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RESUMEN.

Introduccion: Los avances en la tecnologia del ADN recombinante han permitido reprogramar
microorganismos Yy células eucariéticas en cultivo para producir una gran variedad de proteinas heterélogas
de interés para la investigacion, la industria y la clinica. De entre estas Ultimas se encuentra la prolactina
humana de 23 kDa, la cual ha sido reportada como un agente que favorece la angiogénesis. Esta proteina de
199 residuos aminoacidicos es producida normalmente en la adenohipdfisis, sin embargo, en este trabajo y
mediante tecnologia de ADN recombinante se ha logrado producirla en un sistema de expresiéon basado en la
levadura Pichia pastoris, la cual como biofactoria alcanza altos niveles de produccion de proteinas
heterdlogas las cuales son procesadas y secretadas al medio. La produccién de estas esta finamente
regulada por el promotor de la alcohol oxidasa (AOX1).

Obijetivo: Expresar y caracterizar la isoforma de prolactina humana de 23 kDa en cepas de P. pastoris.

Metodologia: Para disefar el plasmido recombinante la secuencia codificante para la prolactina humana fue
modificada por la adicion de elementos génicos (incluyendo una etiqueta de histidina) y optimizada mediante
el uso de codones preferenciales. El sistema de expresién se bas6 en la cepa GS115 de Pichia pastoris,
empleando el vector pPIC9 para derivar el vector de expresion. Las proteinas fueron cuantificadas mediante la
técnica de Bradford y analizadas por SDS-PAGE, “Western blot” y densitometria. La prolactina obtenida fue
purificada mediante la técnica de cromatografia de afinidad por iones metdlicos inmovilizados (IMAC).

Ademas, se escal6 el bioproceso a nivel biorreactor de 1 litro.

Resultados: Las cepas de Pichia pastoris transformadas con el vector pPIC9-PRL23 alcanzaron un
rendimiento de 6.36 pg/mL en nivel tuvo de ensaye y 42.22 ug/mL en biorreactor. La etiqueta de histidina
anadida permitié la deteccion de la prolactina por “Western blot”, asi como su purificacion por IMAC, con una
recuperacién del 43.72% y una pureza del 84%.

Conclusiones: Se logro construir cepas de Pichia pastoris productoras de prolactina humana de 23 kDa
mediante una secuencia modificada por optimizacién de codones. Las mejores cepas productoras para esta
proteina fueron aquellas de fenotipo Mut®. Mediante la técnica de IMAC se logré obtener la prolactina humana
con una pureza estimada del 84%. Finalmente, se escal6 exitosamente la produccién de prolactina humana a
nivel de biorreactor (1 litro).

Dr. C. Jorge Angel Isidro Ascacio Martinez

Director de tesis.

xiii



Produccion, caracterizacion y escalamiento en biorreactor de la isoforma de 23 kDa de la prolactina humana.

CAPITULO I. INTRODUCCION.

1.1 Biotecnologia moderna.

A grandes rasgos la biotecnologia es definida como la modificacién de las propiedades
innatas de microorganismos, plantas, animales o partes de los mismos, con el fin de
obtener un producto de interés que beneficie al humano directa o indirectamente. Las
bases de la biotecnologia datan desde hace muchos siglos, cuando se empezé a
seleccionar mediante cruza selectiva las mejores especies de plantas y animales, asi
como la utilizacién de sus productos para obtener alimentos o productos medicinales. Sin
embargo la biotecnologia moderna hace referencia a la era de la invencion de la
tecnologia del ADN recombinante o ingenieria genetica (Niazi y Riaz-ud-Din 2006).

A partir de la década de los 70s la ingenieria genética empez6 a adquirir gran importancia
en la investigacion y se proyectaba como un parteaguas para el desarrollo de nuevas
tecnologias. La manipulacién del ADN y los estudios de Hamilton Smith sobre las
enzimas de restriccion dieron lugar a la tecnologia recombinante, en la cual segmentos de
ADN de distintos origenes son insertados en plasmidos para formar moléculas de ADN
recombinante capaces de una replicacion autbnoma (Smith y Wilcox 1970). Luego se
aprendi6 a expresar ese inserto lo que permiti6 sobreproducir en forma controlada
proteinas heterdlogas de interés en diversos organismos, dando paso al inicio de la
biotecnologia moderna (Crommelin y cols, 2008).

Hoy en dia la biotecnologia moderna opera a nivel molecular mediante la convergencia de
disciplinas como la biologia celular y molecular, la microbiologia, ciencias genémicas y la
bioinformatica. Ademas, abarca una amplia variedad de campos de investigacion, entre
los cuales se encuentran la biotecnologia de la salud, agricola, industrial y ambiental.
Algunos investigadores clasifican la biotecnologia en un cdédigo de colores, la
biotecnologia “verde” se encarga de su aplicacién en el area de alimentos, mientras que la
‘roja” es aquella asociada al area médica, asi mismo, también se refieren a la
“biotecnologia blanca” donde se utilizan procesos naturales como el uso de la
fermentacion y enzimas para obtener productos que generalmente son producidos a partir
de procesos quimicos artificiales. Por ultimo, la biotecnologia azul es aquella aplicada a la
biologia marina (Bauer, 2002; Wilson, 2010).
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1.2 Proteinas recombinantes y biofarmacos.

Las proteinas recombinantes o heter6logas son aquellas que son expresadas en células o
lineas celulares que no las expresan naturalmente, sino que son el resultado de la
modificacion genética e insercion de un gen que sera expresado por la maquinaria de
dichas células (Figura 1). El proceso consiste en introducir una secuencia de ADN que
codifique la proteina de interés en un vector adecuado que contenga promotores que
puedan ser regulados. Posteriormente, este vector es introducido en las células
heter6logas capaces de llevar a cabo la expresion dicha proteina recombinante (Niazi
2006; Ramamoorthi y Smooker, 2009).

Aislamientode la
secuencia de codificante

i

Ligacion al vector

Introduccion a la célula
productora

.| Induccidn de la expresion
AR recombinante

Purificacion de la
proteina recomhinante

Figura 1. Produccion de proteinas recombinantes. Pasos generales durante el disefio de un

bioproceso productor de proteina recombinante.

Debido a que estas proteinas recombinantes pueden obtenerse méas facilmente y en
mayores cantidades que de la fuente original han adquirido gran importancia para las
investigaciones, sobre todo aquellas de origen humano por su gran potencial terapéutico
(Dingermann, 2008).

Aquellas moléculas que son obtenidas a partir de organismos (tanto eucariotas como
procariotas) y que poseen una propiedad terapéutica son conocidos como “biofarmacos”,

de los cuales la mayoria son proteinas recombinantes (Graumann y Premstaller, 2006).
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Para el afno 2000 las ventas mundiales de biofarmacos alcanzaron un valor de 22.7
millones de ddlares y actualmente los biofarmacos representan uno de los sectores con

mayor crecimiento en el mercado de la farmaceéutica (Bairamashvili y Ravinovich, 2007).

El primer medicamento recombinante producido en masa, en cultivos de Escherichia col,
fue la insulina en 1978, teniendo un gran impacto en la medicina moderna (Keen y cols.,
1980). La segunda proteina recombinante producida también en E. coli fue la hormona de
crecimiento humana, la cual es un polipéptido de 191 aminoacidos y que mostré tener una
similitud casi idéntica a la original (Olson y cols., 1981). Un ejemplo mas es la
eritropoyetina, la cual fue expresada de manera recombinante en células de ovario de
hamster chino (CHO) y que actualmente se comercializa para tratar anemias y otros
trastornos que afectan las concentraciones de eritrocitos circulantes (Lin y cols., 1985).
Las proteinas mencionadas fueron los precursores para la produccion de biofarmacos,
hoy en dia suman un sinfin de vacunas, medicamentos y tratamientos hormonales entre

otros basados en la misma tecnologia (Cuadro 1).

Cuadro 1. Ejemplos de proteinas con aplicacion terapéutica producidas mediante tecnologia
recombinante (Graumann y Premstaller, 2006).

Molécula recombinante Fabricantes

Insulina humana y analogos

Eli Lilly, Aventis, Probiomed

Hormona de crecimiento humano

Genentech, Eli Lilly, Pfizer, Novo

Interferén a-2a

Hoffmann-La Roche, Schering

Interferén B-1b

Schering AG, Chiron

Interferon y-1b

Genentech, Intermune

Toxina de fusion de la difteria

Seragen [ Ligand

Interleucina-11

Genetics Institute

Factor de necrosis TNFa

Boehringer Ingelheim

Toxina pertussis

Chiron
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1.3 Sistemas de expresion recombinante.

Para poder expresar proteinas recombinantes es necesario disefiar un sistema de
expresion eficiente, el cual como se menciond con anterioridad, consta de elementos tales

como la secuencia codificante para la proteina de interés, el vector y la célula heter6loga.

La secuencia puede obtenerse de las diferentes bases de datos como el National Center
for Biotechnology Information (NCBI), el European Molecular Biology Laboratory (EMBL) o
el DNA Data Bank de Japon (DDBJ). Una vez identificada la secuencia, ésta puede ser
aislada del organismo fuente o sintetizarse de manera artificial. Ademas, estas secuencias
pueden ser modificadas para afadir elementos génicos como sitios de corte para
enzimas, secuencias de reconocimiento o etiquetas que faciliten su manipulacién y

caracterizacion (Singh y cols., 1996 y 2013).

Por su parte, los vectores o pldsmidos son segmentos de ADN circular que actuan como
un armazdn génico en el que se insertara la secuencia que se desea propagar y expresar.
Entre los elementos que debe contener un vector para expresion se encuentran: un origen
de replicacion autbnomo (secuencia Shine-Dalgarno), el promotor del gen que se va a
expresar, un sitio de clonacion multiple en el cual se insertara la secuencia codificante
ademas de un gen de seleccién que nos permitira obtener solo aquellas células que
hayan integrado al vector como por ejemplo el gen de resistencia a ampicilina en
bacterias (Figura 2). Ademas, se debe seleccionar el vector con el promotor mas
finamente regulado posible para evitar problemas de expresion basal o formacién de
cuerpos de inclusion que pueden afectar el plegado de la proteina (Lara, 2011).

Sitio de clonacion
miiltiple

Promotor del gen

Origen de

s Gen de seleccion
replicacion

Figura 2. Estructura general de un vector de expresidn. Incluye un origen de replicacion

auténomo, un promotor regulado, un sitio de clonacién multiple y un gen de seleccién (marcador).
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La eleccién de la célula heteréloga también debe ser realizada cuidadosamente, ya que
deben ser células capaces de llevar a cabo una eficiente traducciéon del RNAm de la
proteina de interés asi como sus modificaciones postraduccionales o mas parecidas a las
naturales para obtener una similitud y acabados idénticos a la molécula original (Cuadro
2). El origen de la proteina es un factor muy importante que se debe considerar. Se
obtendran mejores resultados al expresar una proteina eucariota compleja en una célula
eucariota en vez una procariota, ya que esta Uultima no contaria con la capacidad de
procesar y modificar proteinas complejas. Ademas, se debe lograr un plegamiento
correcto de las proteinas expresadas, sobre todo cuando se tiene un interés en aplicar la
proteina recombinante como un agente terapéutico. Una correcta estructura terciaria
resultaria en proteinas funcionales y capaces de llevar a cabo su actividad biologica
correspondiente (Yon, 2001).

Cuadro 2. Factores que deben ser considerados durante la seleccion de un sistema de
expresion (Guerrero-Olazaran, 2004).

Origen de la proteina * Procariota.
(organismo) * Eucariota.

+ Tamaio de la proteina codificada.
* Uso de codones preferenciales.
« Maodificaciones postraduccionales.

Secuencia nucleotidica
codificante

+ Propiedades quimicas (pH, punto isoeléctrico, solubilidad).

« Estabilidad y resistencia a protedlisis .

+ Destino celular (extracelular o intracelular).

* Pureza con la que se obtiene (endotoxinas bacterianas,
subproductos).

Propiedades de la
proteina

+ Biomedicina (agente terapéutico, vacunas, diagndstico).

* Industria alimenticia.

* Procesos industriales (quimica de la transformacion).

* Reactivo de laboratorio (enzimas, estandares, pruebas bioldgicas).
* Biotecnologiaambiental .

Aplicacién para el
recombinante

+ Condiciones de cultivo.
* Escalamiento .

* Rendimiento.

* Costo.

« Sustentabilidad.

Tipo de bioproceso
para su produccién

Dentro de los principales sistemas de expresion recombinante se encuentran las

bacterias, levaduras y lineas celulares de mamiferos, insectos y plantas. Cada una de
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estos sistemas ofrece diversas ventajas y desventajas, es por eso que como se menciono
con anterioridad se deben tomar en cuenta las caracteristicas de la proteina que se desea
producir para seleccionar el sistema mas adecuado (Cuadro 3).

Cuadro 3. Ventajas y desventajas de los sistemas de expresion disponibles (Demain y

Vaishnav, 2009).

Ventajas Desventajas
Ampli te estudiadas y facil
- mp.lamer-'l'e & u, |.a i Sin modificaciones postraduccionales
= manipulacién genética T : e
= . Formacidn de cuerpos de inclusién
o Gran variedad de de cepas y vectores . A
e : 5 Producen endotoxinas que dificultan el
o Cultivos celulares sencillos y baratos p j
m = 2 uso de las proteinas recombinantes
o Expresion moderada de proteinas st
i Alta protedlisis
recombinantes
Cultivos celulares sencillos y baratos
@ Realizan modificaciones Produccién de biomasa més lenta que
= postraduccionales sencillas en bacterias
i Capacidad de secretar las proteinas Pueden preducir hiperglicosilacion
1 recombinantes (como P. pastoris)
= Libres de endotoxinas
Alta expresion recombinante
o
&
'-‘—é “ Realizan las mejores modificaciones Medios de cultivo muy costosos
T E postraduccionales Facil contaminacionde los cultivos y
E a Mejor plegamiento de proteinas proteinas
- E Las proteinas recombinantes tienen Tienen un rendimiento de produccién
L; funcionalidad completa muy bajo
QT
o

1.3.1

Sistemas de expresion en bacterias.

Los sistemas bacterianos han sido ampliamente utilizados desde los inicios de la
tecnologia recombinante e incluso hoy en dia siguen siendo una de las principales
opciones e incluso diversas cepas han sido aceptadas como organismos generalmente
considerados como seguros (GRAS, por sus siglas en inglés) por la FDA (Food and Drug
Administration). Dentro de los mas utilizados se encuentran aquellas de los géneros

Lactobacillus, Bacillus, Corynebacteriumy Escherichia (Ferrer-Miralles y Villaverde, 2013).
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Escherichia coli, es una de las bacterias mas ampliamente usada como sistema de
expresion en la investigacién e industria ya que tiene un crecimiento rapido en medios de
cultivo sencillos y de bajo costo, lo que permite escalar su produccién a niveles mayores
(Lara, 2001; Menzella, 2011). Sin embargo, E. coli es incapaz de realizar modificaciones
postraduccionales y posee una muy limitada capacidad de secrecion lo que podria
resultar en la generacion de cuerpos de inclusién y proteinas no solubles e inactivas
(Sahdev y cols., 2008).

1.3.2 Sistemas de expresion en levaduras.

Por su parte, los sistemas de expresion basados en levaduras también han demostrado
ser bastante eficientes en la produccién de proteinas recombinantes y, dado que también
son organismos eucariotas, pueden incluso expresar exitosamente proteinas de origen
animal o humano. Las levaduras comparten algunas de las ventajas de las bacterias
como la rapida produccion de biomasa en cultivo sencillos, pero ademas, las levaduras
cuentan con otras caracteristicas como generar un mejor plegamiento de las proteinas y
el poder llevar a cabo modificaciones postraduccionales simples (Eckart y Bussineau,
1996) Ademas, las proteinas sintetizadas son libres de endotoxinas (a diferencia de la
expresion en bacterias) lo que es de gran importancia si su aplicacion esta orientada a
algun uso terapéutico. Otra ventaja es que algunas levaduras como Pichia pastoris
pueden secretar al medio de cultivo las proteinas recombinantes, lo que facilita la
recuperacion de dichas proteinas (Drago, 2006; Daly y Hearn, 2005).

1.3.3 Sistemas de expresion en lineas celulares de mamiferos e insectos.

Si bien las levaduras sintetizan proteinas mas complejas, las mejores modificaciones
postraduccionales se obtienen en células de eucariotas superiores. Los cultivos de células
de insectos emplean vectores de baculovirus (Galfione y cols., 2003). Estos sistemas de
expresion pueden llevar a cabo modificaciones postraduccionales mas complejas como la
fosforilacion y glicosilacion (O- y N-) entre otras. Algunas de sus desventajas son que los
medios de cultivo son complejos y que se obtiene una menor produccién en comparacion

con las bacterias y levaduras. (Demain y Vaishnav, 2009).
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Actualmente alrededor del 60-70% de los biofarmacos recombinantes son producidos en
lineas celulares de mamifero (como las Baby Hamster Kidney “BHK”, Human Embryonic
Kidney “HEK293” y una de las mas empleadas, la Chinese Hamster Ovary “CHQO”).
Ademas de un plegado y glicosilacién mas similar al de las proteinas nativas, este tipo de
células puede también afadir cadenas de &cidos grasos y realizar procesos de
fosforilacion (Wurm, 2004). Sin embargo, al igual que los cultivos de células de insecto,
son complicados, susceptibles a contaminacién y con un bajo rendimiento de expresion.
Ademas, las lineas celulares derivadas de células tumorales pueden estar contaminadas
con retrovirus, sin mencionar que los medios de cultivo empleados (como el suero fetal)

pueden estar contaminados con otros virus, priones o micoplasmas (Drago, 2006).

1.4 La levadura Pichia pastoris como sistema de expresion.

Como se ha descrito anteriormente, las levaduras poseen una combinacién de ventajas
sobre los sistemas bacterianos y los cultivos de células de mamifero. Pichia pastoris es
una de las levaduras mas empleadas en la produccién de proteinas recombinantes y su

aplicacion va desde el area académica hasta la industrial.

Durante la década de 1970 la “Phillips Petroleum Company” desarrollé diversos métodos
de cultivo para Pichia pastoris empleando metanol como fuente de carbono, con la
intencion de comercializarla como un alimento para animales rico en proteina. Sin
embargo, durante esa misma época el costo del metanol se elevé drasticamente debido a
la crisis energética, haciendo estos procesos poco sustentables (Cregg y Cereghino,
2000). Posteriormente en la década de 1980, la Phillips Petroleum Company junto con el
“Salk Institute Biotechnology/Industrial Associates Inc.” convirtieron a P. pastoris en un
sistema de expresidn para proteinas heterdlogas Aislando el gen de la alcohol oxidasa
(AOX1) y su promotor, con lo que fueron capaces de desarrollar vectores, cepas y
métodos para manipular genéticamente a esta levadura (Ellis y cols., 1985).

1.4.1 Generalidades de Pichia pastoris.

Pichia pastoris pertenece a un pequefo grupo de levaduras metilotréficas, es decir son
capaces de utilizar el metanol como fuente Unica de carbono y energia. Tiene una
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reproduccion sexual con produccion de ascosporas (1 a 4 ascas). En placas de cultivo
solido forma colonias no filamentosas de color blanco o crema, al microscopio tiene una

morfologia esférica u ovalada y se pueden observan varias yemas (Poutou y cols., 2005).

Como sistema de expresion todas las cepas empleadas son derivadas de la cepa nativa
Y-11430. La mayoria de las cepas empleadas para expresién recombinante poseen una
mutacion en el gen de la histidinol deshidrogenasa (HIS4), debido a que los vectores de
transformacién poseen el gen HIS4 y permite el crecimiento y selecciéon de solo aquellas
que los hayan integrado. Una de las cepas mas utilizadas es la GS115 (his4) la cual
posee los genes aox1y aox2, lo que le permite crecer en metanol al mismo ritmo que la

cepa nativa (Higgins y Cregg, 1998).

La cepa GS115 de Pichia pastoris cuenta con las mismas ventajas mencionadas para las
levaduras, sin embargo es importante resaltar que el promotor del gen AOX1 es finamente
regulado y solo es activado cuando el metanol se encuentra como Unica fuente de
carbono, lo que permite una buena generacién de biomasa en presencia de otras fuentes
de carbono antes de la induccion del promotor, evitando la expresion basal de la proteina
recombinante (Macauley-Patrick y cols., 2005). Ademas, esta levadura posee la
capacidad de secretar las proteinas recombinantes ya procesadas al medio de cultivo,
mientras que no secreta niveles altos de proteinas nativas durante la induccién, facilitando

asi los procesos posteriores de purificacion (Sarramegna y cols., 2005).

1.4.2 Metabolizacion de metanol en Pichia pastoris.

La actividad metilotréfica de P. pastoris se debe a la enzima alcohol oxidasa (AOX). La
AOX alcanza niveles altos cuando la levadura crece en presencia de metanol como fuente
de carbono. Sin embargo, su nivel de expresidn no es detectable cuando es cultivada en
glucosa o etanol (Cregg y cols.,, 1985). La AOX oxida el metanol para producir
formaldehido y perdxido de hidrogeno (Figura 3). Posteriormente, el formaldehido forma
diéxido de carbono por la accion de deshidrogenasas citoplasmaticas, mientras que la
catalasa degrada el perdxido lo cual a su vez provee energia a la célula para crecer. El
peroxido de hidrogeno por su parte es degradado por la catalasa a oxigeno y agua
(Higgins, 2000).
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Peroxisoma \ Citosol
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H202 & CO2 wmm— CO2
m—l ia
Catalasa HCHOH citosolica
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H20 Producciéon
j \ de energia
K DHA GAP
Via citosolica
Cadatresciclos se produce Constituyentes
unamoléculade GAP celulares

Figura 3. Via metabolica del metanol en P. pastoris. El metanol entra hasta el peroxisoma
donde es oxidado por la alcohol oxidasa (AOX) produciendo formaldehido y peréxido de hidrégeno.
El formaldehido pasa a Gliceraldehido 3-fosfato (GAP) y Dihidroxiacetona (DHA) por accién de la
Dihidroxiacetona sintasa (DHAS). La DHA posteriormente entra en un ciclo citosélico que produce
GAP cada tres ciclos. Otra parte del formaldehido entra a otra via citosélica que termina en CO2 y
dos moléculas de NADH" reducido (Cregg et al., 2000).

1.4.3 Fenotipos de utilizacion de metanol (Mut) en Pichia pastoris.

La levadura P. pastoris cuenta con dos genes que codifican para las alcohol oxidasas tipo
I 'y Il, denominadas AOX1 y AOX2 respectivamente, siendo aox1 el responsable de la
mayor actividad de AOX en la célula. El gen aox1 posee un promotor altamente regulado
el cual ha sido empleado en plasmidos para inducir la expresion de genes heterélogos
(Balamurugan y cols. 2007). Por otra parte, el gen aox2 no induce un crecimiento celular
tan eficientemente como aox7 a pesar de su alta homologia, lo que llevo al aislamiento y
clasificacion de las cepas en tres fenotipos Mut*, Mut® y Mut". El fenotipo Mut* (Methanol
utilization plus) se refiere a las cepas emplean mas eficientemente el metanol como Unica
fuente de carbono. Las cepas Mut® (Methanol utilization slow) son aquellas que

metabolizan el metanol a una velocidad lenta, ya que Unicamente cuentan con el gen
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aox2y por lo tanto tienen una menor velocidad de crecimiento. Las cepas Mut™ (Methanol
utilization minus) son aquellas que no pueden metabolizar el metanol debido a que

carecen de ambos genes, aox1y aox2 (Daly y Hearn, 2005; Li y cols., 2007).

1.4.4 Vectores utilizados en Pichia pastoris.

Los vectores disefiados para Pichia pastoris cuentan con caracteristicas similares y
pueden ser episomales o de integracion. Poseen el promotor AOX1 seguido por un sitio
de clonacion multiple que contiene diversos sitios de corte para enzimas de restriccion en
donde se inserta la secuencia que codifica la proteina de interés y posteriormente se
encuentra la secuencia de terminacién de AOX1, el cual dirige el procesamiento y
poliadenilacion del ARN mensajero. Ademas, muchos poseen el gen de seleccion HIS4, el
cual permite la seleccion de las cepas mutantes transformadas. Estos vectores también
poseen los elementos necesarios para su replicacion en bacterias como E. coli (como un
origen de replicacion y genes de resistencia a antibidticos). El destino de la proteina
puede variar segun el vector (Cuadro 4), ya que algunos permiten la secrecién de la
proteina mientras que otros la producen de manera intracelular (Cregg y cols. 2000).

Cuadro 4. Ejemplos de vectores de expresion para Pichia pastoris (Cregg y cols., 2000).

Destino de la Marcador de o
Vector , .y Caracteristicas
proteina seleccion

Potencial para fusién con etiquetas de histidina.

pPIC9 Secretada HIS4 Resistencia a ampicilina para propagacién en
bacterias.

Recitenciag pAOX1 fusionado a la Seial de secrecion a-MF
pPICZa Secretada ) prepo. Potencial para fusién con etiquetas de
Acacing histidina y el epitope myc.

Resistencia a Potencial para fusién con etiquetas de histidina
pPICZ Intracelular . B . 4 Y
zeocina el epitope myc
HIS4 y resistenci . N
pPIC3K Intracelular SRS h1enels Seleccién por G418 para cepas multicopia

a kanamicina
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1.4.5 Vector de expresion pPIC9.

El vector pPIC9 es un vector de integracién que consta de 8,023 pb empleado para las
cepas GS115 y KM71 de Pichia pastoris. Este vector permite la expresién de las proteinas
recombinantes asi como su secrecidon ya que la secuencia codificante se fusiona a la
sefal de secrecion del factor-a de Saccharomyces cerevisiae. Este vector contiene el
promotor AOX1 por lo que la expresién se induce en presencia de metanol. La seleccion
de cepas se lleva a cabo mediante el marcador HIS4 (INVITROGEN, Pichia Expression
Kit, 2010). Ademas el vector pPIC9 contiene sitios Unicos de corte con las enzimas Xho |,
SnaB |, EcoR |, Avrll'y Not | (Figura 3).

* Longitud del plasmido: 8,023 pb

* Fragmentodel promotor5’ AOX1: 1-948 bases

+ Sitio del iniciador 5’ AOX1: 855-875 bases

* Sefial de secrecién del Factor-a(S): 949-1215 bases

+ Sitio deliniciador Factor-a:: 1152-1172 bases

+ Sitio de clonacién multiple: 1192-1241 bases

+ Sitio deliniciador 3’ AOX1: 1327-1347 bases

*»  Terminaciénde la transcripcién (TT)3’ AOX1:
1253-1585 bases

* ORFHIS4: 4514-1980 bases

*  Fragmento3’ AOX1:4870-5626 bases

* Origen pBR322: 6708-6034 bases

* Gen de resistencia aampicilina: 7713-6853 bases

Figura 4: Vector de expresion pPIC9. Se detalla cada uno de los componentes del vector de
expresién, asi como las enzimas de restriccion y el nUmero de cortes que estas realizan dentro del

mismo.

1.4.6 Integracion del vector pPIC9 al genoma de Pichia pastoris.

Existen dos posibles maneras de integrar los vectores de expresién al genoma de P.
pastoris, ya sea por insercion génica o por reemplazamiento génico (Figuras 5Ay 5B) . En
la primera, la integracion se lleva a cabo mediante un entrecruzamiento simple en el locus
AOX1 del genoma y cualquiera de las regiones de AOX1 del vector (3° AOX1, 5" AOX1,

TT) o también mediante el entrecruzamiento simple entre el locus his4 del cromosoma y el
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gen HIS4 en el vector. Ya que en ambos casos el locus AOX1 se mantiene intacto los
fenotipos resultantes son Mut®. En el reemplazamiento génico por su parte ocurre a
través de un entrecruzamiento doble entre el promotor AOX1 del genoma y las regiones
3'’AOX1 y 5’A0OX del vector, lo cual resulta en una completa eliminacién de la regién que

codifica AOX1 y por lo tanto se obtiene un fenotipo Mut® (Balamurugan y cols., 2007).

Para ser insertado en el gen AOX1 en las cepas GS115 y KM71, el vector pPIC9 puede
ser linearizado con Sac |, lo cual genera cepas Mut* / His* en GS115 y Mut® / His* en
KM71. Por otra parte, cuando el vector se desea insertar en HIS4 en cepas GS115 y
KM71, el linearizado con Sall o Stul generara cepas Mut* / His* en GS115 y Mut® / His*
en KM71 respectivamente. Finalmente, cuando se desea reemplazar el gen AOX1 de la
cepa GS115 para obtener cepas Mut® / His* el linearizado del vector debe llevarse a cabo

con Bgl Il (INVITROGEN, Pichia Expression Kit,2010).

Vector de expresion

de P. pastoris

—{ 5’AOX1 TT 3’ AOX1 |=———Genomade P pastoris

—{5’AOX1 TT | 3'AOX1 |5’AOX1 | Gen“X” | TT | HIS4 | 3’AOX1 |-
=) /)

Casete de expresion
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Plasmido linearizado

—{ 5’AOX1 T 3’ AOX1 |

— S'AOX1 | Genx” | TT | HIS4 | 3’AOX1 |—
= = —

Casete de expresion

Figura 5. A. Integracion del vector por insercion génica en AOX 3’. La integracion se lleva a
cabo por un entrecruzamiento simple, el cual también puede darse en HIS4. Al conservarse el
locus AOX1 en ambos casos las cepas resultantes son del fenotipo Mut®. B. Integracion del
vector por reemplazamiento génico. Este se lleva a cabo por un doble entrecruzamiento entre el
promotor AOX1 del genoma y las regiones AOX 5’ y AOX 3’ del vector. Al perderse el locus AOX1
se obtienen cepas de fenotipo Mut®.

1.4.7 Fermentacion de Pichia pastoris y expresion de las proteinas recombinantes.

Tras haber logrado la transformacion de las levaduras con el vector construido y haber
determinado el fenotipo de utilizacién de metanol, se puede continuar al siguiente paso
que es la produccion de la proteina recombinante. Este proceso consiste en una primera
etapa donde se debe generar biomasa en un medio que contenga una fuente de carbono,
como glicerol o dextrosa, que reprima el promotor AOX1 y evite la expresién heterdloga.
Una vez que se ha producido suficiente biomasa la siguiente etapa es cambiar la fuente
de carbono por el metanol y asi iniciar la expresién del recombinante (Celik y cols., 2009).
Cuando se emplean cepas Mut® es recomendable iniciar la induccién con menor cantidad
de biomasa debido a que estas pueden metabolizar el metanol de manera acelerada,
mientras que para las cepas Mut® se recomienda una mayor biomasa (INVITROGEN,
Pichia Expression Kit, 2010).

Las condiciones de cultivo pueden variar para mejorar la produccion por parte de la
levadura. Entre los parametros que pueden ajustarse se encuentra la cantidad de metanol
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empleada para la induccion, asi como etapas de adaptacion al mismo. Zhang y cols.
(2000) han desarrollado procesos en donde las levaduras pasan por una etapa de
adaptacion antes de la pasar a la transicibn de metanol, lo cual genera una mejor
activacion del promotor AOX1, ya que otros metabolitos como el acetato y el etanol son
consumidos durante esta fase de adaptacion (Zhang y cols., 2000).

Otros parametros que deben tenerse en cuenta son la temperatura y el pH. La
temperatura éptima de expresion para Pichia pastoris va de 28-30 °C, mientras que los
mejores valores de pH van de 6-7 (Gongalves y cols., 2013). Sin embargo, no se puede
establecer un estandar de condiciones 6ptimas, ya que diversos autores han reportado
que ciertas variaciones en estos parametros han tenido efectos positivos durante la
produccion, por lo que cada proceso para una u otra proteina podria ser diferente.

1.5 Escalamiento a nivel biorreactor.

Las condiciones de produccion a nivel biorreactor son muy parecidas a las de pequena
escala. Sin embargo, se deben tener algunas consideraciones extras. Por ejemplo,
cuando se trabaja con cepas de Pichia pastoris Mut® en un biorreactor, la oxigenacion del
sistema se vuelve un punto critico, ya que estas cepas tienen un metabolismo mas
acelerado y al alcanzar altas densidades celulares la demanda de oxigeno se incrementa
(Cos y cols., 2006). Ademas, las cepas Mut® requieren una mayor concentraciéon de
metanol, el cual puede tener efectos citotdxicos cuando se exceden los valores limites
(4%) y por otra parte en producciones a gran escala constituyen un riesgo industrial
debido a que se trata de un compuesto inflamable (Valero, 2013).

Otro aspecto que debe ser cuidadosamente monitoreado es la temperatura, ya que en
bioprocesos a gran escala la temperatura tiene a incrementarse por encima de los valores
Optimos, afectando asi la productividad y calidad de las proteinas recombinantes (Jungo y
cols., 2007). Un parametro extra es el estrés que son sometidas las levaduras debido a
condiciones de bajo pH y temperatura, asi como estrés fisico, lo cual puede afectar la
calidad de las proteinas (Mattanovich y cols., 2004).
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1.6 Optimizacion de secuencia.

Uno de los principales problemas de expresar proteinas recombinantes es que los
codones en la secuencia codificante no son los éptimos para la célula heterdloga, lo que
disminuye la expresion de la proteina. Sin embargo, para solucionar este tipo de
problemas se ha desarrollado la técnica de adaptacion de codones, la cual consiste en
modificar la secuencia recombinante eliminando codones que sean raros o de baja
frecuencia de uso para la célula heteréloga. Al emplear codones con mayor frecuencia de
uso se evita una disminucion en la transcripcion debida a una falta de las especies raras
de ARN de transferencia (ARN-t) (Novy y cols., 2001).

Otro factor que puede ser mejorado con la optimizacién de secuencia es la reduccién de
islas CG, sitios desestabilizantes y de regiones ricas AT las cuales pueden conducir a
una terminacion prematura en levaduras (Boettner y cols., 2007).

En el caso de Pichia pastoris, se han reportado numerosos casos donde la expresién,
calidad y funcionalidad de proteinas recombinantes de diversos origenes ha sido
mejorada mediante la optimizacion de codones (Bai y cols., 2011; Hu y cols., 2013).

1.7 Prolactina humana (hPRL).

Como ya se menciond, las proteinas recombinantes han tenido un gran impacto en la
industria farmacéutica, ya que a partir de ellas se pueden producir biofarmacos (aquellos
producidos por organismos genéticamente modificados), los cuales se pueden obtener en
mayor cantidad y con mayor pureza que de su fuente original (Steinberg y cols., 1998).
Esto ha impulsado a la comunidad cientifica a identificar nuevas proteinas con
propiedades terapéuticas y que puedan ser producidas a gran escala para tratar

enfermedades como el cancer.

Una de estas proteinas es la prolactina (PRL), la cual en humanos tiene gran potencial
para regular la angiogénesis (Galfione y cols., 2003). La prolactina es una proteina
secretada principalmente por la glandula pituitaria anterior pero también por otro tejidos
que puede actuar sobre tejidos distantes, por lo que participa en diferentes funciones

como el desarrollo de las glandulas mamarias, actuando como hormona calciotrépica
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(reguladora de los niveles de calcio en sangre y hueso), como factor de crecimiento,
neurotransmisor e inmunoregulador (Muthuswamy, 2012; Haglund y cols., 2012).

El gen de la prolactina humana (hPRL) se encuentra localizado en el cromosoma 6, tiene
una longitud de ~10 kpb y estd compuesto por cinco exones y cuatro intrones (Figura 6)
(Truong y cols., 1984). EI ADNc esta compuesto por 914 nucleétidos y contiene un marco
de lectura abierto (ORF) de 681 nucel6tidos, el cual codifica la pre-hormona de 227 aa
que incluye el péptido senal de 28 aa. Por lo tanto, la hPRL madura constara de 199 aa y
de un peso molecular de ~23 kDa (Bole-Feysot y cols., 1998). La molécula de hPRL esta
dispuesta en una sola cadena de amino acidos con tres uniones disulfuro entre seis de
sus residuos de cisteina (Cys4-Cys11; Cys58-Cys174; Cys191-Cys199). La hPRL
también puede presentar variantes debido a “splicing” alternativo del transcrito primario,
escisién proteolitica y otras modificaciones postraduccionales de la cadena de amino
acidos como dimerizacién, fosforilacion y glicosilacion (Freeman y cols., 2000).

Actualmente se cree que la PRL de 23 kDa ademas de tener una gran variedad de
funciones hormonales en el organismo, también participa en procesos que favorecen el
desarrollo de cancer de mama y que posee propiedades que favorecen la angiogénesis
(formacion de nuevos vasos sanguineos) al estimular la liberacion de factores pro-
angiogénicos en linfocitos y células endoteliales (Corbacho y cols., 2000; Reuwer y cols.,
2012).

Hasta la fecha, se han realizado diferentes estudios donde se busca producir prolactina
recombinante. Paris y cols. (1990) lograron sintetizar la hPRL en E. coli mediante el
plasmido recombinante pT7L, sus pruebas de bioactividad mostraron una gran similitud
con la hPRL derivada de la glandula pituitaria. Por su parte, Leibovich y cols. (2001)
llevaron a gran escala la produccion de PRL ovina en E. coli obteniendo buenos
resultados en la calidad del recombinante. Sin embargo, existen muy pocos estudios
sobre produccion de hPRL en levaduras, las cuales al ser organismos eucariotas podrian

producir una proteina completamente funcional y con un mayor rendimiento.
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. PRL (23 kDa) Gen de ~10kb ORF 681 nucledtidos

‘ Promotor

.106pb. 1.9kb .180pb | 2.0kb .310pb. 3

. 84pb | 1.3kb ‘176pb' )

Figura 6. Gen de la prolactina de 23 kDa. El gen tiene una longitud de aproximadamente 10 kpb
con un marco de lectura abierto (ORF) de 681 nucle6tidos, posee 5 exones y cuatro intrones.

1.7.1 Vasoinhibinas (Isoformas de la hPRL).

Se ha identificado que la hPRL de 23 kDa puede ser glicosilada, fosforilada o escindida
para dar formas alternativas de la proteina. A partir de la escisién de la hPRL se pueden
formar fragmentos amino-terminales de 14 a 18 kDa, los cuales son conocidos como
vasoinhibinas ya que poseen actividad antiangiogénica (Ferraris y cols., 2011). La PRL
de 16 kDa ha adquirido una gran importancia gracias a esta propiedad ya que tanto en
estudios “in vivo” como “in vitro” ha demostrado participar en la activaciéon de la apoptosis
en células endoteliales (Clapp y cols., 1991; Struman y cols., 2000). De acuerdo a Piwnica
y cols. (2004), la escisidén de esta proteina in vivo podria darse gracias a la accion de la
catepsina D, la cual actuaria como una proteasa en la pituitaria que corta la hPRL entre
los amino &cidos 150 y 151. Sin embargo, aun no se sabe exactamente el mecanismo de
escision de la proteina.

1.8 Antecedentes en el laboratorio de biotecnologia.

Anteriormente, en el laboratorio de biotecnologia se habia logrado exitosamente producir
exitosamente diferentes proteinas recombinantes de la familia de las hormonas de
crecimiento empleando sistemas de expresion basados en Pichia pastoris (Ascacio
Martinez, 2004; Marquez Ipifia, 2011). Una de estas proteinas fue la prolactina humana en
su forma nativa, la cual se logré producir en cultivos a nivel tubo de ensaye. Sin embargo,
aun no han sido esclarecidos el efecto que podria tener la optimizacion de secuencia
sobre esta proteina, asi como el desempeno del bioproceso al migrarlo a nivel biorreactor.
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CAPITULO II. JUSTIFICACION.

La isoforma de prolactina humana de 23 kDa es de gran interés para el area
biomédica por sus efectos hormonales y sobre la angiogénesis, por lo que es
importante conocer los mecanismos mediante los cuales actua. Para facilitar estos

estudios, es importante proporcionar una fuente abundante de prolactina bioactiva.

Asi, se propone aprovechar las plataformas biotecnolégicas disponibles para
disenar un sistema de expresion eficiente a nivel de biorreactor que permita la

obtencion de esta proteina para su futuro estudio y posible aplicacion.
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CAPITULO lIl. OBJETIVOS.

3.1 OBJETIVO GENERAL.

% Expresar, caracterizar y escalar la producciéon de la isoforma de prolactina

humana de 23 kDa en cepas de Pichia pastoris a partir de una secuencia

optimizada.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Construir cepas de P. pastoris productoras de la isoforma de PRL de 23

kDa empleando una secuencia optimizada.
e Realizar ensayos de expresién a pequefa escala para seleccionar las
mejores clonas productoras de Pichia pastoris para escalar en biorreactores

de 1 litro.

e Ensayar la purificacion de la PRL-HisTag recombinante mediante

cromatografia de afinidad por iones metélicos inmovilizados (IMAC).
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CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS.

4.1 Estrategia general.

El presente trabajo fue desarrollado en base a las siguientes etapas:

1. Disefio y optimizacion de la secuencia codificante para prolactina humana de 23
kDa.

2. Construccion del vector pPIC9-PRL23 y propagacion en E. col.
3. Transformacién de Pichia pastoris con el vector de expresion.
4. Expresién a nivel tuvo de ensaye.
5. Ensayos de purificaciéon de la prolactina humana recombinante.
6. Escalamiento de produccion a nivel biorreactor de 1 litro.
Diseifio de AUR AN® 29F GenScript
SEEI..IEHEia"f I M ' - Optimizacion de secuencia.
optimizacion. “H2 fW8E RE2
Construcciony j &= e
propagacion de ' - C:’: - (w
pPICS-PRL23. pPICS-PRL23 E. coli
Transformacion de O ﬂ
P. pastoris. - :
pPICS-PRL23 P. pastoris

Ensayos de &
expresion en tubo G ‘ ’ »

de ensaye. P. pastoris

Purificacion de la ] HisTag |

prolactina \;5%%; - @ @ »

recombinante.
Escalamiento a -
nivel biorreactor. H

Figura 7. Esquema de la estrategia general. La estrategia general abarca desde el disefio de la

H.{'-:f ﬁ.{%v

secuencia, ensayos de expresion, purificacion hasta el escalamiento en biorreactor.
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4.2 Disefo y optimizacion de la secuencia de la prolactina humana de 23 kDa.

La secuencia de ADNc original que codifica para la prolactina humana de 23 kDa fue
obtenida del GeneBank del NCBI con la clave de acceso “NM_000948.5" (Homo sapiens
prolactin, transcript variant 1, mRBNA). La secuencia codificante para la forma de la
prolactina madura (199 aminodacidos) abarca del nucleétido 604 al 1200, ademas del
codén de terminacion TAA. A esta secuencia se le afadié un sitio de corte para la enzima
Xho | en el extremo 5’ y un sitio de corte para la enzima Avr Il en el extremo 3’. Ademas
en seguida del sitio de corte para Xho | se incluy6 la secuencia de KEX2 para remover al
factor de secrecién a. En seguida, se incluyd una etiqueta de 6 histidinas (extremo amino
terminal de la proteina codificada) y un sitio de corte para la enzima enterocinasa (EK)
que permite eliminar los elementos génicos mencionados y obtener una forma nativa de

la proteina.

La optimizacion de la secuencia se llevd a cabo mediante GeneScrip Inc., el proceso de
optimizacion consistié en incrementar el porcentaje de codones preferenciales para P.
pastoris y un ajuste en el contenido de citosina y guanina. La secuencia se recibio
integrada en el plasmido pUC57 (pUC57-PRL23).

4.3 Propagacion del plasmido pUC57-PRL23.

4.3.1 Transformacion de bacterias electrocompetentes con el plasmido pUC57-
PRL23.

Para la propagacion del plasmido pUC57-PRL23 se empled la cepa “TOP10F” de E. coli
mediante la técnica de electroporacién. Se anadié 100 ng de ADN plasmidico en alicuotas
de 80uL de bacterias electrocompetentes (Aexo 3) y se transfirié la mezcla a celdas de
electroporacién frias. El pulso eléctrico se dio ajustando el electroporador con los
siguientes parametros: 200Q, 25uF y 2.5kV. Tras el pulso, se anadieron 500uL de medio
LB (Luria-Bertani) y se transfirié la mezcla a tubos de 1.5mL y se incubaron por 30
minutos, a 37°C con una agitacion de 300 rpm en termomixer (Thermomixer compact,
Eppendorf). Posteriormente los tubos fueron centrifugados por 1 minuto a 4000 rpm, se
desecharon 200uL del medio sobrenadante y la pastilla celular fue resuspendida en el

medio remanente. Dicha suspension fue sembrada mediante dispersion con un rodillo en
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placas de agar LB suplementado con ampicilina (50ug/mL) las cuales se incubaron a 37°C
por 16 horas.

4.3.2 Caracterizacion de las colonias obtenidas.

Para verificar que las bacterias transformadas portaran el vector pUC57-PRL23 se realizé
la extraccién plasmidica de las mismas (Anexo 3) y una posterior digestién empleando las
enzimas de restriccion Xho | y Avr ll, las cuales liberan el fragmento de 651pb
correspondiente a la PRL. Las digestiones fueron analizadas en geles de agarosa al 1%

con tincién de bromuro de etidio.

Cuadro 5. Reaccion de digestion del plasmido pUC57-PRL23 con las enzimas Xho l y Avr Il
Se ajusto la concentracion de los reactivos para un volumen final de 10 pL. La digestion se incubo
a 37°C por 5 horas.

. Concentracion | Concentracidn
Reactivo S '
inicial final
pUC57-PRL 300 ng/uL 150 ng/uL
Amortiguador
CutSmart 10 A
BSA 10x 1x
Xhol 20,000 u/mL 2 u/uL
Avrll 5,000 u/mL 0.5 u/pL
Agua libre de N .
nucleasas

4.4 Construccion del vector de expresion pPIC9-PRL23.

4.4.1 Digestion y purificacion del vector e inserto.

Tanto la secuencia codificante de PRL23 como el vector pPIC9 fueron digeridos con las
enzimas Xho | 'y Avr ll, para generar extremos cohesivos. Posteriormente, ambos fueron
purificados mediante el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (PROMEGA, WI,
EUA).
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Cuadro 6. Reacciones de digestion para el vector e inserto. Ambas reacciones de digestién se

ajustaron a un volumen de 30 uL y se incubaron a 37°C por 5 horas.

: Concentracidn | Concentracion - Concentracion | Concentracion
Reactivo e i Reactivo S :
inicial final inicial final
pPIC9 300 ng/uL 150 ng/uL Secuencia PRL23-OPT 300 ng/pL 150 ng/uL
Amortiguador Amortiguador
CutSmart o i CutSmart i B
BSA 10x 1x BSA 10x 1x
Xhol 20,000 u/mL 2 u/uL Xhol 20,000 u/mL 2 ufpl
Avrll 5,000 u/mL 0.5 u/pL Avrll 5,000 u/mL 0.5 u/puL
Agua libre de . . Agua libre de _ _
nucleasas nucleasas

4.4.2 Reaccion de ligacion de la secuencia PRL23-OPT y el vector pPIC9.

La ligacion se realiz6 empleando la ligasa Quick-Stick Ligase de BIOLINE (Londres, Reino

Unido). La proporcion vector-inserto fue de 1:3. La reaccion de ligacion se llevo a cabo a

temperatura ambiente por un periodo de 15 minutos, mezclando el mix cada 5 minutos.

Una vez realizada la ligacion se tomaron 5 pL y se realizd la transformaciéon de las

bacterias electrocompetentes como se describié anteriormente. Se incluyeron un control

negativo (agua) y un control positivo (pPIC9 vacio).

Cuadro 7. Reaccion de ligacion entre el vector

pPICY9 y el inserto PRL23. Se ajustd la

reacciéon a un volumen de 20 pL segun el protocolo del fabricante y se incub6é a temperatura

ambiente por 20 minutos.

Reactivo Concentracion final
pPIC9 25 ng
Secuencia PRL23 optimizada 75 ng
Ligasa Quick-Stick 1000 u/pL
“Quick-Stick Buffer” 1x

Agua libre de nucleasas

24



Produccion, caracterizacion y escalamiento en biorreactor de la isoforma de 23 kDa de la prolactina humana.

4.4.3 Caracterizacion de las bacterias transformadas con el vector pPIC9-PRL23
mediante PCR.

Las colonias de transformantes fueron reinoculadas en tubos de ensaye con 4 mL de
medio LB liquido para realizar extraccion plasmidica y proceder a la caracterizacion por
PCR (Termociclador 110V THERM-1000-1, Axygen). Se utilizaron iniciadores que
flanquean la secuencia del promotor AOX1. La amplificacion de aproximadamente
1,100pb corresponde al vector pPIC9-PRL23, mientras que un amplicon de 492pb
corresponde al casete vacio pPIC9. Se incluyeron controles de amplificaciéon. La reaccion
de PCR fue realizada empleando un master mix comercial (GoTaq Colorless Master Mix,
PROMEGA).

Cuadro 8. Reaccion de PCR y programa para caracterizacion por el promotor de AOX1. Se
llevé a cabo la PCR con los iniciadores para el promotor aox1 del ADN genémico de P. pastoris

para caracterizar el vector segun la longitud del amplicdn. Se ajusto el volumen de la PCR a 10 pL.

Reactivo Conc?i:;rlamon ‘ Programa de amplificaciéon ‘
Temperatura Tiempo

pPIC9-PRL23-OPT 20 ng/plL Etapa (°c) (minutos)
Master mix 5 pL(1x) 1 Desnaturalizacidn inicial 96 5
Iniciador 5 AOX1 5uM 2 Desnaturalizacién 94 1
Iniciador 3" AOX1 5pM 3 Alineamiento 55 1
Agua libre de nucleasas . 4 Extension 72 1
5 Extensidn final 72 5

Se repitieron 30 ciclos de los pasos 2 al 4

Ademas, para confirmar la presencia de la secuencia codificante de prolactina, se realiz6
una PCR empleando un juego de iniciadores que hibridan directamente sobre la
secuencia de la prolactina (iniciadores PRL16) y amplifican de manera semi-anidada la
secuencia correspondiente a la prolactina de 16 kDa amplificando hasta el coddén 147
(Sentido: 5 AGACTCGAGAAAAGACAC 3/ Antisentido: 5
GGACCTAGGTTAATAGATCTCGTTT 3)).
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Cuadro 9. Reaccion de PCR y programa de amplificacion para caracterizacion por
amplificacién interna. Para comprobar la integraciéon de la secuencia al vector se emplearon
iniciadores que hibridan directamente sobre el gen de la PRL23-OPT. Se ajust6 el volumen de la
PCR a 10 uL.

- Concentracion Programa de amplificacion
Reactivo £
final -

[ Temperatura Tiempo
pPIC9-PRL23-OPT 20 ng/ulL tapa (°C) (minutos)
Master mix 5L (1x) 1 Desnaturalizacién inicial 96 5

Iniciador 5 PRL16 SHM 2 Desnaturalizacién 94 1
Iniciador 3” PRL16 S5uM 3 Alineamiento 52 1
Agua libre de nucleasas 4 Extension 72 1
5 Extensidn final 72 5

Se repitieron 30 ciclos de los pasos 2 al 4

Por otra parte, la construccion también fue caracterizada mediante el uso de enzimas de
restriccion. Se emplearon las enzimas Xho | y Avr |l para liberar el fragmento de 651 pb
correspondientes a la prolactina. Posteriormente, el fragmento de PRL23 fue también
de NEBcutter
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) para identificar enzimas con sitios de corte Unico en la

digerido para verificar su secuencia. Se utilizé el servidor

secuencia de PRL23. Se decidio utilizar las enzimas Btg | y Nco |, las cuales tienen el

mismo sitio de corte en la posicion nucleotidica 180 (5’-3’).

Cuadro 10. Reacciones de digestion enzimatica para la caracterizacion del vector pPIC9-
PRL23. Se liber6 la secuencia de PRL23-OPT del plasmido pPIC9-PRL23 mediante la digestién

con Xho |l y Avrlly a su vez la secuencia fue digerida con Bfg | y Nco .

. Concentracion . Concentracion . Concentracién
Reactivo ’ Reactivo ‘ Reactivo .
final final final
pPICS-PRL23 150 ng/uL Secuencia Secuencia
150 L 150 L
Pr——— PRL23-OPT ne/u PRL23-OPT ne/u
CutSmart 1X Amortiguador 1x Amortiguador 1x
BSA 1x CutSmart CutSmart
Xho | 2 u/uL BSA 1x BSA 1x
Avrll 0.5 u/ul Btg | 1 u/pL Ncol 1 u/pL
Agua libre de Agua libre de - Agua libre de .
nucleasas o nucleasas nucleasas
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4.5 Linearizado del vector de expresion y transformacion de la levadura.

Una vez que se caracteriz6 el vector de expresion pPIC9-PRL23 se procedié a linearizarlo
mediante la digestién por 8 horas con la enzima Sac I. Al finalizar el periodo de digestién
se tomaron 2 pL y se analizaron mediante geles de agarosa al 1%.

Cuadro 11. Linearizado del vector pPIC9-PRL23 con Sac I. El vector de expresién construido

fue linearizado con la enzima Sac |. La digestion se incubé a 37° por 5 horas.

. Concentracién
Reactivo .
final
pPIC9-PR23 150 ng/ulL
Amortiguador 1x
CutSmart
BSA 1x
Sacl 2 u/uL
Agua libre de N
nucleasas

Para la transformacién se afadieron 5 ug de plasmido linearizado a alicuotas de 80 uL de
levaduras electrocompetentes de la cepa GS115 de P. pastoris. También se incluyé un
control negativo (transformaciéon con agua) y un control positivo (pPIC9 vacio). Los
parametros de electroporacién fueron: 400 Q, 25 uF y 1.5k V. Tras el pulso, se anadieron
500 pL de sorbitol 1M frio y se transfirié la mezcla a tubos de 1.5 mL y se incubaron por
30 minutos, a 30°C con una agitacién de 700 rpm en termomixer (Thermomixer compact,
Eppendorf). Posteriormente los tubos fueron centrifugados por 1 minuto a 4000 rpm, se
desecharon 200 pL del medio sobrenadante y la pastilla celular fue resuspendida en el
medio remanente. Dicha suspension fue sembrada mediante dispersion con un rodillo en

placas de agar MD (Minimal Dextrose) las cuales se incubaron a 30°C por 3 a 4 dias.

4.6 Caracterizacion de las levaduras transformadas.

Las colonias obtenidas en el medio selectivo MD fueron inoculadas en 4 mL medio YPD e
incubadas por 24 horas a 30°C con una agitacion de 200 rpm. Posteriormente se realizd
una extraccion de ADN gendmico mediante la técnica de TSNT (Anexo 3) y el ADN se
emple6 para la caracterizacion por PCR.
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4.6.1 Caracterizacion por PCR empleando indicadores para AOX1.

Se utilizaron los iniciadores del promotor AOX1 para determinar que colonias habian
integrado el vector pPIC9-PRL a su genoma. Ademas, mediante este analisis se pudo
conocer el fenotipo de utilizacion de metanol para cada colonia. Una patrén de banda
alrededor de 2.2 kpb seguida de una banda de 1 kpb representa el fenotipo Mut*; una
sola banda de 1 kpb corresponde a las levaduras Mut®, mientras que una banda tnica de
aproximadamente 500 pb corresponde a aquellas transformadas con el vector vacio
pPIC9.

Cuadro 12. Reaccion y condiciones de PCR con los iniciadores de AOX1.

. Concentracion ‘ Programa de amplificacion
Reactivo -
Temperatura Tiempo

pPIC9-PRL23-OPT 20 ng/uL Etapa °c) (minutos)
Master mix 5 puL(1x) 1 Desnaturalizacidn inicial 96 5
Iniciador 5° AOX1 5uM 2 Desnaturalizacién 94 1
Iniciador 3" AOX1 5uM 3 Alineamiento 55 1
Agua libre de nucleasas - 4 Extension 72 1
5 Extensidn final 72 5

Se repitieron 30 ciclos de los pasos 2 al 4

4.7 Ensayos de expresion a nivel tubo de ensayo de 50mL.

4.7.1 Induccion de la produccion de prolactina en P. pastoris.

Para la realizacion de estos ensayos se prepararon tubos tipo de ensayo de 50 mL con 10
mL de medio YPD estéril. Los tubos fueron inoculados con las colonias seleccionadas e
incubados por 24 horas a 30°C con una agitacion de 200 rpm. Una vez que se produjo
suficiente biomasa, el cultivo fue centrifugado por 5 minutos a 4000 rpm. Se decant6 el
medio y se lavd la pastilla celular con 10mL de agua destilada estéril y fria. Se repitié el
proceso y posteriormente la pastilla fue resuspendida en 10 mL de medio BMMY con 0.5
de metanol (Buffered Methanol-Complex Medium) y se incubaron los tubos por 72 horas a
30°C con una agitacion de 200 rpm anadiendo el 1% de metanol cada 12 horas.
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4.7.2 Dialisis del medio de induccion.

Al finalizar el periodo de induccién se recuper6 el medio de cultivo por centrifugaciéon (5
min. / 4000 rpm) y se desech¢ la pastilla celular. EI medio fue dializado en membranas de
un corte de poro de 12-14 kDa y un didmetro de 140mm (Spectra/Por® Membrane
Dialysis). La dialisis se llevé a cabo con agua destilada fria y agitacion por 24 horas,
cambiando el agua cada 2, 4 y 8 horas. El medio dializado fue almacenado a -20 °C hasta

su andlisis proteico.

4.7.3 Analisis de las proteinas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE).

Mediante la técnica de metanol-cloroformo (Anexo 3) se precipitaron las proteinas
contenidas en 500 pL de medio dializado. Las proteinas fueron resuspendidas en 20 pL
de amortiguador de carga de proteinas y desnaturalizadas por 12 minutos a 95°C.
Posteriormente las muestras fueron corridas en geles de poliacrilamida al 12% en una
camara de electroforesis a 80v por aproximadamente 2 horas (Mini-PROTEAN® Tetra
Cell, BIORAD; CA, EUA). Los geles fueron tefidos por 12 horas con azul de Coomassie
G250 y destenidos con una solucién de metanol (50%) y acido acético (10%).

4.7.4 Analisis Western blot (deteccion de etiqueta de histidinas).

Para el andlisis por western blot (ANEXQO) se corrieron dos geles gemelos de SDS-PAGE
con las proteinas dializadas. Uno fue tefiido con azul de Coomassie mientras que el otro
fue transferido a una membrana de nitrocelulosa. Se empled un anticuerpo primario de
raton anti-HisTag y un anticuerpo secundario de conejo anti-ratbn conjugado con
peroxidasa (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.). El gel fue revelado mediante
una solucién de 3,3'-diaminobenzidina (DAB) en presencia de peroxido (HRP Color
Development Reagent, BIORAD).
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4.7.5 Cuantificacion de proteinas.

Para la cuantificacion de proteinas se emple6 la técnica de Bradford empleando un
reactivo de Bradford comercial (Sigma-Aldrich B6916) y estandares de albumina sérica
bovina (BSA) que van desde 0 a 1 mg. Las lecturas se realizaron a 595nm en celdillas
anadiendo 750 pL de reactivo de Bradford y 25 puL de muestra. Se realizé una curva de
calibracion con los valores obtenidos (absorbancia contra concentracion de BSA) en la

cual se interpolaron los valores obtenidos de las muestras analizadas.

4.7.6 Analisis por densitometria.

Este analisis se realizd mediante el software Imaged (http://imagej.nih.gov/ij/index.html).

Mediante este software se obtuvieron los densitogramas de las muestras cuantificadas y
se pudo estimar el porcentaje y concentracion de la prolactina total de en las muestras
(Abramoff, 2004).

4.8 Purificacion mediante la técnica de IMAC.

Se utilizd la resina Ni Sepharose 6 Fast Flow de General Electric Healtcare para la
purificaciébn de la prolactina recombinante. Se prepararon las siguientes soluciones:
Solucion de resuspensiéon (Tris 10mM, NaHPO4 100mM, Urea 8M, pH 8), solucién de
lavado (Tris 10 mM, NaHPO4 100 mM, Urea 8M, pH 6.3) y una solucién de elucion (Tris
10 mM, NaHPO4 100 mM, Urea 8M, pH 4), ademas de una solucion 300 mM de imidazol.
Se precipitaron las proteinas en 1 mL de medio dializado y se resuspendieron en 400 pL
de solucién pH 8. De estos se tomaron 200 y se almacenaron como la fraccion “F”
(proteinas totales), los otros 200 pL fueron transferidos a un tubo de 1.5 mL incubados
con 50 uL de resina de niquel por 30 minutos y con agitacion constante. Después de la
incubacién se centrifugd la mezcla 10 segundos a 13,000 rpm, el sobrenadante fue
almacenado como fraccion “0” (proteinas no unidas a la resina). Posteriormente se
realizaron dos lavados con solucién pH 6.3 y se almacenaron los sobrenadantes como
fraccion “L”. Para liberar la proteina recombinante se realizaron eluciones con solucién pH

4. Al final se realiz6 una elucién mas con la solucién 300 mM de imidazol. Las proteinas
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en cada fraccion fueron precipitadas y analizadas mediante SDS-PAGE y por el
densitometria (Imaged).

4.9 Escalamiento en biorreactor.

Para el escalamiento se emplearon biorreactores de 1 litro marca APPLIKON (Schiedam,
Paises Bajos) y consolas modelo BioBundles ADI1025 (Figura 8). El biorreactor fue
preparado con 250 mL de medio BMMY y armado en esterilidad. Ademas, se le anadieron
100 pL de antiespumante (Antifoam, Sigma-Aldrich) y se le incorporé un sistema de
aireacion constante. La preparacion de la semilla se llevé a cabo de la siguiente manera.
Se inocul6 la cepa productora de prolactina en 20mL de medio YPD y se incubé a 30°C
con una agitacién de 200 rpm por 24 horas. La pastilla fue lavada dos veces con 25 mL de
agua destilada estéril y fria. La pastilla celular fue resuspendida en 10mL de agua estéril
fria y se adicion6 al biorreactor en condiciones de esterilidad. La induccion se llevo a cabo
durante 72 horas, tomando muestras del medio a las 0, 24, 36, 48, 60 y 72 horas. Se
mantuvo la temperatura entre 23-30°C y el nivel de oxigeno disuelto en el medio superior
al 20%. La agitacién inicial fue de 200 rpm y se incrementd conforme la produccion de
biomasa. Al finalizar el periodo de induccién se separ6 el medio de cultivo por
centrifugacion y se dializdé al igual que las muestras tomadas. Las proteinas fueron
analizadas por SDS-PAGE y Western blot. Ademas se cuantifico la proteina y se realizé el
densitograma correspondiente para determinar la concentracion de prolactina

recombinante total.
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1.- Potenciémetro (pH-metro)

2.- Condensador

3.- Puerto de alimentacion

4.- Puerto anti-espumante

5.- Puerto refrigerante

6.- Sensorde 02

7.- Puerto de toma de muestra

8.- Toma de aire

Figura 8. Componentes del biorreactor. Mediante estos elementos se pueden monitorear los
parametros criticos para la fermentacién como el pH, temperatura, oxigeno disuelto y revoluciones

por minuto.
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CAPITULO V. RESULTADOS.

5.1 Diseino de la secuencia optimizada.

5.1.1 Obtencion de la secuencia codificante para la prolactina de 23 kDa (PRL23).

La secuencia codificante para la prolactina humana se obtuvo del Gene Bank del NCBI
con la clave NM_000948.5 (Homo sapiens prolactin (PRL), transcript variant 1, mRNA). A
la secuencia codificante completa (227 aminoacidos) se le retiraron los primeros 28
codones correspondientes al péptido sefal, dejando asi sélo aquellos codones que
codifican la forma madura de la prolactina de 199 aminoacidos y el codén de terminacion
“TAA” (Figura 9).

» (ATGAACATCAAAGGATCGCCATGGAAACGGTCCCTCCTGCTGCTGCTGCTGTCARACCTGCTCCTGTGCCA
GAGCGTGGCCCCC) TTGCCCATCTGTCCCGGCGGGGCTGCCCGATGCCAGGTGACCCTTCGAGACCTGTTTGA
CCGCGCCCTCCTCCTGTCCCACTACATCCATAACCTCTCCTCAGARATCTTCACCCAATTCGATAAACGGTAT
ACCCATGGCCGGGGGETTCATTACCAAGGCCATCAACAGCTGCCACACTTCTTCCCTTGCCACCCCCGAAGACA
AGCAGCAAGCCCAACAGATGAATCARARACACTTTCTCAGCCTCATACTCAGCATATTGCGATCCTGGAATGA
GCCTCTGTATCATCTGGTCACGGAAGTACGTGGTATGCAAGAAGCCCCGGAGGCTATCCTATCCAAAGCTGTA
GAGATTCGACGCACGCARACCAAACGGCTTCTAGAGGGCATGCGAGCTGATAGTCAGCCAGCTTCATCCTGARACCA
AACARAATCAGATCTACCCTGTCTGGTCGGGACTTCCATCCCTCCAGATGCCTCGATGAAGAGTCTCGCCTTTC
TGCTTATTATAACCTGCTCCACTGCCTACGCAGGGATTCACATAARATCCGACAATTATCTCAAGCTCCTGAAG
TGCCGAATCATCCACAACAACAACTGC (TAA) *

Péptido =zefial: (»)

Secuencia hFRL: ( )
Coddén de terminacién: (*)

Figura 9. Secuencia de la PRL de 23 kDa. Secuencia de la PRL donde se eliminé el péptido

sefal dejando Unicamente la secuencia que codifica la forma madura de la proteina.

5.1.2 Adicién de elementos génicos.

Posteriormente, a la secuencia codificante se le afadieron los elementos génicos
que permiten su manipulacion, asi como una etiqueta de histidinas. El diserio final

consta de 651 pb, los elementos génicos afiadidos se muestran en la figura 10.
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e o o

Figura 10. Elementos génicos afadidos a la secuencia de la PRL. Se afnadieron sitios de corte

que flanquean la secuencia (Xho | y Avr Il), ademas de una etiqueta de histidinas (HisTag), la
secuencia KEX2 (sitio de corte para liberar el péptido sefial) y un sitio de corte para la enterocinasa
(EK).

5.1.3 Optimizacion de la secuencia disefiada.

Una vez se defini6 el disefo de la secuencia, ésta fue optimizada y sintetizada mediante
el servicio de la compania GeneScrip USA, Inc. La optimizacién de la secuencia permitié
incrementar el uso de codones preferenciales para Pichia pastoris, asi como reducir
aquellos codones poco frecuentes que pudieran afectar la transcripcion de la prolactina
(Figura 11).

HisTag Codon de inicio PRL23

Xhol ' LLHAH.EP!.CP.CCACCH.CCHEC&CCM!GATG&TGHEGRGM(!TTGCCTATTTGECCAGGAGGRGC&GCE
AGATGCCAAGTTACCCTTAGAGATTTGTTTGACAGAGCTGTTGTCCTTAGTCATTACATTCACAAC
TTGTCTTCCGAAATGTTCTCTGAGT TCGATARGAGATACACCCATGGTAGAGGTTTTATTACTARG
GCCATCAATTCTTGTCACACTTCAAGTTTGGCAACACCAGAAGATAAGGAGCAAGCTCAACAGATG
ARCCAGARAGACTTCTTGTCACTTATTGTTAGTATCTTGACGATCTTGGAATGAACCATTGTACCAT
CTTGTTACTGAGGTCAGAGGAATGCAAGAAGCTCCTGAGGCCATTTTGTCCAAGGCTGTCGARATC
GAAGAGCAAACAAARMGATTGCTTGRAGGAATGGAGTTGATTGTTTCACAGGTCCACCCTGARACT
AAGGAAARCGAGATCTATCCAGTTTGGTCCGGATTGCCTTCACTTCAGATGGCCGATGAAGAGTCT
AGACTTTCCGCATACTATAATTTGCTTCATTGCTTGAGARAGAGACTCCCACARARATCGACAACTAT
CTTARACTTTTGAAATGTAGAATCATCCACAACAATAACTGCTAA

pdonde te acion PR MI.

Figura 11. Secuencia final optimizada. La longitud final de la secuencia fue de 651 pb. En rojo

estan indicados los codones sustituidos por aquellos preferenciales para Pichia pastoris.
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El indice de adaptacion de codones (CAI por sus siglas en inglés), es una medida que
permite medir la tendencia de uso de los codones en cada organismo (Carbone y cols.,
2003), permitiendo seleccionar aquellos codones que pueda utilizar mas facilmente la
célula hospedera durante la expresion de secuencias de otros organismos. Se ha
establecido que el valor éptimo de CAl es de 1.0, mientras que aquellos con un valor
cercano a 0.8 son considerados buenos.

En la figura 12 se muestra como la el CAl de nuestra secuencia de PRL23 mejora de 0.63

a 0.83 mediante la sustitucion de codones con una mayor frecuencia de uso relativa en

Pichia pastoris.

0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Relative Position of codons Relative Position of codons
0.63 — 0.83
: ideal =1.0
+0.20

Figura 12. indice de adaptacion de codones (CAl). En la grafica de la izquierda (azul) se
muestran los valores de frecuencia de uso relativa (eje Y) para los codones de la secuencia no
optimizada de PRL23 en Pichia pastoris, asi como una valor de CAl = 0.63. Mientras que en la
gréfica de la derecha (verde), se muestran los valores para la secuencia optimizada, dénde la

frecuencia de uso se desplaza hacia valores mayores y el CAl incrementa hasta 0.83.

Ademas, el andlisis de GeneScrip da rangos de valores de 0 a 100 que representan las
frecuencias Optimas de codones; es decir, aquellos con los que la transcripcion se puede
realizar con mayor eficiencia en la célula hospedera (Sharpl y Wen-Hsiung, 1987) (Figura
13).
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Figura 13. Frecuencia optima de codones (FOC). En la grafica superior (azul) se observa que los
codones estan distribuidos en intervalos de frecuencia menores (eje X) donde solo el 32% de los
codones estan en el intervalo optimo (91-100). Mientras que en la gréfica de inferior (verde) los
codones se desplazan a rangos de frecuencias mayores, obteniendo un 53% de los codones el
intervalo de mayor valor (91-100).

Otro aspecto mejorado durante la optimizacion de la secuencia codificante fue la
reduccion del contenido de citosina y guanina (Grafica 3), ya que altos contenidos pueden
afectar la calidad del ARNm (Boettner y cols., 2007).
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Figura 14. Ajuste del contenido de CG. La grafica superior muestra el contenido de CG previo a
la optimizacién de secuencia, los valores rondaban cerca del 70% el cual es el limite recomendado.

La gréfica inferior muestra como el contenido de CG fue ajustado hasta un intervalo de 30-60%.
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5.2 Caracterizacion de la secuencia optimizada.

La secuencia optimizada fue recibida en el plasmido pUC57-PRL23 (3.3 kb) por lo que
para liberar la secuencia se realiz6 la digestion con las enzimas Xho | y Avr ll, cuyos sitios
de corte flanquean la secuencia (Figura 12).

Figura 15. Liberacion del fragmento de PRL23. pb) Marcador de pares de base,
A) pUC57-PRL23 sin digerir (3.3 kb), B) Digestion del plasmido con las enzimas Xho | y Avr Il. El
fragmento liberado corresponde a la longitud de pares de bases de la secuencia codificante para

PRL23. Gel de agarosa al 1% con tincion de bromuro de etidio.

5.3 Ligacion de la secuencia PRL23 con el plasmido pPIC9 y transformacion en E.
coli.

El plasmido pUC57-PRLS3 fue propagado en E. coli (TOP10F). Se realiz6 una extraccién
de ADN plasmidico de cultivos de bacterias transformadas y se procedié a liberar el
fragmento de 651pb mediante digestién enzimatica. Posteriormente el fragmento fue
purificado mediante el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (PROMEGA) y fue
almacenado a -80 °C. El plasmido pPIC9, también fue propagado, doblemente digerido
con las enzimas Xho |y Avrll y purificado de la misma manera (Figuras 13 Ay 13 B).

Posteriormente, el inserto de 651 pb de bases se ligo6 al plasmido pPIC9 para formar el
vector de expresion pPIC9-PRL23.
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1omb pPICY:

8 mb 8023pb

7oopb PRL23: 651pb

500pb

Figuras 16 A y 16 B. Preparacion del inserto y plasmido para ligacion. Figura A: pb) marcador
de pares de bases, P23) Secuencia de PR23 digerida y purificada. Figura B: pb) marcador de
pares de bases, SC) Plasmido pPIC9 sin digerir, XA) Plasmido pPIC9 digerido y purificado. Gel de
agarosa al 1y 3 % respectivamente con tincién de bromuro de etidio.

5.3.1 Transformacion de bacterias electrocompetentes.

Inmediatamente después de la ligacion se llevd a cabo la transformacién de las bacterias
electrocompetentes. Se afiadieron controles negativos y positivos (pPIC9 vacio) a la
transformacién. Las colonias transformadas fueron sembradas en medio LB-Ampicilina

para la seleccion de las transformantes (Figura 14).

TOP10f / Negativo | | TOP10f / pPIC9 vacio | | TOP10f / pPIC9-PRL23 |

Figura 17. Colonias de transformantes de TOP10F. Se muestra el control negativo ( - ) donde no
crecen colonias debido a que no poseen resistencia a ampicilina conferida por el vector pPIC9. El
control positivo ( + ) contiene colonias que aceptaron el vector vacio pPIC9 y determinan la
eficiencia de las bacterias electrocompetentes. Por Ultimo se muestran las colonias que contienen
el vector pPIC9-PRL23.
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5.3.2 Caracterizacion del vector de expresion pPIC9-PRL23.

Una vez seleccionadas aquellas clonas que poseen el vector pPIC9-PRL23, fueron
inoculadas para propagar el plasmido y realizar extraccion plasmidica (Figura 15).

pPICS-PRL23

pPICY-Vacio

Figura 18. ADN plasmidico de las transformantes de TOP10F. Se observa un cambio en el
patrén de retraso en pPIC9-PRL23 comparado con el plasmido pPIC9 vacio Gel de agarosa al 1%

con tincion de bromuro de etidio.

La digestion enzimatica también fue otra manera de comprobar que el vector construido
portara la secuencia de PRL23. EI ADN plasmidico extraido de las transformantes fue
digerido con las enzimas Xho | y Avr I, las cuales permiten la liberacién de la secuencia
de interés (Figura16).

Figura 19. Digestion enzimatica de pPIC9-PRL23. 1) pPIC9-PRL23 sin digerir, 2 y 3) Linearizado
de pPIC9 con la enzima Sac |, 4) Linearizado de pPIC9-PRL23 con Xho |,
5) Linearizado de pPIC9-PRL23 con Avr Il, 6) Liberacién del fragmento de 651 pb correspondiente
a la secuencia de PRL23. Gel de agarosa al 1% con tinciéon de bromuro de etidio.
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Ademés, se buscaron sitios de corte mediante el software NEBCutter para caracterizar
internamente la secuencia de interés. Las enzimas seleccionadas fueron Btg | y Nco |,
ambas cortando a la altura del nucle6tido 180 de la secuencia, generando un fragmento
de 180 pb y otro de 471 pb (Figura 17).
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5...CCRYGG...3 5..CCATGG...3
3...GGYRCC..5 3...GGTACC...5
O Donn

— 471pb

—— 180pb

Figura 20. Caracterizacion enzimatica de la secuencia pPIC9-PRL23. Figura A). Seleccion de
las enzimas de corte Unico mediante NEBCutter (Btg | y Nco 1) Figura B). pb) Marcador de pares
de bases, 23) pPIC9-PRL23 sin digerir, B) pPIC9-PRL23 digerido con Btg I, N) pPIC9-PRL23

digerido con Nco |. Gel de agarosa al 1% con tincion de bromuro de etidio.

Por otra parte, se caracterizd la construccion mediante PCR empleando un juego de
iniciadores para el promotor AOX1. Los ampliaciones para un casete vacio tuvieron una
longitud de 492 pb lo cual representa el promotor AOX1 del vector pPIC9. Mientras que la
construccion pPIC9-PRL23 generd un amplicén de 1143 pb de bases debido a que
representan la suma de los 492 pb de AOX1 y los 651 pb de la secuencia de PRL23
(Figura 18).
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1143ph

492pb

Figura 21. Caracterizacion de pPIC9-PRL23 por PCR. pb) Marcador de pares de bases,
( - ) Control negativo de amplificacion, ( + ) Control positivo de amplificacién (casete vacio de
pPIC9, 492 pb), Carriles 1-4 ) Amplificacién con iniciadores AOX1 de la construccién pPIC9-PRL23

(1143 pb). Gel de agarosa al 1% con tinciéon de bromuro de etidio.

5.4 Transformacion de las cepa GS115 de Pichia pastoris con el vector pPIC9-
PRL23.

Una vez caracterizado el vector pPIC9-PRL23 se procedi6 la linearizarlo empleando la
enzima Sac |, la cual genera en su mayoria cepas con el fenotipo Mut* en la cepa GS115.
Las levaduras fueron transformadas mediante electroporacién e inoculadas en placas de
medio MD (carente de histidina) para su seleccién mediante el marcador HIS4 (Figura 19).

GS115 - Negativo GS115 — pPICY Vacio GS115-pPIC9-PRL23

Figura 22. Transformacion de la cepa GS115. En el control negativo no aparecen colonias
debido a que las colonias no integran el marcador de auxotrofia que porta pPIC9. EI control
positivo presenta colonias de GS115-pPIC9 o “mock”, mientras que aquellas con el vector pPIC9-
PRL23 son las productoras de la proteina recombinante ya que tienen el casete incorporado a su
genoma de P. pastoris.
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5.4.1 Caracterizacion de las colonias transformadas.

Posterior a la transformacién de las levaduras se llevd a cabo una extraccion de ADN
gendémico para poder caracterizar las levaduras transformadas mediante PCR con los
iniciadores para AOX1 (Figura 19). Las cepas que presentan una banda de 492 pb son
aquellas que fueron transformadas con un casete vacié (solo pPIC9). Aquellas que
presentan una banda de 1143 pb son las que integraron el vector pPIC9-PRL23 pero
perdieron el promotor AOX1 propio de la levadura durante la recombinacién, es decir
tienen un fenotipo Mut®. Por Gltimo, aquellas cepas que presentan una banda de 2.2 kb y
otra de 1143 pb tienen un fenotipo Mut®, ya que poseen el promotor AOX7 del vector de
expresion pPIC9-PRL sin perder el promotor aox7 de su genoma.

m =0 il ot 7 [Es ol e
=
- ] | e

492pb
-

.* » ¥

= &

Figura 23. Caracterizacion de las colonias de GS115 transformadas con pPIC9-PRL23 por
medio de PCR. A) Extraccion genomica de las transformantes. El primer carril corresponde al
marcador de pares de bases, mientras que los carriles 6 al 10 corresponden al ADN gendmico de
colonias transformadas. B) Caracterizacion del fenotipo de utilizacion de metanol. pb)
Marcador de pares de bases, ( - ) Control negativo de amplificacién, ( + ) Control positivo de
amplificacién con iniciadores AOX, 6) Colonia transformada con el vector pPIC9 vacio, 7 y 9)
Colonias de fenotipo Mut®, 8 y 10) Colonias de fenotipo Mut S.Gel de agarosa al 1% con tincién de

bromuro de etidio.
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5.5 Ensayos de expresion en tubo de 50 mL.

Una vez identificadas las clonas portadoras de la secuencia de PRL23 y habiendo
caracterizado su fenotipo de utilizacién de metanol, se procedié a llevar a cabo la
expresion de la prolactina recombinante. Las proteinas producidas por las transformantes
fueron analizadas en geles de SDS-PAGE al 12% tefidos con azul de Coomassie (Figura
20). Se pudieron observar bandas intensas entre los 20 y 25 kDa que coinciden con el
peso molecular de la prolactina. Ademas, se observan algunas bandas que podrian
corresponder a formas glicosiladas de la misma prolactina. Las cepas con modificacién de
codones que tuvieron una mayor produccion fueron las de fenotipo Mut®, sin embargo y
sorpresivamente, estas no alcanzaron igualar la produccion de la clona que contenia la

secuencia nativa de PRL.

PM (-) WT €7 «c8 C9 Ci10

—
20 kDa
—
/ L
||

PRL23 PRL23-OPT
nativa

Figura 24. Ensayo de expresion de prolactina en las cepas transformadas. Se indujo la
expresion de PRL en cepas construidas con modificacion de codones asi como de las cepas con
PRL nativa. PM) Marcador de peso molecular (kDa), ( -) Control negativo de expresion pPIC9
vacio, WT) Prolactina nativa, C7 y C9) Prolactina optimizada expresada en cepas Mut*, C8 y C10)
Prolactina optimizada expresada en cepas Mut®. Gel de poliacrilamida al 12%, tincién con azul de

Coomassie.

5.6 Deteccion de la etiqueta de histidina mediante Western blot.

Se empled la prolactina producida por la colonia nimero 7 (Mut®) para ser analizada
mediante western blot en comparaciéon con la prolactina no optimizada. Como control

negativo se utilizé el medio obtenido de una induccion de una cepa “mock” (pPIC9 vacio).
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Ademaés, se utilizé un control de alrededor de 40 kDa con etiqueta de histidina. El patron
observado en el gemelo de SDS-PAGE coincide con las bandas detectadas con mayor
intensidad en el western blot (Figura 21).
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Control - Control
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25 kDa = -

~I e I—-" i
20 kDa = / / / r 4 /
PRL23 PRL23 4 PRL23 PRL23
nativa OPT i nativa OPT

SDS-PAGE (gemelo) Western blot

Figura 25. Gemelo de SDS-PAGE y Western blot. PM) Marcador de peso molecular (kDa), ( -)
Control negativo “mock”, WT) Prolactina no optimizada, C7) Prolactina optimizada, ( + ) Control
positivo de etiqueta de histidinas. Gel de poliacrilamida al 12%; Membrana de nitrocelulosa

revelada con DAB.

5.7 Cuantificacion de proteinas y determinacion de prolactina total.

Se cuantificé la proteina total en el medio dializado de inducciones de 72 horas en tubos
de 50mL, tanto para las cepas productoras de prolactina optimizada como para las cepas
de PRL nativa. La curva de calibracion para cuantificar mediante la técnica de Bradford va
de 0 pg hasta 1000 ug (Grafica 4). La lectura de las muestras se tom6 a 595nm y se
calcul6 la concentracién de acuerdo a la absorbancia registrada. También se estimé la
concentracion total de prolactina mediante un anadlisis de densitograma. Los porcentajes
de proteina total en las muestras fueron similares para la prolactina optimizada y para la
nativa (alrededor del 75%). Sin embargo, la concentracion de prolactina nativa fue mayor
que la optimizada.
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Figura 26. Curva de calibracion para la cuantificacion de proteina total por la técnica de
Bradford. La curva va de 0 — 1000 pg usando BSA como estandar.
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Figura 27. Densitogramas y porcentaje de prolactina en la proteina total. Mediante el
densitograma se logr6 calcular la fraccién de prolactina en la muestra dializada. La proporcidn
proteina total — prolactina fue similar en ambos casos. La concentracion por otra parte fue mayor
en la prolactina nativa. Los picos de mayor intensidad representan las bandas correspondientes a
la PRL mientras que los picos mas pequefios representan las proteinas de fondo propias de P.
pastoris.
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5.8 Purificacion mediante la técnica de IMAC.

Se realizé la purificacion de la PRL obtenida a partir de la colonia nUmero 7. En la figura
22 A se realizaron cinco eluciones con pH 4 y una elucion final con imidazol 300mM, las
cuales fueron corridas en carriles separados en SDS-PAGE. Mientras que en la 22 B
todas las eluciones fueron reunidas en un pool. A partir de la 22 B se estimé por
densitometria que el porcentaje de prolactina recuperada fue de 43.72%, en relacion con
la prolactina en la muestra inicial (Figura 23). También se logré estimar el porcentaje de
pureza obtenido tras la purificacion, incrementando de un 76% a un 84%.
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Figura 28. Purificacion de PRL23-OPT mediante la técnica de IMAC. (A): PM) Marcador de
peso molecular (kDa), T) Proteina total, 0) Fracciébn no unida a la resina, L) Fraccion
correspondiente a lavados con pH 6.3, E1-E4) Eluciones con pH 4, 1) Elucién final con imidazol
300mM. (B): PM: Marcador de peso molecular (kDa), T) Proteina total, 0) Fraccién no unida a la
resina, L) Fraccion correspondiente a lavados con pH 6.3, E) Pool de eluciones (proteina total

recuperada). Geles de poliacrilamida al 12% con tincion de azul de Coomassie.
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Figura 29. Estimacion de prolactina recuperada y pureza obtenida. Seguln el densitograma se

obtuvo una recuperacion del 43.72% de prolactina. La pureza estimada paso6 de 76% a 84.01%.

5.9 Escalamiento a nivel biorreactor (1 litro).

Para el escalamiento a nivel biorreactor se empleé la cepa niumero 7 productora de
prolactina optimizada. El incremento de biomasa se mantuvo constante hasta alcanzar un
peso humedo de 140 g/L a las 72 horas de induccién (Cuadro 13). Ademas, tanto la
oxigenacion como el pH disminuyeron durante la etapa de mayor produccién durante la
fermentacion, lo que indica una buena metabolizacion del metanol por parte de las

levaduras (Gréficas 5,6y 7).

Cuadro 13. Parametros monitoreados durante la induccién. Se tomé lectura de cada parametro
al tiempo 0 y posteriormente cada 12 horas hasta que concluyé el proceso de induccién en el
biorreactor.

RPM

Temperatura (°C) | Peso humedo (g/L)
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Figura 30. Biomasa en el biorreactor. El incremento de biomasa fue continuo a lo largo de la

induccién, lo que permitié una mayor produccién de prolactina recombinante.
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Figura 31. pH del medio en el biorreactor. La disminucién de pH coincide con la etapa de mayor
produccién de prolactina a las 72 horas. Esto se debe a que durante la fermentacion P. pastoris
tiende a acidificar el medio.

Figura 32. Oxigeno disuelto en el medio del biorreactor. El oxigeno disuelto (dO2) disminuyé
durante la etapa de mayor produccion, lo cual indica una metabolizacién eficaz de metanol por
parte de P. pastoris.
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5.9.1 Analisis de las proteinas expresadas en biorreactor.

Las muestras tomadas a los tiempos establecidos durante la induccién fueron analizadas
por SDS-PAGE y Western blot. La aparicion de bandas comienza a ser notoria a partir de
las 48 horas (Figura 25).

Horas de induccion Horas de induccion
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SDS-PAGE (12%) . Western blot (DAB)

Figura 33. Expresion de prolactina durante la inducciéon en biorreactor. En esta imagen se
muestra el incremento de prolactina recombinante (23 kDa) a lo largo de la induccién en biorreactor
asi como la deteccién de la etiqueta de histidinas mediante Western blot. PM) Marcador de peso
molecular (kDa), ( + ) Control positivo de etiquetas de histidina. Gel de poliacrilamida al 12% con
tincién de azul de Coomassie. Membrana de nitrocelulosa revelada con DAB.

5.9.2 Cuantificacion de la prolactina producida a nivel biorreactor.

A partir de las muestras tomadas a las 48, 60 y 72 horas, se cuantificé la proteina total
mediante la técnica de Bradford y se obtuvieron los densitogramas correspondientes en
los cuales se observa un incremento gradual del area de los picos de la proteina total. La
mayor concentracion de proteina total se logr6 a las 72 horas y fue de 110 ug/mL, de los
cuales se determind que el 38.28% correspondia a la prolactina, lo que equivale a 44.22
ug/mL de prolactina recombinante (Figura 26).
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Figura 34. Cuantificacion de proteina total y prolactina recombinante. A) Incremento de
proteina total. La proteina duplicé aproximadamente su concentracion a partir de las 48 horas
alcanzando un maximo de 110.3 pg/mL a las 72 horas. B) De esta concentracion de proteina total
se estimd que el 38.28% (pico derecho del densitograma) equivalente a 42.2 pug/mL representaba

la prolactina recombinante total.

5.10 Mejora del proceso de produccion en el biorreactor.

Por ultimo, cabe senalar que la optimizacién de condiciones en el biorreactor fue
incrementada en comparacién con las primeras inducciones. Anteriormente y como parte
de este trabajo, se habia llevado a cabo el escalamiento de la prolactina nativa para
estandarizar el proceso de fermentacion en biorreactor. Sin embargo en esas primeras
ocasiones se obtuvo una muy baja produccion de prolactina, un incremento en las
bandas de fondo y una posible mayor liberacién de proteasas debido a la lisis celular.
Mediante el sistema de oxigenacién se pudo mejorar el proceso logrando una mayor
produccion de la proteina recombinante (Figura 26).
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Figura 35. Mejora de las condiciones de produccion en biorreactor. Durante el
escalamiento de la prolactina nativa se obtuvo un patrén de bandas de fondo mayor
desde las 5 horas de induccion que van de los 50 a 70 kDa (recuadro superior), lo que
indica una lisis celular en el sistema y una consiguiente liberacién de proteasas, lo que
disminuye el nivel de prolactina (recuadro inferior). Mientras que en la fermentacién de las
cepas productoras de PRL23-OPT se mejoré la oxigenacion del sistema, lo que permitié
una mayor productividad de prolactina con un minimo de proteinas de fondo. Geles de

poliacrilamida al 12 % con tincién de azul de Coomassie.
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CAPITULO VI. DISCUSION.

Produccion de prolactina recombinante en Pichia pastoris.

El interés académico e industrial en las proteinas recombinantes demanda el disefio de
sistemas de expresiéon de alto rendimiento que ademads, sean capaces de producir
proteinas con una correcta conformacién y funcionalidad. El sistema de expresion basado
en la levadura Pichia pastoris empleado para este trabajo fue capaz de producir
exitosamente la isoforma de 23 kDa de la prolactina. Hoy en dia, las propiedades y
mecanismos moleculares de esta proteina sobre la angiogénesis siguen siendo
estudiados, por lo que la estrategia que hemos desarrollado para su produccién podria ser
una eficiente fuente de obtenciéon tanto de la isoforma de 23 kDa, como para otras
isoformas como la de 16 kDa.

Durante la produccién de prolactina, pudimos hacer constancia de las ventajas
mencionadas de P. pastoris. Esta levadura permiti6 generar rapidamente la biomasa
necesaria tanto en nivel tubo de ensaye como en biorreactor. Ademas, el uso del
plasmido pPIC9 en conjunto de la cepa GS115 facilitan la seleccion de las clonas
recombinantes en medios sencillos y de bajo costo. El promotor AOX1 de pPIC9 resulté
ideal para nuestros estudios ya que esta finamente regulado y evita fenbmenos como una
“fuga” basal de expresion. Ademas, el uso de metanol como agente inductor y fuente de
carbono cumplié la funcién extra de evitar la contaminacién de los cultivos debido a que

resulta téxico para la gran mayoria de los microorganismos.

En nuestro caso, las mejores cepas productoras fueron aquellas de tipo Mut*, aunque
segun se ha reportado, la productividad de las cepas Mut* y Mut® puede variar en
referencia al tipo de vector y condiciones de cultivo (Cos y cols., 2005).

Optimizacion de secuencia.

A pesar de que en varios estudios la optimizacion de secuencias incrementa la produccion
de proteinas recombinantes en Pichia pastoris, en nuestro caso la prolactina optimizada
no superd la produccién de la prolactina nativa con las cepas analizadas. Por lo tanto, es
necesario seguir analizando cepas transformadas ya que la producciéon puede variar de

una a otra. Por otra parte, la optimizacion de secuencia también puede favorecer la
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calidad de la proteina debido a que al reducirse la cantidad de codones raros la traduccion
se lleva a cabo con un ritmo continuo, permitiendo asi un correcto plegado de la proteina
y por ende una mejor funcionalidad (Marin, 2008). Es por eso que en nuestro caso sera
necesario comparar la actividad biolégica de la prolactina producida a partir de la

secuencia nativa y de la optimizada.

Etiqueta de histidina en la prolactina.

La adicién de la etiqueta de histidina resulté ser de gran utilidad durante la realizacion de
este trabajo, debido a que permitié la deteccion de la prolactina recombinante mediante
ensayos de Western blot, empleando un solo juego de anticuerpos que pueden ser
empleados para el estudio de otras proteinas que posean dicha etiqueta sin tener una
reaccion cruzada con las proteinas propias de P. pastoris. Sin embargo, la mayor ventaja
obtenida de esta etiqueta, de histidinas fue durante la purificacion de la prolactina
mediante la técnica de IMAC. La retencidn de las proteinas etiquetadas en la resina de
niquel permite una rapida y facil separacion del resto de las proteinas. Se decidié que la
adicion de esta etiqueta se realizara en el extremo amino terminal (N-terminal) para evitar
afectar la solubilidad de la proteina (Woestenenk y cols., 2004). Es por eso que ademas,
se considerd anadir un sitio de corte para la enterocinasa (EK) entre la etiqueta de
histidinas y el inicio de la secuencia que codifica la prolactina, de esta manera la proteina
puede ser expresada, purificada y después tratada para eliminar la etiqueta y obtener una

completa identidad con respecto a la original.

Escalamiento a biorreactor.

Durante la fermentacién en biorreactor uno de los factores mas cruciales fue la
oxigenacion. En los ensayos de escalamiento realizados previamente con la cepa nativa
se obtuvo una produccién inferior y un alto contenido de bandas de fondo debido a que no
se contaba con un sistema de oxigenacion correcto. Dado que P. pastoris secreta s6lo un
minimo de proteinas propias al medio, la presencia de bandas extra de mayor intensidad
pueden significar un incremento de la lisis celular en el cultivo, lo que puede tener como
consecuencia la liberacion de proteasas y la degradacién de nuestra proteina

recombinante. Durante los ensayos en biorreactor empleando nuestra cepa optimizada,
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se adapté al biorreactor un nuevo sistema de oxigenacion mas eficiente, lo que se reflejé
en una mejor produccion de prolactina (44.22 ug/mL) y una disminucion de las bandas de
fondo. Es importante resaltar el desarrollo de un bioproceso puede llegar a ser muy
complicado, ya que depende de diversos factores como el tipo de proteina que se desea
expresar, el tipo de biorreactor (batch, fed-batch o continuo), la oxigenaciéon y la
concentracion de metanol en el medio (en este caso el nutriente y agente inductor para P.
pastoris). Dado que es la primera vez que se utilizan en el laboratorio de biotecnologia el
modelo de biorreactor BioBundles ADI1025 de APPLIKON es necesario considerar como
una perspectiva optimizar el proceso de produccién para futuros proyectos.
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES.

Se construyd un vector de expresion para la prolactina humana prolactina de 23
kDa optimizada.

Se logré la produccién a nivel tubo de ensaye de la prolactina humana de 23 kDa
en cepas de Pichia pastoris GS115.

Las mejores cepas productoras para esta proteina fueron aquellas de fenotipo
Mut™.

Se escal6 la produccién de prolactina de 23 kDa a nivel biorreactor de 1 litro

obteniendo un rendimiento aproximado de 44.22 pg/mL.

Al purificar la proteina mediante la técnica de IMAC se logr6é una recuperacion de
aproximadamente 43% y una pureza estimada en 84%.
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CAPITULO VIIl. PERSPECTIVAS.
Desarrollar y llevar a cabo ensayos de actividad biolégica para la prolactina
humana recombinante de 23 kDa producida.

Buscar cepas de P. pastoris con una mayor produccion de prolactina humana

optimizada.

Optimizar la produccién en biorreactor.
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ANEXOS.

ANEXO1. ESPECIFICACIONES DE LOS MATERIALES EMPLEADOS.
REACTIVOS.

Los reactivos empleados para esta tesis fueron adquiridos de las siguientes casas
comerciales: Sigma-Aldrich Chemical Comany, Inc. (St. Louis, MO, EUA), Merck,
(Monterrey, México), CTR (Monterrey, México), Invitrogen (La Jolla CA, EUA). Bioline Inc.
(EUA).

La purificacion de ADN se realizé empleando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System de PROMEGA.

La purificacion de proteinas se llevd a cabo empleando la resina Ni Sepharose 6 Fast
Flow de General Electric Healtcare (EUA).

REACTIVOS BIOLOGICOS.

La secuencia optimizada fue sintetizada por la compafiia GeneScript USA Inc. Los
iniciadores empleados fueron sintetizados mediante el servicio de la compania
PROMEGA. Las amplificaciones de PCR se llevaron a cabo utilizando el master mix
GoTaq Colorless Master Mix de PROMEGA. El vector de expresién pPIC9 fue obtenido de
la compania Invitrogen, asi como las cepas mutantes empleadas de E. coli "TOP10F” y
Pichia pastoris “GS115” (Pichia Expression Kit, Invitrogen). Las enzimas Xho |, Avrll, Btg |
y Nco | fueron adquiridas de la casa comercial New England BiolLabs, Inc., asi como sus
respectivos amortiguadores. Se empled el kit de ligacion Quick-Stick Ligase de BIOLINE.
Anticuerpos para western blot de la casa comercial Jackson Immuno Research,
Laboratories, Inc.

INFRAESTRUCTURA.

Biorreactor de 1 litro marca APPLIKON, modelo BioBundles ADI1025. Camara de
electroforesis de acidos nucleicos Thermo EasyCast. Camara de electroforesis para

63



Produccion, caracterizacion y escalamiento en biorreactor de la isoforma de 23 kDa de la prolactina humana.

proteinas de BIORAD Mini-Protean Il. Celdas de electroporacion de BIORAD.
Electroporador de BIORAD Gene Pulse Il. Espectrofotometro Eppendorf, BioPhotometer.
Micro centrifuga Eppendorf 5415D Benchtop. Potencémetro digital ORION 420A.
Termociclador 110V THERM-1000-1, Axygen. Termomixer Eppendorf (Thermomixer
compact).

SOFTWARES.

Obtencion de secuencias de la base de datos GeneBank del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Disefio de iniciadores mediante el software OLIGO

7. Analizador de imagenes Imaged. Andlisis de corte enzimdtico in silico mediante el
servidor de NEBcutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/).

ANEXO 2. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Medio LB (100mL). Extracto de levadura 0.5g, Peptona 1g, Cloruro de sodio 1g. Para
prepararlo en placa anadir el 2.2% de agar. Esterilizar en autoclave.

Medio YPD (100mL). Extracto de levadura 1g, Peptona 2g, Dextrosa 2g. Para prepararlo
en placa afnadir el 2.2% de agar. Esterilizar en autoclave.

Medio MD (200mL). Agua 160mL, YNB 20mL, Dextrosa 20mL, Biotina (0.02%) 0.4mL,
Agar 4.4%. Esterilizar el YNB y la biotina por filtracién.

Medio BMMY (100mL). Esterilizar 80mL de agua con 1g de extracto de levadura, 2g de
peptona y 10mL de amortiguador de fosfatos pH 6. Esterilizar los siguientes reactivos por
filtracién y anadir la cantidad indicada: YNB (10X) 10mL, Biotina (0.02%) 170uL. Al final
anadir el 0.5% de metanol.
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ANEXO 3. PROTOCOLOS.
Preparacion de bacterias / levaduras electrocompetentes.

Inocular la bacteria / levadura en 2mL de medio correspondiente (LB/YPD
respectivamente). Y dejar incubando toda la noche en las condiciones 6ptimas. Tomar
200pL del medio inoculado y reinocular un matraz con 200mL del medio correspondiente.
Incubar en condiciones Optimas hasta una OD600: de 0.4 para bacterias y 0.7 para
levaduras.

Enfriar el cultivo en bafo de hielo por 10 minutos y dividir el contenido en tubos de ensaye
de 50mL. Centrifugar por 10 minutos a 4,500 rpm y 4°C. Decantar el sobrenadante y
resuspender las células en 5mL de agua destilada estéril y fria. Aforar a 50mL. Repetir el
lavado y decantar. Realizar 2 lavados con 10mL glicerol al 10% frio y estéril para
bacterias o con sorbitol 1M para levaduras. Centrifugar y decantar. Resuspender en 1mL
de glicerol al 10% frio y esteril para bacterias y en sorbitol 1M para levaduras. Alicuotar en
tubos de 0.6mL (100uL/tubo). Almacenar a -80°C.

Transformacioén de bacterias / levaduras electrocompetentes.

Anadir 0.1ug de ADN plasmidico para bacterias o 1-5 pg para levaduras a una alicuota de
bacterias / levaduras electrocompetentes y mezclar. Transferir el mix a una cubeta de
electroporacion fria y seca. Colocar la cubeta en la camara de descarga. Aplicar el pulso
con los siguientes parametros: 200Q, 25uF y 2.5kV para bacterias y 400Q, 25uF y 1.5kV
para levaduras. Para las bacterias, afadir a la cubeta 500mL del medio LB, mezclar y
transferir a un tubo de 1.5mL estéril. Incubar en agitacion en las condiciones 6ptimas por
30 minutos. Centrifugar 1 minuto a 4,000 rpm y retirar 200uL de medio sobrenadante.

Resuspender el remanente y sembrar por extension en el medio selectivo.

Extraccion plasmidica de bacterias.

Inocular colonias de bacterias transformadas en 4 mL medio LB con el antibiético
correspondiente. Incubar por 16 horas / 37°C con agitacion. Tomar 2mL del medio
incubado y transferir a tubo Eppendorf de 2mL. Centrifugar 1 minuto a 13,000 rpm.
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Decantar el medio y anadir 100uL de solucién | (50mM glucosa, 10mM EDTA, 25mM Trsi-
HCI pH 8). Resuspender e incubar por 5 minutos a temperatura ambiente. Agregar 200uL
de solucién Il (1M NaOH, 1% SDS) preparada en el momento; mezclar por inversion e
incubar por 5 minutos en hielo. Agregar 150uL de solucién Ill (Acetato de sodio 3M) y
mezclar por inversién; incubar 10 minutos en hielo. Centrifugar por 6 minutos a 13,000
rpm y transferir el sobrenadante a tubos de 2mL. Afadir 2 volumen de fenol y %2 volumen
de cloroformo. Mezclar con vortex por 30 segundos. Centrifugar 4 minutos a 13,000 rpm y
transferir la fase acuosa a tubos de 1.5mL. Anadir 2 volumenes de etanol (100%) frio,
mezclar por inversién e incubar por 30 minutos a -20°C. Centrifugar por 10 minutos a
13,000 rpm y decantar sin perder la pastilla de ADN. Realizar un lavado con 600uL de
etanol al 70% frio. Secar la pastilla a 50°C y resuspender en 50-100uL de agua libre de

nucleasas.

Extraccion de ADN genémico de levaduras.

Agregar 2mL de biomasa a un tubo de 2mL. Centrifugar 1 minuto a 13,000 rpm y decantar
el sobrenadante. Agregar 200uL de TSNT y mezclar en vortex por 30 segundos. Agregar
200uL de fenol y 200uL de SEVAG (cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 v/v). Agregar
300uL de TE1x (EDTA 100mM, Tris-HCI 1M) y mezclar por 30 segundos en vortex.
Centrifugar por 7 minutos a 13,000 rpm. Transferir el sobrenadante a un tubo de 2mL y
agregar 2.5 volumenes de etanol al 100% frio y mezclar. Centrifugar 10 minutos a 13,000
rom y decantar el sobrenadante. Agregar 500uL de etanol al 70% frio y mezclar.
Centrifugar por 10 minutos a 13,000 rpm y decantar. Secar la pastilla y resuspender en
agua libre de nucleasas.

Precipitacion de proteinas mediante la técnica de metanol-cloroformo.

En un tubo de 2mL anadir 500uL de muestra, 600uL de metanol y 450uL de cloroformo.
Mezclar por inversion y centrifugar 2 minutos a 13,000 rpm. Desechar el sobrenadante sin
tocar la interface. Anadir 600uL de metanol y agitar por inversién. Centrifugar por 5
minutos a 13,000 rpm. Decantar sin perder la pastilla. Secar la pastilla a 50°C o en
SAVANT.
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Protocolo de western blot.

Después de correr las muestras en un gel de poliacrilamida, se debe armar un “sandwich”

para transferir la muestra como se muestra a continuacién:

T Esponja

1 Filtro

| Membrana de nitrocelulosa
| Gel de SDS-PAGE

[ ] Filtro

) Esponja

o Transferenc

La transferencia se llevo a cabo por 2 horas a 100v. Después de la transferencia lavar la
membrana con PBS por 5 minutos y colocar la membrana en solucién de bloqueo al
menos 2 horas. Lavar 2 veces por 10 minutos la membrana con soluciéon de PBS-Tween
20 (1:1000). Incubar la membrana con el anticuerpo primario con agitacion (4°C / 2 horas).
Repetir el lavado con PBS-Tween20 e incubar con el anticuerpo secundario (4°C / 2
horas). Repetir el doble lavado con PBS-Tween 20 y anadir uno mas con PBS solo.

Revelar mediante el método correspondiente.
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