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RESUMEN

Marcos Jair Guerrero Mufioz Fecha de Gradnacién: Diciembre del 2002
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Titulo de estudio: Purificacién de la hormona del crecimiento humano recombinante
’ producida en Pichia pastoris.
Nimero de paginas: 48 Candidato para el grado de Maestria
en Ciencias con especialidad en Biologia
Molecular e Ingenieria Genética,

Area de estudio: Biotecnologia
Propésito y método de estudio: La hormona del crecimiento humano (HGH) es un
poliopéptido globular de 191 aminoéacidos con dos puentes disulfuro.y peso molecular de
22 kDa. La HGH es necesaria para el crecimiento postnatal y para el metabolismo normal
de carbohidratos, lipidos, nitrégeno y minerales. Se dice que sus efectos son anabdlicos,
diabetogénicos. y lipoliticos, actuando a través de mecanismos directos e indirectos.
Escamilla Trevino en 1996 construyd un cassette expresor del ADNc de HGH con el que
obtuvo cepas recombinantes de Pichia pastoris productoras de HGHr, alcanzando una
produccion de 12 mg/L en el medio de cultivo a nivel matraz. Posteriormente, Sénchez
Dominguez en 1998 obtuvé una cepa multicopia de dicho cassette que produjé un 44 %
mas de HGHr. Una vez que se tenia la clona productora de HGHr se inicidé con ensayos
preliminares de purificacidn por cromatografia de intercambio anidnico pero no se obtuvo
una buena separacion, ya que la proteina se eluyé a diferentes concentraciones de NaCl en
conjunto con otras proteinas, logrando obtener una pureza maxima del 50 % al eluir con
0.9 M de NaCl.

El objetivo del presente estudio fue purificar la HGH producida en Pichia pastoris.
Se fermenté la cepa productora de HGHr de Pichia pastoris, se eliminaron las células por
centrifugacién y el medio de cultivo se pasé por una columna de intercambio anidnico
donde se aumentd la pureza de un 11 % al 15 %, con un 70 % de recuperacidn.
Posteriormente, se precipitd con sulfato de amonio y se mantuvo la pureza del 15 % y con
un 98 % de recuperacion. Finalmente, se pasé por una columna de cromatografia de
exclusion molecular recuperandose un 70% con una pureza final del 99 %. Se evalué la
actividad lactogénica de la HGHr punficada y HGHr comercial, resultando una DE 50 de
6.53 ng/ml + 0.26 y 5.25 ng/ml + 0.58 respectivamente.
Contribuciones y Conclusiones: Se logrd establecer un esquema de purifcacion de 3
pasos, en el que se determinaron las condiciones Optimas para la cromatografia de
intercambio anidnico y exclusién molecular, con una recuperacion total del 48 % y una
pureza del 59 % estimada por densitometria de EGPA-SDS tefiido con azul de Coomassie.
Ademas, el ensayo de actividad lactogénica con células Nb2 mostrd que la HGHr producida

en P. pastoris es similagia de la HGH comerctal. l g 7

M.C. Celia Nohiemi Shnchez Dominguez Dr. Hugo Allberto Barréra Saldaia
Asesor Co-asesor
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1 INTRODUCCION.
1.1 Hormona del crecimiento humano.
La HGH es un polipéptido globular de 191 aminoéacidos sin residuos de azicares,

con dos puentes disulfuro y un peso molecular de 22 kDa (Devos y cols., 1992) (figura 1).

Figura 1. Modelo tridimensional de la hormona de crecimiento humane. Se muestran las
helices alfa que constituyen la proteina (barras).

La sintesis de HGH se lleva a cabo en los somatotrofos de la hipofisis anterior
como resultado de la expresion del gen hGH-N. Este se ubica en el brazo largo del
cromosoma 17, entre las bandas q22-924, junto con los genes de la familia hGH-hPL

(hGH-V, hPL-1, hPL2 y hPL3), con los que guarda una alta similitud (Chen y cois.,

1989) (figura 2).



Cromosoma 17 q22-24

r—”/
/’_fhgn_n hGH-V hPL~3
o Kpb 65
]
Tajido Hipofisis Placenta
22 kDa ? 22 kDa 20 kDa 25 kDa 22kDa
Proteinas 20 kDa 22 xDa 26 kDa
17.5 kDa 24 kDa

Figura 2. El complejo multigénico hGH-bPL. Se indica su localizacién en el cromosoma 17, la
organizacién de los genes que lo constituyen, el tejido en que se expresan y las isoformas
proteicas para las que codifica cada gen.

La HGH es responsable del crecimiento postnatal. Ademas, disminuye la
utilizacion de glucosa, aumenta la disponibilidad de acidos grasos, promueve la
utilizaciéon de aminodcidos y la sintesis proteica. Generalmente disminuye ¢l tejido
adiposo y aumenta la masa muscular (tabla 1). Otros efectos incluyen el aumento de la
absorcion de calcio por el intestino, excrecion de calcio e hidroxiprolina via urinaria y
retencion de sales (fosfato,potasio,sodio) (http://web.indstate.edu/theme/mwking/peptide-
hormones.html).

La mayoria de los nifios con hiposecrecién de HGH presentan velocidades de
crecimiento inferiores al tercer percentil y casi siempre retraso en la maduracion

esquelética (Henry, 1993).


http://web.indstate.edu/theme/mwking/peptide-

Tabla 1. Funciones atribuidas a 1a HGH.

INMUNIDAD Y CICATRIZACION & g PIEL Y PELO
L Resistencia a enfermedades comunes. » Elasticidad de la piel.
®  Capacidad de cicatrizacion, » Engrosamiento de la piel.
s Cicatrizacion de Jesiones antignas. *  Textura de la piel.
» Cicatrizacidn de ofras lesiones. o g e Crecimiiento de pelo nuevo:
& Tratamiento de ulceras, »d o Desaparicién de armugas.
& ‘ ® Hidratacion de la piel.
FACTORES SEXUALES FUNCION MENTAL
s Duracion de 1a ereccion. ¢ Estabilidad emocional.
e Aumento de la libido. *» Memoria.
» Potencia/frecuencia de la actividad sexual. ®  Aspecto general y actitud.
s Frecuencia de la miccidon nocturna. ¢ Energia mental y claridad de
e Regulacién y control del ciclo menstrual. pensamiento.
¢ Bochornos y sintomas asociados.
o Efectos positivos en el sistema reproductivo.
» Incrementa el volumen de la leche materna.
SFUERZA Y TONO MUSCULAR SISTEMA CIRCULATORIO
#» Aumentd Jg fuierza muscular.. - e  Mejorala circulacién.
v»  Prompeve 1g ganancia de masa muscular. «  Estabiliza la presi6n sanguinea.
Proporcionaﬁnf:fg!a en general. ’ e Mejora el funcionamiento del corazén.
GRASAS HUESO
» Remocidn de 4cidos grasos. e Aumenta la flexibilidad en la espalda y
» Eleva los niveles de colesterol “bueno”(HDL). articulaciones.
e Reduccién de grasa. o Tratamiento de fracturas 6seas.

e Tratamiento de osteoporosis.
Fuente: Time, 1998
1.2 Uso terapéutico de HGH.

Inicialmente, la hormona era utilizada para curar el enanismo hipofisiario, sin
embargo enm 1996, Serono obtuvo la aprobacién de la FDA para el tratamiento de
perdida de peso en pacientes con SIDA debido a un descontrol metabdlico caracterizado
por una perdida de tejido adiposo y masa muscular. Esta es la mayor causa de muerte en
pacientes con SIDA. En dicho estudio, 1a HGH se administré en conjunto con terapia
antiviral. Después de 20 semanas de terapia con HGH, los pacientes aumentaron en
promedio 1.6 Kg de masa corporal y disminuy¢ la cantidad de tejido adiposo comparado -
con el placebo. Sin embargo no hubo ningiin efecto en la supervivencia del paciente

(http:/fwww.nevrosci.pharm.utoledo.edu/MBC3320/GH.htm). En el mismo afio, se


http://www.neurosci.pharm.utoledo.edn/MBC3320/GH.htm

aprobd para utilizarla en ¢l tratamiento de insuficiencia cardiaca ya que la interaccién de
HGH con IGF-1 ayuda a controlar la morfologia y funcionamiento del corazén (Secca y
cols, 1996). Desde 1997 se utiliza HGH, andrégenos y algunos estrogenos para minimizar
discapacidades asociadas con el sindrome de Turner. La incidencia de esta enfermedad es
de 1 en 2500 a 7000 nacimientos, donde arriba del 95 % de los fetos afectados son
abortados. También se utiliza en personas con baja estatura causada por insuficiencia
renal o después de un transplante de rifion (http://www.neurosci.pharm.utoledo.edu/MBC
3320/GH.htm).

En 1998, la revista Time trat6 en su portada el tema de los usos de la HGH. Son
tantos y tan diversos los efectos que se le estan descubriendo a esta hormona para
contrarrestar algunos problemas de la vejez, que se ha llegado a proponer como fuente de
“eterna ju.ventud”. Ademas de ser la cura para el enanismo hipofisiario, se emplea como
anabolico en el atletismo, en la prevencion de sintomas de la vejez, y en el tratamiento de

traumatismos por sus propiedades regenerativas (tabla 1) (Elian y cols., 1999).

2 ANTECEDENTES.
2.1 Obtencion de hormona de crecimiento humano.

La HGH se obtenia a partir de hipéfisis humanas, sin embargo era muy costosa y
podia contener patégenos humanos tales como ¢l prion causante de la enfermedad
Creutzfeld-Jacob. Sin embargo, en la decada de los 70’s, con el advenimiento de la
tecnologia del ADN recombinante, se logroé producir HGH recombinante en la bacteria
Escherichia coli (Goeddel y cols., 1979), con esto se abarataron los costos y aumento la
produccion. Este sistema de expresion se ha utilizado desde 1985 para la produccion de

HGH recombinante por la compatfiia Genentech (protropina), a la que luego le siguieron:


http://www.neurosci.pharm.utoledo.edu/MBC

Lilly (humatrope), Biotech (bio-tropin), Novo Nordisk (norditropin), Serono (serostim) y
otras mas. Sin embargo, debido a que durante la producciéon de HGHr en E. coli la
proteina recombinante se encuentra frecuentemente con modificaciones indeseables
(metionina extra, plegamiento incorrecto, formas agregadas, oxidadas y desamidadas,
etc.) y contaminada con sustancias de alta pirogenicidad, se requiere de esquemas de
purificacion laberiosos para obtenerla con la pureza, estructura y actividad biolégica
deseadas. Por ello, los esfuerzos subsecuentes se enfocaron a la busqueda de mejores
sistemas de expresion, habiéndose intentado la produccién en Saccharomyces cerevisiae
(Tokunaga y cols., 1985), Bacillus subtilis (Franchi y cols., 1991), cultivos de células de
mamiferos (Paviakis y cols., 1981; Ortiz-Lopez, 1993), lo mismo que en animales
transgénicos (Kerr y cols., 1997). Desafortunadamente, estos sistemas de expresion no

ofrecen un nivel de produccion superior ain al de E. coli y por lo tanto no son rentables.

Hipofisis

* Transmision de patogenos
» Baja produccion
« Alto costo

Escherichia coli

* Libre de patégenos
:> * Mayor produccion

« Reduccion de costos

Figura 3. Fuentes para la obtencién de hormona de crecimiento humano. 1.a HGH se obtenia
a partir de hipofisis de cadaveres. Sin embargo, con el surgimiento de la tecnologia del ADN
recombinante se logré producir en mayor cantidad y libre de patdgenos en E. coli.



2.2  Estrategias para la produccién de HGHr en Escherichia coli.

E. coli produce HGHr en forma de agregados insolubles en el citoplasma llamados
cuerpos de inclusion, cuando se le introduce un vector de expresion que contenga un
promotor fuerte y la secuencia codificante (ADNc) de la HGH (Goeddel y cols., 1979).
También puede ser secretada al espacio perplasmico si al vector mencionado con
anterioridad, se le inserta una secuencia sefial (Becker y cols., 1986); o bien, puede ser
secretada al medio de cultivo utilizando un vector con las caracteristicas mencionadas
para poder secretar la proteina al espacio periplasmico, pero afiadiendo al vector la
secuencia codificante de una proteina que permeabiliza la membrana exterior y permite la
salida de la HGHr y demés proteinas que se encuentran en el espacio periplasmico (Karo

y cols., 1987) (figura 4).

+¢DNA de proteina ‘
de porosidad

Espacio
periplasmico

Figura 4. Estrategias de produccién de HGHr en E. coli. En citoplasma la proteina se produce
en forma de cuerpos de inclusién, en periplasma y medio extracelular en forma nativa.



La produccion citoplasmica de la hormona en forma de cuerpos de inclusion
produce en la fermentacién un par de gramos de HGHr por cada litro de fermento.
Mediante lisis y centrifugacion a baja velocidad se separan los cuerpos de inclusidn, los
cuales son solubilizados mediante agitacion vigorosa y utilizando condiciones
desnaturalizantes, para posteriormente purificar la proteina por técnicas de precipitacion y
cromatografia de liquidos. Al final se recupera un 50 % de la proteina producida en la
fermentacion (figura 5). Cuando es secretada al espacio periplasmico, se producen 20.6
mg de HGHr por litro de fermento. El proceso de preparacion de la muestra para la
purificacién se simplifica ya que se elimina el paso de solubilizacién de los cuerpos de
inclusién, debido a que en este caso la proteina se encuentra en forma nativa. Sin
embargo, se obtiene un 43 % de la hormona producida en la fermentacién (figura 5). La
secreci6n de [a HGHr al medio de cuitivo produce 4.5 mg de HGHr por hitro de fermento
y aunque simplifica mucho el proceso de preparacién de la muestra para purificar, es

poca la cantidad que se obtiene (figura 5).

CUERPOS DE ESP.:\CIO MEDIO
INCLUSION PERIPASMICO EXTRACELULAR
Fermentacion Fermentacion Fermentacion

1600 mg/L 20.6 mg/L 4.5 mg/L
B B
Lisis Lisis :“

Cuerpos de inclusién Extracto periplismico Medio de cultivo

2
Solubilizacion i
1 :
Purificacion Purificacién Purificacién
4 8 8
800 mg/L. HGHr 8.85 mg/L HGHr 2.95 mg/L. HGHr

Figura 5. Esquema de estrategias de produccion de HGHr en E. coli.



2.3  Purificacién de HGHr producida en E, coli.

La metodologia para la pﬁriﬁcacic’m de’la hormona producida en E. coli esta
ampliamente descrita, sin embargo son pocos los reportes del porcentaje de recuperacion
en los procesos de purificaciéon de la HGHr, y estin principalmente adaptadas para la
produccién intracelular de HGHr en Escherichia coli. El esquema de purificacion de la
hormona basicamente es el mismo cuando se produce la proteina en forma de cuerpos de
inclusidn, secrecién al espacio periplasmico ¢ al medio extracelular. Una primera etapa
consiste en una precipitacion con sulfato de amonio (20 % - 60 % de saturacién) para
eliminar la mayor cantidad de proteinas contaminantes que puedan interferir en los pasos
siguientes (Kenneth y cols, 1981;Flodh, 1986, Igout y cols,1993). Debido a que
permanecen contaminantes de las etapas preliminares, se tiene que emplear técnicas
cromatograficas como intercambio iénico o afinidad con anticuerpos y exclusion

molecular (Olson y cols, 1981, Flodh, 1986, Oliveira y cols., 1999;Patra y cols., 2000 )

Precipitacion con =) Cromatografia de intercambio i6nico o
sulfato de amonio de afinidad con anticuerpos

!

6: Cromatografia de Exclusion Molecular

Cuerpos de Espacio Secretada al
inclusion periplismico medio
% Rendimiento 50% 43% No Disponible
mg de HGHr/ L 800 8.85 No Disponible

Figura 6. Esquema general de purificacién de HGHr producida en E coli.



(figura 6). A pesar de que los cuerpos de inclusion estan compuestos por un 90 % de
HGHr en forma agregada, es muy dificil disgregar la hormona a su forma monomérica.
por lo que se pierde un 50 % o mas de la proteina (Patra y cols., 2000). Por otra parte.
cuando la proteina es purificada a partir del espacio periplasmico, el esquema consiste de
6 etapas iniciando con una precipitacion al 50 % de sulfato de amonio y se pasa por
columnas de exclusion molecular, intercambio anidnico, e interacciones hidrofébicas en
fenil sefarosa para obtene;la con una pureza cercana al 100 % y un rendimiento total en el

proceso del 43 % (Oliveira y cols., 1999).

2.4 Produccion de HGHr en Pichia pastoris.

Ay |\ | e B)

Figura 7. Crecimiento de P. pastoris. A) Se muestra la levadura en gemacion. B) Se puede
observar la masa celular alcanzada después de 10 horas de fermentacién en matraz bafleado
(frasco de lado izquierdo) y fermentador (frasco lado derecho).

P. pastoris es una levadura metilotréfica (capaz de crecer en metanol como unica
fuente de carbono) que lleva a cabo modificaciones postraduccionales, produce niveles de
proteinas recombinantes de uno a dos érdenes de magnitud por encima de Saccharomyces

cerevisiae (Faber y cols., 1995), es capaz de secretar proteinas heterélogas al medio de



cultivo (donde los niveles de proteinas nativas son muy bajos) ¥ que en contraste con esta
ultima, puede cultivarse a densidades celulares de mas de 100 g/1 de peso seco (Siegel y

Brierley, 1989).

El promotor del gen de la enzima alcohol oxidasa 1 (aox1) de P. pastoris es uno
de los que mas se emplean para dirigir la sintesis de proteinas recombinantes. Es tan fina
su regulacion, que en presencia de otra fuente de carbono que no sea metanol (ejem.
glicerol o glucosa) el sistema esta apagado completamente (Ellis y cols., 1985), bastando

reemplazar dicha fuente por metanol para encenderlo (/nvitrogen, 2000).

En 1996, nuestro laboratorio utilizé por primera vez este sistema de expresion
para la producciéon de HGHr (Escamilla-Trevifio,1996). Posteriormente, mediante la
técnica de transformacién de esferoplastos se obtuvo un clona que produce un 44 % mas

de la hormona que la obtenida inicialmente (Sanchez-Dominguez, 1998) (figura 8).

El proceso de produccidn consiste en crecer en matraz la levadura Pichia pastoris
gue contiene el cassetic de expresion de HGH utilizando glicerol como tnica fuente de
carbono, hasta alcanzar la biomasa necesaria. Posteriormente, se reemplaza el medio de
cultivo utilizando como fuente de carbono metanol para activar el promotor de AOX1 lo
que conducira la expresion proteica (/nvitrogen, 2000). Después de la induccion se
cosecha el fermento, separando el caldo donde se encuentra la proteina de interés, el cual

se analiza por EGPA-SDS; asi como para procesos posteriores.
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Figura 8. Proteinas contenidas en el medio de cultivo fermentado con cepa unicopia y
multicopia de P. pastoris productora de HGHr.

2.5 Purificacién de HGHr producida en P. pastoris.

En un ensayo preliminar de purificacion por cromatografia de intercambio
anidnico en condiciones no desnaturalizantes no se obtuvo en una fraccion mayoritaria,
sino que la HGHr se eluy6 a lo largo de la purificacion, y no se alcanzo el nivel de pureza

deseado (Sdanchez-Dominguez, 1998) (figura 9).

Se sabe que la HGH tiene mayor solubilidad a pH=7-12.5 (Patra y cols., 2000),
mientras que la fermentacion termina a pH=2.5, con lo que disminuye la solubilidad de la
proteina y favorece la formacidén de agregados por reaccién de entrecruzamiento entre

proteinas (Katakam y cols., 1997, Parkins y cols., 2000, Patra y cols., 2000) ,
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34% 1% 65% % de recuperacion

Figura 9. Cromatografia de intercambio aniénico. En los carriles se muestra el marcador de
peso molecular, las proteinas eluidas a 0.3 M de NaCl, 0.6 M de NaCl, 0.9 M de NaCl y | M de
NaCl, el medio de cultivo y marcador de peso molecular.

En nuestro laboratorio se cuenta con cepas de Pichia pastoris productoras de GHs
humanas variante, de 20 kDa y 22 kDa, ademés de las GHs bovina, caprina, equina y
canina. Se ha establecido el proceso de obtencién de la cepa sobreproductora pero no se
cuenta con una metodologia para la purificacion y analisis de la proteina. Lo anterior nos
motiva a establecer una metodologia para la purificacion de la HGH de 22 kDa producida
en Pichia pastoris que serviria de base para la purificacion de las otras GHs con las

cuales se cuenta en nuestro laboratorio.
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3

4

OBJETIVO GENERAL.
Purificar la HGHr producida en Pichia pastoris y evaluar su actividad bioldgica

in viiro.

OBJETIVOS PARTICULARES.

4.1 Comparar fermentaciones a pHs iniciales de 6 y 8 en medio minimo.

4.2 Purificar la HGHr del medio de cultivo mediante técnicas cromatograficas.

4.3 Caracterizar la HGHr purificada utilizando EGPA-SDS, espectroscopia de UV y
electrotransferencia-inmunodeteccién (“Western-blot™).

4.4 Evaluar su actividad biolégica in vifro mediante el efecto sobre la proliferacion de

células Nb2.



5 MATERIALES.
5.1 Quimicos,

Los reactivos para la preparacién de soluciones fueron adquiridos de Sigma
Chemical Co. (St Louis, MO. EUA) y Merck de México (Monterrey, N.L.), ademas el
sustrato POD para la reaccion colorimétrica en el western blot se adquirié en Roche
Molecular Biochemicals de EUA.

La resina Q Sepharose¢ FF y Sephacryl HR 100 fueron adquiridas de la casa

comercial Amersham Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ. EUA). ’

5.2  Biolagicos.

Se utilizd la cepa productora de HGHr de Pichia pastoris obtenida por Sdnchez-
Dominguez en 1998 y HGH comercial de la casa comercial de Eli Lilly & Co
(Indianapolis, Indiana EUA).

El anticuerpo de oveja contra HGH conjugade con digoxigenina y €l anticuerpo
secundario de oveja conjugado con peroxidasa fueron obtenidos de la casa comercial

Roche Molecular Biochemicals (Grenzacherstrasse, Suiza).

53 Equipo.

Sistema de enfriamiento So-Low Environmental Equipment Cincinati Ohio USA
(Ultra-Low Freezer) a -80 °C, centrifugas y ultracentrifugas Beckman modelos: Allegra
21R, Optima TLX, TJ-6, J2-MI y L5-50E y de la marca eppendorf modelos: 5414,
5415C y 5402. Incubadoras Shel Lab SL (Sheldon Manufacturing Inc) Modelos: 1535 y
1330GX, y Shaker-Bath (ORBIT) de Lab Line. Un sistema de digitalizacién y analisis de

mmagen GEL DOC 1000/PC de 1a marca BIORAD, espectrofotémetro Beckman modelo

14



Du-70, balanzas OHAUS modelos Analytical Plus y Precision Standard, potenciometro
digital ORION modelo 420 A, concentrador al vacio CENTRIVAP LABCONCO,
fuentes de poder para clectroforesis Gibco-BRL-Life Technologies Inc., modelo 500
High Current, camaras de electroforesis horizontal BIORAD, campana de extraccion

LABCONCO y gabinete de bioseguridad nivel II (LABCONCO).
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6 METODOLOGIA.

6.1  Estrategia general.

123435678910

: Analisis
Fermentacion Purificacion (EGPA-SDS, UV,
K / (Intercambio idnico, Western blot, EGPA-

@clusién moleculay \ Nativo) /

Actividad biolégica
\(Proliferacic’m de células Nb2)

L/

Figura 10. Estrategia general utilizada para el proceso de purificacién. Se hizo la
fermentacién para la produccién de HGHr en Pichia pastoris, posteriormente se purifico la
hormona por cromatografia de intercambio aniénico y exclusion molecular, se caracterizé y
finalmente se evalud la actividad bioldgica.

El trabajo experimental consisti6 de las siguientes etapas:
a) Fermentacion: Se inici6 a pH=8 para que la HGHr secretada al medio extracelular
durante y al final de la fermentacién se encuentre en las condiciones de pH 6ptimas.

b) Purificacion: Se evaluaron estrategias de purificacién de la HGHr mediante
técnicas de precipitacién con sulfato de amonio, cromatografia de intercambio
amonico y exclusion molecular.

c) Anadlisis: Se hizd el andlisis de HGHr purificada mediante EGPA-SDS, EGPA-

Nativo, espectroscopia de UV y Western Blot.
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d)

6.2

b)

d)

Actividad Biologica: Se evalud la actividad lactégenica de la HGHr purificada

comparada con la HGHe.

Fermentacion.

A partir de un stock en glicerol al 15 %, la cepa sobreproductora de HGHr se
sembro en estrias en una placa de agar YPD y se incub6 por 3-5 dias a 30°C.
Posteriormente, se inoculé una colonia y se resuspendid en 2 matraces
conteniendo 150 ml de medio BMG a pH=6 y pH=8, respectivamente.

Se incubd a 30°C y 250 rpm hasta alcanzar 1a DO 600 nm=1.4.

Se centrifugé a 4000 X g por 10 min en la centrifuga Beckman modelo Allegra
21R y el paquete celular se resuspendio en 150 ml de medio BMM (medio de
induccion).

Se incubd a 30°C y se afiadié metanol hasta alcanzar una concentracion final de
0.75 % cada 24 hrs durante 120 hrs.

Durante la induccion se tomaron muestras de cada 24 hrs y cada una de las

muestras se centrifugd a 4000 X g por 10 min en la centrifuga Beckman modelo Allegra,

se descarté el paquete celular y al medio de cultivo se le midié ¢l pH, turbidez (DO 450nm),

proteinas totales y HGHr.

6.3

Cuantificacion de proteinas totales del medio de cultivo.

Se determinaron las proteinas totales de las muestras colectadas durante la

fermentacién por €l método de Bradford, construyendo una curva de calibracién con

BSA de 1-25 pg/ml en volimenes finales de reaccion de 1 ml. Se mezeld 500 pl de

1.7



medio de cultivo o estandar con 500 pl de reactivo de Bradford (Pierce) y se incubé por 5

min.

6.4

b)

d)

Purificacion de la HGHr,
150 ml de medio de cultivo hibre de células se dializaron contra 1 litro de Tris-HC]
pH=8 y 9 50 mM, EDTA 0.2 mM, azida de sodio al 0.1 %, DTT 1 mM, PMSF 2
mM en frio (4°C-10°C) con agitacion, efectuando 3 cambios de este buffer cada 2
horas.
Posteriormente, se pasé por una columna Q Sepharose FF de 7 cm X 2 cm
(equivalente a un volumen de 8 ml), equilibrada con 30 ml de KCI 50 mM, Tris-
HCl pH=8 y 9 50 mM, EDTA 0.2 mM, azida de sodio al 0.1 %, DTT 1 mM y
PMSF 2 mM a un flujo de 0.8 ml/min,

Se eluyé utilizando 10 ml de KC1 0.1 M, 0.2 M, 0.3 M en Tris-HCl pH=8y 9 50
mM, EDTA 0.2 mM, azida de sodio al 0.1 %, DTT 1 mM y PMSF 2 mM a un
flujo de 0.8 ml/min a 4-10°C y se colectaron fracciones de ! ml.

Después las fracciones fueron visualizadas en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (EGPA-SDS) al 15 %, teilidos con azul de
Coomassie.

Las fracciones que contenian la HGHr se mezclaron y se le afiadié sulfato de
amonio hasta alcanzar un 60 % de saturacion y se dejo a -20°C por toda la noche.
El volumen total se repartio en tubos eppendorff de 2 ml y se centrifugé a 10000

X g por 20 min a 4°C en la centrifuga marca eppendorf modelo 5402, se descarté

el sobrenadante y el precipitado se resuspendio en 300 pl de KCI 100 mM, Tnis-
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g)

h)

6.5

HCI pH=8.8-9 50 mM, EDTA 0.2 mM, azida de sodio al 0.1 %, DTT 1 mM,
PMSF 2 mM.

Finalmente, se paso por una columna de Sephacryl HR 100 de 20 cm X 0.5 ¢cm
(equivalente a un volumen de 12 ml) equilibrada con 24 ml de KCI 100 mM,
Tris-HC] pH=8.8-9 50 mM, EDTA 0.2 mM, azida de sodio al 0.1 %, DTT 1 mM,
PMSF 2 mM con un fluyjo de 0.1 mV/min a 4-10°C y se recolectaron fracciones de
0.3 ml

Después las fracciones fueron visualizadas en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (EGPA-SDS) al 15 %, tefiidos con azul de

Coomassie.

Kspectroscopia de ultravioleta.

Se tomé un volumen equivalente a 100 ng de HGHr de las fracciones purificadas

o de la HGHc, se diluyo a una concentracion final de 100 ng/ml y se dializé contra 50

mM Tris-HCl pH= 8.8, 0.2 mM EDTA, 100 mM NaCl, cambiando 2 veces ¢l buffer

cada 2 hrs a 4-10°C. Posteriormente se hicieron las lecturas de absorbancia en €l rango

de UV (200 nm a 350 nm) a temperatura ambiente.

6.6

b)

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas,
desnaturalizantes reductoras y no reductoras.

Las muestras, los geles de poliacrilamida en condiciones nativas,
desnaturalizantes reductoras y no reductoras se prepararon de acuerdo al método
descrito por Laemmli en 1970.

Las muestras se disolvieron y sc corrieron a 90 volts por 2.5 horas.
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d)

6.7

b)

Se sumergid el gel en las soluciones y por los tiempos de agitacién siguientes (a
10 rpm): Solucién fijadora (Metanol 50 % y écido acético 10 %) 30 minutos;
Solucién de Coomassie (Azul brillante de Coomassie G 0.05 %, Metanol 50 %,
acido acético 10 %) 45 minutos; Solucion decolorante (Metanol 5 %, acido
acético 7 %) toda la noche con los cambios de solucién que sean necesarios.
Cuando se haya desteiiido, el gel se deja en agitacién con agua.

Para hacer una estimacion de la pureza, la imagen del gel se digitalizé mediante el
sistema GELDOC 1000 (Biorad) y se determind el perfil densitometrico
utilizando el programa Molecular Analyst de la misma compaiiia. Una vez
determinada la abundancia relativa de HGHr, se estim6 la produccion total en

mg/L, empleando el valor de las proteinas totales determinado con anterioridad.

Abundancia relativa= Proteinas totales X % HGHr

100

Inmunodeteccién por “Western blot” de la HGH.

Se preparé una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes usando de 0.5 a 2 microgramos de muestra.

El sandwich se ensamblé de acuerdo a las instrucciones del manual casa
comercial Bio-Rad para el mini trans- Blot electrophoretic transfer cell.

El sandwich s¢ sumergido en la camara que contiene el amortiguador de
transferencia (Tris 25 mM, Glicina 190 mM, Metanol 20 %) y se transfirid a 150
Volts por 1.5 horas a temperatura ambiente. Se removié la membrana y se

escurrié cuidadosamente.
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d)

g)

h)

b))
k)

6.8

La membrana se colocd en un recipiente con PBS + 5 % leche descremada en
polvo (Svelty) con agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente para
bloquearla. Se lavé la membrana con PBS + Tween-20 0.05 % por 15-20 minutos,
3 veces.

Se agrego el anticuerpo de oveja contra HGH a una concentracion de 0.5-1 pg/ml
de anticuerpo en PBS y se dejd en agitacion suave durante toda la noche a 4°C).
Se lavo 3 veces con PBS + Tween-20 0.05 % cada 15 minutos.

Se agregd el segundo anticuerpo (anti oveja) y se agité suavemente por 90
minutos.

Se lavé 3 veces con PBS + Tween-20 0.05 % cada 15 minutos,

Se agregd 2.5 pL de perdxido de hidrégeno y se reveld la membrana con una
solucion fresca de 2.5 mg de diaminobenzidina en 10 m] de Acetato de Sodio 100
mM.

Se detuvo la reaccion con metabisulfito de sodio 10 mM, pH 9.6.

La imagen se digitaliz6 en un scanner de cama plana marca Hewlett-Packard.

Evaluacién de la actividad lactogénica.

Se descongelé una alicuota de 1 ml de células Nb2 sumergida en nitrégeno

liquido y se inocularon en botellas de 50 ml con 5 ml de medio de culivo DMEM

suplementado con suero de caballo (10 %), suero bovino fetal (10 %), 2-Mercaptoetanol

(10™* M), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 pg/ml) a 37 °C en atmdsfera de S %

CO,-95 % aire durante 7 o 10 dias, determinando diariamente la concentracion de células

en el medio de cultivo ( no debe exceder 1 X 10° cel/ml). Después se hizo lo siguiente:
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a)  El medio de cultivo con células Nb2 se transfiri6é a un tubo Elkay y se centrifugé a
3000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.

b) Se descarté el medio de cultivo por aspiracion y la pastilla de células se
resuspendié en medio DMEM suplementado con suero de caballo (10 %), suero
bovino fetal (I %), 2-Mercaptoetanol (10 M), penicilina (50 U/ml) vy
estreptomicina (50 pg/ml), y se incubaron 24 horas bajo Jas condiciones
anteriormente descritas.

c)  Posteniormente el cultivo se colecté en tubos Elkay y se centrifugé a 3000 rpm
por 5 minutos a temperatura ambiente, se eliminé el medio de cultivo y la pastilla
de células se resuspendi6 a una concentracién de 0.5 — 1.0 X 10 ° células/ml en el
medio de DMEM suplementado con suero de caballo (10 %), 2-Mercaptoetanol
(10* M), penicilina (50 U/ml), estreptomicina (50 pg/ml) y HGH. Para verificar
la actividad biologica de la HGH punficada, los ensayos se establecieron de la
siguiente manera:

» HGH producida en P. pastoris [diluciones logaritmicas de 1 X 10 JalX
10 * ng/mi en PBS (0.01M) a pH 7.4].
¢ HGH comercial [diluciones logaritmicas de ] X 107 a 1 X 10~ ng/ml en
PBS (0.01M) a pH 7.4].
e Control negativo [ PBS (0.01M) a pH 7.4].
d)  Seincubaron a 37 °C en atmésfera de 5 % CO,-95 % aire durante 48 horas.
¢)  Se homogenizé cada pocillo por pipeteo y se tomaron 10 ul de la suspensién de

células y se contaron en hemocitémetro.
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Se determino el porcentaje de crecimiento celular de cada dosis de HGHr con
respecto al maximo alcanzado y se construy6é una grafica de % de respuesta
méxima vs dosis d¢e HGH para determinar por interpolacion la dosis a la que se

produce €l 50 % del efecto maximo.

23



7 RESULTADOS
7.1  Fermentacion.
Las fermentacién iniciada a pH=6 disminuy6 hasta pH=2.8, mientras que la

iniciada a pH=8 en 120 horas disminuy6 hasta 7.1 (figura 11).
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Figura 11. Variacion de pH durante la fermentaciones iniciadas a pH=6 y 8. La linca
continua indica la fermentacién iniciada a pH=6, mientras que la linea punteada la iniciada a
pH=8.

La turbidez del medio de cultivo libre de células en las fermentaciones iniciadas
a pH=6 y pH=8 alcanzaron a las 48 hrs los maximos de DO 450 n\m=0.94 y 0.1,
respectivamente. Posteriormente en ambos casos disminuyo, sin embargo en la
fermentacion iniciada a pH=6 volvié a incrementarse terminando con una DO as0
nm=0.92, mientras que en la iniciada a pH=8 disminuyd hasta terminar a una DO 450
nm=0.08 (figura 12).

La concentracion de HGHr durante 1a fermentacién iniciada a pH=6 disminuy6 a

las 48 hrs de 7.4 mg/L (24 hrs) a 6.5 mg/L, a las 72 hrs aument6é a 13.8 mg/L, pero

disminuyo a las 96 hrs 13 mg/L y finalmente terminé a 16 mg/L (figura 12A). Cuando
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se inicié a pH=8, la produccion en las primeras 72 hrs era 6.3 mg/L, mas baja que la
determinada al mismo tiempo en la fermentacion iniciada a pH=6 (13.8 mg/L) (figura
9B). Posteriormente, en las 1ltimas 48 hrs de fermentacién hubo un incremento desde

6.3 mg/L (72 hrs) hasta 22.7 mg/L (120 hrs) en promedio (figura 12B).
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Figura 12. Variacion de turbidez y concentracion de HGHr durante la fermentaciéon. A)
Grafica de concentracion en mg/L de HGHr y turbidez (DO4sonm) con respecto al tiempo durante
la fermentacion iniciada a pH=6. B) Grafica de concentracion en mg/l. de HGHr y turbidez
{IDO4soam) con respecto al tiempo durante ja fermentacion iniciada a pH=8.

72 Purificaciéon de HGHr.

En principio, el medio de cultivo de la fermentacion iniciada a pH inicial=8
dializado, se pasd por una columna de intercambié aniénico en donde las proteinas son
adsorbidas por la resina Q Sepharose FF, cargada positivamente que interacciona con las
cargas negativas de las proteinas presentes por fuerzas electrostaticas. Estas proteinas
son desplazadas por los iones cloruro de las diferentes concentraciones de KCl (0.1 M,
0.2, 0.3M) en Tris-HCl pH=8 50 mM, EDTA 0.2 mM, azida de sodio al 0.1%, DTT 1

mM y PMSF 2 mM. En la figura 13 se puede observar que ia HGHi, es eluida a las
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concentraciones de 0.1 M KCl, 0.2 m KCl y 0.3 M KCI con otras proteinas
contaminantes entre las que se encuentra una proteina de aproximadamente 25 kDa, la
cual no se podria eliminar por cromatografia de exclusién molecular ya que esta técnica
tiene poca resolucién y se buscaba que la diferencia en peso molecular entre las
proteinas sea minimo de 5 kDa. Debido a ésto, se modificé a pH=9 ¢l amortiguador de
dialisis y de elucion para tratar de eliminar la proteina de aproximadamente 25 kDa
aunque existieran otras proteinas contaminantes que se podrian eliminar posteriormente
por cromatografia de exclusién molecular. En la figura 14 se puede observar que la
HGHr, en conjunto con otras proteinas contminantes, es ¢luida a una concentracién de
0.1 M KC] mientras que a concentraciones de 0.2 M y 0.3 M de KCl se libera la proteina
de 25 kDa aproximadamente que se encuentra en mayor proporcion en el medio de

cultivo.

Figura 13. EGPA-SDS teiido con azul de Coomassie de las fracciones colectadas ¢n la
cromatografia de intercambio aniénico eluida con amortiguador a pH=8.
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Figura 14. EGPA-SDS teiiido con azul de Coomassie de las fracciones colectadas en la
cromatografia de intercambio aniénico eluida con amortiguador a pH=9.

Para eliminar las proteinas contaminantes de la HGHr en las fracciones
colectadas cuando se eluy6 la columna con 0.1 M de KCl, estas se mezclaron y se
precipitaron con sulfato de amonio (60% de saturacién) para concentrar la muestra y
pasarla por Ja columna de exclusion molecular (Sephacryl HR [100) ya que en esta
técnica solamente se puede colocar un volumen de muestra equivalente del 2% al 3% del
volumen de la columna donde las proteinas son separadas de acuerdo a su peso-
molecular. En la figura 15 se muestra un EGPA-SDS tefiido con azul de Coomassie que
contiene fracciones colectadas en la cromatografia de exclusion molecular. En los
carriles 1 y 2 se observan las proteinas contaminantes de mayor peso molecular, en el

carril 9 la HGHr y en el 10 la proteina contaminante de PM~20 kDa.
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Figura 15. EGPA-SDS teiiido con azul de Coomassie de las fracciones colectadas en la
cromatografia de exlusion molecular.
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Figura 16. EGPA-SDS teiiido con azul de Coomassie con 15 ug de HGHrp a partil" del
medio de cultivo fermentado por P. pastoris comparada con la misma cantidad de HGHre.

Una vez que se observé que la HGHr ya no tenia proteinas contaminantes, se
determiné la pureza por densitometria de EGPA-SDS en cada etapa de la purificacion de
HGHr. En la tabla 2 se muestra como la pureza de HGHr aumenta de un 11% al 15%
con un 70% de recuperacién cuando se pasa por la columna de intercambio ani6nico: en

la precipitacién con sulfato de amonio se obtuvo con la misma pureza y se perdio el 1%
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de HGHr de lo que se recuperé en la etapa anterior mientras que en la cromatografia de
exclusion molecular se recuperé el 70% y con una pureza del 99%.

Tabla 2. Porcentaje de recuperacién de HGHr durante las etapas de purificacion.

mg HGHr | Recuperacién | Recuperacion Pureza
por etapa total

Medio de cultivo 3 - et 11%
Intercambio
Anidnico 2.11+0.1 70% 70% 15%
Precipitacién
con (NH4):804 2.0740.02 98% 69% 15%
Exclusién
molecular 1.4440.09 70% 48% 99%

7.3  Caracterizacién de la HGHr purificada.
7.3.1 Espectroscopia de UV.

A la HGHrp se le hizo un espectro de UV utilizando como control HGHre
observandose que ambos son muy similares, con dos maximos uno a 216 nm y otro a

270 nm para ambos casos (figura 17).
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Figura 17. Espectro de UV de HGHrp y HGHre. La linea continua indica la HGHrc mientras
que la linea segementada indica la HGHrp.
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7.3.2 Eleciroforesis en geles de poliacrilamida.

El EGPA-Nativo, EGPA-SDS en condiciones no reductoras y reductoras
sugieren que la HGHrp tiene una conformacién similar a la HGHrc, sus puentes
disulfuro estan intactos y que tiene un PM=22 kDa, respectivamente, ya que el

comportamiento electroforético de la HGHrp y la HGHre fue similar (figura 18).

A) B)

Figura 18. Electroforesis en geles de poliacrilamida. A) EGPA-Nativo donde se muestran la
HGHre y la HGHrp. B) EGPA-SDS donde las muestras en los carriles 1 y 2 fueron hechas en
condiciones reducteras, mientras que los demas carriles fueron hechos en condiciones no
reductoras.

7.3.3 Inmunodetecciéon por “Western blot” de Ia HGH.

En la figura 19 se observa la detecciéon de HGHr en forma monomérica y formas
agregadas de la proteina en ¢l medio de cultivo inducido con metanol en la fermentacion
(carril medio inducido), mientras que en el medio de cultivo sin inducir no se detect6 la

HGHer (carril medio sin inducir). También con esta prueba se pudo confirmar que la
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HGHr se obtuvo en la fraccion eluida a 100 mM KCl y las formas agregadas de HGHr

en las fraccion eluida a 300 mM.
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Figura 19. Western blot de HGHr durante el proceso de purificacién. En los carriles se
muestra el medio de cultivo inducido con metanol durante la fermentacion (M), sin inducir
(MSI), HGHrc, HGHrp de Pichia pastoris y las fracciones colectadas correspondientes a 100
mM, 200 mM KCl y 300 mM KCL

7.3.4 Evaluacidén de la actividad lactogénica.

Se ensayaron concentraciones desde 1 X 10 ® ng/mL hasta 1 X 10* ng/mL de
HGHre y HGHrp en PBS pH 7.4 y se determind el promedio de células presentes en el
medio de cultivo al final del bioensayo. Posteriormente con la concentracidn de células
se grafic el porcentaje de respuesta maxima vs ng/ml de HGH y se observd que la

respuesta de proliferacion de las células Nb2 para HGHrc y HGHrp es similar ya que la

dosis efectiva 50 (DE 50) fue de 5.25 ng/ml + 0.58 y 6.53ng/ml + 0.26, respectivamente.
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Figura 20. Evaluacion de actividad lactogénica de HGHrp. Las barras en cada uno de los
puntos de Jas lineas indican la desviacion estandar. La linea continua corresponde a la HGHre y

la linea segmentada corresponde a HGHrp.
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8 DISCUSION.

En nuestro laboratorio se demostrd previamente que el sistema de expresion P.
pastoris es capaz de sintetizar y secretar HGHr al medio extracelular hasta nivel de
fermentador. La identidad de la hormona se determiné confimmando su PM=~22 kDa,
identidad inmunologica por Western blot y secuenciacion de sus pnmeros 15
aminodacidos, stendo iguales a los de la HGH (Escamitla-Treviro y cols, 1996).
Posteriormente, s¢ logré la obtencidn de una clona multicopia que produce un 44% mas
de HGHr (Sanchez-Dominguez, 1998) con respecto a la obtemda por primera vez
(Escamilla-Trevifio y cols, 1996). Sin embargo era necesano purificar la hormona para
hacer ensayos para saber su actividad biolégica, por lo que se inicid con los ensayos
preliminares de purificacion por cromatografia de intercambio idnico en donde la HGHr
no fue eluida de una manera apropiada (Sanchez-Dominguez, 1998), lo que sugeria que
estaba agregada con otras proteinas del medio de cultivo.

Se sabia que el pH final de la fermentacion a mivel matraz era 2.5 (Sdnchez-
Dominguez, 1998). Por otro lado, la HGH tiene mayor solubilidad a pH=7-12.5 (Patra y
cols, 2000), por lo que en ¢l presente estudio se decidié modificar la formulacién del
amortiguador de pH para tener un pH inicial=8 en €l medio de cultivo y asi mantener el
rango de pH de mayor solubilidad para la HGHr. Ademas se comparé con una
fermentacién iniciada a pH=6, donde se observé que el pH disminuia
considerablemente (hasta 2.8), la turbidez (grado de agregacion) del medio de cultivo
libre de células equivale a una DO 450 0n—=0.92 y la produccién fue de 16 mg/L de HGHr
con una pureza del 40%. Mientras que en la fermentacion iniciada a pH=8, este

disminuy6 a pH=7.1, ademds también se logré disminuir 11.4 veces el valor de turbidez
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y aumentar la concentracién de HGHr a 22.7 mg/L con una pureza del 11%. Estos
resultados fueron alentadores ya que el valor de turbidez habja disminuido bastante pero
este parametro no nos indicaba especificamente el grado de agregacion de la HGHr, sino
el de todas las proteinas presentes en el medio de cultivo fermentado.

Posteriormente, se inicié con la purificacion de la HGHr por cromatografia de
intercambio anionico, lograndose eluir la HGHr en forma de monomero a 100 mM de
KCl y las formas agregadas a 300 mM de KCI. En esta etapa, se aumento la pureza de la
hormona de un 11% al 15% con un 70% de recuperacién. Como se puede observar en la
tabla 3, la etapa de precipitacion se hizo con la intencién de concentrar la muestra, ya
que s¢ obtiene un alto porcentaje de recuperacion (98%) con respecto a la etapa anterior
y la misma pureza. Fue necesario concentrar la muestra para poder pasarla por una
columna de exclusion molecular ya que con esta técnica se obtiene muy diluida. En la
cromatografia de exclusién molecular se recuperé el 70% y aumento la pureza hasta un
99%. En la tabla 3 se puede observar que los porcentajes de recuperacién en la
cromatografia de intercémbio anidnico y precipitacion son similares a los obtenida por
Oliveira y cols., en 1999 y Patra y cols., 2000, mientras que en la cromatografia de
exclusion molecular fueron mas bajos. Esto probablemente se debe a que el proceso se
desarollo por gravedad logrando un flujo de 0.1 ml/min, mientras que la casa comercial
Amersham Pharmacia Biotech recomienda de 1-5 mUmin. Con este esquema de
purificacion de tres etapas se logra un 48% de recuperacién total y un 99% determinada
por densitometria de EGPA-SDS. El esquema es mas sencillo que el utilizado para
HGHr producida como cuerpos de inclusion 0 como proteina secretada al espacio
penplasmico que consiste de 6-7 etapas (Oliveira y cols, 1999; Patra y cols., 2000). Sin

embargo, es de gran importancia estandarizar este esquema de purificacion en un equipo
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de cromatografia de liquidos de alta rcsolucién, ya que cuando se hace la cromatografia
en una jeringa y con flujo por gravedad depende mucho de la habilidad y experiencia de
la persona y factores como la forma de empaque de la columna donde se debe tener
cuidado de que no se formen burbujas, el aire disuelto en el eluente y la adicion del
eluente en forma muy rapida provocan mucha turbulencta y pueden introducir burbujas
en la columna que hacen que los ensayos sean dificiles de reproducir. Si se desca
utilizar este esquema de purificacién para las demas GHs es necesario tomar en cuenta
las condiciones de ferrnentacidén, ya que estas determinaran la calidad de la hormona.
Ademés, se debe seleccionar ¢l pH adecuado de trabajo durante la purificacion y
encontrar la concentracién de sales en la cual s¢ eluye la GH de interés en la

cromatografia de intercambio anidnico.

Tabla 3. Comparacién del porcentaje de recuperacion de las etapas de purificacion.

P pastoris E coli

Medio Cuerpos de Espacio Medio
Localizacién extracelular| inclusion periplasmico |extracelular
Intercambio
Anidnico 70% 68% 84% ND
Precipitacion
con {(NH4)2804 98% ND 93% ND
Exclusion
Moelecular 70% 78% 92% ND

*ND=No disponible.

En el presente estudio se confirmé la identidad de la HGHr por espectroscopia de
UV, geles en condiciones nativas y desnaturalizantes en condiciones reductoras y no

reductoras, ademas del “western blot” y mostrar una actividad bioldgica similar a la
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producida en Fscherichia coli. Si se desea utilizar la HGHr producida y purificada de P.
pastoris para administrarla a pacientes es necesario realizar una serie de pruebas que
corroboren su pureza, identidad, integridad y actividad biologica, para lograr el efecto
deseado sin reacciones adversas. Dentro de esta serie de pruebas de control de calidad se
encuentran la determinacion de ADN del huésped, ya que posee la capacidad de
introducir ADN potencialmente oncogénico o transformante. También la determinacion
de péptidos contaminantes provenientes del huésped es de gran importancia, ya que
pueden provocar reacciones alérgicas al paciente. Ciertas condiciones de manufactura y
almacenarmiento pueden inducir cambios quimicos y fisicos, los cuales pueden afectar la
pureza, estabilidad, calidad y eficacia del producto. Los cambios quimicos y post-
traduccionales incluyen pero no estin limitados a: cambios en la composicion de
carbohidratos, patrén de glicosilacién, desamidacidn, oxidacién, isomerizacion,
fragmentacion (hidrolisis) y rompimiento de puentes disulfuro. Si estas variantes tienen
propiedades diferentes (solubilidad alterada, estabilidad in vive e in vitro, pK y eficacia
bioldgica) a las del producto deseado, seran impurezas del producto. Otro tipo de
cambios son los fisicos que incluyen procesos no covalentes tales como agregacion,
desnaturalizacion, precipitacion y adsorcion. Una alta concentracién de producto cuando
hay rompimiento, desnaturalizaciéon parcial o agitacién mecénica pueden inducir
agrepacion. Los agregados del producto tienen una estructura quimica idéntica pero

difieren en estructura secundana y terciaria (DiPaolo y cols, 1999).
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CONCLUSIONES.

El pH final de las fermentaciones iniciadas a pH=6 y pH=8 fue de 2.8 y 7.1,
respectivamente.

La concentracién de HGHr en las fermentaciones iniciadas a pH=6 y pH=8 fue de
16 mg/L con 40% de pureza y 22.7 mg/L con 11% de pureza, respectivamenie. Es
decir, se produj6 1.4 veces mas HGHr al nuevo pH. Ademas, {a turbidez fue 11.5
VEeces menor.

Se establecid un esquema de purifcacién de 3 pasos, en ¢l que se determinaron las
condiciones Optimas para la cromatografia de intercambio aniénico y exclusion
molecular, con un rendimiento total del 48% y una pureza del 99% estimada por
densitometria de EGPA-SDS tefiido con azul de Coomassie.

La espectroscopia de UV los geles en condiciones nativas y desnaturalizantes en
condiciones reductoras y no reductoras, ademas del “western blot”, confirmaron la
identidad de la hormona.

El ensayo con células Nb2 mostré que la HGHr producida en P. pastoris tiene una

actividad lactogénica similar a la HGH comercial.
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APENDICE

REACTIVOS

10X YNB (13.45 % de base nitrogenada de levadura con sulfato de amonio sin
aminoacidos)
Disolver 134 g de base nitrogenada de levadura (YNB) con sulfato de amonio sin

aminoacidos en 1 L de agua destilada y esterilizar por filtracion. Almacenar a 4°C.

500X B (0,02 % biotina)
Disolver 20 mg de biotina en 100 mL de agua destilada y estenilizar por filtracién.
Almacenar a 4°C. La vida media de esta solucién es de un afio.

100XH (0.4 % histidina)
Disolver 400 mg de L-histidina en 100 mL de agua destilada y esterilizar por filtracion.
Almacenar a 4°C. La vida media de esta solucion es de un afio.

Amortiguador de fosfato de potasio 1 M pH 6.0.
Combinar 132 mL de 1 M KoHPO4 y 868 mL de 1 M KH2PO4 .

Amortiguador de fosfato de potasio 1 M pH 8.0.
Combinar 132 mL de 1 M K2HPO4 y 868 mL de 1 M KH2PO4 .

BMG pH=6 (Medio minimo amortiguado con Glicerol)

Mezclar 700 mL de agua destilada, 100 mL de Amortiguador de fosfatos pH=6.0, y 100
mL de glicerol 10X. Esterilizar por autoclave y después agregar 100 mL de YNB 10X y
2 mL de biotina 500X. Almacenar a 4°C, la vida media es de un afio.

BMG pH=8 (Medio minimo amortiguado con Glicerol)

Mezclar 700 mL de agua destilada, 100 mL de Amortiguador de fosfatos pH=6.0, y 100
mL de glicerol 10X. Esterilizar por autoclave y después agregar 100 mL de YNB 10X y
2 mL de biotina 500X. Almacenar a 4°C, la vida media es de un afio.
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BMM pH=6 (Medio minimo amortiguado con metanol)

Mezclar 792.5 mL de agua destilada y 100 mL de Amortiguador de fosfatos pH=6.0.
Esterilizar por autoclave y después agregar 7.5 mL de metanol, 100 mL de YNB 10X y 2
mL de biotina 500X. Almacenar a 4°C, la vida media es de un afio.

BMM pH=8 (Medio minimo amortiguado con metanol)

Mezclar 792.5 mL de agua destilada y 100 ml. de Amortiguador de fosfatos pH=8.0.
Esterilizar por autoclave y después agregar 7.5 mL de metanol, 100 mL de YNB 10X y 2
mL de biotina 500X. Almacenar a 4°C, la vida media es de un afio.

Acrilamida-bisacrilamida

Pesar 30 g de acrilamida y 0.8 g de bisacrilamida y aforar a 100 mL con agua destilada.

1.5 M Tris-HCI pH 8.8

Disolver 18.2 g de tris base en 80 mL de agua destilada y ajustar el pH a 8.8 con HCL.
Aforar a 100 mL,

0.5 M Tris-HCI pH 6.8

Disolver 6.1 g de tris base en 80 mL de agua destilada y ajustar ¢l pH a 6.8 con HCI.
Aforar a 100 mL.

SDS 10 %
Pesar 10 g de SDS aforar a 100 mL con agua destilada.

Amortiguador de muestra ZX para EGPA-SDS:
Mezclar las signientes cantidades de reactivos:

Agua 4.8 mL
0.5 M Tris-HC] pH 6.8 1.2mL
SDS 10 % 2 mL
Glicerol 1 mL
Azul de bromofenol 0.5 % 0.5 mL

Antes de usarse afiadir 50 mL de B-mercaptoctanol a 950 mL de la mezcla
anterior.

Persulfato de amonio 10 %
Pesar 50 mg y disolver en S00 pl de agua destilada.
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Amortignador de corrida 5X para EGPA-SDS
Mezclar las siguientes cantidades de reactivos:

1L
Tris 15g
Glicina T2g
SDS 5g

Aforar a 1 L con agua destilada y verificar el pH (8.3 +- 0.2). No ajustar,

Amortiguader de muestra 2X para EGPA-Nativo:
Mezclar las siguientes cantidades de reactivos:

Agua 6.8 mL
0.5 M Tris-HCI pH 6.8 1.2 mL
Glicerol 1 mL

Azul de bromofenol 0.5 % 0.5 mL

Amortiguador de corrida 5X para EGPA-Nativo
Mezclar las signientes cantidades de reactivos:

1L
Tris 15¢
Glicina 728

- Aforar a 1 L con agua destilada y verificar el pH (8.3 +- 0.2). No ajustar.

Solucion fijadora
Metanol 50 % y acido acético 10 %.
Mezcla 500 mL de metanol, 100 mL de acido acético y aforar a t L con agua destilada.

Solucién colorante de Coomassie
Azul brillante de Coomassie G 0.25 g, Metanol 500 mL, acido acético 100 mL. Aforar a

1 L con agua destilada.

Solucién decolorante:
50 mL de metanol + 70 mL de acido acético aforara 1 L con agua destilada,
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0.5 M EDTA pH 8.
Agregar 186.1 g de NapEDTA.2H20 a 800 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 8 con

NaOH 10 N y aforara 1 L. Autoclavear 20 min.

1 M Tris-HCI pH 8.8-9
Disolver 121.1 g de Trizma en 700 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 7.5 con HCl y
aforar a 1 L. Autoclavear 20 min.

1M DTT.
Disolver 0.154 g de DTT en 1 ml de agua mili Q y mantener a -20°C tapados con papel
aluminio.

0.2 M PMSF.
Disolver 0.35 g de PMSF en 10 ml de isopropanol y mantener a -20°C tapado con papel

aluminio.

Amortiguador de dialisis para medio de cnlitivo.
Mezclar las siguientes cantidades de reactivos:

1L

1 M Tris-HCl pH 8.8-9 50 mL
0.5 M EDTA pH=8 2 mL
1M DTT 1 mL
0.2 M PMSF 10 mL

Aforar a un litro con agua destilada..

Amortiguador sin KCI para la columna de intercambio anidnico.
Mezclar las siguientes cantidades de reactivos:

1L
1 M Tris-HCI pH 8.8-9 S0 mL
0.5 M EDTA pH=8 2mL
1 M DTT I mL
0.2 M PMSF 10 mL

Aforar a un litro con agua mili Q estéril.

Amortiguador con KCl para columna de intercambio aniénico.
Mezclar las siguientes cantidades de reactivos;
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1L

1 M Tris-HCI pH 8.8-9 50 mL
0.5 M EDTA pH=8 2mL
1MDITT I mL
0.2 M PMSF 10 mL
KCl1 149.1

Aforar a un litro con agua mili Q estéril.

Eluente para equilibrar la columna de intercambio aniénico.
Mezclar .25 ml de amortiguador con KCl y 9.75 ml de amortiguador sin KCl para
columna de intercambio anidnico.

Eluente para cromatografia de intercambio anionico.

100 mM KCl

Mezclar 0.5 ml de amortiguador con KCl y 9.5 ml de amortiguador sin KCl para
columna de intercambio anidnico.

200 mM KCI

Mezclar 1 ml de amortiguador con KCl y 9 ml de amortiguador sin KC1 para columna de
intercambio aménico.

300 mM KCl

Mezclar 1.5 ml de amortiguador con KCl y 8.5 ml de amortiguador sin KCl para
columna de intercambio anmionico.

Eluente para cromatografia de exclusion molecular.
Mezclar 0.5 ml de amortiguador con KCl y 9.5 ml de amortiguador sin KC] para
columna de intercambio anidnico.

PBS

Disolver 8 g de NaCl, 0.2 g de KCl, 1.44 de Na;HPO, y 0.24 g de KH;PO4 en 800 ml
de agua destilada. Ajustar el pH a 7.4 con HC]. Aforar a un litro con agua mili Q esténil.
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