia, respectivamente, a la
ampicilina y a la tetraciclina. Ademas todos los vectores de levaduras contienen
marcadores que permiten la seleccion de levaduras transformadas. Los marcadores mas
comunmente utilizados son URA3, HIS3, LEU2, TRP1 Y LYS2, los cuales son

mutaciones auxotroficas especificas en las levaduras.
Los diferentes vectores de levadura son:

o Ylp o plésmidos de integracion a la levadura, estos no son autorreplicativos, pero
se integran al genoma con baja frecuencia por recombinacién homdloga, se
integran como una sola copia. Los vectores con fragmentos como YFG1 y URA3
tienen un gran potencial para integrar secuencias de ADN y pueden ser
analizados por PCR.

o YEp son plasmidos episomales que contienen una copia completa del plasmido
de 2pm, incluyen el origen de replicacion y el gen REP3. El ori del plasmido de
2 um es el responsable del alto nimero de copias y la alta frecuencia de
transformacion de los vectores YEp.

o YCp plasmidos centromeros de levadura son de replicacion autonoma vy
contienen la secuencia CEN y la secuencia autorreplicativa ARS. Estos vectores
tienen un nivel bajo de copias y se pierden en 1-2 veces por generacion si no
existe una presién de seleccion.

o PYAC vectores cromosoémicos artificiales de levadura, estdn basados en
plasmidos lineares de levadura y contienen secuencias de ADN homdlogas o
heterdlogas que funcionan como telémeros in vivo, como si tuvieran el origen de
replicacion ARS y segmentos de CEN (centrdmeros). Su importancia es que
permite la transferencia a cultivo celular o a lineas germinales de animales

experimentales (Sherman, 1998).
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1.5.3 Vector pYE2NT.

El plasmido pYES2/NTC (Figura 6) es un vector de 6.0kb disefiado para la induccion de
la expresion de proteinas recombinantes en Saccharomyces cerevisiae. El vector permite
una alta expresion inducida por galactosa del gen de interés por S. cerevisiae, el vector

puede usarse en la cepa S. cerevisiae INVScl. Tiene las siguientes caracteristicas.

o El promotor de la levadura GALL que permite un alto nivel de expresion de
proteina en la levadura inducible por galactosa y reprimido por glucosa.

o Tiene tres marcos de lectura para facilitar su clonacion con un péptido N-
terminal que codifica un epitope Xpress y una etiqueta de polihistidina (6xHis).

o Un péptido C-terminal que codifica el epitope V5 y una etiqueta de polihistidina
para la purificacion y la deteccidn de una proteina de fusion recombinante.

o Tiene el origen de 2 para el mantenimiento y la replicacion de un alto nimero
de copias en forma episomal en la levadura.

o Un marcador URA3 auxotrofico para la seleccion de las levaduras transformadas
de levadura.

o Gen de resistencia a ampicilina para la seleccion en E. coli (INVITROGEN
2003).

PYES2NT C

Tamafio: 6.0 kpb

Region del promotor GAL1: 1-451 b

Sitio del Iniciador 5°GAL1:414-437 b

- s - _ Promotor T7 y sitio del Iniciador:475-494 b
E)E ptoge; m5Ei i i@, | Codén de inicio ATG:510-512 b

Etiqueta de histidinas (6x): 522-539 b
Epitope Xpress: 579-602

Sitio de clonacion multiple: 602-669 b

Sitio de reconocimiento de la enterocinasa:
588-602 b.

Epitope V5: 682-723b

Etiqueta de histidinas (6x):733-750b

Sefial terminacion de la transcripcion
CYC1: 783-1036

Sitio del Iniciador 3°CYC1: 800.818 b
Origen pUC: 1220-1893 b

Gen de resistencia a ampicilina: 2038-2898
b

Gen URA3: 2916-4023 b

Origen 2 4027-5498

Origen f1n 5566-6021 b

pYES2/NT (6.0 kb)

Figura 6. Partes que conforman al vector pPYES2/NT C.
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1.6 Purificacion por Cromatografia de Afinidad por Metales Inmovilizados
(IMAC).

Una cuarta parte de todos los farmacos nuevos que entran al mercado son proteinas
recombinantes terapéuticas. Un desafio recurrente en la fabricacion de proteinas, ha sido
el desarrollo de un método de purificacién rapido, robusto, econémico de proteinas.
(McCluskey y cols., 2007).En general, es dificil decidir el mejor sistema de purificacion
para una proteina especifica de interés. Esto depende del objetivo de la proteina en si
(por ejemplo, la estabilidad, la hidrofobicidad), el sistema de expresion y la aplicacion

de las proteinas purificadas.

Los métodos de separacion de moléculas bioldgicas estan basados en la diferencia de
carga, tamafio y afinidad. En base a estas caracteristicas se han desarrollado seis
estrategias principales de purificacion de proteinas: precipitacion diferencial, filtracidn
en membrana, filtracién en gel, intercambio i6nico, cromatografia de interacciones

hidrofobicas y cromatografia de afinidad.

Un método de purificacion de gran alcance implica el uso de péptidos de afinidad como
etiquetas, que se fusionan a la proteina de interés y se utiliza para acelerar la purificacién
de proteinas a través de la cromatografia de afinidad. Un método ampliamente empleado
utiliza cromatografia de afinidad de metales inmovilizados (IMAC) para purificar las
proteinas recombinantes con una etiqueta corta de afinidad compuesta de residuos de
polihistidina. IMAC se basa en las interacciones entre un ion metélico de transicion
(Co**, Ni**, Cu**, Zn®") inmovilizado en una matriz especifica y las cadenas laterales de

aminoéacidos (Bornhorst y Falke, 2000).

Estos sistemas de afinidad de etiquetas presentan las siguientes caracteristicas: (a)
purificacion por adsorcion en un solo paso; (B) efecto minimo sobre la estructura
terciaria y la actividad bioldgica; (c) el retiro facil y especifico de las etiquetas para
producir la proteina nativa, (d) ensayo simple y preciso de la proteina recombinante
durante la purificacion y (e) aplicabilidad a un nimero de proteinas diferentes. (Terpe,
2003).
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Purificacion por afinidad de etiquetas de histidinas (Figura 7), es un método de eleccion
para la purificacion de un gran nimero de proteinas recombinantes expresadas en
diversos sistemas de sobreexpresion. La popularidad de este método se debe en parte a
sus propiedades ventajosas, como una alta afinidad de la etiqueta de Histidinas en las
proteinas recombinantes en una matriz de agarosa de niquel-nitrilotriacético (Ni-NTA) y
una elucion facil con tampon de imidazol (Cao y Lin, 2009). Basandose en un enlace
coordinado de un ion metélico unido covalentemente a un agente quelante (Ni-NTA),

con una proteina etiquetada con histidinas.

Proteina

Ni-NTA

Figura 7. Modelo de interaccion entre la etiqueta de histidinas y el Ni ** con la proteina de

interés.

1.7 Prolactina humana (PRL).

La prolactina es una hormona que es sintetizada y secretada en la adenohipofisis
(glandula pituitaria anterior, la misma que se encuentra ubicada en una estructura ésea
llamada silla turca y que se localiza en la base del craneo.(Hilfiker-Kleiner y cols.,
2007).La prolactina (PRL) es miembro de la familia de las hormonas del crecimiento
compuesta por prolactina (PRL), hormona de crecimiento (GH) y lactégeno placentario

(PL), proliferinas y proteinas relacionadas con proliferinas.(Forsyth y Wallis, 2002).

El gen de la prolactina tiene un tamafio de 10.0 kb y se compone de 5 exones y 4
intrones. La transcripcion del gen de la prolactina es regulada por dos regiones
promotoras independientes. La region proximal de 5,000pb dirige la expresion
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especifica en pituitaria, mientras que la region promotora rio arriba es responsable de la
expresion extrapituitaria. EI ADNc de prolactina humana es de 914 nucledtidos y tiene
un marco de lectura abierta de 681 nucle6tidos que codifican a la pre-prolactina de 227
aminoacidos. El péptido sefial contiene 28 aminoacidos, por lo que la prolactina madura
humana se compone de 199 aminodcidos. La molécula de la prolactina estd organizada
en una sola cadena de aminodcidos con tres puentes disulfuro intramoleculares entre los
seis residuos de cisteina (Cys4-Cysl1l, Cys58-Cys174, Cys191, Cys199) en los seres
humanos. Estos 199 aminoacidos corresponden a una masa molecular de 23,000Da.

(Freeman y cols., 2000).

La prolactina tiene varias modificaciones postraduccionales que impactan su estabilidad,
vida media, la union al receptor y la actividad bioldgica. Estos incluyen la
polimerizacion, escision proteolitica, glicosilacion y fosforilacion. La prolactina tiene

diferentes variantes moleculares (Tabla 3) (Mendez, y cols., 2005).

Tabla 3. Variantes moleculares de la prolactina humana.

Variante o isoforma

Peso molecular (kDa)

Tejido de origen

Localizacion

Nativa 235 Hipdfisis Hipdfisis, plasma
Glicosilada 25 Hipdfisis Hipdfisis, plasma
Hendida 16 Hipofisis, hipotalamo Hipofisis, cerebro glandula
mamaria, préstata, plasma
Grande 46 Hipofisis Hipofisis
Grande-grande >100 Hipofisis Hipofisis
Variantes linfocitarias 11 Células mononucleares periféricas Células de origen, medio de
23-25 (linfocitos y monocitos), timocitos cultivo de CMN, plasma
27
60
Otras variantes 8 Hipdfisis Hipdfisis
22

La formacion de la variante de 16 kDa se debe a un corte de la prolactina nativa
generando un fragmento N-terminal de la prolactina llamado prolactina 16 kDa a la que
se le atribuyen funciones antiangiogénicas. La dimerizacion y polimerizacién de la
prolactina se da por la unién con otras proteinas como las inmunoglobulinas por uniones

covalente y no covalentes resultando formas de alto peso molecular, pero con una

21




INRODUCCION. Produccion, Purificacion y Bioensayo de Prolactinas Recombinantes.

actividad bioldgica reducida. Por ejemplo la prolactina grande-grande esta formada por
la prolactina e 1gG y se utiliza en la deteccion y el diagnostico diferencial de diferentes
prolactinemias de blancos primarios en estudios clinicos. La fosforilacion de la
prolactina ocasiona una menor actividad biologica que la prolactina no fosforilada. Sin
embargo la prolactina fosforilada puede favorecer un Unico papel como regulador
autocrino de la secrecion de la prolactina ya que suprime la liberacion de la prolactina no
fosforilada de células GH3. Nuevos datos indican que la prolactina fosforilada actua
como antagonista de vias de sefializacion de la traduccion e inician la proliferacion por
la prolactina no modificada en células Nb2 de linfoma de rata. La glicosilacion de la
prolactina ha sido encontrada en la glandula pituitaria de diferentes especies de
mamiferos. El grado de glicosilacién puede ir de 1 hasta el 60%, la unién con los
carbohidratos puede ser N-glicosilacion como O- glicosilacién. Al igual que otras
variantes, la prolactina glicosilada tienen menor actividad bioldgica, en la union al

receptor y en la reactividad inmunoldgica de la prolactina (Freeman y cols., 2000).

La prolactina es una hormona multifuncional ya que se le han descrito alrededor de 300
funciones, por lo que interviene en mdaltiples funciones reproductivas y metabdlicas
como la secrecién de leche en el humano y también participa en la tumorigenicidad.
Ademas de ser una hormona hipofisaria clasica, PRL en el ser humano se produce por
muchos tejidos en todo el cuerpo, donde acta como una citocina. (Ben-Jonathan y cols.,
2008). Esta proteina también participa en la angiogénesis, Corbacho en el 2000 report6
que el gen de la prolactina se expresa en lineas de células endoteliales de bovino y de
cordon umbilical humano (Corbacho y cols., 2000). Por otro lado Montes de Oca en el
2005 reportd que la prolactina estimula la adhesion mediada por integrinas de células
mononucleares a células endoteliales. En el 2010 Dolinska y cols. evaluaron el uso de
prolactina humana junto con la cisteina como suplementos de una solucién de transporte
y conservacion de 6rganos, reportando que esta combinacidn tiene un efecto protector
sobre higados de cerdos (Dolinska y cols, 2010). La prolactina humana recombinante
promueve la supervivencia de células beta humanas por la inhibicion de las vias

intrinsecas y extrinsecas de la apoptosis (Terra y cols., 2011).
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1.8 Isoforma de la prolactina de 16 kDa.

Hace 15 afios se describio por primera vez la prolactina de 16 kDa de rata la cual resulta
de la de protedlisis in vitro de la prolactina de 23 kDa (PRLr), de células lisadas o
extractos de tejido (por ejemplo, de la glandula mamaria de rata) en medio &cido.
Posteriormente, se demostré que la PRLr 16kDa purificada, ejerce propiedades
antiangiogénicas en diversos estudios in vitro y en modelos in vivo, lo cual le confiere
un elevado potencial antitumoral a este polipéptido. La generacion de la prolactina
16kDa in vitro requiere dos pasos. En primer lugar, la protedlisis eficiente requiere pH
acido ya que la proteasa involucrada es la catepsina D, la cual es una proteasa acida. Dos
sitios de corte se identificaron en PRLr, los cuales corresponden a los residuos
aminoacidicos 145 y 148. Debido a que la prolactina contiene un puente disulfuro
interno entre las cisteinas 56 y 172 (numeracion de la secuencia de rata), el paso de la
protedlisis genera una prolactina rota, la cual es una isoforma donde se generan dos
fragmentos N-terminal de 16-kDa (residuos 1-145) y C-terminal de 7-kDa (residuos
149-197) permanecen unidos covalentemente. La liberacion del fragmento 16-kDa por
lo tanto, requiere un segundo paso, es decir, la reduccién del corte de la PRL. (Piwnica y
cols., 2004).

Posteriormente Clapp y colaboradores en 1991 describieron a la prolactina de 16-kDa, la
cual es un fragmento NH,-terminal predominante de la prolactina y esta presente en el
hipotadlamo, en la hipoéfisis, en la glandula mamaria y el rifion en los seres humanos. La
prolactina 16kDa puede ser generada por la ruptura de la PRL de 23 kDa por metalo-
proteasas de la matriz de condrocitos humanos y la catepsina D en los diversos tejidos y
tipos celulares (Lee y cols., 2007). Diferentes versiones de las prolactina de 16 kDa
pueden ser generadas al incluir un coddén de terminacion en el ADNc de la prolactina
humana por ejemplo secuencias que abarcan desde 1 hasta 124, de 1-139 y de 1-142
aminoacidos y todos éstos muestran las propiedades antiangiogénicas similares a lo
reportado en la prolactina de rata 16 kDa en distintos bioensayos. (Piwnica y cols.,
2004). En contraste con la prolactina 23kDa, que tiene efectos angiogénicos en
condiciones patoldgicas tales como la artritis reumatoide o de cancer mama, la

prolactina del6 kDa tiene potentes efectos antiangiogénicos y esto se demostrd con la
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inhibicion basal del factor bésico de crecimiento de fibroblastos (bFGF) y el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF) que estimula la proliferacion de las células
endoteliales. La prolactina 16k en un ensayo membrana corioalantoidea inhibié el
crecimiento de nuevos capilares en un embrién de pollo y también bloque6 la

neovascularizacion de la retina de rata. (Lee y cols., 2007).

1.9 Antecedentes del laboratorio de biotecnologia.

1.9.1 Hormona del Crecimiento Humano (HGH).

En el laboratorio de biotecnologia se cuenta con més de una veintena de cepas de P.
pastoris productoras de hormonas del crecimiento de diversas especies. Entre ellas se
clondé el ADNc de la hormona del crecimiento humano madura (HGH), la cual es una
proteina de 191 residuos aminoacidicos, con un peso molecular de ~22kDa, sintetizada
de manera natural en la glandula pituitaria y cuya version recombinante se emplea
exitosamente en el tratamiento del enanismo pituitario asi como su aplicacion en nifios
con deficiencia de la HGH y ésta se ha producido en el sistema de Pichia pastoris a
nivel de matraz, obteniendo 76 pug/mL de rendimiento y también se ha realizado su

produccion a nivel de biorreactor con rendimientos de 80 mg/mL (Marquez Ipifia, 2011).

1.9.2 Purificacion de la HGH.

En el laboratorio de biotecnologia se han aplicado diferentes metodologias para la
purificacion de las diferentes proteinas producidas con anterioridad, dentro de las cuales
estd la cromatografia de intercambio i6nico obteniendo resultados de regulares a buenos
(Tabla 4). Resalta la importancia de la HGH, de la cual se han obtenido hasta 80 mg/mL
y se ha logrado una pureza de 75% (Ascacio Martinez, 2004), también se ha realizado la
purificacion por la cromatografia de afinidad por metales inmovilizados para la HGH
obteniendo el 90% de pureza (Méarquez Ipifia, 2011).
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Tabla 4. Produccion y pureza de hormonas recombinantes de diferentes especies.

Hormona Produccion mg/L  Pureza Bioactividad

CFGH 170 mg/L 50 % ++
ECGH 100 mg/L 63% ++++
BGH 150 mg/L 56%

FCGH 90 mg/L 70% ++
HGH 80 mg/L 75% ++++
HPL 300 mg/L 90% ++++

La actividad bioldgica de las hormonas del crecimiento de diferentes especies (tabla 4),
se realizd en base a la proliferacion de la linea celular Nb2, tomando en cuenta su
absorbancia, se tomd una medida arbitraria en forma de cruces, con un mayor nimero de
cruces representa un bioactividad mayor y esta desciende, con un menor nimero de
cruces.
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CAPITULO II JUSTIFICACION.

Es de interés la produccion de prolactina de manera recombinante ya que se ha
demostrado que tiene diversas aplicaciones de gran importancia médica, como la
conservacion de organos, el desarrollo y proliferacion celular, la generacion de la
isoforma de 16 kDa (la cual tiene un elevado potencial antiangiogénico) y otras

aplicaciones en ensayos de laboratorio.

Los sistemas de expresion de levaduras (Pichia pastoris y Saccharomyces cerevisiae)
son un modelo eucariota idoneo para la produccion de proteinas simples para uso
humano, como es el caso de la prolactina. Ademas, la facil manipulacion genética de la
levadura permite incluirle una etiqueta de histidinas a las proteinas de interés facilitando

su purificacion.

26



OBJETIVOS. Produccién, Purificacién y Bioensayo de Prolactinas Recombinantes.

CAPITULO IIL OBJETIVOS.

3.1 OBJETIVO GENERAL.

e Producir, purificar y ensayar la actividad bioldgica de la prolactina humana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.
o Disefar y construir el sistema de expresion en levaduras de las isoformas de 23 y
16 kDa de la prolactina etiquetadas con histidinas.
o Producir a nivel de matraz dichas isoformas recombinantes.
o Purificar las prolactinas por cromatografia de afinidad a metales inmovilizados.
o Realizar los ensayos de la actividad bioldgica de las proteinas recombinantes en

modelos de lineas celulares.
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CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS.

4.1 MATERIAL.

4.1.1 Reactivos quimicos y medios de cultivo.

Los iniciadores necesarios para llevar a cabo la amplificacion especifica de la secuencia
codificante de la prolactina humana de 23 kDa asi como de su isoforma de 16 kDa se

mandaron sintetizar a la compafiia Invitrogen (La Jolla CA, EUA).

Las enzimas de restriccion de acidos nucleicos que se utilizaron se obtuvieron de la casa
comercial: New England Biolabs, Inc. (NEB, Beverly, MA. EUA), la Taq polimerasa se
obtuvo de Perkin Elmer-Cetus (Almeda, CA. EUA), asi como de Roche y los
desoxirribonucleosidos trifosfatos (ANTPs) de Promega Co. (Madison, WI. EUA).

La purificacion de los productos amplificados de interés y separados por electroforesis
en gel de agarosa se realizd con el kit Wizard SV gel and PCR clean up system
(PROMEGA).

Los vectores utilizados en este trabajo se obtuvieron de la compafiia Invitrogen (vector
de clonacién pCR 2.1-TOPO, vectores de expresion pPICZaC y pYES2/NT).

El kit de purificacion de proteinas empleado fue His-Bind Resin and His-Bind
Amortiguador Kit, de Novagen (EMD Bioscience, Inc., Darmstadt, Germany).

Los reactivos utilizados para elaborar las soluciones (amortiguadores, soluciones salinas,
medios de cultivo, geles etc.) se obtuvieron de las siguientes casas comerciales: Sigma
Aldrich Chemical Company, Inc (ST. Louis, MO. EUA); Merck (Monterrey, México),
Difco (Detroit, MI. EUA), CTR (Monterrey, México) e Invitrogen (La Jolla CA, EUA).
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Los medios utilizados fueron LB, YPG, BMMY, SC-U (descritos en el anexol) y
cuando se requirid, estos fueron suplementados con los siguientes antibioticos:
ampicilina (Amp) a una concentracion final de 100 pg/mL, kanamicina (Km) a 100

pg/mL y zeocina 100 pg/mL.

4.1.2 Bioldgicos.

La cepa de Escherichia coli DH-5a utilizada para la trasformacién y construccion del
vector de expresion, asi como la cepa de levadura GS115 de Pichia pastoris y la cepa
INVscl de Saccharomyces cerevisiae fueron utilizadas en la transformacion con el
“casete” de expresion de las isoformas de la prolactina de 23 y 16 kDa, se obtuvieron del
cepario de la ULIEG resguardado a -80°C.

El estuche de Pichia pastoris asi como el de Saccharomyces cerevisiae que se utilizaron
para la construccion de los sistemas de expresion se adquirié de la compafiia Invitrogen
Co. (Gaithersburg, MD. EUA).

El ADNc maduro, codificante para la PRL humana, fue obtenido a partir de la cepa
ATTC No. 31723 integrada en el plasmido pBR32 en E. coli

Se utilizo la linea celular de fibroblastos de raton 3T3 NIH y la linea celular de células
endoteliales de vena de cordén umbilical humana HUVEC, ambas proporcionadas por el
MC. Oscar Fajardo del Instituto de Biotecnologia del ITESM.

4.1.3 Infraestructura.

Se emplearon durante el desarrollo de este trabajo los siguientes equipos y aparatos:
Horno de microondas GoldStar modelo MA-875M, Ultracongelador So-Low de
Enviromental Equipment (Cincinati, Ohio, EUA), Termociclador Eppendorf
Mastercycler gradient (Barkhausenweg, Hamburgo, Alemania), Termociclador Applied
Biosystems (Singapur), Bomba peristéaltica dynamax, modelo RP-1 de Rainin (EUA),
Ultracentrifuga 1Beckman-Coulter modelo J2-M  (Fullerton, CA. EUA) vy

Microcentrifugas de la marca Eppendorf y LabNet, Sistemas de esterilizacidn por calor
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himedo Market Forge (Sterilmatic), Autoclave de 30X30X30 in. (Guanajuato, Gto.
Mx.), Incubadoras Shell Lab SL (Sheldon Manufacturing Inc.) modelos: 1535 y
1330GX y Agitador orbital (ORBIT) de Lab Line y Espectrofotometro UV/Vis DU70.

Se usO un sistema de digitalizacion y analisis de imagen UVP Mini Darkroom de
Bioimaging Systems e ImageJ version 1.30P (USA), espectrofotometro de la marca
Eppendorf modelo biophotometer, balanza de la marca OHAUS modelo Analytical Plus
AP110S, potenciometro digital de la marca ORION modelo 420 A, unidad
ultraconcentradora de 100mL (Spectrum) (EUA), concentrador al vacio CENTRIVAP
de la marca LABCONCO (Kansas, City, MO. EUA), fuente de poder para electroforesis
de la marca Gibco-BRL-Life Technologies Inc. (Carlsbad, CA. EUA) modelo 500,
camaras de electroforesis horizontal Thermo EasyCast'™, campana de extraccion y
gabinete de bioseguridad de la marca LABCONCO (Kansas City, MO. EUA), El pulso
eléctrico para la transformacién de bacterias y levaduras se hizo en un electroporador
modelo Gene Pulser 11y se utilizaron celdas de 0.2mm de la marca BIO-RAD (Hercules,
CA, EUA). La electroforesis de proteinas se realizé en cAmaras de electroforesis vertical
Mini-Protean 1l de BIO-RAD Yy fuente de poder Labnet. La secuenciacion se realizé en

un secuenciador 3130 Genetic Analyzer de Applied Biosystems.

Los programas bioinformaticos que se usaron via internet fueron el BLAST a

disposicion en (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), NEBcutter 2.0 de New England

Biolabs diponible en (http://tools.neb.com/NEBcutter2/), asi mismo se utilizd el

programa en linea ClustalW Multiple Secuence Alignment program version 1.8 (Des

Higgins & Toby Gibson), accesible en (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/),

Image) Research Service Brach version 1.43u de National Institute of Health, USA.

(http://www.rsbweb.nih.gov/il), los programas requeridos para el andlisis y

manipulacion de secuencias nucleotidicas fueron: Amplify version 2.53 (Bill Engels,
©1992, Madison, WI. EUA), el programa Oligo version 4.0 (1992 Wojciech Rychlik,
National Biosciencie, Inc., Plymouth, MN. EUA).
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4.2 METODOS.

4.2.1 Estrategia general.
Con la finalidad de alcanzar los objetivos propuestos se siguieron las siguientes etapas:

a) Amplificacion del gen de la prolactina humana y de su isoforma de 16kDa.

b) Construccion del sistema de expresion de las isoformas de la prolactina humana
en Pichia pastoris y Saccharomyces cerevisiae.

c) Produccion en matraz de las prolactinas.

d) Purificacién de la proteina recombinante.

e) Ensayo bioldgico de la prolactina humana.

Diseiio de primers
Prolactina 16kDa
Prolactina 23kDa

Clonacién en
TOPO TA

Subclonacion en
pPicZa y pYES NT/C,
transformacion

P. Postorisy 5. cerevisiae

2 mR S sl - ™

Produccién de
proteinas

%
= fjﬂ"

SDS-PAGE

Purificacion
IMAC

=L wmaeaEae

Angiogénesis  Adipogénesis

= &

Bioensayo

Figura 8. Esquema de la estrategia general. Se muestran los pasos que se siguieron para el
disefio y construccion de las cepas productoras de prolactina, hasta el bioensayo de la hormona.
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4.2.2 Amplificacion de la secuencia codificante de las isoformas de la prolactina

humana.

4.2.2.1 Extraccion de ADN plasmidico.

Para la obtencién del ADN plasmidico de la cepa ATTC No. 31723 que contiene el
ADNc de la PRL humana integrado en el pldsmido pBR322 se siguieron las
instrucciones del fabricante para su crecimiento, una vez crecido durante 16 horas se
centrifugaron 3 mL del cultivo bacteriano durante 30 seg a 13,000 rpm, se removio el
sobrenadante por aspiracién, manteniendo el tubo en hielo. EI ADN plasmidico se
extrajo por el método de lisis alcalina (Sambrook y cols., 1989). Las células se
resuspendieron en 100 uL de solucién | fria (glucosa 50mM, EDTA 10mM y Tris-HCL
25mM pH=8) empleando el vortex. Se agregaron 200 uL de solucion Il (NaOH 0.2N y
SDS 1%) mezclando inmediatamente por inversiéon e incubando en hielo por 5min.
Pasado este tiempo se agregaron 150 pL de solucion 111 (acetato de potasio 3M, &cido
acético 5M), se mezcld de inmediato por inversion y se incubd por 5min en hielo.
Pasado el tiempo se centrifugd por 5 min a 14,000 rpm y el sobrenadante se transfirio a
un tubo nuevo donde se le hizo una extraccion fenol/SEVAG (%2 volumen de fenol y %
volumen de SEVAG). Se centrifug6 por 2 min a 13,000 rpm y el sobrenadante acuoso se
transfirid6 a un tubo nuevo donde el ADN plasmidico se precipitd agregando 2
volumenes de etanol al 100% frio y mezclando por inversién. Después se centrifugo por
5 min a 13,000 rpm y la pastilla obtenida se lavo dos veces con 1 mL de etanol al 70%
frio y se dejo secar a temperatura ambiente durante 15 min. Finalmente se resuspendio

en 50uL de TE 1X (pH=8) conteniendo ARNasa (20pug/mL).
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4.2.2.2 Diseno de los iniciadores.

Para el disefio de los iniciadores se emplearon los programas Oligo version 4.0 y
Amplify versién 3.0, empleando como referencia la secuencia reportada para la PRL
madura, con numero de acceso NM_000948.4. Se disefiaron cuatro juegos de
iniciadores para amplificar cada una de las isoformas de la prolactina (Tabla 5). El
primer juego se disefié para la amplificacion especifica de la PRL de 597 pb de longitud
siendo que la hibridacidon se da a los extremos de la secuencia codificante de la proteina
madura de 299 residuos aminoacidicos y se les incorporaron sitios de restriccion Xho |y
Not I, el segundo juego de iniciadores se disefié de la misma manera para amplificar la
secuencia madura de PRL y se le incorporaron sitios de restriccion Kpn | y Not I,
ademés de una secuencia codificante para un epitope reconocido por la enzima
Enterocinasa (EK). El tercer iniciador (GralHIS-23), que en combinacién con el RW
PRL-23-2 completan el tercer juego de iniciadores, el cual se emplea para mediante PCR
adicionar la secuencia que codifica para la etiqueta de histidinas, asi como el sitio Xho |
y la recreacion de KEX2, para la eliminacion del factor de secrecion o. Los productos de
amplificacion de estos tres juegos se utilizaron para la subclonacién del vector de
expresion pPICZaC. El cuarto juego de iniciadores amplifica la secuencia especifica de
la PRL de 597 pb de longitud y se les incorporaron sitios de restriccion BamH | y Not | y
el producto de amplificacion de este juego se utilizaron para la subclonacion del vector
de expresion pPYES2/NT C. Los cuatro juegos de iniciadores restantes se utilizaron para
la amplificacion de la isoforma de 16 kDa con las mismas caracteristicas de la prolactina

nativa.
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Tabla 5. Lista de iniciadores utilizados.

Nombre Secuencia Descripcion

FF PRL-23-1 5 CAT CTC GAG AAA AGA TTG Hibrida al extremo 5 de la secuencia codificante.
CCCATCTGTCCCG3’ Afiade un sitio de reconocimiento para Xho 1.

FF PRL-23-2 5 CAT GGT ACC GAC GAT GAC Hibrida al extremo 5 de la secuencia codificante.
GAT AAA TTG CCC ATC TGT CCC G  Afade un sitio de reconocimiento para Kpn | y
3’ epitope para EK.

FF PRL-16-1 5 CAT GGA TCC TTG CCC ATC TGT Hibrida al extremo 5 de la secuencia codificante.
CCCG 3 Afiade un sitio de reconocimiento para BamH I.

GralHIS-23 5 TTA CTC GAG AAA AGA CAT CAC Hibrida en la regidn EK, afiade la secuencia para 6
CAT CAC CAT CAT GGT ACC GAC Hisy un sitio de reconocimiento para Xho I.
GAT GAC GAT AAA 3’

RW PRL-23-1 5° AGA GCG GCC GC GCA GTT GTT Hibrida al extremo 3’ de la secuencia codificante.
GTT GTG GATG ¥ Afiade un sitio de reconocimiento para Not I.

RW PRL-23-3 5 AGA GC GGC CGC TTA GCA GTT Hibrida al extremo 3’ de la secuencia codificante.
GTT GTT GTG GAT G 3’ Afiade un sitio de reconocimiento para Not | y un

coddn de terminacion.

RW PRL-23-4 5> AGA GC GGC CGC GAC GAT GAC Hibrida al extremo 3’ de la secuencia codificante.
GAT AAA GCA GTT GTT GTT GTG Afade un sitio de reconocimiento para Not | y un
GATG ¥ epitope para EK.

RW PRL-16-1 5° AGA GCG GCC GC TTA CCA GAC Hibrida al extremo 3’ de la secuencia codificante.
AGG GTA GAT CTC ATT TT 3’ Afiade un sitio de reconocimiento para Not | y un

coddn de terminacion.

RW PRL-16-2 5 AGA GCG GCC GC CCA GAC AGG Hibrida al extremo 3 de la secuencia codificante.
GTA GAT CTC ATTTT 3’ Afiade un sitio de reconocimiento para Not I.

RW PRL-16-4 5° AGA GCG GCC GC GAC GAT GAC Hibrida al extremo 3’ de la secuencia codificante.

GAT AAA CCA GAC AGG GTA GAT
CTCATTTIT 3’

Afiade un sitio de reconocimiento para Not | y un
epitope para EK.

4.2.2.3 Amplificacion de la secuencia codificante de las isoformas de PRL por PCR.

Con los iniciadores previamente disefiados y la muestra obtenida de la cepa ATTC-
31723 se amplifico mediante PCR la secuencia codificante de las isoformas de la
prolactina en todas sus variantes (Figura 9). Las condiciones especificas para la mezcla
de reactivos se indican en la tabla 6, estas se usaron al igual para todos los juegos de

iniciadores, en tanto que el programa para el termociclador se muestra en la tabla 7.
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Pichia pastoris
Prolactinade 23 kDa Prolactina de 16 kDa

Xho [ Xho [
cexleed

PRL 16 kD3

Not I Not I

Saccharomvces cerevisiae

Prolactinade 23 kDa Prolactinade 16 kDa

FRL 16 kD3

Nat I Mott

Figura 9. Variantes de las isoformas de la prolactina. Se muestran las diferentes formas de la
prolactina que se expresaron en el sistema de expresion Pichia pastoris. En las que se considera
la integracion de una etiqueta de seis histidinas en el extremo amino como en el carboxilo
ademas una secuencia de reconocimiento a una enterocinasa en ambos extremos, para el caso de
Saccharomyces cerevisiae solo se integra en el lado amino la etiqueta de histidinas y en el sitio
de reconocimiento a enterocinasa.

Tabla 6. Condiciones de la reaccion de PCR para amplificar las isoformas de la PRL.

Reactivos Volumen Concentracion ‘
Amortiguador 10 x | 2.5 pL 1x
MgCl, 25 mM 1.5puL 1.5 mM
dNTPs 100 mM 1uL 25 mM
Iniciador 5°5puM | 1L 0.1 pg/pL
Iniciador 3° 5uM 1uL 0.1 pg/pL
ADN 200 ng/uL lpL 200 ng/uL
Agua ultrapura 16.8uL | ---
Taq Gold 0.2 uL 1U
Volumen Final 25 pL
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Tabla 7. Programa de PCR para la amplificacion de las isoformas de PRL.

Programa

Temperatura | Tiempo
1 | Desnaturalizacion inicial | 95 °C 5
2 | Desnaturalizacion 94°C 457
3 | Alineamiento 59.8°C 30"
4 | Extension 72°C 30"
5 | 30 ciclos de 2-4
6 | Extension final 72°C 5

El producto obtenido se visualizé en un gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de

etidio y expuesto a luz UV.

4.2.2.4 Adicién de la secuencia para 6His por PCR.

Con el tercer juego de iniciadores disefiados y la muestra obtenida en la PCR para
amplificar la secuencia codificante de PRL usando el segundo juego de iniciadores, se
realizd la reaccién en la que se adiciona la secuencia que codificard para 6His. Las
condiciones especificas para la mezcla de reactivos se indican en la tabla 8, en tanto que

el programa para el termociclador se utiliz6 el mostrado en la tabla 7.

Tabla 8. Condiciones de la reaccion de PCR para la adicion de la etiqueta de 6His.

Reactivos Volumen Concentracion ‘
Amortiguador 10 x | 2.5 pL 1x

MgCl, 25 mM 15uL | 1.5mM

dNTPs 100 mM 1L 25 mM
Iniciador 5° 5uM lpL 0.1 pg/pL
Iniciador 3° 5uM lpL 0.1 pg/pL
Producto PCR 0.1pL

Agua Ultrapura 17.7uL | ----

Taqg Gold 0.2 pL 1U

Volumen Final 25 uL
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El producto obtenido se visualiz6 en un gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de
etidio y expuesto a luz UV.

4.2.3 Clonacion en el plasmido pCR 2.1-TOPO.

Los productos obtenidos en la PCR en los puntos 4.2.2.3 y 4.2.2.4 se clonaron en el
vector comercial pCR 2.1-TOPO de acuerdo a las indicaciones del fabricante TOPO TA
Cloning Kit de Invitrogen. (Invitrogen, 2006). EI empleo de la Tag ADN polimerasa
provee las condiciones necesarias para que el producto de amplificacion sea clonado en
el vector TOPO (Shuman, 1994).

4.2.3.1 Transformacion de células DH5a electrocompetentes.

Los productos obtenidos de la clonacion en TOPO se transformaron en bacterias
electrocompetentes DH5a (anexo 1) empleando 2 pL del producto obtenido de la
clonacion en TOPO, los cuales fueron llevados a un volumen final de 20 pL. Los
parametros de electroporacion para transformacion de las bacterias fueron: 200€2, 25uF
y 2.5kV. Después del pulso se afiadieron 500 puL de medio LB, se transfirieron las
bacterias a un tubo de 1.5mL y se incubaron a 37°C con agitacién (500rpm) durante una
hora. Posteriormente se centrifugd 3 min a 4,000 rpm se decantd y resuspendié la
pastilla en el medio remanente. Dicha suspension fue sembrada en placa de LB
suplementada con kanamicina (50 pg/mL) y se incub6 a 37°C por 16 horas.

4.2.3.2 Andlisis de la clonacién en TOPO.

Para llevar a cabo el analisis de la clonacion en el plasmido pCR 2.1-TOPO se utilizo la
PCR de colonia, empleando los iniciadores M13 5’ y M13 3°, con lo que dependiendo
del tamafio del producto obtenido se corrobor6 la clonacién del inserto de interés (PRL y

PRL-6His). Para este procedimiento se levantaron las colonias obtenidas a las 14-16
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horas de la transformacién y fueron resuspendidas en 20 uL de agua esteril, de los cuales
10 uL corresponderian al analisis mediante PCR y el volumen restante se inocularia en
medio LB liquido suplementado con kanamicina (50 mg/mL). Las condiciones de la
reaccion de PCR se muestran en la tabla 9, en tanto que el programa para el
termociclador se presenta en la tabla 10.

Tabla 9. Condiciones de la reaccion de PCR para verificar la clonacion en el vector TOPO.

Reactivos Volumen Concentracion

Amortiguador 10 x | 1.5 pL 1x
MgCl; 25 mM 0.5puL 1.5mM
dNTPs 100 mM 0.3 pL 25 mM
Iniciador 5> 5uM | 0.6 pL 0.1 pg/pL
Iniciador 3° 5uM | 0.6 pL 0.1 pg/pL

Colonia 100puL | ----
Agua Ultrapura 1.25 uL

Taq Gold 0.25puL |1U
Volumen Final 15 uL

Tabla 10. Programa de PCR para verificar la clonacién en el vector TOPO TA.

Programa

Temperatura | Tiempo
1 | Desnaturalizacion inicial | 94 °C 5’
2 | Desnaturalizacion 94°C I
3 | Alineamiento 55°C I
4 | Extension 72°C I
51 30ciclosde2-4
6 | Extension final 72°C 5’

Una vez obtenidas las clonas candidatas segun el tamafio del amplicon por PCR, se

crecieron en medio LB con antibi6tico y se extrajo el ADN plasmidico por la técnica de
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extraccion por lisis alcalina descrita en el punto 4.2.2.1 y se procedio a corroborar su

identidad por patrones de restriccion.

4.2.4 Subclonacion de las secuencias de PRL y su isoforma de 16 kDa en los
plasmidos pPICZa y pYES2NT.

A fin de construir los sistemas de expresion de las isoformas de la prolactina se llevé a
cabo la subclonacion en los vectores pPICZa (Figura 10) y pYE2NT (Figura 11),
recuperando las secuencias previamente clonadas en el vector TOPO TA, estas

construcciones seran de utilidad para la expresion en levaduras.

/ ‘\KXhoI
@ "Not |

2 - N

Xho |
Lo 5

0.6kb Not!

Xhol“ﬁ _Q\:

'Not I

4.5kb

/

Figura 10. Esquema de la construccion del vector de expresion pPICZa, a partir de la
secuencia clonada en TOPO.

GmHI
“ﬁ i BamH,/
Iy Not |
Not |
ngEOSkZbNT pPPYES2NT
—= + 4V
BamH Ibi 'D'\
T0PO-HISE Not/ BAMH ’D~
PRL HIS-PRL * Not |
4.5kb /

Figura 11. Esquema de la construccion del vector de expresion pPYES2NT, a partir de la
secuencia clonada en TOPO.
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4.2.4.1 Liberacion del fragmento de la PRL a partir de TOPO.

El plasmido TOPO TA se sometid a una doble digestion con Xho | y Not | para asi
liberar la secuencia correspondiente a las isoformas de la prolactina, empleando los
sitios adicionados mediante PCR. Las condiciones para la doble digestion se presentan
en la tabla 11.

4.2.4.2 Doble digestion de pPICZa.

De igual manera el vector de expresion pPICZa se sometio a doble digestion con Xho 1y
Not | liberando un fragmento correspondiente al sitio mdultiple de clonacion vy
exponiendo los sitios para la ligacion de los fragmentos de las prolactinas; para el vector
PPYES2NT se sometid a doble digestion con las enzimas BamH | y Not I. En la tabla 11

se presentan las condiciones para la doble digestion.

Tabla 11. Condiciones para la doble digestion. A fin de liberar el fragmento de las isoformas
de la prolactina para cada variante y abrir los vectores de expresion pPICZa y pPYES2NT.

TOPO-PRL16 Yy pPICZa TOPO- PRL16Y pPPYES2NT
TOPO-PRL23 (ul). (). TOPO-PRL23 (ul). (ul).
ADN plasmidico 40 40 40 40
BSA 6 6 6 6
Amortiguador 3 6 6 6 6
Enzima 1(Xho I) 3 X i
Enzimal(BamH | - | e 3 3
)
Enzima 2 (Not I) 15 15 15 15
Agua 35 35 35 35
60 60 60 60
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4.2.4.3 Purificacion de un fragmento de ADN a partir de un gel de agarosa al 1%.

El producto de la doble digestion fue corrido en gel de agarosa al 1% a fin de separar los
fragmentos de interés, asi como los vectores de los contaminantes residuales de la
digestion. Las bandas correspondientes a los productos de interés a los plasmidos fueron
cortadas del gel de agarosa y procesadas de acuerdo a las indicaciones del fabricante
para el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System, obteniendo al final del proceso
los fragmentos correspondientes a las isoformas de la prolactina y los plasmidos

resuspendidos en agua libre de nucleasas.
4.2.4.4 Ligacion de los fragmentos purificados.

Los fragmentos previamente purificados fueron sometidos a ligacion, bajo las
condiciones mostradas en la tabla 12. Incubando a 16°C por 14-16h. Es importante
resaltar la proporcion que debe mantenerse entre la cantidad de los insertos (fragmentos
de las isoformas de la prolactinas) y los vectores (pPICZa y pPYE2NT), debiendo
mantenerse por lo menos 3:1 y los productos empleados, provenientes de la purificacion,
deben ser apreciables en un gel de agarosa al 1%.

Tabla 12. Condiciones de ligacion. Las condiciones de ligacion se siguieron para todos los
fragmentos de las isoformas de la prolactina, con ambos plasmidos.

Volumen (ul)

Fragmentos 10

Vector

3
Amortiguador de ligasa 10 X 2
ATP 10 X 2

1
2

Ligasa

Agua

Volumen total 20

Pasado el tiempo de incubacion de la ligacion, una alicuota (5-10uL) se corrio en un gel

de agarosa al 1% para verificar el éxito de la reaccion, por lo cual, debe apreciarse un
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aumento en el tamafio del producto obtenido, respecto a los empleados como reactivos o

bien observando un patron de escalera.
4.2.4.5 Transformacion de células electrocompetentes.

Con los fragmentos clonados en los plasmidos pPICZa y pPYES2NT como resultado de
la ligacion (construcciones pPICZa-6His-EK-PRL16, pPICZa-PRL16-6His, pPICZa-
PRL16-EK-6His, pPYES2NT-6His-EK-PRL16, pPICZa-6His-EK-PRL23, pPICZo-
PRL23-6His, pPICZa-PRL23-EK-6His y pPYES2NT6His-EK-PRL23) se procedio a la
transformacion de células electrocompetentes DH5a de acuerdo a lo establecido en el
punto 4.2.3.1, pero en esta ocasion, el volumen empleado para la transformacion fue de
5 uL de la ligacién previamente realizada y como marcador de seleccion se emple6

zeocina (25 pg/mL).

4.2.4.6 Andlisis de la clonacion en los vectores pPICZa y pPYES2NT.

Para el anéalisis de las clonas obtenidas, las colonias presentes a las 14-16 horas
posteriores a la siembra en placa se levantaron para su evaluacion mediante PCR de
colonia, de igual manera, segin se describe en el punto 4.2.3.2 para esta ocasion se
emplearon los iniciadores AOX1, los cuales flanquean la region en la cual se inserta el
fragmento clonado dentro del sitio multiple de clonacion del vector pPICZa, para el
plasmido pPYES2NT se utilizaron los iniciadores FF-PRL16-1, RW-PR16-1 y RW-
PRL23-3. Las condiciones de la reaccién se muestran en la tabla 13 y el programa

empleado en el termociclador en la tabla 14.
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Tabla 13. Condiciones de la reaccién de PCR para verificar la clonacion en los vectores
pPICZay pPYES2NT.

Reactivos Volumen Concentracion

Amortiguador 10 x | 1.5 pL 1x
MgCl, 25 mM 0.9 uL 1.5mM
dNTPs 100 mM 0.3 pL 25 mM
Iniciador 5> 5uM | 0.6 pL 0.1 pg/pL
Iniciador 3> 5uM 0.6 pL 0.1 pg/pL

Colonia 10pL
Agua Ultrapura 0.8 uL
Taq Gold 0.2 uL 1U
Volumen Final 15 uL

Tabla 14. Programa de PCR para verificar la clonacion en los vectores pPICZa y
PPYES2NT.

Programa

Temperatura | Tiempo
1 | Desnaturalizacion inicial | 94 °C 5’
2 | Desnaturalizacion 94°C r
3 | Alineamiento 54°C 1’
4 | Extension 72°C I
5 | 30 ciclos de 2-4
6 | Extension final 72°C 7

Los productos obtenidos fueron corridos en un gel de agarosa al 1% para estimar su
tamafo y determinar las clonas positivas. EI volumen restante (no empleado para PCR)
se inocul6 en medio LB liquido conteniendo ampicilina (50mg/mL) para la posterior

extraccion del plasmido.
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4.2.4.7 Extraccion de ADN plasmidico de las construcciones de las isoformas en los

vectores de expresion.

A partir del medio de cultivo inoculado con las colonias levantadas y previamente
analizadas por PCR de colonia, se realiz extraccion plasmidica por el método de lisis

alcalina, descrito en el punto 4.2.2.1 (Sambrook y cols., 1989).

4.2.5 Caracterizacion de las construcciones en el plasmido pPICZa y pPYES2NT.

Para confirmar la identidad de la secuencia clonada en los vectores de expresion pPICZa
y PPYES2NT Yy la correcta construccion de los plasmidos expresores (pPICZa-6His-EK-
PRL16, pPICZa-PRL16-6His, pPICZa-PRL16-EK-6His, pPYES2NT-6His-EK-PRL16,
pPICZa-6His-EK-PRL23, pPICZa-PRL23-6His, pPICZa-PRL23-EK-6His y
pPYES2NT-6His-EK-PRL23) se llevo a cabo el corte con enzimas de restriccion Dra |
para las construcciones con el plasmido pPYES2NT y Btg | para las construcciones en el
plasmido pPICZa, los patrones obtenidos fueron comparados con los esperados por los

analisis in silico por prediccion con base en sus secuencias.

4.2.6 Transformacion de la levadura.

4.2.6.1 Linearizacién con Sac I.

Los vectores de expresion construidos en el plasmido pPICZa fueron linearizados con la
enzima de restriccion Sac 1, a fin de proceder a la transformacion de las levaduras. En la
tabla 15 se presentan las condiciones de la reaccion de restriccion. Los vectores de
expresion construidos en el plasmido pPYES2NT se utilizaron en su forma circular para

la transformacién en levaduras.
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Tabla 15. Condiciones para la digestion con la enzima Sac I. A fin de linearizar los vectores
de expresion para las isoformas de la prolactina en sus diferentes variantes.

Reactivos (ul).

ADN plasmidico | 10
BSA 2
Amortiguador 1 | 2
Enzima(Sacl) |05
Agua 55

Volumen total 20

El resultado de la digestion fue analizado en un gel de agarosa al 1%
4.2.6.2 Electroporacion de Pichia pastoris y Saccharomyces cerevisiae.

La transformacién en ambos sistemas se llevd a cabo por electroporacion y las cepas
utilizadas fueron GS115 para Pichia pastoris y INVScl para Saccharomyces cerevisiae
éstas se prepararon de la misma forma como se describe en el (anexo 1) para hacerlas
eletrocompetentes. Para la transformacion se mezclaron 80uL de las células previamente
preparadas con 5-20 ug de ADN linearizado y en su caso el ADN circular en 5 a 10uL
de agua libre de nucleasas y se transfirieron a la celda de electroporacion. Se incubaron
durante 5 min en hielo y posteriormente se dio el pulso, con los siguientes parametros:
400Q, 25uF y 1.5kV. Posterior al pulso se afiadieron 600 uL de sorbitol 1M a la celda y
el contenido se transfirié a un tubo estéril para microcentrifuga. Se extiendieron 200-
600uL en placa de YPD con zeocina 25 pg/mL y para S. cerevisiae en una placa en

medio SC-U. Las cuales son incubadas a 30°C hasta la aparicion de colonias (3-4 dias).

Después de este tiempo se levantan colonias y se inoculan en medio YPG para su

crecimiento a 30°C por 24-48 horas.

4.2.6.3 Andlisis de integracion al genoma de Pichia pastoris.

Con el fin de verificar la presencia del vector de expresion en el genoma de la levadura,

ya que por recombinacion homologa éste es integrado, se extrajo ADN genomico de las
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clonas obtenidas posterior a la transformacion mediante la técnica TSNT segun se indica
en el Protocolo 1 (anexo 1). Con el ADN obtenido se realizd una PCR empleando los
iniciadores AOX1, que flanquean la region en donde se insertd el gen en el vector de
expresion. Ademas, dada la presencia del gen aox1 de manera natural en la levadura y
debido a los eventos de recombinacion posibles, la informacion arrojada con esta PCR
incluye el fenotipo presente (mut® o mut®). Las condiciones de la reaccion, asi como el
programa empleado en el termociclador se presentan en las tablas 16 y 17
respectivamente.

Tabla 16. Condiciones de la reaccion de PCR para verificar la integracion de la secuencia
de las isoformas de la prolactina en el genoma de Pichia pastoris.

Reactivos Volumen Concentracion ‘
Amortiguador 10 x | 1 pL 1x
ADN gendmico 1L 400 ng/uL
MgCl, 25 mM 0.6 pL 1.5 mM

dNTPs 100 mM 0.2 uL 25 mM
Iniciador 5> 5uM | 0.4 L 0.1 pg/pL
Iniciador 3° 5uM | 0.4 L 0.1 pg/pL

Agua Ultrapura 6.2 UL
Taq Gold 0.2 pL 1U
Volumen Final 10 pL

Tabla 17. Programa de PCR para verificar la integracion de la secuencia de las isoformas
de la prolactina en el genoma de Pichia pastoris.

Programa

Temperatura | Tiempo
1 | Desnaturalizacion inicial | 94 °C 5’
2 | Desnaturalizacion 94°C I
3 | Alineamiento 54°C 65’
4 | Extension 72°C I
5 | 30 ciclos de 2-4
6 | Extension final 72°C 7
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4.2.6.4 Andlisis de la transformacion de Saccharomyces cerevisiae.

Con el fin de verificar si los vectores de expresion se integraron en la levadura, se tomo
en cuenta que éstos son de caracter episomal, por lo que no fue necesario realizar la
extraccion del ADN genomico de la levadura. Para la identificacion del casete se realizé
por medio de PCR directo de colonia de levadura, tomando un décimo de ésta y se
mezcl6 en una reaccién como se describe en la tabla 18. En la tabla 19 se muestran las
condiciones del programa empleado en el termociclador.

Tabla 18. Condiciones de la reaccién de PCR para verificar la integraciéon de los vectores
de expresidn episomales en Saccharomyces cerevisiae.

Reactivos Volumen Concentracion

1L 1x
MgCl, 25 mM 06uL | 1.5mM
dNTPs 100 mM 0.2 pL 25 mM
Iniciador 5> 5uM | 0.4 L 0.1 pg/pL
Iniciador 3° 5uM 0.4 pL 0.1 pg/pL

ADN 200 ng/pL luL 200 ng/pL
Agua Ultrapura 6.2 uL

Taq Gold 0.2 uL 1U
Volumen Final 10 uL

Tabla 19. Programa de PCR para verificar la integracion de los vectores de expresion en
Saccharomyces cerevisiae.

Programa

Temperatura | Tiempo
1 | Desnaturalizacion inicial | 94 °C 5’
2 | Desnaturalizacion 94°C I
3 | Alineamiento 54°C 65"’
4 | Extension 72°C I
5 | 30 ciclos de 2-4
6 | Extension final 72°C 7
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4.2.7 [Ensayos de expresion en tubo conico de 50mL en Pichia pastoris.

A fin de verificar la funcionalidad del sistema construido y su consecuente produccion
de las isoformas de la prolactina en sus diferentes variantes fue inoculada una colonia en
15 mL de medio YPG en tubos conicos de 50 mL. Se dejaron crecer a 30°C en agitacion
constante a 250 rpm hasta alcanzar una DOgoo = 5. El medio con estas condiciones fue
centrifugado a 4,400 rpm por 5 min. El sobrenadante fue decantado, con el fin de
eliminar cantidades residuales de glicerol, la pastilla fue resuspendida en amortiguador
de fosfatos 0.1M pH=6 y nuevamente centrifugado a 4, 400 rpm por 5 min, se decant¢ el
sobrenadante y se resuspendié la pastilla en medio inductor BMMY conteniendo
metanol a una concentracion final de 0.5% y se incubd a 30°C durante 96 horas, con una
adicién de metanol cada 24 horas para una concentracion final de 1%, manteniendo asi
la induccion activa. Una vez terminado el tiempo de induccion, se centrifugd a 4,400
rpm por 5 min a 4°C (a partir de este momento se trabajo en frio) y el sobrenadante fue

dializado contra amortiguador Tris-HCI 20mM, pH=8.4.

4.2.8 Ensayos de expresion en tubo conico de 50mL en Saccharomyces cerevisiae

Con el fin de verificar la funcionalidad del sistema construido y la consecuente
produccién de las isoformas de la prolactina fue inoculada una colonia en 15mL de
medio SC-U con glucosa en tubos cénicos de 50mL. Se dejaron crecer a 30°C en
agitacion constante a 250 rpm hasta alcanzar una DOgy = 0.4. El medio con estas
condiciones fue centrifugado a 4,400 rpm por 5 min. El sobrenadante fue decantado, con
el fin de eliminar cantidades residuales de glucosa, la pastilla fue resuspendida en agua
destilada estéril y nuevamente se centrifugd a 4,400 rpm por 5 min, se decanté el
sobrenadante y se resuspendio la pastilla en medio inductor SC-U con galactosa, a una
concentracion final de 2% y se incub6 a 30°C durante 24 horas. Una vez terminado el
tiempo de induccion, se midio la densidad Optica, posteriormente se centrifugd a 4,400
rpm por 5 min a 4°C (a partir de este momento se trabajo en frio) y la pastilla se congelo
a -70°C, una vez congelada se lavd con 500 uL de amortiguador de lisis (fosfato de
sodio 50 mM, pH 7.4, glicerol al 5% y PMSF), tomando en cuenta la medida de la DO
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se resuspendid la pastilla en amortiguador de lisis para que quedara en una DO =50 y se
agrego un volumen igual de perlas de vidrio y se utiliz6 el vortex durante 30 segundos
seguido de una incubacion en hielo del mismo tiempo y esto se repitié por 5 veces,
después se centrifugd a 13,000 rpm por 10 min, se recupero el sobrenadante y se analizé

por SDS-PAGE para visualizar las proteinas.

4.2.9 Andlisis de la expresion mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

4.2.9.1 Precipitacion de proteinas en la muestra obtenida de las cepas de Pichia

pastoris.

Una vez terminada la didlisis, se tomaron 500 uL de la muestras y se colocaron en un
tubo de 1.5 mL para microcentrifuga, se afiadieron 600 uL de metanol y se mezclaron
suavemente, posteriormente se afiadieron 450 pL de cloroformo, se mezclé suavemente
por inversion durante 1 min, al terminar se centrifugd 5 min a 14,000 rpm. Se descarté la
fase superior acuosa, cuidando de no dafiar la interface, pues ahi se encuentran las
proteinas. Después se volvieron a adicionar 450uL de metanol y se mezclé suavemente
por inversién durante 1min y se centrifugé por 5 min a 14,000 rpm, se descarto el
sobrenadante con una pipeta sin tocar la pastilla. Se secaron en el evaporador centrifugo

al vacoo (Savant) a temperatura ambiente durante 10 min.

4.2.9.2 Preparacioén de la muestra para SDS-PAGE.

La muestra obtenida en la precipitacion se resuspendié en 15 uL de amortiguador de
carga reductor para proteinas, en el caso de las muestras obtenidas de la lisis de las
pastillas de Saccharomyces cerevisiae se tomaron 10 pL de éstas y se agregaron 5 pL de

amortiguador de carga 2X posteriormente los tubos fueron calentados a 94°C por 5min,
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4.2.9.3 Electroforesis de las muestras.

Se emplearon geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizante al 15%,
previamente corrido Unicamente con amortiguador de corrida 1X durante 20 min. Las
muestras cargadas se corrieron a 80V hasta su ingreso al gel separador, una vez ahi se
incremento el voltaje a 120V. Al término de la electroforesis el gel fue tefiido con azul
de Coomassie G250 por un minimo de 2h, posterior a la tincion se procedié a destefiir el
gel empleando una solucion decolorante hasta que las bandas fueran visibles.

4.2.9.4 Densitometria.

Las imagenes de los geles obtenidas fueron analizadas por densitometria empleando el
programa ImagelJ (Abramoff y cols.,, 2004) para calcular el rendimiento de la

produccién.

4.2.10 Ensayos de purificacion.

4.2.10.1 Purificacion a pequefia escala.

Para la purificacion se aplicé el protocolo recomendado por la compafiia Novagen, para

la resina His-Bind empleando el His-Bind Amortiguador Kit.
El protocolo para la purificacion a pequefia escala se realiz6 en tubo de 1.5mL.

Se transfirieron 100-400 uL de la resina en suspension a un tubo de 1.5mL (tomando en
cuenta que el volumen final de resina correspondera al 50% del volumen empleado de la
suspension). Se lavo y equilibré la resina afiadiendo el amortiguador indicado, agitando

varias veces por inversion y centrifugando 3,400 rpm por 1min:

a) 2 lavados con 2 volimenes de agua desionizada estéril.
b) 3 enjuagues con 2 volimenes de amortiguador de carga.

c) 2 lavados con 2 volimenes de amortiguador de union.
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d) Se afadio el extracto crudo al tubo conteniendo la resina, se mezclé suavemente
por inversion varias veces e incubd por 30 min, posteriormente se centrifugo
3,400 rpm por 1 min. Se descart6 el sobrenadante.

e) 3enjuagues con 3 volumenes de amortiguador de union.

f) 2 lavados con 3 volumenes de amortiguador de lavado.

g) Se eluyd en 2 ocasiones con 3 volimenes de amortiguador de elucion.

h) La resina se regener6 con un lavado empleando amortiguador de quelacion
conteniendo EDTA.

Las fracciones obtenidas a partir del punto d) se almacenaron para su analisis mediante
SDS-PAGE.

4.2.10.2 Precipitacion de proteinas en la muestra.

Las muestras obtenidas en cada etapa del proceso de purificacion en pequefia escala se

precipitaron por la técnica de metanol-cloroformo descrita en el punto 4.2.9.1.

4.2.10.3 Preparacion de la muestra para SDS-PAGE.

La muestra obtenida en la precipitacion se resuspendioé en 15 uL de amortiguador de

carga reductora para proteinas, posteriormente se calent6 a 94°C por 5 min.

4.2.10.4 Electroforesis de las muestras.

Se emple6 un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizante al 15%, previamente
corrido Unicamente con amortiguador de corrida 1X durante 20 min. Las muestras
cargadas se corrieron a 80V hasta su ingreso al gel separador, una vez ahi se incremento
el voltaje a 120V. Al término de la electroforesis el gel fue tefiido con azul de
Coomassie G250 por un minimo de 2 horas, al término de la tincion se procedio a

destefiir empleando solucién decolorante hasta que las bandas fueran visibles.
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4.2.10.5 Densitometria.

Las imagenes obtenidas de los geles fueron analizadas por densitometria empleando el
programa ImageJ (Abramoff y cols., 2004), para calcular la pureza, asi como la

recuperacion de la prolactina.
4.2.11 Ensayo de la actividad bioldgica.

Para confirmar la actividad biolégica de la hormona producida, se realizaron dos
ensayos descritos a continuacion. Esta demostrado que las GHs de varias especies
promueven la conversion adipocitica de preadipocitos de raton (fibroblastos 3T3 de la
linea celular NH). Estas células cultivadas en un medio con minima actividad
adipogeénica (bajo contenido de suero), al afiadir una hormona de la familia de las GH se
puede determinar la actividad bioldgica de ésta, mediante su capacidad de diferenciar
preadipocitos a adipocitos. Este proceso involucra cambios genéticos, morfoldgicos y
bioguimicos. Los adipocitos acumulan triglicéridos en el citoplasma, los cuales pueden
ser detectados al tefiirse con el colorante rojo oleoso.

El segundo ensayo consistié en evaluar la capacidad de la prolactina para la formacion
de capilares in vitro ya que se ha demostrado que las células endoteliales de corddn
umbilical humano tienen receptores que permiten el crecimiento y cambio en su
morfologia en una adecuada matriz generando un ensayo indirecto para evaluar la
capacidad angiogénica de la proteina de interés, lo cual se puede detectar con el uso de
la calceina-am (Invitrogen), que permite por medio de fluorescencia observar los

cambios del cultivo celular.

42111 Propagacion de los pre-adipocitos.

Las células 3T3 se propagaron en medio Eagle modificado por Dulbecco-Vogt (DMEM,
glucosa 4 g/L, suplementado con 5% (v/v) de suero de ternera), hasta que se alcanzé la
confluencia en botellas de cultivo de 25 cm?® Se cosecharon las células por
tripsinizacion, para lo cual se agregaron 3-4 mL de solucion de tripsina a la botella y se
incubd a 37°C por 5 min. Se desprendieron completamente las células y se centrifugé a

52



MATERIAL Y METODOS. Produccién, Purificacién y Bioensayo de Prolactinas Recombinantes.

3, 000 rpm por 5 min. Se retir6 el liquido con una micropipeta, teniendo cuidado de no
eliminar las células empastilladas. Se resuspendieron con 1-3 mL de DMEM
suplementado con 10% de suero de ternera. Se sembraron las células en placas de 24
pozos, colocando 20,000 células por pozo en 0.5 mL de medio. Se incubaron las células
por 2 dias en una atmdsfera de 5% de CO,. Al cumplirse el segundo dia de incubacion,
se hizo el cambio de medio a DMEM suplementado con 1.75% (v/v) de suero de gato,
0.25% (v/v) de suero de ternera, insulina a 5 ug/mL, EFG a 0.01ng/mL, biotina a 1.0uM,
triyodotironina a 1x10° M y B-mercaptoetanol a 40 uM (0.5 mL por pozo) y 200 ng de
la proteina a evaluar. El control positivo de diferenciacién es el mismo medio pero
adicionando 200 ng de HGH comercial. El control negativo fue el cultivo sin
suplementar con alguna hormona. Se incubaron por 9 dias y a los cultivos se les realizé

una tincién con rojo oleoso.
4.211.2 Tincion con Rojo Oleoso.

Las células fueron lavadas con amortiguador de fosfatos (PBS) y fueron fijadas con
formalina al 10% por 30 min. Fijadas las células, se procedid a tefiirlas con la solucion
de rojo oleoso durante 30 min, después este tiempo las células fueron lavadas con PBS

tres veces y se observaron al microscopio.
42.11.3 Propagacion de la linea celular HUVEC.

Las células HUVEC se propagaron en medio Advanced DMEM (Ad-DMEM, glucosa 4
g/L, suplementado con 10% (v/v) de suero de fetal bovino, 1% de antibidtico, 1X de
HEPES, 0.66% de glutamina, 0.01% de heparina), hasta que se alcanzo la confluencia en
botellas de cultivo de 25 cm?. Se cosecharon las células por tripsinizacion, para lo cual
se agregaron 3-4 mL de solucion de tripsina a la botella y se incubd a 37°C por 5 min.
Se deprendieron completamente las células y se centrifugo a 3,000 rpm por 5 min. Se
retir6 el liquido con micropipeta, teniendo cuidado de no eliminar las células
empastilladas. Se resuspendieron de 1-3 mL de Advanced DMEM suplementado con 1%
SBF, 1% de antibidtico, 0.66 % de glutamina y 0.01% de heparina para realizar el

ensayo de angiogénesis.
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4.2.11.4 Ensayo de angiogénesis.

Antes de iniciar el ensayo se prepararon las placas con una capa de gelatina al 10%, la
cual se solidificé a 4°C por 2 horas pasado este tiempo se incub6 1 hora a 37°C, se
lavaron las placas con PBS dos veces, para posteriormente sembrar 1,000 células por
pozo en 0.5 mL de medio con 200 ng de la proteina a evaluar. El control positivo de
diferenciacion es el mismo medio pero adicionando 2 ng de bFGF. El control negativo
fue el cultivo sin suplementar con alguna hormona. Se incubaron por 36 horas, se agregd
2uM de calceina am y se incubd por 2 horas en una atmosfera de 5% de CO,, pasado

este tiempo se observd en el microscopio de fluorescencia.
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CAPITULO V. RESULTADOS.

5.1 Amplificacion de la secuencia codificante de las isoformas de la prolactina

humana.

5.1.1 Extraccion del ADN plasmidico de la cepa ATCC 31723.

La fuente empleada para la obtencion de la secuencia codificante fue la cepa ATCC con
el nimero 31723 que contiene el ADNc de la prolactina humana integrado en el
plasmido pBR322, a partir de ésta se amplificaron tanto la prolactina de 23 kDa asi
como su isoforma de 16 kDa ya que ésta se forma del extremo N-terminal de la

prolactina de los aminoacidos 1 al 150. (Ben-Jonathan y cols., 2008).

El ADN plasmidico se muestra en la figura 12, se ajust6 a una concentracion de 300

ng/uL para su posterior uso.

0o/ )

Figura 12. ADN plasmidico de la cepa ATTC 31723. Se muestra el ADN plasmidico del cual
se amplificaron las isoformas de la prolactina humana. Carril 1-4 ADN plasmidico de pBR322-
PRL. M: marcador de ADN comercial de 1000 pb a 100 pb. Gel de agarosa al 0.8 % tefiido con
bromuro de etidio.
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5.1.2 Disefio de los iniciadores para amplificar cada ADNCc de la prolactina.

En la figura 13a se muestra el primer par de los iniciadores empleados para la
amplificacion especifica de la secuencia codificante de la PRL de 23 kDa. Estos fueron
disefiados con base en la secuencia reportada con el nimero de acceso 5617 PRL del
GenBank. Su hibridacion se planed en su extremo 5° a 81 nucledtidos rio abajo al ATG
inicial, puesto que éstos codifican para 27 aa correspondientes al péptido sefial de la
hormona de manera natural. Para fines de esta construccion se tuvo en cuenta el uso del
péptido sefial propio del vector de expresion pPICZo (o-MF de Saccharomyces
cerevisiae) que guia a la proteina para ser secretada al medio de cultivo, ademas se
incluyd el sitio de restriccion para la enzima Xho | y se recred0 una secuencia
denominada KEX2, la cual es reconocida por el producto del gen KEX2, con lo cual se
elimina el factor a-MF (Brake y cols., 1984). En el caso del iniciador para al extremo 3’
de la secuencia, corresponde a la secuencia complementaria, 19 nucleétidos rio arriba al
codon de terminacion (TAA), sin embargo, para esta construccion se utilizé el codon de

terminacion del vector. Se incluyé ademas el sitio de restriccion para Not 1.

En la figura 13b se muestra el segundo par de los iniciadores empleados para la
amplificacion de la secuencia codificante de la PRL-23. Para el extremo 5’ se utilizo el
mismo iniciador que el primer juego de iniciadores y en el caso del iniciador para al
extremo 3’ de la secuencia, corresponde a la secuencia complementaria y se hibrida 19
nucleétidos al codon de terminacion (TAA), sin embargo, para esta construccion se
utilizé el codon de terminacién del vector. Se incluy6 ademas el sitio de reconocimiento

de la enterocinasa y el sitio de restriccion para Not I.

En la figura 13c se muestra el tercer par de los iniciadores empleados para la
amplificacion de la secuencia codificante de la PRL-23. Para el extremo 5’ se hibrido en
la misma posicion que el primer juego de iniciadores, pero con la diferencia que este
juego afiade un sitio Kpn | y se adiciond una secuencia que codifica para un epitope
reconocido por la enzima enterocinasa (reconoce la secuencia aminoacidica DDDK) que
puede ser empleado para eliminar la etiqueta de histidinas fusionada a la prolactina y en

el caso del iniciador para al extremo 3’ de la secuencia, corresponde a la secuencia
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complementaria y se hibrida 19 nucle6tidos anteriores al codén de terminacion TAA. Se
incluy6 ademas un sitio de restriccion para Not I. Como parte de esta estrategia se disefid
un tercer iniciador con el cual se adiciond la secuencia codificante para la etiqueta
(6His), el cual hibridd en la secuencia codificante para EK (adicionada con este tercer
juego de iniciadores). Ademas se recre6 la secuencia para KEX2, también se incorpor6
el sitio de restriccion Xho I. Este iniciador se us6 en conjunto con el RW PRL23-3,
conformando de esta manera un segundo juego de iniciadores para éste. Como templado
se empleo el producto obtenido mediante la PCR para la amplificacion de la secuencia
codificante (mostrado en la figura 13c). En la figura 13d se muestra la regién en la que

hibridan los iniciadores, asi como las secuencias que se adicionan.

En la figura 13e se muestra el cuarto par de los iniciadores empleados para la
amplificacion de la secuencia codificante de la PRL-23. Para el extremo 5’ se hibrid6 en
la misma posicién que el primer juego de iniciadores, pero con la diferencia que este
juego afiade un sitio BamH | y en el caso del iniciador para al extremo 3’ de la
secuencia, corresponde a la secuencia complementaria y se hibrida 19 nucleétidos rio
arriba del coddn de terminacion, sin embargo, para esta construccion se utilizé el codon

stop del vector pYES2NT, ademas se incluyd el sitio de restriccion para Not I.
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Xho I KEX2
a)

FF-23-1 CAT AAAAGATTGCCCATCTGTCCCG
5"ATGAACATCAAAGGATCGCCATGGAAAGGGTCCCTCCTGCTGCTGCTGGTGTCAAACCTGCTCCTGTGCCAGAGCGTGGCCCCC | TGCCCATCTGTCCCGe
CGGGGCTGCCCGATGCCAGGTGACCCTTCGAGACCTGTTTGACCGCGCCGTCGTCCTGTCCCACTACATCCATAACCTCTCCTCAGAAATGTTCAGCGAATTCGATA
AACGGTATACCCATGGCCGGGGGTTCATTACCAAGGCCATCAACAGCTGCCACACTTCTTCCCTTGCCACCCCCGAAGACAAGGAGCAAGCCCAACAGATGAATCA
AAAAGACTTTCTGAGCCTGATAGTCAGCATATTGCGATCCTGGAATGAGCCTCTGTATCATCTGGTCACGGAAGTACGTGGTATGCAAGAAGCCCCGGAGGCTATCC
TATCCAAAGCTGTAGAGATTGAGGAGCAAACCAAACGGCTTCTAGAGGGCATGGAGCTGATAGTCAGCCAGGTTCATCCTGAAACCAAAGAAAATGAGATCTACC
CTGTCTGGTCGGGACTTCCATCCCTGCAGATGGCTGATGAAGAGTCTCGCCTTTCTGCTTATTATAACCTGCTCCACTGCCTACGCAGGGATTCACATAAAATCGACA
ATTATCTCAAGCTCCTGAAGTGCCGAATCATCCACAACAACAACTGCs

RW-23-1 GTAGGTGTTGTTGTTGACG AGA
NotI

Xho I KEX2
b)
FF-23-1 CAT AAAAGATIGCCCAICTGTCCCG
5’ ATGAACATCAAAGGATCGCCATGGAAAGGGTCCCTCCTGCTGCTGCTGGTGTCAAACCTGCTCCTGTGCCAGAGCGTGGCCceC | [GCCCATCTGTICCCGa
CGGGGCTGCCCGATGCCAGGTGACCCTTCGAGACCTGTTTGACCGCGCCGTCGTCCTGTCCCACTACATCCATAACCTCTCCTCAGAAATGTTCAGCGAATTCGATA
AACGGTATACCCATGGCCGGGGGTTCATTACCAAGGCCATCAACAGCTGCCACACTTCTTCCCTTGCCACCCCCGAAGACAAGGAGCAAGCCCAACAGATGAATCA
AAAAGACTTTCTGAGCCTGATAGTCAGCATATTGCGATCCTGGAATGAGCCTCTGTATCATCTGGTCACGGAAGTACGTGGTATGCAAGAAGCCCCGGAGGCTATCC
TATCCAAAGCTGTAGAGATTGAGGAGCAAACCAAACGGCTTCTAGAGGGCATGGAGCTGATAGTCAGCCAGGTTCATCCTGAAACCAAAGAAAATGAGATCTACC
CTGTCTGGTCGGGACTTCCATCCCTGCAGATGGCTGATGAAGAGTCTCGCCTTTCTGCTTATTATAACCTGCTCCACTGCCTACGCAGGGATTCACATAAAATCGACA
ATTATCTCAAGCTCCTGAAGTGCCGAATCATCCACAACAACAACTGC 3

RW-23-4 GTAGGTGTTGTTGTTGACG. AGA
EK Norl

Kpnl EK
c) o1

FF-23-2 " CAT TTG CCCATCTGT CCCG

5'ATGAACATCAAAGGATCGCCATGGAAAGGGTCCCTCCTGCTGCTGCTGGTGTCAAACCTGCTCCTGTGCCAGAGCGTGGCCCCC | [GCCCATCTGTICCCGe
CGGGGCTGCCCGATGOCAGGTGACCCTTCGAGACCTGTTTGACCGCGCCGTCGTCCTGTCCCACTACATCCATAACCTCTCCTCAGAAATGTTCAGCGAATTCGATA
AACGGTATACCCATGGCCGGGGGTTCATTACCAAGGCCATCAACAGCTGCCACACTTCTTCCCTTGCCACCCCCGAAGACAAGGAGCAAGCCCAACAGATGAATCA
AAAAGACTTTCTGAGCCTGATAGTCAGCATATTGCGATCCTGGAATGAGCCTCTGTATCATCTGGTCACGGAAGTACGTGGTATGCAAGAAGCCCCGGAGGCTATCC
TATCCAAAGCTGTAGAGATTGAGGAGCAAACCAAACGGCTTCTAGAGGGCATGGAGCTGATAGTCAGCCAGGTTCATCCTGAAACCAAAGAAAATGAGATCTACC
CTGTCTGGTCGGGACTTICCATCCCTGCAGATGGCTGATGAAGAGTCTCGCCTITCTGCTTATTATAACCTGCTCCACTGCCTACGCAGGGATTCACATAAAATCGACA
ATTATCTCAAGCTCCTGAAGTGCCGAATCATCCACAACAACAACTGC

.5 | GTAGGTGTTGTTGTTGACGATT AGA
RW-23-3
Not I
d) Ahol  yExs His 6 Kpnl EK FF-GralHis23
TTA AAAAGA
5'CAT TTGCCCATCTGTCCCG

GCGGGGCTGCCCGATGCCAGGTGACCCTTCGAGACCTGTTTGACCGCGCCGTCGTCCTGTCCCACTACATCCATAACCTCTCCTCAGAAATGTTCAGCGAATTCGATA
AACGGTATACCCATGGCCGGGGGTTCATTACCAAGGCCATCAACAGCTGCCACACTTCTTCCCTTGCCACCCCCGAAGACAAGGAGCAAGCCCAACAGATGAATCAA
AAAGACTTTCTGAGCCTGATAGTCAGCATATTGCGATCCTGGAATGAGCCTCTGTATCATCTGGTCACGGAAGTACGTGGTATGCAAGAAGCCCCGGAGGCTATCCTA
TCCAAAGCTGTAGAGATTGAGGAGCAAACCAAACGGCTTCTAGAGGGCATGGAGCTGATAGTCAGCCAGGTTCATCCTGAAACCAAAGAAAATGAGATCTACCCTGT
CTGGTCGGGACTTCCATCCCTGCAGATGGCTGATGAAGAGTCTCGCCTTTCTGCTTATTATAACCTGCTCCACTGCCTACGCAGGGATTCACATAAAATCGACAATTAT

CTCAAGCTCCTGAAGTGCCGAATCATCCACAACAACAACTGCs

RW-23-3 GTAGGTGTTGTTGTTGACGATT AGA
NotrI

e) BamH I
FF-16-1,

CAT TTGCCCATCTGT CCCG

5'ATGAACATCAAAGGATCGCCATGGAAAGGGTCCCTCCTGCTGCTGCTGGTGTCAAACCTGCTCCTGTGCCAGAGCGTGGCCCCC | [GCCCATCTGTICCCGe
CGGGGCTGCCCGATGOCAGGTGACCCTTCGAGACCTGTTTGACCGCGCCGTCGTCCTGTCCCACTACATCCATAACCTCTCCTCAGAAATGTTCAGCGAATTCGATA
AACGGTATACCCATGGCCGGGGGTTCATTACCAAGGCCATCAACAGCTGCCACACTTCTTCCCTTGCCACCCCCGAAGACAAGGAGCAAGCCCAACAGATGAATCA
AAAAGACTTTCTGAGCCTGATAGTCAGCATATTGCGATCCTGGAATGAGCCTCTGTATCATCTGGTCACGGAAGTACGTGGTATGCAAGAAGCCCCGGAGGCTATCC
TATCCAAAGCTGTAGAGATTGAGGAGCAAACCAAACGGCTTCTAGAGGGCATGGAGCTGATAGTCAGCCAGGTTCATCCTGAAACCAAAGAAAATGAGATCTACC
CTGTCTGGTCGGGACTTCCATCCCTGCAGATGGCTGATGAAGAGTCTCGCCTTITCTGCTTATTATAACCTGCTCCACTGCCTACGCAGGGATTCACATAAAATCGACA

ATTATCTCAAGCTCCTGAAGTGCCGAATCATCCACAACAACAACTGCS
RW-23-3 GTAGGTGTTGTTGTTGACGATT s AGA
Not

Figura 13. Iniciadores empleados para la amplificacién de la prolactina de 23 kDa. a). Se
muestra la secuencia codificante de la PRL-23 kDa, en azul la region donde hibridan los
iniciadores, en morado las secuencias que corresponden a los sitios de restriccion; b). Se
muestran las caracteristicas anteriores y una secuencia de reconocimiento para la enterocinasa en
el extremo 3’; ¢). Se muestra la secuencia de reconocimiento para la enterocinasa en el extremo
5°; d). Se muestra la secuencia adicionada que codifica para la etiqueta de histidinas asi como
sitios de restriccion; e). Se muestra los iniciadores disefiados para la expresion y la subclonacion
en el vector pPYES2NT.
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El disefio de los iniciadores para la amplificacion especifica de la secuencia codificante
de la isoforma de la prolactina de 16 kDa se hizo en base a la secuencia reportada con el
numero de acceso 5617 PRL del GenBank, pero considerando 150 aminoacidos del lado
N-terminal que componen a esta isoforma, para la cual se utilizé el mismo disefio de

iniciadores que para la prolactina de 23 kDa como se observa en la figura 14.

Xho I KEX2

a)
FF-23-1 CAT AAAAGA TTGCCCATCTGTCCCG
5’ ATGAACATCAAAGGATCGCCATGGAAAGGGTCCCTCCTGCTGCTGCTGGTGTCAAACCTGCTCCTGTGCCAGAGCGTGGecceC | T GUCCATCTGTCCC Gaeaaa
GCTGCCCGATGCCAGGTGACCCTTCGAGACCTGTTTGACCGCGCCGTCGTCCTGTCCCACTACATCCATAACCTCTCCTCAGAAATGTTCAGCGAATTCGATAAACGGTATA
CCCATGGCCGGGGGTTCATTACCAAGGCCATCAACAGCTGCCACACTTCTTCCCTTGCCACCCCCGAAGACAAGGAGCAAGCCCAACAGATGAATCAAAAAGACTTTCTGA
GCCTGATAGTCAGCATATTGCGATCCTGGAATGAGCCTCTGTATCATCTGGTCACGGAAGTACGTGGTATGCAAGAAGCCCCGGAGGCTATCCTATCCAAAGCTGTAGAGA
TTGAGGAGCAAACCAAACGGCTTCTAGAGGGCATGOAGCTGATAGTCAGCCAGGTTCATCCTOAAACCAAAGA AAATGAGATCTACCCTGTCTGE &
RW-162 ITTTACTCTAGATGGGACAGACC AGA
Notl

Xho I KEX2
FF-23-1 CAT AAAAGATTGCCCATCTGTCCCG

5'ATGAACATCAAAGGATCGCCATGGAAAGGGTCCCTCCTGCTGCTGCTGGTGTCAAACCTGCTCCTGTGCCAGAGCGTGGCCCCC | TGUCCATCTGTCCCGGe6GaG
GCTGCCCGATGCCAGGTGACCCTTCGAGACCTGTTTGACCGCGCCGTCGTCCTGTCCCACTACATCCATAACCTCTCCTCAGAAATGTTCAGCGAATTCGATAAACGGTATA
CCCATGGCCGGGGGTTCATTACCAAGGCCATCAACAGCTGCCACACTTCTTCCCT ‘CACCCCCGAAGACAAGGAGCAAGCCCAACAGATGAATCAAAAAGACTTTCTGA
GCCTGATAGTCAGCATATTGCGATCCTGGAATGAGCCTCTGTATCATCTGGTCACGGAAGTACGTGGTATGCAAGAAGCCCCGGAGGCTATCCTATCCAAAGCTGTAGAGA

b)

TTGAGGAGCAAACCAAACGGCTTCTAGAGGGCATGGAGCTGATAGTCAGCCAGGTTCATCCTGAAACCAAAGA AAATGAGATCTACCCTGTCTGG 37
RW-16-4 [TTTACTCTAGATGGGACAGAC( AGA
EK Norl
Kpnl EK
) FF-23-2 " CAT [TGCCCATCTGT CCCG
S ATGAACATCAAAGGATCGCCATGGAAAGGGTCCCTCCTGCTGCTGCTGGTGTCAAACCTGCTCCTGTGCCAGAGCGTGGCcece | TGCCCATCTGTICCCGooaea

GCTGCCCGATGCCAGGTGACCCTTCGAGACCTGTTTGACCGCGCCGTCGTCCTGTCCCACTACATCCATAACCTCTCCTCAGAAATGTTCAGCGAATTCGATAAACGGTATA
CCCATGGCCGGGGGTTCATTACCAAGGCCATCAACAGCTGCCACACTTCTTCCCTTGCCACCCCCGAAGACAAGGAGCAAGCCCAACAGATGAATCAAAAAGACTTTCTGA
GCCTGATAGTCAGCATATTGCGATCCTGGAATGAGCCTCTGTATCATCTGGTCACGGAAGTACGTGGTATGCAAGAAGCCCCGOAGGCTATCCTATCCAAAGCTGTAGAGA
TTGAGGAGCAAACCAAACGGCTTCTAGAGGGCATGGAGCTGATAGTCAGCCAGGTTCATCCTGAAACCAAAGAAAATGAGATCTACCCTGTCTGE 3

RW-16-1 ITTTACTCTAGATGGGACAGACCATT AGA

Notl

) - Xhol  KEX2 His 6 Kpnl EK
FF-GralHis23 TTA AAAAGA

5'CAT ITGCCCATCTGTCCCa
"TACATCCATAACCTCTCCTCAGAAATGTTCAGCGAATTCGATAAACGGT

GCGGGGCTGCCCGATGCCAGGTGACCCTTCGAGACCTGTTTGACCG!
ATACCCATGGCCGGGGGTTCATTACCAAGGCCATCAACAGCTGCCACACTTCTTCCCTTGCCACCCCCGAAGACAAGGAGCAAGCCCAACAGATGAATCAAAAAGACTTTCTG
AGCCTGATAGTCAGCATATTGCGATCCTGGAATGAGCCTCTGTATCATCTGGTCACGGAAGTACGTGGTATGCAAGAAGCCCCGGAGGCTATCCTATCCAAAGCTGTAGAGATT

GAGGAGCAAACCAAACGGCTTCTAGAGGGCATGGAGCTGATAGTCAGCCAGGTTCATCCTGAAACCAAAGAAAATGAGATCTACCCTGTCTGE 3
RW-16-1 [TTTACTCTAGATGGGACAGACCATT AGA
Notl

CGCCGTCGTCCTGTCC

e) BamH 1
FF-16-1 .
" CAT [TGCCCATCTGT CCCG
5’ ATGAACATCAAAGGATCGCCATGGAAAGGGTCCCTCCTGCTGCTGCTGGTGTCAAACCTGCTCCTGTGCCAGAGCGTGGCCCCCTTGUCCATCTGTCCCGGCGEGE
CTGCCCGATGCCAGGTGACCCTTCGAGACCTGTTTGACCGCGCCGTCGTCCTGTCCCACTACATCCATAACCTCTCCTCAGAAATGTTCAGCGAATTCGATAAACGGTATACC
CATGGCCGGGGGTTCATTACCAAGGCCATCAACAGCTGCCACACTTCTTCCCTTGCCACCCCCGAAGACAAGGAGCAAGCCCAACAGATGAATCAAAAAGACTTTCTGAGCC
TGATAGTCAGCATATTGCGATCCTGGAATGAGCCTCTGTATCATCTGGTCACGGAAGTACGTGGTATGCAAGAAGCCCCGGAGGCTATCCTATCCAAAGCTGTAGAGATTGA
GGAGCAAACCAAACGGCTTCTAGAGGGCATGGAGCTGATAGTCAGCCAGGTTCATCCTGAAACCAAAGAAAATGAGATCTACCCTGTCTGG 3

RW-16-1 ITTTACTCTAGATGGGACAGACCATT AGA
Not I

Figura 14. Iniciadores empleados para la amplificacion de la prolactina de 16 kDa. a). Se
muestra la secuencia codificante de la PRL-16, en azul la region donde hibridan los iniciadores,
en morado, las secuencias que corresponden a los sitios de restriccion; b). Se muestran las
caracteristicas anteriores y una secuencia de reconocimiento para la enterocinasa en el extremo
3’; ¢). Se muestra la secuencia de reconocimiento para enterocinasa en el extremo 5°; d). Se
muestra la adicion de la secuencia que codifica para la etiqueta de histidinas asi como sitios de
restriccion; e). Se muestra los iniciadores disefiados para la expresion, la subclonacion en el
vector pPYES2NT.
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PCR para la amplificacion de la secuencia codificante.

La secuencia codificante de la PRL-23 se amplificO mediante PCR, empleando los
iniciadores previamente disefiados y sintetizados. Primeramente se realizdé una PCR en
gradiente para determinar la temperatura Optima de amplificacion (Figura 15) y se
escogié 59.8°C, una vez determinada la temperatura se prosiguié a realizar las
reacciones conforme a las secciones 4.2.2.3 y 4.2.2.4 de materiales y métodos. Se
obtuvo una Unica banda de aproximadamente 630pb que corresponde a la prolactina de
23 kDa en todas sus variantes (Figura 16). También se obtuvo para la prolactina de 16
kDa wuna Unica banda de aproximadamente 470pb en sus amplificaciones

correspondientes (Figura 17).

pb ﬂ 1 23456
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Figura 15. PCR en gradiente de la prolactina. Se observa una banda Unica de
aproximadamente 630pb en las temperaturas de gradiente de 57°-67°C que corresponden a los
carriles 1-6. M. Marcador de ADN comercial de 1000pb a 100pb. Gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio.
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Figura 16. Amplificacion de la PRL-23 kDa. a, b, ¢, d). Se muestra un amplicon de
aproximadamente 630pb que corresponden al uso de los cuatro juegos iniciadores para
amplificar la prolactina de 23 kDa en sus diferentes variantes descritas en el punto 5.1.2. 1
Amplicon de la PRL usando como muestra 200 ng de ADN, 2: Amplicén de la PRL usando
como muestra 600 ng de ADN, (+) Control positivo de amplificacion, (-) Control negativo de
amplificacion. M. Marcador de ADN comercial de 1000pb a 100pb. Gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio.
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Figura 17. Amplificacion de la PRL-16 kDa. . a, b, ¢, d). Se muestra un amplicon de
aproximadamente 470pb que corresponden al uso de los cuatro juegos iniciadores para
amplificar la prolactina de 16 kDa en sus diferentes variantes descritas en el punto 5.1.2. 1
Amplicén de la PRL usando como muestra 200 ng de ADN, 2: Amplicén de la PRL usando
como muestra 600 ng de ADN, (+) Control positivo de amplificacién, (-) Control negativo de
amplificacién. M. Marcador de ADN comercial de 1000pb a 100pb. Gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio.

5.2 Clonacion en el vector topo de la secuencia codificante de las isoformas de la

prolactina humana.

Con el fin de tener cantidad suficiente de material genético y una manera directa de
evaluar los cortes mediante enzimas de restriccion con los que se subclonarian los
insertos de las isoformas de la prolactina, se decidi6 clonar los productos de la PCR en el
vector de propagacion (pCR 2.1-TOPOI). La cepa empleada para la transformacion y
propagacion fue E. coli DH5a previamente preparada para su empleo en esta

metodologia.

5.2.1 Anaélisis de la clonacion.

Utilizando el protocolo de clonacion indicado por el fabricante del kit TOPO TA
Cloning de Invitrogen se obtuvieron colonias, lo cual indicé una reaccion de clonacion
positiva. Las colonias obtenidas fueron analizadas mediante PCR de colonia, empleando
iniciadores especificos, los cuales hibridan en una region flanqueante al sitio donde se
inserta el producto de PCR clonado. La condiciones de la PCR empleadas se indican en
el punto 4.2.3.2. En las colonias analizadas se obtuvo una banda de 630 pb,
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correspondiente a la PRL-23 y una banda de 470 que corresponde a la PRL-16 En la
figura 18 se muestra el analisis de algunas colonias obtenidas.

/ 3 M b M c M d
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Figura 18. Analisis por PCR de la clonacidn de las isoformas de la prolactina en TOPO. a,
b, ¢ y d). Se observa una banda aproximadamente de 630pb que corresponde al producto de
interés de las variantes de la PRL-23; e, f, g, h). Se observa una banda de aproximadamente de.
470pb que corresponde al producto de interés de las variantes de la PRL-16. (+) Control positivo
de amplificacién, (-) Control negativo de amplificacion. M. Marcador de ADN comercial de
1000pb a 100pb. Los numeros de los carriles indican diferentes clonas para cada reaccion. Gel
de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio.

5.2.2 Extraccion del ADN plasmidico.

A partir de la colonia inoculada en LB y posterior al analisis mediante PCR de colonia,
con el cual se determinaron las colonias que contenian el plasmido pCR 2.1-TOPO-PRL,
se realizd extraccion de ADN plasmidico mediante el método de lisis alcalina
(Sambrook y cols., 1989) descrito en el punto 4.2.2.1. En la figura 19 se muestra el
producto de la extraccion realizada, el carril marcado (-) corresponde a un vector pCR-
TOPO vacio, el cual presenta un retraso menor al presentado por aquellos que tienen el

insert.
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Figura 19. Extraccién de los pldsmidos TOPO- PRL23y 16. a, b, ¢, d). Se muestra el ADN
plasmidico asi como la integridad de éste para las construcciones de las variantes de la prolactina
de 23 kDa. e, f, g, h). Se muestra el ADN plasmidico asi como la integridad de éste para las
construcciones de las variantes de la prolactina de 16 kDa; el carril marcado (-) corresponde a un
vector pCR 2.1-TOPO vacio, el cual presenta un retraso menor al presentado por aquellos que
tienen inserto. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

5.3 Subclonacion de las secuencias de PRL 23 y PRL 16 en el vector de expresion
pPICZa.

A fin de expresar las isoformas de la prolactina, las secuencias previamente clonadas en
TOPO, se subclonaron en el vector de expresion pPICZa, para su posterior expresion en

levadura.
5.3.1 Liberacion de los fragmentos de PRL 23y PRL 16 y preparacion pPICZa.

A partir de los plasmidos construidos en TOPO, se liber6 el fragmento de interés,
correspondiente a PRL de 23 y 16 kDa, con el empleo de enzimas de restriccion (Xho |y
Not 1), de igual manera el pldsmido pPICZo fue sometido a la doble digestion. Las
condiciones de la reaccién de restriccion se describen en el punto 4.2.4.2. En la figura 20
se muestra el resultado obtenido del corte realizado. Los fragmentos obtenidos a partir
de la doble digestion fueron corridos en un gel de agarosa al 1%, se cortaron la bandas
de interés y posteriormente ser purificaron siguiendo las indicaciones del fabricante para
el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega.
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Figura 20. Doble digestion de pPICZa y de las isoformas de la prolactina de 23 y 16 kDa.
a,b,c). Son geles que corresponden a las construcciones de las variantes de la prolactina de 23
kDa, donde 1 corresponde a los plasmidos sin cortar, 2 muestra la restriccion con una sola
enzima Not |, 3 muestra la restriccion con la enzima Xho | y 4 muestra los cortes con ambas
enzimas y en el cuadro se observa el fragmento de interés liberado. d). Muestra la imagen de las
digestiones de forma in silico. e, f, g). Se muestran los geles que corresponden a las
construcciones de las variantes de la prolactina de 16 kDa, donde 1 corresponde a los plasmidos
sin cortar, 2 muestra la digestioén con una sola enzima Not I, 3 muestra la digestion con la enzima
Xho | y 4 muestra los cortes con ambas enzimas y en el cuadro se observa el fragmento de
interés liberado h). Muestra el plasmido pPICZa, 1 plasmido sin cortar, 2 pPICZa cortado con
ambas enzimas. i) Muestra la ejemplificacion de los cortes con las enzimas de restriccion en el
vector TOPO-PRL y pPICZa M. Marcador de ADN comercial de 1000pb a 100pb. Geles de
agarosa al 1% teflidos con bromuro de etidio.

5.3.2 Ligacién de los fragmentos purificados.

Los productos obtenidos se purificaron con el kit de purificacion de promega y bajo las
condiciones mencionadas en el punto 4.2.4.4, se realiz6 la ligacion utilizando la Ligasa

T4 de NEB. El resultado se muestra en la figura 21, en los carriles 2, 4, 6, 8, 10, 12 se
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aprecian una escalera que corresponde a los plasmidos construidos para la expresion de
las variantes de la prolactina de 23 y 16 kDa.
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Figura 21. Ligacién de vector pPICZa y los fragmentos de las variantes de prolactina de 23
y 16 kDa. Se muestra en los carriles 1, 3, 5 los fragmentos purificados que corresponden a la
prolactina de 23 kDa. En los carriles 7, 9, 11 se muestran los fragmentos que corresponden a las
variantes de la prolactina de 16 kDa. En los carriles 2, 4, 6, 8,10 y 12 se observan una serie de
bandas que corresponden al fragmento ligado al plasmido. P. pPICZa puro. M1. Marcador de
ADN lambda-Pst I. M2. Marcador de ADN comercial de 1000pb a 100pb. Gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio.

5.3.3 Transformacién de bacterias electrocompetentes.

Los plasmidos previamente construidos se emplearon para transformar bacterias
electrocompetentes E. coli DH5a, con el fin de propagar el material genético (figura
22)..
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Figura 22. Esquema de la construccion del vector de expresion pPICZa, a partir de la
secuencia clonada en TOPO.
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5.3.4 Andlisis de las clonas obtenidas.

Las colonias obtenidas posteriores a la transformacion fueron analizadas mediante PCR
de colonia empleando los iniciadores AOX1, los cuales flanquean la region donde se
inserta el fragmento de interés (prolactina), aportando 492pb al producto obtenido,
resultando en un amplicon de aproximadamente 1150pb para las construccion de la
prolactina de 23 kDa y de aproximadamente 950 pb para las construcciones de la
prolactina de 16 kDa. En la figura 23 se muestra el resultado obtenido para el analisis.

El volumen que no se utiliz6 para la PCR de colonia se inoculd en medio LB bajo en sal

con zeocina (25mg/mL) para re-seleccién por la resistencia a este antibidtico.
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Figura 23. Analisis por PCR de la clonacion en el plasmido pPICZa de las variantes de la
prolactina de 23 y 16 kDa. a, b y c). Se observa una banda de aproximadamente 1150pb que
corresponde al producto de interés de las variantes de la PRL-23; e, f y g). Se observa una banda
de aproximadamente 950pb que corresponde al producto de interés de la variantes de la PRL-16.
M. Marcador de ADN comercial de 10.0Kb a 0.1Kb. (+) Amplificacion de pPICZa sin inserto,
(-) Control negativo de amplificacion. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

5.3.5 Extraccion del plasmido pPICZa- PRL 23y 16.

A partir de las colonias crecidas en medio LB-zeocina (25mg/mL) se afiadi6 glicerol a
una alicuota, a fin de preservar la bacteria portadora del plasmido construido, mezclando

850uL del medio de cultivo y 150uL de glicerol anhidro estéril y congelando a -80°C.
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Ademaés se realiz6 extraccion plasmidica por el método de lisis alcalina (Sambrook y
cols.,, 1989) segin se indica en el punto 4.2.2.1. El producto obtenido de las
construcciones de las isoformas de la prolactina se muestra en la figura 24, en la cual se

puede apreciar la integridad de los plasmidos obtenidos.

/ a) b) c)
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Figura 24. Extraccion de los plasmidos pPICZa-PRL23 Y 16. a, b y ¢). Se muestra el ADN
plasmidico para las construcciones de las variantes de la prolactina de 23 kDa. e, f y g). Se
muestra el ADN plasmidico asi como su integridad para las construcciones de las variantes de la
prolactina de 16 kDa; pPICZa corresponde a un vector vacio, el cual presenta un retraso menor
al presentado por aquellos que tienen inserto. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio.

Sppicza

5.4 Caracterizacion de los plasmidos pPICZa-PRL23 y pPICZa-PRL16.

A fin de determinar la correcta construccion de los plasmidos pPICa-PRL-23 y pPICa-
PRL-16 en sus variantes respectivas se realizd una caracterizacion mediante la enzima
de restriccion Btg I, buscando que tuvieran sitios dentro del vector asi como de la
secuencia insertada, esperando cuatro bandas de aproximadamente 2300, 900, 300 y
91pb determinando asi la presencia del inserto de interés de las variantes de la prolactina
de 23 y 16 kDa dentro del vector pPICZa, obteniendo en el laboratorio los patrones de
restriccion predichos “in silico”, empleando el programa en linea Nebcutter V. 2.0 de

New England Biolabs (Vincze y cols., 2003); el resultado se muestra en la figura 25.
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Figura 25. Analisis mediante patrones de restriccion de los plasmidos pPICZa-PRL23 y
pPICZa-PRL16. a, b, ¢). Son geles que corresponden a los patrones predichos de las variantes
de la prolactina de 23 kDa, en la parte superior derecha de la figura se muestra la imagen de las
digestiones de forma in silico. e, f, g). Se muestra los geles que corresponden a los patrones de
restriccion de las variantes de la prolactina de 16 kDa. P. muestra el patrén de corte de pPICZo.
M. Marcador de ADN comercial de 10.0Kb a 0.1Kb. Geles de agarosa al 1% tefiidos con
bromuro de etidio.

5.5 Construccion de la cepa productora de las variantes de la prolactina de 23 y 16
kDa.

Una vez corroborada la correcta construccion de los vectores de expresion pPICZa-
PRL-23y 16, se procedid a su incorporacién al genoma de Pichia pastoris. Se empleé la
enzima Sac | a fin de propiciar sitios tales que mediante recombinacién homdloga el

vector fuera insertado en la region 3’ del gen aox1.
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5.5.1 Linearizacién de los plasmidos pPICZa-PRL23 y pPICZa-PRL16 con Sac |

y transformacién de la levadura.

Los plasmidos pPICZa-PRL23 y pPICZa-PRL16 y sus variantes fueron cortados con la
enzima Sac I, como se indica en el punto 4.2.6.1. La figura 26 muestra el corte realizado,
apreciando una banda de alrededor de los 4,600pb. El producto lineal que se obtuvo se
empled para transformar la levadura Pichia pastoris segin lo indicado en el punto
4.2.6.2. En la figura 27 se ejemplifica las colonias obtenidas asi como la morfologia
microscopica de la levadura una vez que fue crecida en medio YPG de una de las

construcciones.
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Figura 26. Linearizacion de pPICZa-PRL23 y pPICZa-PRL16 y sus variantes. Carril 1, 2,3.
Muestra los plasmidos lineales para las variantes de la PRL23. Carril, 4, 5, 6. Muestra los
plasmidos lineales para las variantes de la PRL16. (+) Muestra pPICZa lineal. (-) Control
negativo de corte. M. Marcador de ADN comercial de 10.0Kb a 0.1Kb. Gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio.

Figura 27. Pichia pastoris transformada. a). Morfologia microscépica vista en el microscopio
Optico con el objetivo de 100x. b). Colonias de Pichia pastoris transformada con pPICZa-
PRL23 en medio YPG.
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5.5.2 Andlisis de la integracion al genoma de Pichia pastoris.

Para determinar si el vector fue integrado al genoma de la levadura se extrajo el ADN
genomico (mediante la técnica TSNT segun se indica en el anexo 1) y se realizé una
PCR empleando los iniciadores AOX1 con lo cual ademas de proporcionar informacion
sobre la integracion al genoma es posible determinar el fenotipo presente (mut® o mut®).
Se observa la amplificacion de 1,150pb correspondiente a las variantes de la prolactina
de 23 kDa (Figura 28).
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Figura 28. Andlisis de la integracion al genoma de Pichia pastoris. A. Muestra el ADN
genomico de las variantes de las isoformas de la prolactina de 23 y 16 kDa. B. Se observa en los
incisos a, b, y ¢ la banda que corresponde al producto amplificado de las variantes de la
prolactina de 23kDa de aproximadamente 1150 pb y en los incisos d y e la banda que
corresponde al producto amplificado de las variantes de la prolactina de 16kDa de
aproximadamente 950pbh. M. Marcador de ADN comercial de 10.0Kb a 0.1Kb. M2. Marcador
de ADN comercial de 766pb a 50 pb. Geles de agarosa al 1% teflidos con bromuro de etidio.

5.6 Subclonacion de la secuencia PRL-23 y 16 en el vector de expresion pPYES2NT.

A fin de expresar las isoformas de la prolactina en Saccharomyces cerevisiae, las
secuencias previamente clonadas en el vector TOPO, se subclonaron en el vector de

expresion pPYES2NT, para su posterior expresion en levadura.
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5.6.1 Liberacion del fragmento PRL 23y 16 kDa y preparacion de pPYES2NT.

A partir de los plasmidos construidos en TOPO, se libero el fragmento de interés,
correspondiente a PRL de 23 y 16 kDa, con el empleo de enzimas de restriccion (Xho |y
BamH 1), de igual manera el plasmido pPYES2NT fue sometido a la doble digestion.
Las condiciones de la reaccion de restriccion de describen en el punto 4.2.4.2. En la
figura 29 se muestra el resultado obtenido del corte realizado. Los fragmentos obtenidos
a partir de la doble digestion fueron corridos en un gel de agarosa al 1%, se cortaron la
bandas de interés y posteriormente ser purificaron siguiendo las indicaciones del
fabricante para el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega.
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Figura 29. Doble digestion de pPYES2NT vy las isoformas de la prolactina de 23 y 16 kDa.
a). Gel que corresponde a la construccion de la prolactina de 23 kDa, donde 1 corresponde al
plasmido sin cortar, 2 muestra la restriccion con una sola enzima Not I, 3 muestra la restriccién
con la enzima BamH | y 4 muestra los cortes con ambas enzimas (Not | y BamH 1) y en el
cuadro se observa el fragmento de interés liberado. b). Se muestra el gel que corresponde a la
construccién de la prolactina de 16 kDa, donde 1 corresponde a los plasmidos sin cortar, 2
muestra la restriccion con una sola enzima Not I, 3 muestra la restriccion con la enzima BamH |
y 4 muestra los cortes con ambas enzimas y en el cuadro se observa el fragmento de interés
liberado. ¢). muestra el plasmido pPYES2NT, 1 plasmido sin cortar, 2 pPYES2NT cortado con
ambas enzimas. d). Muestra la imagen de las digestiones de forma in silico. €) Muestra la
ejemplificacion de los cortes con las enzimas de restriccion en el vector TOPO-PRL y
PPYES2NT M. Marcador de ADN comercial de 1000pb a 100pb. Geles de agarosa al 1%
tefiidos con bromuro de etidio.
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5.6.2 Ligacion de los fragmentos purificados.

Con los productos obtenidos se empled el kit de purificacion de promega y las
condiciones mencionadas en el punto 4.2.4.4, se realizo la ligacion utilizando la Ligasa
T4 de NEB. El resultado se muestra en la figura 30, en los carriles 2, 4, se aprecian una
escalera que corresponde a los plasmidos construidos para la expresion de la prolactina
de 23y 16 kDa.
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Figura 30. Ligacion de vector pPYES2NT vy los fragmentos de las variantes de prolactina
de 23 y 16 kDa. Se muestra en los carriles 1 y 3 el ADN purificado de la prolactina de 23 y
16kDa respectivamente. En los carriles 2 y 4, se observan una serie de bandas que corresponden
al fragmento ligado al plasmido. P. Vector pPYES2NT solo. M. Marcador de ADN comercial de
10.0Kb a 0.1Kb. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

5.6.3 Transformacién de bacterias electrocompetentes.

Los plasmidos previamente construidos se emplearon para transformar bacterias

electrocompetentes E. coli DH5a, con el fin de propagar el material genético (figura 31).
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Figura 31. Esquema de la construccion del vector de expresion pPYES2NT, a partir de la
secuencia clonada en TOPO.
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5.6.4 Andlisis de las clonas obtenidas.

Las colonias obtenidas posteriores a la transformacion fueron analizadas mediante PCR
de colonia empleando los iniciadores especificos, los cuales amplifican el fragmento de
interés (prolactina), resultando en un amplicon de aproximadamente 630 pb para la
construccion de la prolactina de 23 kDa y de aproximadamente 470 pb para la
construccion de la prolactina de 16 kDa. En la figura 32 se muestra el resultado obtenido

para el analisis.

El volumen que no se utiliz6 para la PCR de colonia se inoculé en medio LB bajo en sal
con ampicilina (50 mg/mL).
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. )
'1 28 3 Zesabe 7 8.9 10 1112813 14I 526 ?26 B ESP e B M S IR S A R 6 B I A I T O SR B
- ee 00 o @W® o0 ) e e e - .- -
A

300 300 3 N
¥ 150 150 :
50 50

J

Figura 32. Andlisis por PCR de la transformacion en bacterias de las variantes de la
prolactina de 23 y 16 kDa. a). Se observa una banda de aproximadamente 630pb que
corresponde al producto de interés de la variante de la PRL-23; b). Se observa una banda de
aproximadamente 450pb que corresponde al producto de interés de la variante de la PRL-16. (+)
Control positivo de amplificacién, (-) Control negativo de amplificacion. M. Marcador de ADN
comercial de 766pb a 50pb. Geles de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

5.6.5 Extraccion del plasmido pPYES2NT.

A partir de las colonias crecidas en medio LB-ampicilina (50mg/mL) se afiadié glicerina
a una alicuota, a fin de preservar la bacteria portadora del plasmido construido,
mezclando 850 pL del medio de cultivo y 150 uL de glicerol anhidro estéril y
congelando a -80°C. Ademas se realizd extraccion plasmidica por el método de lisis
alcalina (Sambrook y cols., 1989) segun se indica en el punto 4.2.2.1. El producto
obtenido de las construcciones de las isoformas de la prolactina se muestra en la figura

32, en la cual se puede apreciar la integridad de los plasmidos obtenidos.
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Figura 33. Extraccion de los plasmidos pPYES2NT-PRL23 y 16. a). Se muestra el ADN
plasmidico asi como la integridad de la prolactina de 23 kDa. b). Se muestra el ADN plasmidico
asi como la integridad para la construccion de la prolactina de 16 kDa. Gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio.

5.7 Caracterizacion de los plasmidos pPYES2NT-PRL 23y 16.

Con el fin de determinar la correcta construccion de los plasmidos pPYES2NT-PRL-23
y pPYES2NT-PRL-16, se realizd una caracterizacion mediante enzimas de restriccion,
empleando Dra |, buscando que tuvieran sitios dentro del vector asi como de la
secuencia insertada. Se determiné asi la presencia del inserto de interés de la prolactina
de 23 y 16 kDa dentro del vector pPYES2NT, obteniendo en el laboratorio los patrones
de restriccion predichos “in silico”, empleando el programa en linea Nebcutter V. 2.0 de

New England Biolabs (Vincze y cols., 2003); el resultado se muestra en la figura 34.

/ 2) pYES2NT-PRL-23 b) pYES2NT-PRL-16 c) Gel in silico d) Cortes con Dra
MMm |1 . . — | - :

Dral Fragmentos en pares de bases

PPYES2NT 2877 1120 | 1229 | 692 19

PPYES2NT-PRL-23 | 2877 1804 1220 | 692 19

H
LRI

[pYES2NT/PRL-23 |

PPYES2NT-PRL-16 | 2877 1748 | 1220 | 692 19

/

Figura 34. Analisis mediante patrones de restriccion de los plasmidos pPYES2NT-PRL23 y
PPYES2NT-PRL16. a). Gel que corresponde a los patrones predichos de la prolactina de 23
kDa cortados con la enzima Dra | b). Gel que corresponde a los patrones predichos de la
prolactina de 16 kDa cortados con la enzima Dra I; c). Se muestra la imagen de las digestiones
de forma in silico. d). Se muestra una tabla con los cortes en pares de bases para cada
construccion. P. muestra el patron de corte de pPYES2NT. M. Marcador de ADN comercial de
10.0Kb a 0.1Kb. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

6920pb

5
|

[oyEs2NT/PRL-16 |

|pYESZ NT
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5.8 Construccién de la cepa productora de la PRL-de 23 y 16 kDa.

Una vez corroborada la correcta construccion de los vectores de expresion pPYES2NT-
PRL-23 y 16, se procedié a su incorporacién al genoma de Saccharomyces cerevisiae.

Se emplearon los plasmidos sin cortar, ya que estos vectores son de caracter episomal.
5.8.1 Transformacion de la levadura.

Los plasmidos pPYES2NT-PRL23 y pPYES2NT-PRL16 fueron empleados para
transformar la levadura Saccharomyces cerevisiae segun lo indicado en el punto 4.2.6.2.
En la figura 35 se ejemplifica las colonias obtenidas asi como la morfologia
microscopica de la levadura una vez que fue crecida en medio SC-U de una de las

construcciones.

Figura 35. Saccharomyces cerevisiae transformada. a). Morfologia microscopica visto en el
microscopio o6ptico con el objetivo de 100X. b). Colonias de Saccharomyces cerevisiae
transformadas con pPYES2NT-PRL23.

5.8.2 Anadlisis de la integracién al genoma de Saccharomyces cerevisiae.

Para determinar si el vector fue integrado en la levadura se realiz6 una PCR empleando
los iniciadores especificos los cuales amplifican el fragmento de interés (prolactina),
resultando en un amplicon de aproximadamente 630 pb para la construccion de la
prolactina de 23 kDa y de aproximadamente 470 pb para la construccion de la prolactina

de 16 kDa. En la figura 36 se muestra el resultado obtenido para el analisis.
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Figura 36. Analisis por PCR de la transformacion de Saccharomyces cerevisiae. a). Se
observa una banda de aproximadamente 630pb que corresponde al producto de interés de la
variante de la PRL-23; b). Se observa una banda de aproximadamente 450pb que corresponde al
producto de interés de la variante de la PRL-16. M marcador de ADN. (+) Control positivo de
amplificacién, (-) Control negativo de amplificacién. Geles de agarosa al 1% tefiidos con
bromuro de etidio.

5.9 Comparacion en la produccion de los sistemas P. pastoris y S. cerevisiae.

Como parte del objetivo de este trabajo fue comparar los dos sistemas de expresion,
como se observa en la figura 37, podemos ver que para el sistema de S. cerevisiae no se
logré una produccion de las proteinas de 23 y 16 kDa, en cambio para Pichia pastoris
para el caso de la prolactina de 23 kDa se produjo en dos variantes y para la prolactina
de 16 kDa en una, que corresponde a la que contenia las histidinas en el extremo amino.
Por lo que en los siguientes puntos lo que se muestra son los resultados representativos

de estas proteinas.

Pichia pastoris Saccharomyces cerevisiae

PRL23-HIS /
PRL23-EK-HIS HIS-EK-PRL23
HIS-EK-PRL23 /

PRL16-HIS
PRL16-EK-HIS HIS-EK-PRL16
HIS-EK-PRL16 J

Figura 37. Comparacion de los sistemas de expresion. Este cuadro indica si hubo o no
produccion para cada sistema de expresion para las variantes de la prolactina de 23 y 16 kDa.
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5.10 Produccion de PRL-HIS, HIS-EK-PRL23 y HIS-EK-PRL16.

La prueba que corroboraria la funcionalidad del vector de expresion construido fue la

secrecion al medio de cultivo de las proteinas.

5.10.1 Fermentacion y analisis de la produccion en el sobrenadante mediante SDS-
PAGE y Western blot.

Se realizd la produccion en tubos conicos de 50mL, para lo cual la colonia seleccionada
en base a los ensayos antes descritos se inoculé en medio YPG para su crecimiento hasta
una DOgyo = 5, posteriormente se realizé un cambio a un medio inductor, BMMY. Se
siguid la produccion por 94 horas, adicionando metanol a una concentracion final de 1%
cada 24 horas, para compensar la pérdida por evaporaciéon y consumo por parte de las

levaduras.

Posterior al tiempo de induccion, el medio de cultivo fue centrifugado a 4°C para
minimizar la degradacién proteica y dado que en la construccion realizada se contaba
con el factor a-MF que guia a la secrecion extracelular de la proteina recombinante
fusionada, ésta se buscé en el sobrenadante, el cual fue dializado contra un amortiguador
Tris-HCL 20mM pH=8 frio, para eliminar las sales. Las membranas empleadas para la
dialisis presentaban un corte de peso molecular entre 10-14 kDa.

Una vez dializado se precipitaron 0.5 mL del sobrenadante y se corrié en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes para verificar la presencia de la proteina
de interés. En la figura 38 se aprecia el andlisis de la produccién de las proteinas
obtenidas. Para PRL23-HIS los sobrenadantes producidos por las cepas 7-8 muestran
una doble banda sobresaliente por arriba de los 25 kDa, estas bandas no se presentan en
el sobrenadante analizado para una levadura transformada con un vector vacio (carril
pPICZa), en el cual se aprecian las proteinas propias de la levadura, que son secretadas
al medio de cultivo. Para HIS-EK-PRL23, los sobrenadantes producidos por las cepas 4-
7 muestran una doble banda sobresaliente alrededor de 27 kDa y que no se presenta en el

sobrenadante analizado para una levadura transformada con un vector vacio (carril
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pPICZa). Dichas proteinas representan una proporcién mayoritaria del total de proteinas,
correspondiendo a la prolactina de 23 kDa. Para HIS-EK-PRL16, los sobrenadantes
producidos por las cepas 4-9 no muestran una banda sobresaliente por lo que se
prosiguié a su deteccion e identificacion por western blot identificando la banda
esperada por debajo de la prolactina de 23 kDa. Dicha proteina, que ademas representa
una proporcion mayoritaria del total de proteinas corresponde a la prolactina.

kDa kDa
a) M1 2 3456 7 89 b) M1 23 45 6 7 8 9
:;g 150 ‘
100 " = 100
M. MPM = - M. MPM 7s
1. Neg o 1. BGHc
2. pPICZaC —_—>es @88 2 Clonal - =
3. Clona2 25 W 3. Clona2
4. Clona3 4. Clona3
20 S
5. Clona4 5. Clona4 25 '..'
6. Clona5 6. Clona5
7. Clona6 15 7. Clona6 20
-
8. Clona7 8. Clona?7
9. Clonag8 o 9. pPIczac 18
Gel de poliacrilamida 15 % T‘eﬁido con azul de Coomassie G-250 Gel de poliacrilamida 12 %. Tefiido con azul de Coomassie G-250
c) d)
M 1 2 3 4 5 6 7 89
kD M. MPM
66 . — 1 BGHc M1 2 3 4 5 6 7 8 9
45 W, = 2. HIS-EK-PRL23
.4 3. PRL23-HIS
— G 4. Clonal
24 - : 5. Clona2 —_— -
— 6. Clona3 — <
18 7. Clona4d
14 o 8. Clona5s
9. Clona6 Western blot

Gel de poliacrilamida 15 %. Tefiido con azul de coomassie G-250

Figura 38. Analisis de la produccion de proteinas secretadas al medio de cultivo. a). Gel de
poliacrilamida al 15% donde se muestra la produccion de la prolactina de 23 kDa con una
etiqueta de histidinas en el extremo carboxilo y en los carriles 7, 8 y 9 se observan clonas
productoras. b). Gel de poliacrilamida al 12% donde se muestra la produccion de la prolactina de
23 kDa con una etiqueta de histidinas en el extremo amino y en los carriles 4, 5, 6 y 7 se
observan clonas productoras. ¢). Gel de poliacrilamida al 15% donde se muestra la produccion
de la prolactina de 16 kDa con una etiqueta de histidinas en el extremo amino en los carriles 4-9.
d). Muestra un western blot dirigido a la etiqueta de histidinas. En el carril 2 corresponde al
prolactina de 23 kDa con una etiqueta de histidinas en el extremo amino, en el carril 3 muestra
una doble banda que corresponde a la prolactina con una etiqueta de histidinas en el extremo
carboxilo y en los carriles 7, 8 y 9 se identifica la prolactina de 16 kDa etiquetada con seis
histidinas en el extremo amino.
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Se realiz6 una cuantificacion de las proteinas totales presentes en el sobrenadante
mediante la técnica de Bradford, para lo cual se construy6é una curva de calibracion
empleando BSA como referencia. Se obtuvo una correlacion lineal r=0.9904 y la
ecuacion de la recta obtenida fue y = 0.0023x + 0.0381, donde “x” corresponde a la
concentracion de proteinas y “y” a la absorbancia a 594nm, que es la longitud de onda a

la cual se lee el ensayo de Bradford. La curva construida se muestra en la Figura 39.

/ Curva de calibracion de albimina

y=0.0023x + 0.0381
06 RZ=0.9904_=

Absorbancia 600 nm

0 50 100 150 200 250 300

Concentracién pg/ml j

Figura 39. Curva de calibracion para la cuantificacion de proteinas totales.

Empleando la curva construida se cuantifico la produccién de proteinas totales
secretadas al medio de cultivo, determinando que la mejor productora de la PRL23-HIS
fue la clona 7, con una produccion de proteinas totales secretadas al medio de cultivo de
112.88 ug/mL, de los cuales el 67% corresponde a PRL23-HIS, dando como resultado
75.62 ng de PRL-HIS por mL de medio de cultivo. Para la HIS-EK-PRL23, la mejor
productora fue la clona 3, con una produccion de proteinas totales secretadas al medio de
cultivo de 128.8 ug/mL, de los cuales el 75% corresponde a HIS-EK-PRL23, dando
como resultado 96.6 ug de prolactina por mL de medio de cultivo. La proporcion
correspondiente a HIS-EK-PRL23 se determind mediante densitometria, empleando el
programa ImageJ (Abramoff y cols., 2004). El resultado de todas las clonas se muestra
en la tabla 20.
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Tabla 20. Cuantificacion de proteinas totales por el método de Bradford.

PRL23-HIS HIS-EK-PRL23

[gel a) figura 37] [gel b) figura 37]
Carril 7 | 92.62 ug/mL | Carril 4 | 128.8 pg/mL
Carril 8 | 112.88 pg/mL | Carril 5 | 120.6 pg/mL
Carril 9 | 111.9 ug/mL | Carril 6 | 123.6 pg/mL
Carril 7 | 123.1 pg/mL

Los densitogramas obtenidos para los sobrenadantes analizados se muestran en la figura
40. Es contrastante la presencia de un pico mayoritario en los sobrenadantes de una cepa
productora respecto a su ausencia en el sobrenadante de una cepa transformada con un

vector vacio.

/

Figura 40. Densitogramas obtenidos a partir de los analisis de los sobrenadantes por SDS-
PAGE. a). Sobrenadante de una cepa productora de HIS-EK-PRL23; b). Sobrenadante de una
cepa productora de PRL23-HIS; c¢). Sobrenadante de una cepa transformada con el vector vacio.
Hechos con el programa ImagenJ.

5.11 Ensayo de purificacion mediante IMAC.

Se aplico la Cromatografia de Afinidad con Metales Inmovilizados para la purificacion
de la HIS-EK-PRL23 producida, empleando la etiqueta de histidinas adicionada en su

extremo amino terminal. La metodologia empleada se describe en el punto 4.2.10.1.
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La HIS-EK-PRL23 fue eluida a concentraciones altas de imidazol, siendo recuperada
desde concentraciones de 5mM y aun hasta llegar a 1M. Por otro lado, no toda la
proteina cargada se unié a la resina, encontrando una cantidad residual en la fraccién
correspondiente a las proteinas que no se unen. Con el fin de determinar la pureza y
rendimiento del proceso, se realizé un andlisis densitométrico (Figura 41). Obteniendo
una pureza superior al 95% y rendimiento del 75% (tabla 21).

-

HIS-EK-PRL23

Figura 41. Densitograma obtenido para el anélisis de pureza mediante IMAC. Los
picos sefialados corresponden a la HIS-EK-PRL23.

Tabla 21. Pureza y rendimiento obtenido por IMAC.

\Producci()n Pureza Rendimiento
HIS-EK-PRL23 | 123.6 pg/mL | 95% 75%

5.12 Ensayo de la actividad biologica.

Con el fin de evaluar la actividad bioldgica de la proteina recombinante producida en
Pichia pastoris se realiz6 la diferenciacion de fibroblastos a adipocitos y también se
evalué la capacidad de la prolactina para la formacion de capilares in vitro
(angiogénesis), ya que se ha demostrado que las células endoteliales sirven como

modelo indirecto para evaluar la capacidad angiogénica de una proteina de interés.
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5.12.1 Ensayo de la actividad bioldgica en la linea celular HUVEC.

En este bioensayo se utilizaron células endoteliales de vena de corddn umbilical, la
cuales tienen la capacidad de formar capilares in vitro en una matriz por el estimulo de
diversos factores como el VEGF y bFGF o bien alguna proteina como la HGH o la
prolactina, la cual se sometio a esta prueba resultando células mas alargadas y con un
mayor numero al igual que los controles positivos (bFGF y HGH) esto en comparacion

de las células sin tratamiento (Figura 42).

a)  Control (-): S/t b)  Control (+): bFGF

Figura 42. Ensayo de la linea celular HUVEC. a). Células sin tratamiento; b). Células tratadas
con 2 ng/uL de bFGF; c). Células tratadas con 200 ng/uL de HGH comercial; d). Células
tratadas con 200 ng/uL HIS-EK-PRL23 por 36 horas. Vista en el microscopio de fluorescencia.
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5.12.2 Ensayo de la actividad biologica en la linea celular 3T3.

En este bioensayo se utilizo la linea celular 3T3 de fibroblastos de rata que permite ver
la diferenciacién a adipocitos con el estimulo adecuado, se us6 la HGH como testigo
positivo y la prolactina recombinante producida en Pichia pastoris mostré una

diferenciacion a la par que la HGH al dia 6 y 9. (Figura 43).

b) HGHc C)  HIS-EK- PRL

100X

a) cél s/t 0

Dia 6

400X

100X

Dia 9

Figura 43. Diferenciacién de las células 3T3 a adipocitos. a). Células sin tratamiento
al dia 0 de diferenciacion, se puede apreciar su morfologia que es alargada; b). Control
positivo tratado con HGH y se puede observar el cimulo de triglicéridos en la periferia
de la célula y se inicia el cambio en su morfologia, se muestran células mas redondas
para el dia 6; ¢). Células tratadas con la prolactina de 23 kDa recombinante la cual tiene
el mismo comportamiento que la HGH y para el dia 9 se observa practicamente todas las
células diferenciadas. d). Fibroblastos sin tratamiento al dia nueve ain conservan su
morfologia tipica vistas en el microscopio 6ptico.




DISCUSION. Produccién, Purificacion y Bioensayo de Prolactinas Recombinantes.

CAPITULO VI. DISCUSION.

Con los avances en la ingenieria genética se ha hecho posible la produccion de
moléculas terapéuticas y vacunas para los humanos y animales en forma de proteinas
recombinantes (Meena Rai y Padh, 2001). Estas son obtenidas a partir de un organismo
vivo genéticamente modificado ya sea bacterias, hongos, células animales, levaduras,
entre otros (Gamboa y Trujillo-Roldan, 2009). Dentro de la linea de investigacion que se
sigue en el laboratorio de biotecnologia esta la produccién de las proteinas de la familia
de las hormonas del crecimiento, siendo la mas ensayada la hormona del crecimiento
humano pues tiene importantes implicaciones terapéuticas, pero como otro miembro de
esta familia de proteinas esta la prolactina humana la cual es una proteina multifuncional
por lo que interviene en distintas funciones: reproductivas y metabdlicas como la
secrecion de leche en el humano, en la proliferacién celular, en la angiogénesis, ademas
en la formacién de una isofoma de 16 kDa que de forma contraria tiene una actividad
anti-angiogénica. (Ben-Jonathan y cols., 2008). Por lo tanto se eligio esta proteina asi
como a su isoforma para producirla de manera recombinante en sistemas de expresion de

levaduras.

Una vez que se determind la proteina a producir, el primer punto a considerar fue la
fidelidad nucleotidica ya que la presencia de mutaciones en la secuencia traeria
problemas en los siguientes pasos, como el cambio de algun codon o la lectura de los
codones y como consecuencia un cambio en la estructura primaria de interés e inclusive
la presencia de un coddn de terminacion prematuro generando una proteina de menor
tamafo. Por lo anterior se decidio utilizar una polimerasa de alta fidelidad (AmpliTaq
Gold de Roche-Applied Biosistems) para todas las reacciones necesarias en la
amplificacion de la secuencia codificante de la prolactina y su isoforma de 16 kDa en

todas su variantes, asi como la adicion de la secuencia de seis histidinas, la secuencia de
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reconocimiento a la enterocinansa y las enzimas de restriccion. Para contribuir a la
amplificacion de un solo producto de PCR, éstas se estandarizaron para lograr las

mejores condiciones de amplificacion.

En el laboratorio de biotecnologia usualmente se trabaja con el sistema de Pichia
pastoris y los plasmidos pPIC9, sin embargo para este trabajo se adoptd el uso del
plasmido pPICZa que a diferencia de los anteriormente utilizados posee la secuencia que
codifica para una etiqueta de histidinas en el extremo carboxilo lo que facilitaria su
purificacién, ademas se ha reportado que el uso de la etiqueta de histidinas de lado
carboxilo como del amino logra una purificacion satisfactoria en una gran nimero de
proteinas (Terpe, 2003) por lo que se decidid incluir esta secuencia del lado N-terminal
ya que en esta posicion se ha reportado que su uso puede disminuir la solubilidad de la
proteina a purificar (Woestenenk y cols., 2004); en el caso de la prolactina humana
producida con este tipo de etiquetas no se observo una disminucién en la obtencidn en el
medio de cultivo, lo cual permite suponer que el empleo de esta etiqueta en estas
posiciones no alteran su produccion ni su solubilidad, ademas se pudo incluir un sitio de
reconocimiento a enterocinasa la cual permite obtener una proteina nativa porque en
algunos casos puede resultar perjudicial la presencia de la etiqueta como en la

administracion in vivo (Shahravan y cols., 2008).

Por otro lado se quiso comparar los sistemas de expresion de Pichia pastoris utilizando
las condiciones mencionadas y el de Saccharomyces cerevisiae para el cual se utilizo el
vector pPYES2NT que incluye la secuencia para seis histidinas en el lado amino asi
como la secuencia de reconocimiento para una enterocinasa, conociendo las ventajas de
estas caracteristicas se supuso que su expresion seria relativamente facil, sin embargo
aunque si se lograron obtener clonas candidatas pero no con una expresion sobresaliente
tanto de la prolactina como de su isoforma de 16 kDa, lo que nos hace suponer
primeramente que el marco de lectura se haya corrido en el plasmido, pero esto se
verificaria con la secuenciacién del mismo, en segundo lugar nos hace suponer que la
induccion no sea la adecuada, por la presencia de restos de glucosa en el medio utilizado

en el crecimiento de biomasa, debido a que este azlcar reprime la activacion del
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promotor Gal 1 (Sherman, 1998) bajo el cual esta la produccién de nuestras proteinas de

interés.

En el caso de las levaduras metilotroficas, como Pichia pastoris, su metabolismo
depende del metanol, el cual requiere la expresion de un grupo de proteinas como la
alcohol oxidasa 1 (AOX1) y ésta puede llegar a representar méas del 30% de las proteinas
solubles cuando se crece en metanol, en cambio cuando se utiliza otras fuentes de
carbono como glucosa o glicerol, la AOX1 se reprime, este hecho evidencia la fuerza del
promotor en presencia de metanol, mismo que es empleado para inducir la produccién
de las proteinas en los vectores pPIC como el vector pPICZa (Poutou Yy cols., 2005). En
el caso de la prolactina humana de 23 kDa, etiquetada con las histidinas en el extremo
carboxilo, alcanz6 a representar el 60 % del total de proteina secretada al medio de
cultivo, obteniendo una produccion de aproximadamente 60 pg/mL en el medio de
cultivo; para el caso de la prolactina humana de 23 kDa, etiquetada con las histidinas en
el extremo amino esta alcanzo6 a representar el 75 % del total de proteina secretada al
medio de cultivo, obteniendo una produccion de aproximadamente 80 pg/mL en el
medio de cultivo; no obstante estas producciones son factibles de ser mejoradas ya que
corresponden a un produccion en tubo o matraz y en de nuestro laboratorio se ha
reportado el mejoramiento en la produccion de proteinas mediante el escalamiento en la
produccién en biorreactor (Ascacio-Martinez, 2004). Para la prolactina de 16 kDa
etiquetada en el extremo amino, no se observo una banda sobresaliente en un gel tefiido
con azul de Coomasie, sin embargo, ésta fue detectada por western blot con un
anticuerpo dirigido a la etiqueta de histidinas, en comparacion con lo reportado por
Galfione, quién llevé a cabo la produccion de esta proteina en células de insecto
logrando obtener 0.28 mg de proteina pura debiendo enriquecer 40 veces la fraccion
retenida en la columna (Galfione y cols., 2003) y su deteccion fue por una tincion de
plata la cual es de 100 veces mas sensible que una tincion de Coomasie, esto nos hace
suponer que la produccion de esta proteina es dificil o bien se produce en

concentraciones minimas.
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La pureza obtenida para la prolactina de 23 kDa con la etiqueta en el extremo N-terminal
purificada por IMAC fue superior al 95%, esta técnica previamente habia sido
establecida por Marquez-Ipifia donde obtuvo una pureza del 90% para la HGH-6His, lo
que nos reafirma que este método es sencillo y rapido respecto a otros cromatografias
como el intercambio i6nico (Marquez-lIpifia, 2011), ademas, el rendimiento obtenido
para la prolactina fue del 75% lo que se asemeja a un proceso ideal de purificacion con

alta pureza y recuperacion.

Los miembros de la familia de las hormonas de crecimiento como la prolactina o la
hormona del crecimiento tienen efectos sobre la angiogénesis. Estas hormonas estimulan
la proliferacion de células endoteliales in vitro (Corbacho ycols., 2000). En base a este
hecho se decidié evaluar la capacidad angiogénica de la prolactina producida en el
sistema de Pichia pastoris, evaluando la formacion de capilares in vitro en la linea
celular HUVEC, resultando un comportamiento similar al de los controles, los cuales
fueron el factor basico de crecimiento de fibroblastos y HGH, observando un
alargamiento en las células y un mayor nimero con respecto al control sin tratamiento,

de acuerdo a lo reportado.

Se ha descrito que la prolactina puede actuar sobre el tejido adiposo porque los
receptores de esta hormona aumentan durante la diferenciacion de los adipocitos y
pudieran estar relacionados tanto con el desarrollo fetal, como con el metabolismo
lipidico de los adipocitos maduros (Cabrera-Oliva, 2000). Por lo que se realizd otro
ensayo para evidenciar la funcién bioldgica de la prolactina, se hizo la diferenciacion de
pre-adipocitos a adipocitos utilizando la linea celular 3T3 de fibroblastos de rata
obteniendo la diferenciacion al dia nueve de casi todas las células sembradas, esto se
observo por una tincion con rojo oleoso que tifie en rojo los triglicéridos del adipocito.
Estos experimentos nos muestran los primeros resultados preliminares de la prolactina
humana de 23 kDa, sin embargo se tienen que realizar una serie de ensayos mas para

probar las demas funciones de la prolactina.
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES.

Se logré la construccion de las isoformas de prolactina de 16 y 23 kDa en los sistemas

de expresion de Pichia pastoris y Saccharomyces cerevisiae.

El sistema de expresion de Pichia pastoris fue mejor productor que el de Saccharomyces

cerevisiae.

Se llevo a cabo la expresion de las isoformas de la prolactina de 23 y 16 kDa
recombinantes con una etiqueta de histidinas en el extremo amino en el sistema de

expresion Pichia pastoris.

La cepa de Pichia pastoris de prolactina de 23 kDa la cual incluye una etiqueta de
histidinas en el extremo amino, fue la mejor productora lograndose un rendimiento de

aproximadamente 80 ug/mL.

La prolactina de 23 kDa fue obtenida con una pureza mayor al 95 % por IMAC, de una

manera mas facil y con menos pasos en relacion con las cromatografias clasicas.

Se realizo la construccién y caracterizacion de las isoformas de la prolactina en el
sistema de expresion de Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, no se logro identificar

una banda sobresaliente.

La proteina purificada mostré actividad bioldgica en todos los ensayos in vitro.
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ANEXOS
PROTOCOLOS

Protocolo 1. Extraccion de ADN gendmico de levadura por TSNT

1. Agregar 2 mL de muestra (biomasa) 1.8mL

2. Centrifugar 1 min a 12,000 rpm, eliminar sobrenadante

3. Agregar otros 2 mL de muestra (biomasa) 1.6mL

4. Centrifugar 1 min a 12, 000 rpm, eliminar sobrenadante

5. Agregar 200 pL de TSNT, (mezclar en vortex 30 seq)

6. Agregar 200 uL de fenol, (mezclar en vortex 30 seg), + 200 uL de SEVAG,
(mezclar en vortex 5min)

7. Agregar 300 pL de TE 1X (mezclar en vortex 30 seQ)

8. Centrifugar 7 min a 13,000 rpm

9. Transferir el sobrenadante a un tubo de 2 mL (la fase acuosa, superior)

10. Agregar 2.5 volimenes de etanol 100%

11. Centrifugar 10 min a 13,000 rpm y decantar

12. Agregar 500 a 1000 pL de etanol 70%

13. Centrifugar 10 min a 13,000 rpm y decantar

14. Secar en el savant

15. Agregar 30 pL de TE 1X, (puede ser con RNAsa)

seg = segundos

TE TSNT
EDTA 100mM
Tris-HCI 1M Triton X-100 2%
SDS 1%
NaCl 100mM

Tris-HCI pH 810mM
EDTApHS8 1mM

SEVAG
Cloroformo - alcohol isoamilico 24:1 (V/V)

Protocolo 2. Preparacion de bacteias electrocompetentes.

1. Inocular una colonia de E. coli en 5 mL y dejar crecer de 5 horas a toda la noche
a 37°C con agitacion.

94



ANEXOS. Produccidn, Purificacién y Bioensayo de Prolactinas Recombinantes.

ok

o

9.

10.

11.

Inocular 2.5 mL de cultivo previo en 500 mL de LB en un matraz de 2 L. Crecer
a 37°C, agitando a 300 rpm, hasta alcanzar una DO de 0.5 a 0.7 (NOTA: los
mejores resultados se obtienen con DO entre 0.5 a 0.6.).

Enfriar las células en un bafio con hielo de 10 a 15 min y transferir a un bote de
centrifuga frio.

Centrifugar por 20 min a 4,200 rpm a 2°C (Beckman J-6M).

Decantar el sobrenadante y resuspender el pellet en 5 mL de agua fria. Afadir
500 mL de agua fria y mezclar bien. Centrifugar 20 min a 4,200 rpm a 2°C.
Decantar el sobrenadante y resuspender el pellet agitando gentilmente en el
liquido remanente.

Afadir otros 500 mL de agua fria, mezclar bien y centrifugar 20 min 4,200rpm a
2°C.

Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en el liquido remanente.

Afadir 40mL de glicerol 10% frio y mezclar bien. Centrifugar 10 min a
42,00rpm a 2°C.

Estimar el volumen del pellet y afiadir un volumen igual de glicerol 10% frio
para resuspender las células.

Alicuotar en tubos de microcentrifuga preenfriados en volimenes de100 uL.

Medio LB
0.5% Extracto de levadura

1%
1%

Triptona
NaCl

Protocolo 3. Transformacion de bacterias electrocompetentes.

=

ok

Ajustar el electroporador a 2.5KV, 25 uF y 200 a 400 ohms.

Afiadir de 5pg a 0.5 ug de ADN plasmidico en 1 pL al tubo que contiene las
celulas frescas o recién descongeladas. Mezclar con unos golpecitos o agitando
gentilmente con la pipeta.

Transferir el ADN vy las células a una cubeta de electroporacién preenfriada 5min
en hielo, agitar gentilmente para llevar las células al fondo, limpiar el hielo y
agua de la cubeta. NOTA: el volumen del ADN afadido debe mantenerse
pequefio, afiadir un décimo del volumen de las células disminuye la eficiencia.
Colocar la cubeta en la camara de descarga.

Aplicar el pulso eléctrico.

Quitar la cubeta. Anotar la duracion del pulso. Inmediatamente afiadir 1mL de
LB y transferir a un tubo estéril. Incubar 30 a 60 min con agitaciébn moderada a
37°C.

Centrifugar 3 min a 4,000 rpm, decantar el sobrenadante y resuspender en el
liquido remanente.

Plaquear alicuotas de la transformacion en placas de LB con el antibiotico
apropiado.
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