UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE MEDICINA

TESIS

PRODUCCION DE LA PROTEINA E2 DEL VIRUS DEL PAPILOMA
HUMANO TIPO 16 EN LA LEVADURA Pichia pastoris

POR
GUILLERMO ISAAC GUERRERO RAMIREZ
COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS CON ORIENTACION EN BIOLOGIA

MOLECULAR E INGENIERIA GENETICA

DICIEMBRE 2014



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE MEDICINA

Produccién de la Proteina E2 del virus del papiloma humano tipo 16

en la levadura Pichia pastoris

Por

Q.F.B. GUILLERMO ISAAC GUERRERO RAMIREZ

TESIS
COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS CON ORIENTACION EN BIOLOGIA

MOLECULAR E INGENIERIA GENETICA

MONTERREY, N.L. DICIEMBRE 2014



UANL

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA

Titulo: “Produccion de la Proteina E2 del virus del papiloma humano tipo

16 en la levadura Pichia pastoris”

Aprobacion de la tesis:

{/
\ -

DR. C. JORGE ANGEL ISIDRO ASCACIO MARTINEZ

Director de Tesis

S f

DR. C. HUGO ALB RTO BARRERA SALDANA

Co-Director de Tesis

!

/
i
7

DR. C. ANTONIO ALi PEREZ MAYA

Miembro de la Comision
{
1

DR. med. GERARDO ENRIQUE MUNOZ MALDONADO

Subdirector de Estudios de Posgrado



Z
b"a

L WNIVER

&
Yy mﬁ"Gx

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia del
Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de Medicina
de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon, bajo la direccion del Dr. C. Jorge
Angel Isidro Ascacio Martinez y la co-direccién del Dr. C. Hugo Alberto Barrera

Saldafa, contando ademas con la asesoria del Dr. C. Antonio Ali Pérez Maya.



UANL 7

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA

AGRADECIMIENTOS

Primero que todo, a Dios por el milagro de la vida, al permitirme despertar cada dia y dejarme

continuar con esta aventura.

A mis padres por apoyarme en cada nueva desafio que me propongo, por nunca dejarme solo y
siempre darme fuerzas para seguir adelante a pesar de las adversidades. A mi hermano y toda
su familia, que con sus risas y ocurrencias me motivan a seguir siendo mejor, para que algun dia

sea un digno ejemplo a sequir. Los amo.

Al Dr. Ascacio, por su paciencia a lo largo de este proyecto y por toda la ayuda y apoyo en esas
noches y madrugadas intensas en el laboratorio. Gracias por ensefiarme con su ejemplo que

antes de ser un buen investigador, se debe ser una buena persona.

Al Dr. Barrera y al Dr. Ali, por todos sus valiosos y constructivos consejos a lo largo del proyecto,

A mi hermano Muza, gracias por no ‘recordarmela” en la maestria por haberte traido a tierra de
regios que no saben manejar, jajaja, gracias por todo carnal, lo logramos, regresamos a la

sociedad xD

A mi hermano Ulrich y su esposa Grecia, y Sofy porque ya llego =), gracias por abrirme las puertas
de su casa y de su familia, y por apoyarme en esas desveladas en el lab, un honor y un placer
haberlos conocido y espero me sigan aguantando porque Sofy necesitara un tio no blanco del

cual reirse jajaja

A todos mis companeros de generacion (pa que los nombres si ya saben quiénes son! Jajaaja)
Esta aventura que comenzé en los calabozos ... perdon cubiculos esta llegando a su fin y cada
uno de ustedes me ha hecho aprender y crecer como persona. Buenas historias que recordaré

siempre



43
h)’ao » nﬁ\"p 4

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA

A mis “labmates” Vanessa, Sandra, Mily, Abraham y Hector, que compartieron y sufrieron la
alegria y la frustracion de la ciencia. También a ustedes Ale, Aldape, Arturo, Candy, Yare, Sama,
Primo, Cuerna y Edna, por toda su ayuda en mis experimentos y porque me dieron el privilegio y
la confianza de ensenarles lo poco o0 mucho que sé. Hubiera terminado esquizofrénico sin todos

ustedes. Biotec uh ah ha!

A mis hermanos de la chocobanda, a mis amigos de Quifalandia, a Felix y su familia, Mandro,
Montalvo, Nidia, familia Alfonsin, familia Lima, familia Hendrich, y toda las personas que desde

lejos estuvieron al pendiente de mi durante toda esta etapa. Gracias

A la gente de bioca, en especial a Normita, Juanis y Ary, que nunca se les escapa recordarme
que les debo algo de papeleria ajajaja pero que sin ustedes esto no mas no hubiera salido bien

=).

Y por dltimo a ti Mariel, porque con esa ocasion en el starbucks de saltillo (el unico jaja) me
convenciste de entrar a la maestria, porque con esos ratos de vicio en la plazita de bioca me
ayudaste a superar cada dia de estrés, y porque con cada momento que compartimos juntos me

recuerdas que fue la mejor decision. Te quiero.



P UANL

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

iINDICE DE CONTENIDO

INDICE DE CONTENIDO .........oooiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e Vi
INDICE DE FIGURAS...........ooouiiiiiiieieieie ettt ix
INICE DE TABLAS ..ottt ettt Xi
ABREVIATURAS ...ttt et e st e e e st e e enneeeeneeas Xii
RESUMEN ...ttt e e et e e et e e e nnee e Xiv
1. CAPITULO I: INTRODUCCION ..........oooviriiiiiieieieie e 1
1.1, Biotecnologia..........cccuuiiiiiiiiii s 1
1.1.1. Ventajas y desventajas de usar un sistema de expresion
UCANIOTA ..ot e e e e e e 2
1.1.2. Diseno del sistema heterdlogo ..............cccceiiiiiiiiiiie, 5
1.1.3. Aplicaciones industriales..................ccoiiiii 8
1.2. Virus del Papiloma Humano ..................ccccuuiiiiiiiiiiiiie 9
1.3, ANTECEAENTES ......oeeeee e 14
2. CAPITULO I1: JUSTIFICACION .........ccoovimiiieieieieieieeie e, 18
3. CAPITULO lll: OBJETIVOS Y ESTRATEGIA GENERAL......................... 19
3.1. Objetivogeneral.............ooooiiiiii 19
3.2. Objetivos eSpecifiCos ..........cooouuiiiiiiiiiiii e 19
3.3. Estrategia General Parte |l ..................oooiii e 20
3.4. Estrategia General Parte Il ................ooooiiii e 21
4. CAPITULO IV: METODOLOGIA ..........coovimiireiieeieieieee s 22
4.1, ODBJEliVO | ..o 22
4.1.1. Extracciéon plasmidica por el método de lisis alcalina
(MINEPIEP S ) e 22
4.1.2. Preparacion de bacterias calcio competentes ........................ 23
4.1.3. Transformacion de bacterias calciocompetentes .................... 24
4.2, ODJEtIVO Il ... 24
4.2.1. Preparacion de levaduras electrocompetentes....................... 24
4.2.2. Transformacion de levaduras electrocompetentes.................. 25
4.2.3. Induccion de proteinas...........ccccceeeiiiiieeiiiiiee e 26



' UANL

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA
4.2.4. Precipitacion de proteinas ..............ccccooeiiiiiii e 27
4.2.5. Geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) ............ccccccccceveeeiininnnnee. 27
4.2.6. Western-blot ... 30
4.3. ODbJetiVO Il ... 32
4.3.1. Escalamiento a biorreactor ..................ccccoiiiii 32
4.4. ODBJetiVO IV ... 34
4.4.1. Purificacion de proteinas ...............ccccoiiiiiiii i 34

5. CAPITULO V: RESULTADOS .........cocoooieieeeeeeeeeeeeeeeeee e enenen s 35

5.1, ODBJetiVO | ..o 35

5.1.1. Diseno del casete de expresion del gen E2-VPH16 wild type . 35
5.1.2. Optimizacion del marco de lectura de lectura del gen E2-VPH16

38

5.1.3. Construccion de los plasmidos de expresion de los genes E2WT

12 =7 ] = USSR 45
5.2, ODJEtIVO Il ... s 53
5.2.1. Transformacion y genotipificacion de clonas de P. pastoris.. 53
5.2.2. Ensayos de exXpresion .............ccccoeiiiiieiiiiiiee e 57
5.3. ODbjJetivOo lll ... 60
5.3.1. Escalamiento de la produccion.................cccccooviiiiiiiien e 60
5.4, ODBJetiVO IV ... 65
5.4.1. Ensayo de purificacion ................ccoccooiiiiiiiii i 65

6. CAPITULO VI: DISCUSION............coouiiiiiieieieieie et 67
7. CAPITULO VII: CONCLUSIONES...........c.cooveeeeeeeeeeeeceeeeeeeeeeneeenenen e 71
8. CAPITULO VHI: ANEXOS ........ooooeeeeeeeeeeeeeeee e eesnn s s s s ennas 72
8.1. Mediosde CUItIVO............cooeriiiii 72
8.1.1. Medio LB (Luria-Bertani) ..............ccccoovvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee, 72
8.1.2. Medio YPD (Yeast extract Peptone Dextrose) ...........cccccceeeeen.e. 73
8.1.3. Medio MD (Minimal Dextrose) ..........cccccccviriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee. 73
8.1.4. Medio BMMY (Buffered Methanol-complex Medium)............... 74
8.1.5. Soluciones StoCK..............coovviiiiiiiiiiiiiiiiie e 75



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA

8.1.5.1. 10X YNB (13.4% yeast nitrogen base con sulfato de amonio

SiN @MINOACIAOS) .......cco i 75
8.1.5.2. 500x Biotina (0.02% Biotina) ..............ccccceevvrririiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee. 75
8.1.5.3. Buffer de fosfatos 1M, pH 6.0................ooooiiiiii 75
8.2. Material biolOgiCo ............ooiiiiiiii 75
CAPITULO IX: REFERENCIAS ..........cocooveeeeeececeeceeeeeeee oo, 76

viii |



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

INDICE DE FIGURAS

Figura 1: PIasmido PPICO.. .....eeiiiieeee e 6
Figura 2: Organizacion del genoma circular del VPH18.. ..., 11
Figura 3: LCR (Long Control Region) del VPH.. ... 12
Figura 4: Ciclo viral del VPH en modelos celulares.. ........ccccccoeeiiiiiiiiiiieeennnn. 14
Figura 5: Riesgo de la persistencia y progresién del VPH. ...........cccciiieeenn. 16
Figura 6: Esquema Western-blot.. ... 31
Figura 7: Interaccion inter PriMmers .......oooo i 37
Figura 8: Interaccion intra PriMers ........ooo e 37
Figura 9: Interaccion inter PriMers ........oooieeiiiieee e 37

Figura 10: Estructura del casete de expresion del gen E2WT con la amplificacion
de 10S primers diSENATOS. .....cooeeeeeeeeeeee e 38
Figura 11: Alineamiento entre secuencias E2WT y E20PT..........coooiiiiieeennn. 41

Figura 12: Sitios desestabilizantes encontrados a lo largo del marco de lectura

ADIEIO Y SUS POSICIONES. ...ttt 42
Figura 13: Comparacion de CAl..........ooo e 43
Figura 14: Comparacién de contenido de GC.........ooooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeen 43
Figura 15: Comparacion de FOP.. ...t 44

Figura 16: Estructura del casete de expresiéon del gen E20PT con la adicion de

los elementos génicos que se incluyeron en el disefio de los primers.............. 45
Figura 17: Estandarizacion de PCR.........ccciiiiiiiiee e 46
Figura 18: Miniprep’s plasmido pPICO.. ..o 47



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA

Figura 19: Digestidn del plasmido de expresion pPIC9 y los amplificados de los

Figura 21: Caracterizacién enzimatica de las construcciones pPIC9-E2WT vy
o] d (@10 T o @ T ST 52
Figura 22: Fenotipificacion de las clonas resultantes de la transformacion de P.
pastoris con los casetes recombinantes.. .........ooouvveiiieiiiiiiieccn 55
Figura 23: Fenotipificacion de segunda ronda de clonas para el gen E20PT.. 56
Figura 24: Fenotipificacion de segunda ronda de clonas para el gen E2WT.... 57
Figura 25: SDS-PAGE para el analisis de la induccién de las colonias 1, 2, 3, 4,
5,7 y 8 de la primera ronda de CONSIrUCCION. ...ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 58
Figura 26: Western-blot del gel de poliacrilamida anterior.. ...........ccccuvveeeeenen. 59

Figura 27: SDS-PAGE del segundo ensayo de expresion de las proteinas E20PT

1V =24 AT PRSPPSO PP 60
Figura 28: Monitoreo de los parametros en biorreactor.. ..........cccccvveeeiiicneeeennne 62
Figura 29: Monitoreo de los parametros en biorreactor. ...........cccccvveeeiiiiineeeennne 63
Figura 30: SDS-PAGE de las muestras tomadas durante la fermentacion....... 64

Figura 31: SDS-PAGE de la purificacion de E20PT por cromatografia de afinidad

CON reSiNA de NIQUEL ... 65



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

iNICE DE TABLAS

Tabla 1: Gel de poliacrilamida separador al 12%..........eeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 28
Tabla 2: Gel de poliacrilamida concentrador al 4%........cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 28
Tabla 3: Sitios desestabilizantes del ARN mensajero dentro del marco de lectura
= o1 o (o TS 42
Tabla 4: Resultados de la transformacién en Escherichia coliTOP10F de los
Productos de lIGAaCION. .......eiiiiiiieee e 50
Tabla 5: Resultados de la transformacién en P. pastorisiGS115 de las
construcciones linearizadas con Bglll. ... 53

Tabla 6: Monitoreo de los parametros en biorreactor de la produccion de E20PT.

Xi |



UANL

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA
ABREVIATURAS

°C Grados Celsius

ug Microgramo

uF Microfaraday

uL Microlitro

ADN Acido desoxiribonucleico

AOX1 Gen alcohol oxidasa 1

AOX1 Promotor alcohol oxidasa 1

ARN Acido ribonucleico

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

CAl indice de adaptacion de codones

cols. Colaboradores

DO Densidad éptica

EK Sitio de reconocimiento a enterocinasa

FOP Frecuencia de codones éptimos

H6 Etiqueta de 6 histidinas

IMAC Cromatografia de afinidad con metales inmovilizados

L Litro

Min Minuto

mL Mililitro

MPB Marcador de pares de bases

MPM Marcador de peso molecular

xii |



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

ng
ORF
Pb
PCR
PR
rom

UFC

VLP

VPH

Nanogramo

Marco de lectura abierto

Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa
Proteina recombinante

Revoluciones por minuto

Unidad formadora de colonias

Volts

Virus like particles

Virus del Papiloma Humano

FACULTAD DE MEDICINA

xiii |



UANL W

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA

RESUMEN

Estudiante: QFB. Guillermo Isaac Guerrero Ramirez Fecha de graduacién: Diciembre 2014
Universidad Autonoma de Nuevo Leén, Facultad de Medicina
Facultad de Medicina. Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular

Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con Area de estudio:
Orientacion en Biologia Molecular e Ingenieria Genética Biotecnologia

Titulo del Estudio: “Produccion de la Proteina E2 del virus del Numero de paginas: 82
papiloma humano tipo 16 en la levadura Pichia pastoris”

Introduccion: Los inicios de la ingenieria genética en la década de 1970 resultaron en el establecimiento
de una poderosa industria biotecnoldgica que durante 40 afos ha abordado problematicas en infinidad de
campos. Uno de los enfoques, es la produccién de proteinas recombinantes para uso terapéutico e industrial.
La produccién de aquellas de alto valor agregado es de gran interés, porque su concentracion en tejidos u
organismos es tan baja que la purificacion de miligramos de proteina es practicamente imposible. Existen
mas de 150 tipos de VPH, dentro de los cuales los méas estudiados son el 16 y 18, se han asociado con
cerca del 70% de canceres genitales. La proteina E2 expresada por VPH16 en fases tempranas de la
infeccion, es critica en el control de la replicacion y expresion del genoma viral, lo que supone un punto de
potencial diagndstico oportuno o intervencién de la infeccion. Por lo cual es deseable la produccién
biotecnologica de la proteina E2 recombinante para el desarrollo de posibles nuevas terapias, métodos de
diagndstico o de prevencién. Objetivo: Producir la proteina E2 recombinante del Virus del Papiloma Humano
tipo 16 en Pichia pastoris. Metodologia: La sintesis del gen E2 optimizado (E20PT) con codones
preferenciales fue a cargo de la compafia GenScript®. La clonacién del gen E2 wild type (E2WT) y del gen
E2 optimizado fue a partir del amplicén de PCR punto final. La subclonacion de los genes en el vector
pPICY/Invitrogen® y su transformacion por electroporacién se llevo a cabo en el sistema de expresion de
Pichia pastoris. Se fenotipificaron las colonias resultantes por PCR y se realizaron ensayos de expresion a
nivel matraz, identificando las proteinas por SDS-PAGE y western-blot con anticuerpos anti etiqueta de
histidinas. Se escal6 el bioproceso en un biorreactor de 1L de la clona con mayor produccién. Y por Gltimo
se realiz6 un ensayo de purificacion por cromatografia de afinidad con resina de niquel. Resultados: Se
aumento el CAl del gen E20PT de 0.71 a 0.75 y disminuyd el porcentaje de GC de 44.32 a 37.58. Ademas
se eliminaron 10 sitios desestabilizantes del ARNm a lo largo del marco de lectura abierto. Se logré
fenotipificar la integracién al genoma de P. pastoris de 26 y 17 clonas con los genes recombinantes E20PT
y E2WT, respectivamente y posteriormente, se ensay6 la produccién con 7 clonas de E20PT y 4 clonas de
E2WT. El andlisis por SDS-PAGE y western-blot revel6 bandas de 49kDa, correspondientes al tamario
esperado de la proteina E2. Se ensayé la purificacion y se escalé la produccion a biorreactor de 1 litro de la
clona con mayor eficiencia de produccion de E20PT, que correspondi6 a un fenotipo Mut*. Conclusiones:
Se produjo la proteina E2 wild type del VPH tipo 16 a pequefa escala (E2WT), asi como también se logré
la produccion, ensayo de purificacién y escalamiento de la versién optimizada con codones preferenciales
(E20PT), en el sistema de expresion de Pichia. pastoris.

DR. C. JORGE ANGEL ISIDRO ASCACIO MARTINEZ
Director de Tesis
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1.Biotecnologia
Los inicios de la ingenieria genética en la década de 1970 resultaron en el
establecimiento de una poderosa industria biotecnolégica que durante 40 afos
ha abordado probleméticas en infinidad de campos. Uno de los enfoques, es la
produccién de proteinas recombinantes (en adelante como PR’s) para uso
terapéutico e industrial. Mas de 300 proteinas farmacéuticas y anticuerpos han
sido producidos usando tecnologias recombinantes, con ventas en los Estados
Unidos por mas de $100 mil millones de ddlares [1-4]. En busca de satisfacer la
demanda de proteinas recombinantes, existe una necesidad de contar con
sistemas de expresidén eficientes con alta productividad. Sin embargo, la
limitacion frecuentemente radica en obtener una cantidad considerable de PR’s

a un costo suficientemente bajo que permita su comercializacién [2].

Un ejemplo clasico del éxito de esta nueva biotecnologia moderna, lo
constituye la insulina humana para fines terapéuticos. Entre 1922 y 1972, la
insulina, estaba comercialmente disponible solo a través de su extraccion de
pancreas de bovinos y porcinos. La cantidad purificada de un animal, satisfacia
los requerimientos de un paciente con diabetes por tan solo tres dias [5]. Esto
condujo al desarrollo de sistemas de expresidén heterdlogos para la insulina en
distintos hospederos biotecnoldgicos, siendo el primero donde se logré en

Escherichia coli. Tottrup y cols. (1990), reportaron haber producido 1500mg/L de

1|82
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la proteinas superoxido dismutasa humana pro-insulina en Saccharomyces

cerevisiae. Esto representa que cada litro de cultivo, es mejor que la produccién
de insulina de 60 animales. Ademas el hecho de que la insulina recombinante
resulté funcional e inmunolégicamente idéntica a la insulina humana, garantizaba

un uso seguro en pacientes [6].

La produccion de PR’S de alto valor terapéutico e industrial es de gran
interés, porque su concentracion en tejidos u organismos es tan baja que la
purificacion de miligramos de proteina necesarios para la cristalizacion y posterior
caracterizacion, es una tarea formidable. Ademas, son de interés por ser blancos
de alto valor en el desarrollo de farmacos contra patégenos, como virus o
bacterias [7-11]. Desafortunadamente la expresion de estas proteinas
frecuentemente tienen bajo rendimiento y la escasa proteina que se logra
producir, es inestable y/o degradada por parte de la maquinaria proteolitica del
huésped [11, 12]. Especies de levaduras, particularmente, Pichia pastoris y S.
cerevisiae, ya han sido ampliamente descritas como vectores eficientes para la

produccién de proteinas recombinantes.

1.1.1. Ventajas y desventajas de usar un sistema de expresion
eucariota
La eleccion del hospedador para la produccion de PR’s depende principalmente

de las propiedades y el uso final de la misma.

2|82
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E. coli aun encabeza la lista de sistemas de expresidn para proteinas
solubles y proteinas de membrana, tanto de origen procariota como eucariota.
[13, 14]. Sin embargo, las rutas de plegamientos procariéticas estan lejos de ser
las Optimas. Diferencias en la maquinaria de ensamblaje impiden su correcto
procesamiento, mientras que la translocacion de las proteinas para su
plegamiento en el reticulo endoplasmico es dirigida por una secuencia de
aminoacidos con carga, en los sistemas procariéticos nada de esto ocurre [15].
Ademas de éstas incompatibilidades, diferencias en la tasa de alargamiento y
plegamiento durante la traduccion, obstaculizan la expresion de proteinas
heter6logas eucaridticas de membrana en hospederos procarioticos [16]. Asi
pues, si la proteina consiste de multiples subunidades o requiere substanciales
modificaciones post-traduccionales, el hospedador comunmente es de origen

eucariota [17].

Las levaduras son organismos eucarioticos unicelulares usados para
producir PR’s que no pueden ser expresados en organismos mas sencillos como
E. coli, debido a problemas con el plegamiento y falta de glicosilacién adecuada
entre otras desventajas. Las levaduras ofrecen ventajas como cepas estables,
durabilidad, costo-efectividad, alta densidad de crecimiento, alta productividad,
adecuadas para la produccién de proteinas etiquetadas y rapido crecimiento en

medios quimicamente definidos (minerales). Ademas, presentan un

3|82
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procesamiento del producto similar a células de mamiferos. Al ser organismos

eucarioticos, el reticulo endoplasmico cumple un papel importante en el
procesamiento post-traduccional de las proteinas, aunque al mismo tiempo
resulta ser un paso limitante en la secrecion de éstas [18]. Algunas de las
modificaciones post-traduccionales son: formacion de puentes disulfuro,
acilacién, prenilacion, fosforilacién y ciertos tipos de O- y N-glicosilaciones. [19,

20]

Durante la traduccién, el plegamiento y su paso a través de la membrana
de la proteina recién sintetizada, requieren estar balanceados para permitir a la
proteina encontrar su conformacion nativa. La utilizacion de fuertes promotores
nativos del hospedador conduce a altas tasas de transcripcién y a potenciar la
traduccion de la proteina heterdloga, que pueden conducir a la exposiciéon de
segmentos hidrofobicos y asi promover su agregacién en cuerpos de inclusion
[10, 21-23]. Por otro lado, la formacién de cuerpos de inclusién reduce la toxicidad
al hospedero causada por la expresidn de una proteina heteréloga, ademas de
proteger a la proteina contra la degradacion por el proteosoma. Sin embargo, la
formacién de cuerpos de inclusion conlleva la renaturalizacidn de la proteina para
poder lograr su correcta conformacion tridimensional, un proceso que requiere

tiempo, dinero y esfuerzo.

4|82
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En P. pastoris es usado el promotor AOX1 de la enzima alcohol oxidasa,

cuyo promotor es uno muy fuerte que, activado en concentraciones entorno al
0.1% de metanol, eleva su produccién hasta el 60% de la proteina total; ademas

esta estrechamente regulado por la presencia de glucosa en el medio.

1.1.2. Diseno del sistema heterélogo
Los pladsmidos son moléculas de ADN de doble hebra que contienen la
informacion del origen de replicacion y para varias proteinas. En las bacterias,
estas proteinas a menudo estan asociadas con la resistencia a los antibioticos.
Los fragmentos de ADN de interés se manipulan en plasmidos o en virus. La
mayor parte de las manipulaciones del ADN requieren de la bacteria E. coli, para
la transferencia hacia otros organismos huésped después de la amplificacion y
analisis. En algunos casos, se han creado vectores especiales que pueden
funcionar en dos tipos de huésped. Un ejemplo se encuentra en P. pastoris, en
la cual una parte del plasmido pPIC9 contiene un gen de seleccion para E. coli,
que le confiere resistencia a un antibidtico y en otra parte se encuentra el gen
que codifica para la enzima histidonol deshidrogenasa, necesaria para las
levaduras recombinantes para sintetizar el aminoacido histidina. (Figura 1) [24,

25].
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Figura 1: Plasmido pPIC9. Contiene genes de seleccion que lo dotan de la

capacidad de transformar a bacterias y a levaduras.

Cuando se elige un hospedero con capacidad de secretar la PR, es
necesario guiarla por medio de la ruta secretora usando un péptidos sefnal N-
terminal, por ejemplo en S. cerevisiae, la sefial del factor de apareamiento a o la

senal de la proteina fosfatasa 4cida [10, 26].

Las proteinas recombinantes sintetizadas en huéspedes heterdlogos
pueden acumularse en uno de tres compartimientos: en el citoplasma, en el
sistema reticulo endoplasmico-golgi o en el medio extracelular. Posteriormente
deben de ser purificadas de dichos compartimientos. Mientras sea posible, la
secrecion es la estrategia preferida, ya que permite una purificacioén eficiente y

mas sencilla del medio extracelular. Los métodos mas comunes para la
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purificacion de proteinas recombinantes son la adicidén de residuos de histidina al

final de la secuencia aminoacidica o la fusiéon de la proteina con glutatién-s-
transferasa [27, 28], para posteriormente realizar una cromatografia de afinidad
en ambos casos. Sin embargo a la fecha, cada sistema de expresidn necesita
una construccion especifica para cumplir los rigurosos requerimientos de cada
proteina para asegurar su correcto plegamiento, actividad y rendimiento deseado

[29].

Se ha reportado que el mejoramiento de la secrecion de proteinas
recombinantes puede lograrse por la combinacion de tres factores: (i) modificar
la cepa hospedera, por ejemplo sobre expresando los genes de las chaperonas,
los genes de las proteinas de trafico y reduciendo la protedlisis intra y
extracelulares; (ii) modificando las secuencias de ADN vy los sistemas de
expresion, por ejemplo las secuencias codificantes de proteinas y las secuencias
sefal, optimizando los sistemas de expresion (incrementando el numero de
copias de plasmidos); (iii) optimizando las condiciones ambientales y de cultivo
[1, 30]. Por otro lado, la expresion de proteinas recombinantes es mejor, si la
proteina de interés tiene alguna proteina homodloga relacionada que sea

expresada naturalmente en el hospedero [31].

La pre-induccion celular de biomasa es util para mejorar la produccién de

proteinas solubles, sin embargo se ha demostrado que la acumulacion de
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biomasa no necesariamente conduce al incremento en la produccién de

proteinas de membrana, debido a que una gran densidad celular durante el
cultivo, puede generar estrés celular conduciendo a modificaciones en la

composicion de la membrana celular [8].

1.1.3. Aplicaciones industriales
Sea para fines terapéuticos o industriales, gran parte de la produccién de
proteinas recombinantes tiene como objeto el comercializarse, por lo que hacer
mas eficiente la produccion y tener un mayor rendimiento es primordial para
lograr esto. Batista y cols. (2013) demostraron que el medio enriquecido con
extracto de frijol es un sustituto perfecto para los medios ricos en peptona como
fuente de nitrégeno. Su estudio muestra un incremento del 43% en el crecimiento
de S. cerevisiae y un aumento del 85% en la expresién de una PR en P. pastoris

[32].

No sélo la biotecnologia ayuda a obtener un mayor rendimiento en la
produccién de algun producto, en ocasiones es importante para la prevencion de
agentes patoldgicos que afectan a animales de granja o de consumo humano.
Un ejemplo es el betanodavirus conocido como virus de necrosis nerviosa (NNV,
por sus siglas en inglés) y que infecta mas de 20 especies de peces a lo largo de
Asia, Europa y Australia, causando epidemias con altas tasas de mortalidad. Su

genoma a base de ARN, codifica para una replicasa viral y una proteina de la
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capside, que es de interés para el desarrollo de farmacos o vacunas. Sistemas

de expresion en células de insectos y células procariotas como E. coli, han sido
desarrollados para la produccion de particulas semejantes a virus (VLP’s, por sus
siglas en inglés), representando los candidatos idoneos para el desarrollo de
vacunas, debido a que en pequefas cantidades pueden conducir a una respuesta
inmune. Sin embargo, los métodos de purificacion de laboratorio desarrollados
junto con el sistema de expresion, ultracentrifugacion en sacarosa o cloruro de
cesio, no son adecuados para una produccién a escala industrial. Métodos
cromatograficos de purificacibn son necesarios, para hacer posible el

escalamiento de vacunas. [33]

1.2.Virus del Papiloma Humano
Existen cerca de 150 tipos diferentes del Papilomavirus, clasificados de acuerdo
a la similitud de sus secuencias nucleotidicas. [34] Los Virus del Papiloma
Humano (VPH) que infectan el epitelio genital pertenecen al subgrupo A
(alphapapillomaviruses) y se subclasifican en tipos de bajo y alto riesgo,
dependiendo a su potencial oncogénico. Los tipos de VPH mas estudiados son
el 16 y 18, los cuales se han asociado con cerca del 70% de canceres genitales

[35, 36].

El VPH es un virus pequefio, no envuelto, con un genoma a base de ADN

de doble cadena, que infecta a una variedad amplia de especies de vertebrados
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e induce lesiones proliferativas en sus huéspedes. El genoma del VPH es de

aproximadamente 8000 pares de bases. Contiene una regién de 600 a 900pb
llamada URR (upstream regulatory region) o LCR (long control region) debido a
que contiene sitios de unién a factores de transcripcion, potenciadores y el origen
de replicacién (Figura 2). También consta de una region que contiene los genes
tempranos (Early regién o E) y una regién con los genes tardios (Lately regién o
L). El genoma circular del VPH, contiene ocho marcos abiertos de lectura (Open
Reading Frames, ORFs) y un sitio de poli adenilacién que es encontrado rio

abajo de cada region codificantes, E y L. [37]
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Figura 2: Organizacion del genoma circular del VPH18. El complejo formado
por E1 y E1 reconoce el origen de replicacion, sitios de unién a factores de
transcripcion y enhancers, en su region URR, controlando asi la replicacion del

VPH.

La proteina E2 consta de 350 a 500 aminoacidos conformando dos
dominios moleculares conservados y uno no conservado. El dominio N-terminal
de aproximadamente 200 aminoacidos es referido como dominio TAD (Trans-
Activation Domain) y el dominio C-terminal de aproximadamente 100

aminoacidos es referido como dominio DBD (DNA Binding Domain). Ambos
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dominios se encuentran separados por una region “bisagra” no conservada y de

una longitud variable de acuerdo al tipo de VPH’s [35].

La transcripcion del VPH es compleja e involucra el uso de diferentes
promotores, perfiles de multiples splicing y produccion de distintas especies de
ARNm en diferentes células. Los virus de alto riesgo como el VPH 16 contienen
un solo promotor temprano que es activado tras la unién de factores de
transcripcion celulares. Ademas de sitios de unién a factores de transcripcién
celulares, la region URR/LCR contiene sitios de union a las proteinas virales E1
y E2 [38]. E2 en su sitio DBS reconoce secuencias de ADN palindromicas
(ACCGN4+CGGT), designadas como E2BS (E2 binding sites). Al menos cuatro
E2BS estan localizados dentro de la region URR/LCR de todos los VPH (Figura

3). [35]

ORIGEN DE PROMOTOR
POTENCIADOR REPLICACION E6

=
T o— TR g 5338 3

g

Figura 3: LCR (Long Control Region) del VPH. En la region LCR se encuentran

sitios de reconocimiento para factores de transcripcion (évalos) y sitios de

reconocimiento para el complejo dimérico E2 (cajas).
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El VPH completa su ciclo de replicacion en los queratinocitos epiteliales.

Los viriones entran al tejido epitelial a través de microlesiones e infectan las
células basales, probablemente células madre, en un nimero bajo de copias.
Posteriormente, los viriones del VPH migran a los nucleos celulares y establecen
sus genomas como episomas. El promotor temprano es activado y las proteinas
tempranas E1 y E2 son traducidas, iniciando asi la sintesis de ADN viral e
incrementar el numero de copias de episomas virales 100 genomas por célula.
La expresion de genes tardios inicia la traduccion de proteinas de la capside y el
ensamblaje es estrechamente acoplado al proceso de diferenciacién del tejido
epitelial. [39] Al entrar los queratinocitos a diferenciacion, la amplificacion del
genoma viral es iniciada, alcanzando al menos 1000 copias por célula, a la par
de la expresion de los genes tardios que codifican las proteinas de la capside
viral. EI ADN viral es ensamblado dentro de los viriones, los cuales son liberados
al medio extracelular con la muerte de las células infectadas después de haber

alcanzado la superficie del epitelio (Figura 4) [40].
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Figura 4: Ciclo viral del VPH en modelos celulares. Representacion
esquematica del proceso de replicacion del VPH en modelos celulares a través

de las estructuras del epitelio.

1.3. Antecedentes
El cancer de cérvix ocurre en dos formas predominantes: carcinoma escamoso y
adenocarcinoma. El tipo histolégico mas comiunmente encontrado en las mujeres
es el carcinoma escamoso (80% de los casos) y estd mas frecuentemente
asociado al VPH 16. El adenocarcinoma es el segundo tipo histolégico mas
comun y aunque el VPH 16 también es el mas frecuente, la proporcién de los
genotipos 18 y 45 aumenta significativamente en este tipo de tumores. [41] El
adenocarcinoma es mas dificil de detectar por Papanicolau que el carcinoma

escamoso. [42]

Muchos tipos de VPH inducen solamente lesiones benignas y no se

asocian a cancer humano. En dichas lesiones, la expresién de los productos de
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los genes virales se encuentra cuidadosamente regulada, de modo que las

proteinas virales se expresan en momentos definidos y en cantidades
controladas a medida que la célula infectada migra hacia la superficie epitelial.
Los eventos que dan lugar a la produccién de particulas virales en las capas
superiores del epitelio, parecen ser comunes tanto en virus de alto como de bajo
riesgo oncogénico. De esta manera, el cancer es una consecuencia poco
frecuente de la infeccion por VPH y los eventos iniciales que conducen a la
transformacion maligna por virus oncogénicos no estan del todo esclarecidos.
Una posibilidad es que la zona de transformacion del cérvix es un sitio del epitelio
donde los VPH de alto riesgo no logran regular apropiadamente su ciclo
productivo; por lo tanto, la variacion tanto en el nivel de expresion de las proteinas
virales, como del momento en que esta expresion ocurre, puede repercutir en el
desarrollo de canceres en estos sitios. El cancer cervical es comunmente la
culminacién de un proceso de décadas que comienza con la infeccion por un

VPH carcinogénico (Figura 5). [43, 44]
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Figura 5: Riesgo de la persistencia y progresion del VPH. Grafico Izquierdo:
Proporcién de infecciones por VPH que son aclaradas o que persisten en los
primero afos inmediatos a la infeccion por un VPH carcinogénico. Grafico
derecho: Proporcion de lesiones persistentes que desarrollan metastasis

aproximadamente 10 afos después de la infeccién por un VPH carcinogénico.

Los estudios de citologia, que incluyen a la prueba Papanicolau
convencional, se utilizan para detectar lesiones precancerosas. Estas pruebas
han conducido a una reduccion considerable de la mortalidad de cancer cervical.
Sin embargo, debido al criterio subjetivo de las pruebas, a la alta tasa de falsos
negativos (hasta 50%) y falsos positivos, existe la incapacidad de identificar el

100% de personas infectadas con VPH.
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Métodos basados en acidos nucleicos, como la reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) o la captura de ADN hibrido, han sido
desarrollados, pero no son primordialmente ideales debido a su alto costo,
procedimientos de operacion y requerimientos de equipo y material, asi como de
personal capacitado; ademas de que la presencia de material genético de los
virus no es concluyente para el diagnéstico de lesiones neoplasicas. [43] Por ello
se siguen desarrollando métodos que sean sencillos, sensibles, especificos, de
bajo costo y que puedan realizarse por el propio médico especialista durante una

consulta médica.
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CAPITULO II: JUSTIFICACION

La proteina E2, expresada en fases tempranas de la infeccién por VPH16,
ademas de su papel en el control de la expresidn del genoma viral, supone un
punto de potencial diagndstico oportuno o intervencién de la infeccién. Por lo
cual es deseable la produccion biotecnoldgica de la proteina E2 para el desarrollo

de posibles nuevas terapias, métodos de diagndstico o de prevencion.
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CAPITULO lll: OBJETIVOS Y ESTRATEGIA GENERAL

3.1. Objetivo general
Producir la proteina E2 recombinante del Virus del Papiloma Humano tipo 16 en

Pichia pastoris

3.2. Objetivos especificos
3.2.1. Disenar y construir el plasmido pPIC9-E2.
3.2.2. Generar clonas productoras de la proteina E2 en Pichia pastoris a
pequena escala.
3.2.3. Escalar de la produccion la mejores clonas de E2 recombinante en
biorreactor.
3.2.4. Desarrollar el protocolo de purificacion de E2 por cromatografia de

afinidad.
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e Inclusion de sitios de
restriccion,
optimizacion de
secuencia con codones
preferenciales y adicion
de etiqueta de 6-
histidinas para su
identificaciony
purificacion.

Diseno del casete de
expresion

e Ligacion del casete de
expresion al pldsmido
para su clonacion.

Construccion del
plasmido

¢ Clonacion de plasmido
en un vector
procaridtico y
extraccion plasmidica
por lisis alcalina.

Clonacion del
plasmido y
extraccion plasmidica

* Trnasferencia del vector
de expresion al genoma
de la levadura tras su
electroporacion.

Transformacion de
levadura
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3.4.Estrategia General Parte Il

e Induccién del casete de
expresion. Deteccién de
E2 recombinante por
analisis de proteinas
del medio mediante
electroforesis en geles
de poliacrilamida en
condiciones
desnaturalizantes (SDS-
PAGE).

Ensayos de expresion

¢ |dentificacion por
medio de anticuerpo
anti-his y anticuerpo
anti-1gG.

Deteccion de E2
recombinante por
Western-blot

¢ Transferencia del
bioproceso a
biorreactor de 1 litro e
identificacion por SDS-
PAGE.

Escalamiento en
biorreactor

e Purificacion de E2
recombinante por
cromatografia de
afinidad de metales
inmovilizados (IMAC).
Identificacion por SDS-
PAGE

Ensayos de
purificacion:
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Vi.

Vii.

viii.

CAPITULO IV: METODOLOGIA

4.1.Objetivo |

4.1.1. Extraccion plasmidica por el método de lisis alcalina
(Miniprep’s)

Inocular colonias de bacterias transformadas en 4 mL medio LB con

antibiético. 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.

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 inversién e incubar por 5 minutos en hielo.

Agregar 150uL de solucién 1l (Acetato de sodio 3M) y mezclar por

inversion; incubar 10 minutos en hielo.

Centrifugar por 6 minutos a 13,000 rpm y transferir el sobrenadante a tubos

de 2mL.

Anadir 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.
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iX.

Xi.

Xii.

Anadir 0.6 volumenes de isopropanol (100%) frio, mezclar por inversion 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%. Secar la pastilla a 50°C
o en evaporador centrifugo durante 10min.

Resuspender en 50-100uL de agua libre de nucleasas con RNAsa

(50ug/mL)

4.1.2. Preparacion de bacterias calcio competentes

Inocular una colonia de bacteria en 4mL de medio LB. Crecer durante toda
la noche a 37°C. Tomar un inéculo de una proporcion de 1:100 de la
cantidad de medio a crecer e inocular matraz con medio. Incubar a 37°C
con agitacién hasta DO=0.4-0.6.

Enfriar células en un bafio de hielo por 10min. Transferir células a tubos
falcon de 50mL estériles pre-enfriados.

Centrifugar por 5min a 5,000rpm a 4°C. Decantar sobrenadante y agregar
20mL de CaClz 0.1M frio e incubar en hielo por 40min.

Centrifugar por 5min a 5,000rpm a 4°C. Decantar sobrenadante vy
resuspender en 2mL de CaClz2 0.1M con 15% de glicerol.

Alicuotar 100puL de bacterias en microtubos de 1.5mL. Almacenar a -80°C.
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Vi.

4.1.3. Transformacioén de bacterias calciocompetentes

Tomar una alicuota de células calciocompetentes (100uL) y agregar de 5
a 20ng de ADN plasmidico.

Mezclar e incubar en hielo por 40 minutes, mezclando cada 10 minutos.
Dar un choque térmico a 42°C por 2 minutos. Después agregar 400uL de
medio LB e incubar a 37°C por 30 minutos con agitacién moderada
(250rpm).

Tomar 250uL y sembrar por extension en placas de LB con antibi6tico.
Incubar a 37°C por 24 horas.

Revisar crecimiento de colonias y analizar por PCR y miniprep’s.

4.2. Objetivo Il

4.2.1. Preparacion de levaduras electrocompetentes

Inocular una colonia de levaduras en 4mL de medio YPD. Crecer durante
toda la noche a 30°C. Tomar un in6culo de una proporciéon de 1:100 de la
cantidad de medio a crecer e inocular matraz con medio YPD. Incubar a
30°C con agitacién hasta DO=0.7-1.0.

Enfriar las levaduras en un bafo de hielo por 10min. Transferir las
levaduras a tubos falcon de 50mL estériles pre-enfriados.

Centrifugar por 10min a 5,000rpm a 4°C. Decantar sobrenadante y

resuspender pellet al vortex en 10mL de agua destilada estéril fria.
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iv.

Vi.

Centrifugar por 10min a 5,000 rpm a 4°C. Decantar y repetir lavado
anterior.

Después de dos lavados con agua estéril fria, lavar dos veces con 10mL
de sorbitol 1M frio estéril.

Centrifugar por 10min a 5,000 rpm a 4°C y resuspender pellet al vortex en
2mL de sorbitol 1M frio estéril. Alicuotar en tubos de 0.6mL 100uL de

células. Congelar a -80°C.

4.2.2. Transformacidn de levaduras electrocompetentes

Ajustar electroporador a 2.5kV, 25uF y 200Q

Afnadir 1 a 10pug de ADN plasmidico linearizado a una alicuota de
levaduras electrocompetentes. Mezclar con pipeta para homogenizar.
Colocar cubeta de electroporacion (pre-enfriada durante 10min) en la
camara del electroporador. Aplicar pulso y anotar la deriva del pulso.
Inmediatamente agregar 400uL de medio sorbitol 1M, homogenizar con la
pipeta y transferir a un microtubo de 1.5mL estéril.

Plaguear 250uL de células transformadas en una laca de MD. Incubar la
placa a 30°C durante 3 a 4 dias.

Observar crecimiento de colonias y revisar integracion por PCR.
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Vi.

Vii.

viii.

Xi.

Xii.

4.2.3. Induccion de proteinas

Inocular una asada en tubos falcon de 50mL con 10mL de medio YPD, las
colonias elegidas para inducir.

Dejar creciendo a 30°C hasta alcanzar una DO entre 5 unidades.
Centrifugar por 10min a 5,000 rpm. Decantar sobrenadante y resuspender
pellet al vortex en 10mL de agua destilada estéril fria.

Centrifugar por 10min a 5,000 rpm. Decantar y repetir lavado anterior dos
veces mas.

Agregar 10mL de medio inductor BMMY y resuspender pellet.

Incubar con agitacion vigorosa a 30°C durante 3 o 4 dias.

Agregar 1% de metanol cada 24 horas + 1 hora durante el tiempo de
induccién.

Terminado el tiempo de induccién, centrifugar por 10min a 5,000 rpm a
4°C. Pasar sobrenadante a membranas de dialisis.

Sellar membranas con pinzas en cada extremo, teniendo cuidado de dejar
libre al menos 1cm de membrana, ya que durante la didlisis, la muestra
incrementara su volumen. Colocarlas en un vaso de precipitado de 5L.
Agregar agua destilada fria y colocar en plancha de agitacion con un
magneto a velocidad moderada.

Realizar cambios de agua a las 2, 4 y 12 horas.

Transferir el dializado a un tubo falcon de 15mL. Tomar 500uL de muestra,

precipitar proteinas por metanol-cloroformo y analizar por SDS-PAGE.
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4.2.4. Precipitacion de proteinas

Agregar 500uL de muestra (medio de cultivo sin células), a un microtubo
de 2mL. Adicionar 600uL de metanol y 450uL de cloroformo.

Mezclar por inversion durante 1 minuto. Centrifugar a 12,000 rpm por 2
minutos.

Retirar la fase superior teniendo cuidado de no tocar la fase intermedia
(fase turbia entre la inferior y superior, pero verla depende la concentracion
de proteina). Conservar fase inferior e intermedia.

Agregar 600pL de metanol y mezclar por inversion durante 1 minuto.
Centrifugar a 12,000 rpm por 7 minutos. Retirar sobrenadante y dejar
secar la pastilla a 50 grados o en un evaporador centrifugo durante 10
minutos. Se pueden volver a agregar 500uL de muestra y comenzar el
protocolo para precipitar mayor cantidad de proteina.

Nota: Usar reactivos frios aumenta la eficiencia de precipitacion.

4.2.5. Geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Lavar vidrios con alcohol al 70% y secar sin dejar ninguna fibra. Ensamblar
el sandwich con los vidrios en las pinzas y montarlo sobre las gomas en el
contenedor portavidrios. Asegurarse de que este bien sellado. Puede
usarse etanol al 100% para verificar si hay fuga.

En dos tubos falcon de 15mL limpios, preparar las soluciones del gel

separador y concentrador como se indica en las Tabla 1 y 2. No agregar
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el persulfato de amonio (PSA) ni el TEMED hasta que se vaya a vaciar la

solucion dentro de los cristales.

Tabla 1: Gel de poliacrilamida separador al 12%

Reactivo Cantidad

Agua destilada 1.7 mL
Tris-HCI1.5M pH 8.8 1.25 mL
SDS 10% 0.025 mL
Acrilamida-bisacrilamida (30%:0-8%) 2mL
Persulfato de amonio 10% 0.1mL
TEMED 0.007 mL

Tabla 2: Gel de poliacrilamida concentrador al 4%

Reactivo Cantidad

Agua destilada 1.845 mL
Tris-HCI1.5M pH 8.8 0.75 mL
SDS 10% 0.015 mL
Acrilamida-bisacrilamida (30%:0-8%) | 0.402 mL
Persulfato de amonio 10% 0.05 mL
TEMED 0.005 mL
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<

Vi.

Vii.

viii.

Agregar el PSA al 10% y el TEMED a la solucién del gel separador y
homogenizar con la micropipeta. Vaciar solucién con la micropipeta en el
espacio entre los dos vidrios, por una esquina y llenar hasta dejar entre 1
y 1.5cm. Agregar isoporpanol o etanol al 100% hasta llenar para eliminar
burbujas y aplanar la frontera del gel.

Dejar polimerizar de 10 a 15 minutos. Retirar el isopropanol invirtiendo el
contenedor portavidrios.

Agregar el PSA al 10% y el TEMED a la solucién del gel concentrador y
homogenizar con la micropipeta. Vaciar la solucion con la micropipeta en
encima del gel separador hasta el borde de los cristales. Colocar el peine
cuidando de no dejar burbujas. Rellenar con mas solucion si es necesario.
Dejar polimerizar de 15 a 30mins.

Una vez polimerizado el gel, remover cuidadosamente los peines y retirar
los cristales del portavidrios y de las pinzas teniendo cuidado de no
despegar los vidrios. Montarlos en la base para la camara de electroforesis
y llenar tanto el espacio interno entre los geles, como el resto de la cdmara
con buffer de corrida.

Preparar las muestras biolégicas agregando buffer de carga 1x en
muestras solidas y 2x en muestras liquidas en una relacién 1:1. La
cantidad varia dependiendo la concentracidn de proteinas. Para muestras

de expresidbn de proteinas recombinantes, previamente dializadas vy
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Xi.

Xii.

Xiii.

precipitadas, se adicionan aproximadamente 20uL y se resuspenden las
muestras al vortex.

Calentar hasta 95°C durante 10 minutos. Centrifugar 13,000 rpm por 4
minutos y cargar el sobrenadante a los carriles del gel.

Conectar los electrodos de la camara de electroforesis a una fuente de
poder y correr a 80V durante hasta que las muestras se apilen en la
frontera entre el gel concentrador y el gel separador. Aumentar a 100 o
120V hasta que se consiga la separacion deseada de las proteinas.

Una vez terminada la corrida, desensamblar la camara y recuperar los
geles. Situarlos en contenedores que permiten la oscilacion de la solucion
azul de Coomassie durante 4 horas o durante toda la noche.

Retirar la solucion de azul de Coomassie y agregar solucién de
destefnimiento. Si se cambia la solucion de desteiidora varias ocasiones,
el tiempo de destincién de disminuye rapidamente.

Tomar foto en fotodocumentador.

4.2.6. Western-blot

Realizar un SDS-AGE por duplicado, cargando muestras en mismo orden.
Terminado el SDS-PAGE, tedir uno de los geles con azul de Coomassie.
El otro gel sera transferido a la membrana de nitrocelulosa.

Cortar 4 papeles filtro Whatman y la membrana de nitrocelulosa al tamario

del gel. Ensamblar el sandwich como se indica en la figura 6:
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+ve I +

Esponja

] Papel filtro

. Membrana

|
~ Gel

] Papel filtro

Figura 6: Esquema Western-blot. Ensamblaje del sandwich para la

transferencia de proteinas a la membrana de nitrocelulosa. Nota: Todo el

ensamblaje debe hacerse en humedo con buffer de transferencia.

Vi.

Vii.

viii.

Montar camara de transferencia con buffer de transferencia frio. Realizar
la transferencia a 100V durante 2 horas a 4°C

Una vez terminada la transferencia, desensamblar el sandwich y tefiir con
azul de Coomassie el gel transferido.

Lavar la membrana de nitrocelulosa dos veces con PBS por 5 minutos.
Incubar la membrana con solucién de bloqueo por 3 horas o por toda la
noche a 4°C.

Lavar la membrana dos veces con TPBS durante 5 a 10 minutos.

Incubar la membrana por 2 horas con la solucion del anticuerpo primario

a una dilucion 1:1000 a 4°C.
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X.  Lavar la membrana dos veces con TPBS durante 5 a 10 minutos.
xi.  Incubar la membrana por 2 horas con la soluciébn del anticuerpo
secundario a una dilucién 1:3000 a 4°C.

xii.  Lavar la membrana dos veces con TPBS durante 5 a 10 minutos.

xiii. ~ Hacer un ultimo lavado con PBS para remover el tween 20.

xiv. Retirar el PBS y bafar la membrana con la soluciébn de
quimioluminiscencia (750uL Per6xido de Hidrogeno y 750uL de Luminol)
durante 1 minuto.

xv.  Colocar la membrana entre dos acetatos tratando de no dejar burbujas.

xvi.  En un cuarto oscuro, poner sobre los acetatos una placa de radiografia
(Kodak Biomax) y dejar pasar 10 minutos.

xvii.  Sumergir placa en solucion fijadora y revelante (Soluciones Kodak GBX)
durante 15 segundos sucesivamente.

xviii. ~ Tomar fotografia en el fotodocumentador.

4.3. Objetivo lll

4.3.1. Escalamiento a biorreactor
Prepara el biorreactor con 250mL de medio inductor base-BMMY y
esterilizarlo. Agregar la cantidad necesaria de biotina, metanol y buffer de

fosfatos por uno de los puertos de alimentacién en condiciones estériles.
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Vi.

Vii.

viii.

Inocular en 40mL de medio YPD, una asada de la colonia de interés. Dejar
creciendo por toda la noche para que genere una biomasa de
aproximadamente 5 unidades.

Centrifugar por 10min a 5,000 rpm a 4°C. Decantar sobrenadante y
resuspender pellet al vortex en 10mL de agua destilada estéril fria.
Centrifugar por 10min a 5,000 rpm a 4°C. Decantar y repetir lavado anterior
dos veces mas.

Resuspender en 10mL de agua (o el menor volumen posible) el pellet de
levaduras y agregarlo al biorreactor por uno de los puertos de alimentacion
en condiciones estériles.

Conectar el biorreactor a la consola y comenzar la fermentacién a una
agitacion de 200rpm. Monitorear la temperatura, pH y oxigeno disuelto. Si
hay presencia de espuma, agregar una a dos gotas de antiespumante.
Tomar 4mL de muestra por el puerto de cosecha y depositarlo en un
microtubo de 2mL. Centrifugar por 3 minutos a 13,000rpm y transferir el
medio de cultivo a un nuevo microtubo. Congelar para analizar
posteriormente. Repetir toma de muestra cada 24 horas durante el tiempo
de induccién.

Ajustar la agitacion a 300rpm a las 24 horas y a 400rpm a las 48 horas,
para compensar la oxigenacién con el aumento de biomasa y evitar

sedimentacion.
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iX.

Vi.

Dializar muestras recolectadas, precipitar proteinas y analizar por SDS-

PAGE.

4.4. Objetivo IV

4.4.1. Purificacion de proteinas

Realizar una triple precipitacion del dializado de la muestra a purificar y
resuspender en 400 pL buffer de pH8.

Tomar 200 pL e incubar durante 30 minutos con 50 pL de resina
homogenizada. Los 200 pL restantes seran el control antes de purificar.
Pasados los 30 minutos, centrifugar durante 10 segundos a 13,000 rpm,
retirar sobrenadante y poner en un tubo de 2 mL. Esta fraccion es llamada
SN (sobrenadante).

Realizar dos lavados agregando buffer pH 6.3 e invirtiendo durante 10
minutos. Retirar sobrenadantes y transferirlos tubos nuevos de 2 mL.
Fracciones L1y L2.

Realizar 3 eluciones agregando buffer pH 4 y vortexeando durante 30
segundos. Retirar sobrenadantes y transferirlos a tubos nuevos de 2 mL.
Fracciones E1, E2 y E3.

Realizar precipitacion de todas las fracciones y analizar por SDS-PAGE.
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CAPITULO V: RESULTADOS

5.1. Objetivo |
5.1.1. Diseno del casete de expresion del gen E2-VPH16 wild type
El gen E2-VPH16 silvestre o wild type (en adelante como E2WT) se encontraba
disponible en el laboratorio de biotecnologia en un plasmido de propagacion
PUC. Sin embargo, éste carecia de los sitios de restriccion Xholy Avrll que serian
utilizados para la clonacion de la secuencia en el plasmido de expresiéon pPIC9.
Por lo cual, fueron disenados primers que amplificaran el marco de lectura
abierta de E2WT y que contuvieran los elementos que son requeridos para su
clonacion y expresion en el sistema de recombinante. A continuacién se muestra
la secuencia de E2WT de referencia descargada del NCBI (National Center for
Biotechnology Information, por sus siglas en inglés) con el niumero de acceso

AF534061:

GAGACTCTTTGCCAACGTTTAAATGTGTGTCAGGACAAAATACTAACACATTATGAAAATGATAGTAC
AAACCTACGTGACCATATAGACTATTGGAAACACATGCGCCTAGAATGTGCTATTTATTACAAGGCCAGAG
AAATGGGATTTAAACATATTAACCACCAGGTGGTGCCAACACTGGCTGTATCAAAGAATAAAGCATTACAA
GCAATTGAACTGCAACTAACGTTAGAAACAATATATAACCCACAATATAGTAATGAAAAGTGGACATTACA
AGACGTTAGCCTTGAAGTGTATTTAACTGCACCAACAGGATGTATAAAAAAACATGGATATACAGTGGAAG
TGCAGTTTGATGGAGACATATGCAATACAATGCATTATACAAACTGGAAACATATATATATTTGTGAAGAA
GCATCAGTAACTGTGGTAGAGGGTCAAGTTGACTATTATGGTTTATATTATGTTCATGAAGGAATACAAAC
ATATTTTGTGCAGTTTAAAGATGATGCAGAAAAATATAGTAAAAATAAAGTATGGGAAGTTCATGCGGGTG
GTCAGGTAATATTATGTCCTACATCTGTGTTTAGCAGCAACGAAGTATCCTCTCCTGAAACTATTAGGCAG
CACTTGGCCAACCACTCCGCCGCGACCCATACCAAAGCCGTCGCCTTGGGCACCAAAGAAACACAGACGAC
TATCCAGCGACCAAGATCAGAGCCAGACACCGGAGACCCCTGCCACACCACTAAGTTGCTGCACAGAGACT
CAGTGGACAGTACTCCAATCCTCACTGCATTTAACAGCTCACACAAAGGACGGATTAACTGTAATAGTAAC
ACTACACCCATAGTACATTTAAAAGGTGATGCTAATACTTTAAAATGTTTAAGATATAGATTTAAAAAGCA
TTGTAAATTGTATACTGCAGTGTCGTCTACATGGCATTGGACAGGACATAATGTAAAACATAAAAGTGCAA
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TTGTTACACTTACATATGATAGTGAATGGCAACGTGAACAATTTTTGTCTCAAGTTAAAATACCAAAAACT

ATTACAGTGTCTACTGGATTTATGTCTATANEGS

En base a esta secuencia se disefiaron primers que hibridan 15 pares en
los extremos 5’ y 3’ y que ademas contienen las secuencias de clonacion y

expresion siguientes:

Sitio de restriccion Xhol (extremo 5)': CTCGAG

Secuencia para escision de secuencia sefial: AAAAGA

Etiqueta de histidinas: CATCATCATCATCATCAT

Sitio de restriccion Avrll (extremo 3’): CCTAGG

Adicionando estas secuencias a las 15 pares de bases propias del marco
de lectura (ATGGAGACTCTTTGC) y agregando 3 pares de bases mas a los
extremos, para que la DNA polimerasa pueda situarse correctamente en la
cadena de ADN durante la amplificacién por PCR, se consiguié disefar los

siguientes primers:

Primer forward 52> 3’:
AGACTCGAGAAAAGACATCATCATCATCATCATATGGAGACTCTTTGC

Primer reverse 52>3’: AGACCTAGGTCATATAGACATAAA

Mediante el software Oligo7 se analizaron las estructuras secundarias de
los primers disefiados
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e Primer forward

The mozt stable 3'-dimer; # of hydrogen bonds = 2, AG = -2.2 kealimal

o AGACTEGAGMAAGACATEATEATEATEATCATATGGAGACTETITlG? ais

3! COTTTCTCAGAGGTATACTACTACTACTACTACAGARAMGAGCTCAGL 5'

The mast stable dimer overall: # of hydrogen bonds =10, AG = -7.0 kealimal

& AGACTEGAGMﬁIfleCATEATEATEATEATCATATGGAGACTI%WGC 3
3! COTTTCTCAGAGGTATACTACTACTACTACTACAGARARGAGCTCAGL 5'

Figura 7: Interaccion inter primers

1. % of paired bazes = 5; loop = 3 nt; AG = 0.1 kealimol, T, = 23.7 °C

24 "{Ellja.TCAT 30 5 'M}M:TEC—AGAAAAGAEATCATCATCATCATE}

40 AGAGFTA 34 3'CGTTTCTCAGAGGTAT-
2. % of paired bazes = 5; loop = 6 nt; AG = 0.5 kealinol, T, =144 °C

21 TIIZATlljﬂ' 27 5 'AGACTCGAGEAMGEEATEAT%ATEIZJH'EET:I

40 AGAGGTA 34 3'CGTTTCTCAGAGGTATAC

3. % of paired bages = 5; loop = 8 nt; AG =1.3 kealinal, T, =0.0°C

13 TlillﬂTlllﬂ' 24 5'AGACTCGAGAMGACAT?ATCATCATC1
A0 AGAGGTL 34 3'CGTTTCTCAGAGGTATACT

4% of paired bazes = 7, loop = 14 nt; AG =1.5 kealimal, T, =52°C

1 AGAETL]ZGAGAMALHL 15 5 'Ilktlhilkl:"{'ll: GAGMMEl}jl&CATEI&TE:I
44 TCTCAGAGGTATACT 30 3'CGTTICTCAGAGGTATACTACTACTA

Figura 8: Interaccion intra primers
e Primer reverse

Free 3'-end

The mast stable dimer averall: # of hydrogen bonds = 10; &G = -12.8 kealimal, Ty, = 26.9°C
5! AI?A?ET%I?I?T?ATATAGACATM 3!
3" AAATACAGATATACTGGATCCAGA 5!

Figura 9: Interaccion inter primers

No se encontraron interacciones intra primers
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El producto resultante de la amplificacién con los primers disenados se

predice de una longitud de 1,134 pares de bases, con una estructura como se

muestra en la Figura 10.

-.- 5'ATG E2 TGA3' lr

Figura 10: Estructura del casete de expresion del gen E2WT con la

amplificacion de los primers disenados. X: Sitio de restriccion Xhol. S:
Secuencia de escision de la secuencia de secrecion. H6: Etiqueta de 6 histidinas.

A: Sitio de restriccion Avrll

5.1.2. Optimizaciéon del marco de lectura de lectura del gen E2-VPH16
La secuencia del gen E2WT descargada del NCBI fue optimizada por la
compania GenScript®, con codones sindbnimos preferenciales hacia P. pastoris
que permitieran una mayor tasa de produccion de la proteina recombinante. La

secuencia resultante es la siguiente:

GAAACTTTGTGCCAACGCCTGAACGTGTGCCAAGATAAGATTCTGACTCATTACGAAAACGATTCTAC
TAACTTGCGCGACCACATTGATTATTGGAAACACATGAGATTGGAATGTGCCATCTATTACAAAGCGCGCG
AAATGGGTTTTAAGCATATTAACCACCAAGTTGTGCCTACCCTGGCTGTTAGTAAAAATAAGGCTTTGCAA
GCAATCGAATTGCAGCTGACATTAGAAACGATCTATAACCCACAATACTCTAACGAAAAGTGGACTCTGCA
GGATGTTTCATTAGAAGTGTATTTGACCGCCCCGACTGGTTGCATCAAAAAGCATGGCTACACAGTTGAAG
TGCAATTCGATGGTGACATTTGTAACACCATGCACTACACTAACTGGAAGCATATCTATATCTGCGAAGAA
GCGTCTGTTACAGTCGTAGAGGGTCAGGTGGATTATTACGGCCTGTATTACGTTCACGAAGGCATTCAAAC
GTATTTTGTGCAGTTCAAAGATGACGCTGAAAAGTACAGCAAAAACAAGGTCTGGGAAGTACATGCAGGTG
GCCAAGTTATCTTATGTCCTACAAGTGTCTTTTCTTCAAACGAAGTAAGCAGTCCAGAAACGATTCGCCAG
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CATTTGGCCAATCACTCCGCTGCAACACATACGAAAGCCGTTGCGCTGGGTACAAAGGAAACGCAAACCAC

TATCCAGCGTCCAAGATCGGAACCGGATACTGGCGACCCGTGTCACACAACGAAACTGTTACATCGTGATA
GCGTGGACAGTACACCTATTTTAACGGCTTTTAACTCCTCGCACAAGGGTAGAATTAATTGCAACTCTAAC
ACCACTCCGATCGTCCATCTGAAAGGCGATGCAAATACCTTGAAGTGTCTGCGCTATCGTTTCAAAAAGCA
TTGCAAATTGTACACTGCCGTGTCTTCAACCTGGCATTGGACTGGTCACAATGTCAAACATAAGTCCGCGA
TTGTAACCCTGACTTATGACTCGGAATGGCAACGTGAACAGTTCTTGTCCCAGGTCAAAATCCCAAAAACC
ATCACAGTCTCAACGGGCTTTATGTCCATClKeR

Después de la optimizacion, se realizd un alineamiento entre la secuencia
de E2WT y la secuencia E2 optimizada (en adelante como E20PT), el cual dio

como resultado una similitud del 76.59% (Figura 11).

E2WT ATGGAGACTCTTTGCCAACGTTTAAATGTGTGTCAGGACAAAATACTAACACATTATGAA 60
E20PT ATGGAAACTTTGTGCCAACGCCTGAACGTGTGCCAAGATAAGATTCTGACTCATTACGAA 60

*khkkkkk khkk kA KAk hkAkh Kk * Ak kkhkkkk kk kk kk kAkekk Kkkeoekkhkhkkk Kk Kk

E2WT AATGATAGTACAAACCTACGTGACCATATAGACTATTGGAAACACATGCGCCTAGAATGT 120
E20PT AACGATTCTACTAACTTGCGCGACCACATTGATTATTGGAAACACATGAGATTGGAATGT 120

Kk khkke Kkhkkeoekkhkk kA kkhk Khkkhkhkk kkeoekk AAkIAAAk A A Ak A A A AA AKX K * kk Ak Kk Kk Kk

E2WT GCTATTTATTACAAGGCCAGAGAAATGGGATTTAAACATATTAACCACCAGGTGGTGCCA 180
E20PT GCCATCTATTACAAAGCGCGCGAAATGGGTTTTAAGCATATTAACCACCAAGTTGTGCCT 180

*k kk khkkkAkkhkk KKk Kk kkkkhkhkkhkkoekhkkhkkhkhk hhkkhkhkhkkhkhkhkkhAkhk Ak kh kA *k khkkkko.

E2WT ACACTGGCTGTATCAAAGAATAAAGCATTACAAGCAATTGAACTGCAACTAACGTTAGAA 240
E20PT ACCCTGGCTGTTAGTAAAAATAAGGCTTTGCAAGCAATCGAATTGCAGCTGACATTAGAA 240

Kk kkkkkkhkkk oo ekk kAhkkkkhk kkhkekk kkhkhkkhkkhkhkkhkk kkhkk khkkhkk kk Ak kkkkhkkk

E2WT ACAATATATAACCCACAATATAGTAATGAAAAGTGGACATTACAAGACGTTAGCCTTGAA 300
E20PT ACGATCTATAACCCACAATACTCTAACGAAAAGTGGACTCTGCAGGATGTTTCATTAGAA 300

*hk kk khkkkhkhkkkhkhkhkhkkhkhkhkkhk o hkhkk khkkkhkhkkkhkkhkikkkhko k kk kk kkko. * o Kk k Kk

E2WT GTGTATTTAACTGCACCAACAGGATGTATAAAAAAACATGGATATACAGTGGAAGTGCAG 360
E20PT GTGTATTTGACCGCCCCGACTGGTTGCATCAAAAAGCATGGCTACACAGTTGAAGTGCAA 360

khkkhkhkkhkkhkhkk kk kkhk kk kkhkekkekk kk Akhkhkkhkk KAhkhkkhkk Kk KAhkhkkikk KAk hkkhkhkkkhk
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E2WT TTTGATGGAGACATATGCAATACAATGCATTATACAAACTGGAAACATATATATATTTGT 420
E20PT TTCGATGGTGACATTTGTAACACCATGCACTACACTAACTGGAAGCATATCTATATCTGC 420

Ak kkkhkkkekkhkkhkhkkhkoekk kkhk Kk Kkkhkhkkk kk kAkhkoekkhkhkkhkkhkhkkhk KAhkkkhkk KAhkkkikk kK

E2WT GAAGAAGCATCAGTAACTGTGGTAGAGGGTCAAGTTGACTATTATGGTTTATATTATGTT 480
E20PT GAAGAAGCGTCTGTTACAGTCGTAGAGGGTCAGGTGGATTATTACGGCCTGTATTACGTT 480

khkkhkhkhkkhkhhk hkhkeoekhkkhkeoehkhkehkkh Khkhkhkkhkhkhkkhkhhkkh Kk Kk KAkhkhhkk K% *  kkkkKk khkk

E2WT CATGAAGGAATACAAACATATTTTGTGCAGTTTAAAGATGATGCAGAAAAATATAGTAAA 540
E20PT CACGAAGGCATTCAAACGTATTTTGTGCAGTTCAAAGATGACGCTGAAAAGTACAGCAAA 540

Kk hkhkkhkk hkkekkhkhkhkkh KAhkhhkkhkhhAkhkhkhAkhkhhkd Akhkhkkhkkhkhkkh K,koekhkhkhkkhk K,k K,k Kkkk

E2WT AATAAAGTATGGGAAGTTCATGCGGGTGGTCAGGTAATATTATGTCCTACATCTGTGTTT 600
E20PT AACAAGGTCTGGGAAGTACATGCAGGTGGCCAAGTTATCTTATGTCCTACAAGTGTCTTT 600

Xk kk kk kkhkkkkhkkhkhkkhkoekkhkhkhkkhk kAhkhkhkkhk Ak kkeoekk kAkhkhkkhkhkhkAkhkkAkhkko KkkhkKk kkKk

E2WT AGCAGCAACGAAGTATCCTCTCCTGAAACTATTAGGCAGCACTTGGCCAACCACTCCGCC 660
E20PT TCTTCAAACGAAGTAAGCAGTCCAGAAACGATTCGCCAGCATTTGGCCAATCACTCCGCT 660

khkkhkkkhkkhkhkkhkke ke Khhkkhkeoekkhkhkhkk kkhkk Kk khkhkkk khkhkkhkhkhkkhk AhkkAhkkkkk

E2WT GCGACCCATACCAAAGCCGTCGCCTTGGGCACCAAAGAAACACAGACGACTATCCAGCGA 720
E20PT GCAACACATACGAAAGCCGTTGCGCTGGGTACAAAGGAAACGCAAACCACTATCCAGCGT 720

Kk kk kkkkk kAkkkAhkkkk kK *kkkhkk hkk kk kkkkk kk kk Kkkhkkkkkhkhkkhkkhkk ko

E2WT CCAAGATCAGAGCCAGACACCGGAGACCCCTGCCACACCACTAAGTTGCTGCACAGAGAC 780
E20PT CCAAGATCGGAACCGGATACTGGCGACCCGTGTCACACAACGAAACTGTTACATCGTGAT 780

khkkhkhkhkkhkhkk *k kk kk kk Kk Kkkhkkhkk Kk Akhkkhkk KAk kK * Kk Kk k%K * ok k

E2WT TCAGTGGACAGTACTCCAATCCTCACTGCATTTAACAGCTCACACAAAGGACGGATTAAC 840
E20PT AGCGTGGACAGTACACCTATTTTAACGGCTTTTAACTCCTCGCACAAGGGTAGAATTAAT 840

khkkhkhkkhkhkkhkkhkhkokkokk * kk kkekkhkkkkhkko Khhkk kAhkkkhkk Kkko Kk Kkhkkkk

E2WT TGTAATAGTAACACTACACCCATAGTACATTTAAAAGGTGATGCTAATACTTTAAAATGT 900
E20PT TGCAACTCTAACACCACTCCGATCGTCCATCTGAAAGGCGATGCAAATACCTTGAAGTGT 900

ok kk e kkhkhkkhkk kkekk kk kk kkk ok khkkkhkk kkhkhkkkekkkhkhkk kk kK kkk
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TTAAGATATAGATTTAAAAAGCATTGTAAATTGTATACTGCAGTGTCGTCTACATGGCAT 960

E2WT
E20PT CTGCGCTATCGTTTCAAAAAGCATTGCAAATTGTACACTGCCGTGTCTTCAACCTGGCAT 960

Kk khkk kekk khhkkhkkhkhkAkhkhkAAkk AhkAkhAkhkkhkhkk khkkhkhkk kkhkhkhkk kkekk KAk hkkkK

* .
E2WT TGGACAGGACATAATGTAAAACATAAAAGTGCAATTGTTACACTTACATATGATAGTGAA 1020
E20PT TGGACTGGTCACAATGTCAAACATAAGTCCGCGATTGTAACCCTGACTTATGACTCGGAA 1020
KAKKK XK XX KKKKK KKK K KKKk Kk KKKKK KK KK KK kKKK K . Kokok

TGGCAACGTGAACAATTTTTGTCTCAAGTTAAAATACCAAAAACTATTACAGTGTCTACT 1080

E2WT
E20PT TGGCAACGTGAACAGTTCTTGTCCCAGGTCAAAATCCCAAAAACCATCACAGTCTCAACG 1080

khkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkkhkhkk K,k Khkhkhkk, Kk Kk kkhkhkhkk khkhkhkkhkkhhkkk KKk K*hkhkk Kk Kkk.okK

GGATTTATGTCTATATGA 1098

E2WT
E20PT GGCTTTATGTCCATCTGA 1098

Figura 11: Alineamiento entre secuencias E2WT y E20PT. Alineamiento de

Wk

las secuencias E2WT y E20PT mediante el software ClustalW2. Una

coincidencia entre bases se representa con

Adicionalmente la secuencia fue analizada en busca de regiones

desestabilizantes del ARN mensajero que disminuyeran la eficiencia de

traduccion de la proteina. Se identificaron 10 regiones desestabilizantes a lo largo

del marco de lectura abierto como se muestra en la Tabla 3 y en la Figura 12.
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Tabla 3: Sitios desestabilizantes del ARN mensajero dentro del marco de lectura

abierto.
Elementos Original Optimizada Sitio
desestabilizantes
PoliA (AATAAA) 2 0 198, 540
PoliA (AAAAAA) 1 0 329
Desestabilizante (ATTTA) | 7 0 (e~ 1431’ f’,oféggg’ elo,

Figura 12: Sitios desestabilizantes encontrados a lo largo del marco de

lectura abierto y sus posiciones.

Otros parametros evaluados durante la optimizacién de codones, fueron
el indice de adaptacién de codones (CAl, por sus siglas en inglés), el porcentaje
de GC y la frecuencia de codones 6ptimos (FOP, por sus siglas en inglés). El CAl
es un parametro de prediccion de la eficiencia de traduccion, que entre mas
cercano sea de 1, predice una mejor eficiencia de la misma. Para el gen E2WT
el CAl calculado fue de 0.71, mientras que del gen E20PT fue de 0.75, un

incremento de 0.04 (Figura 13).
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Figura 13: Comparacion de CAl. Grafica que representa el indice de adaptacion

de codones, antes (izquierda) y después (derecha) de la optimizacién de

codones.

El porcentaje de GC a lo largo del marco de lectura abierto disminuyé de

un 44.32% a un 37.68% como se muestra en la Figura 14.

0 130 300 430 600 730 900 1050
Relative Position of codons

44,32 Average GC content:

300 430 600 730 900 1050
Relative Position of codons

3758 |

Figura 14: Comparacion de contenido de GC. Grafica que representa el

porcentaje de GC en el marco de lectura abierto, antes (izquierda) y después

(derecha) de la optimizacién de codones.
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La Figura 15 muestra la frecuencia y distribucion de los codones 6ptimos

a lo largo de la secuencia de los genes E2WT Y E20PT. Después de la
optimizacién de codones, se disminuyé la frecuencia de codones poco usados en

el organismo de P. pastoris.

Percentage of Codans

0-10  11-20 21-30 31-40 41-50 51-€0 61-70 71-80 €1-90 91-100 0-10  11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 €1-70 T71-80 E1-20 91-100

Figura 15: Comparacion de FOP. Grafica que representa la distribuciéon de
codones éptimos, antes (izquierda) y después (derecha) de la optimizacién de

codones.

Una vez optimizado el marco de lectura abierto, se adicionaron las mismas
secuencias nucleotidicas necesarias para la clonacién y expresion de la proteina
E2, ademas de una secuencia de reconocimiento para la enzima enterocinasa
(GATGATGACGACAAG), con el objetivo de eliminar la etiqueta de histidinas una
vez producida la proteina. El casete de expresion resultante es mostrado en la

Figura 16.
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S - EK | ATG E2 TGA ].-

Figura 16: Estructura del casete de expresion del gen E20PT con la adicion

de los elementos génicos que se incluyeron en el diseino de los primers. X:
Sitio de restriccién Xhol. S: Secuencia de escision de la secuencia de secrecion.
H6: Etiqueta de 6 histidinas. EK: Sitio de reconocimiento a enterocinasa A: Sitio

de restriccion Avrll.

Como ya se menciond, la secuencia del gen E20PT fue sintetizada por la
compania GenScript®, y enviada al laboratorio en un plasmido de propagacion
PUC57. Ademas, se decidié disenar los siguientes dos primers para entre otras
cosas amplificar el gen E20PT Yy facilitar la clonacidén del gen en el plasmido de
expresion y caracterizar las cepas construidas por medio de PCR.

Primer forward 5’-3": AGACTCGAGAAAAGACAC

Primer reverse 5’-3': CCGCCTAGGTCAGATG

5.1.3. Construccion de los plasmidos de expresion de los genes
E2WT y E20PT

Una vez disefiados los genes de interés y los primers que los amplificaran, lo

siguiente fue la estandarizacion de las temperaturas 6ptimas de amplificacion

para ambos genes. Se realiz6 una PCR en gradiente de temperatura de 50 a

60°C con cada uno de los genes. Como se muestra en la Figura 17, se logr6 una
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correcta amplificacién en las temperaturas entre 50°C y 56°C para ambos genes,

con una temperatura éptima cercana a los 54°C.

¥ PCR gradiente 50-60°C /| Agarosa 1%

Figura 17: Estandarizacion de PCR. PCR en gradiente de temperatura para la
amplificacion de los genes E2WT y E20PT En los recuadros se sefala el

amplificado de 1140 pares de bases.

Posterior a la amplificacion de los genes E2, se realiz6 la propagacion del
plasmido pPIC9 en E. coli, transformando a las bacterias por el método quimico
de cloruro de calcio y choque térmico. Después de la transformacion se realizd
una extraccion plasmidica por el método de lisis alcalina. La Figura 18 muestra
el gel de agarosa para la evaluacion de la extraccion plasmidica del vector de

expresion.
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Figura 18: Miniprep’s plasmido
pPIC9. Carril 1: Control de
electroforesis, plasmido PUC57 de
aproximadamente 3,800pb. Carriles 2
al 6: Muestras de miniprep’s de pPIC9

(tamafo de plasmido 8,023pb).

et
Miniprep’s pPICq [ Agarosa 1%

Después de la extraccion plasmidica y la amplificacion de los genes E2,
se realiz6 una doble digestion con las enzimas de restriccion Xhol'y Avrll, con el
fin de preparar el vector y los insertos para ser ligados. La Figura 19 muestra el

gel de agarosa de los productos digeridos durante 5 horas.
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1 2 3 4 6 7
MPB  control de Digestion

Digestion Xhol-Avrll 5 horas a 37°C Agarosa 1%

Figura 19: Digestion del plasmido de expresion pPIC9 y los amplificados de
los genes E2. Carril 1: Marcador de pares de bases (1kb Ladder DNA Marker
Axygen®). Carriles 2 y 3 se muestra un control de digestién para ambas enzimas
Xhol'y Avrll. Carriles 4 al 8 la digestion de pPIC9. Carriles 9 y 10 se observa la

digestion del gen E2WT y E20PT respectivamente.

Posteriormente a la digestion del plasmido aceptor y de los amplificados,
estos se corrieron en un gel de agarosa al 1% tefiido con cristal violeta, que
permitiera observar a simple vista la migracion de las bandas de interés. De esta
forma se evita la visualizacién con luz UV que pueda dafnar los extremos digeridos

de los ADN’s de interés. La electroforesis tenida con cristal violeta fue hecha con
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el kit de clonacién TOPO XL de la marca InvitroGen, como se describe en la

metodologia.

Las bandas de interés, fueron cortadas y purificadas con el kit de
purificacion Wizard SV Gel and PCR clean-up system, de la marca Promega, con
el protocolo descrito en la metodologia. Al terminar la purificacién, se realizé la
ligacién de las especies con la enzima Quick stick, de la marca BioLine. La
ligacion se realizé con una proporcién de vector:inserto de 1:3, con un total de
ADN de 200ng aproximadamente. La reaccién fue incubada por 30min y
posteriormente se realizé la transformacion en E. coli, cepa TOP10F incluida en
el kit de Pichia Expression Kit de la compania Invitrogen, por el método de cloruro
de calcio y choque térmico, utilizando 2-5uL de la reaccién de ligacidén. Tras un
dia de incubacion en placas de medio LB a 37°C se obtuvieron los resultados que

se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4: Resultados de la transformacion en E. coliTOP10F de los productos de

ligacién.

NUmero de Eficiencia de

colonias transformacion

Control Negativo 0 0
Control Negativo 30 1.5x10%
(pPIC9 lineal) UFC/ugADN
Control Positivo 200 1x10°
(pPIC9 circular) UFC/ugADN
Ligacion pPIC9- 150 7.5x10%
E2WT UFC/ugADN
Ligacion pPIC9- 100 5x104
E20PT UFC/ugADN

Posteriormente se evaluaron las colonias obtenidas mediante PCR con
primers dirigidos a secuencias del gen AOX de P. pastoris, que flanquean el sitio
de policlonacién en el plasmido pPIC9. Cuando el casete de expresion del
plasmido esta vacio, se obtiene un producto de amplificacién de 492pb. Si la
ligacién fue correcta, el producto de amplificacion debe ser de 1629pb (492pb
propias del plasmido y 1137pb que es la longitud de los genes E2WT y E20PT
con el casete de expresién). En la Figura 20 se muestra la electroforesis de los

productos de amplificacién.
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pPICo/E2WT

Agarosa 1%

pPICgo/E20PT

Agarosa 1%

Figura 20: Verificacion de la ligacion. PCR con primers AOX para verificar la

ligacién de los genes A) E2ZWT y B) E20PT.

En total fueron analizadas 30 clonas para la construccién de E20OPT y 68
clonas para la construccién de E2WT y como se observa en la Figura 20, fue

posible la construccién de ambos vectores pPIC9-E2WT y pPIC9-E20PT.

Para verificar las construcciones, se amplificaron los genes con los primers
disefados para cada uno, tomando como templado el ADN plasmidico de la

construccién para posteriormente realizar una caracterizacion con enzimas de
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restriccibn. Se buscaron sitios de restriccibn que se modificaran con la

optimizacién de codones en el gen E20PT. La Figura 21 muestra la

caracterizacion con las enzimas Dralll y HpyCH41V, donde se puede corroborar

la construccién de los plasmidos con los genes E2 listos para ser transformados

en la levadura.

1 2 3 4
MPB  Control E2WT E20PT

1140 pb 1140 pb

933 pb —
-0 -

5 6
E2WT

739 pb
S 530 pb

450 pb
154 pb 5

7

E20PT MPM

10000

5000

1000

500 -

100

8 9 10 11
E2WT  E20PT E2WT E20PT

207 pb

Figura 21: Caracterizacion enzimatica de las construcciones pPIC9-E2WT y

pPIC9-E20PT. Carril 1. Marcador de pares de bases. 2. Control sin digerir. 3y 4.

Digestiones con Dralll. 5 y 6. Digestiones con HpyCH41V. 8 y 9. Digestion in silico

con Dralll. 10 y 11. Digestion in silico con HpyCH41V
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5.2. Objetivo Il

5.2.1. Transformacion y fenotipificacion de clonas de P. pastoris.

Una vez propagados los plasmidos pPIC9-E2WT y pPIC9-E20PT, se
realiz6 una extraccion plasmidica por el método de lisis alcalina y posteriormente,
una digestion de los mismos con la enzima Bglll para linearizarlos y poder

transformarlos en P. pastoris.

La transformacién fue realizada por medio de electroporacion de P.
pastoris cepa GS115, con una cantidad de aproximadamente 2ug de ADN
digerido. Después de la incubacion en placas MD por cinco dias a temperatura

ambiente, el resultado de la transformacidén se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5: Resultados de la transformacién en P. pastorissGS115 de las

construcciones linearizadas con Bglll.

NUmero de Eficiencia de

Muestra ) >
colonias transformacion
Control Negativo 0 0
Control Positivo
(PPIC9 lineal) 5 5 UFC/ugADN
465
pPIC9-E2WT /Bglll 93 UFC/ugADN
pPIC9- 08 140
E20PT/Bglll UFC/ugADN
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Para verificar la integracion de los genes recombinantes al genoma de P.

pastoris se realiz6 PCR de colonia con los primers contra las regiones AOX. Si
se obtiene un amplificado de 492pb, se puede concluir que el sitio recombinante
esta vacio y no hubo integracion del gen recombinante. Si se obtiene una banda
de aproximadamente 1629pb, el gen E2 se integrd al sitio recombinante y la
colonia presenta un fenotipo Muts. Si ademdas de la banda recombinante, se
observa una banda a 2100pb, la recombinacion dejé el gen de AOX1, lo cual
representa que la colonia tiene un fenotipo Mut* y dicha colonia tendra un

procesamiento mas eficiente del metanol (Figura 22).

Se fenotipificaron al término del trabajo en total 25 clonas para el gen

E20PT y 17 clonas para el gen E2WT (Figuras 23 y 24).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
MPB Col1 Col2 Col3 Col4 Col5 Col6 Col7 Col8 ---MOCK--- +PCR -PCR MPM Col1 Col2 Col3 Col4

AMPLICON DE 2100pb GEN AOX1 PROPIO DE PICHIA

".4

AMPLICON DE 1629pb CONSTRUCCION

TR

----Mut*--- Mut* Mut® Muts Mut®

AMPLICON DE 492pb CASETE VACIO

Agarosai1%

Figura 22: Fenotipificacion de las clonas resultantes de la transformacion
de P. pastoris con los casetes recombinantes. Carriles 1 y 14 (100pb Ladder
DNA Marker Axygen®). Marcador de pares de bases. Carriles 2 al 9. Clonas de
E20PT. Carriles 10 y 11. Clonas transformadas con pPIC9 vacio linearizado
(Mock). Carril 12. Control positivo de PCR (Reacciéon con ADN plasmidico). Carril
13. Control negativo de PCR. Reaccién con agua. Carriles 15 al 18. Clonas de
E2WT. Se senala el fenotipo Mut* o Mut® para aquellas clonas que dieron positivo
a la integracién del casete recombinante. Ademas la presencia de una banda de

2100 pares de bases, en el carril 4, es indicativo de un fenotipo Mut*.

55|82



g
' A
hl'«tnpni\"p

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
MPM Col1 Col2 Col3 Col4 Col5 Colé Col7 Col8 Col9 Col10 Col11 Col12 Col13 Col14 Col15 Col16 Col17 Col18 +PCR

N"'DC sMim w

AMPLICON DE 1629pb CONSTRUCCION

o

Agarosa1%

Figura 23: Fenotipificacion de segunda ronda de clonas para el gen E20PT.
Carril 1. Marcador de pares de bases (1kb Ladder DNA Marker Axygen®).
Carriles 2 al 19. Clonas recombinantes. Carril 20. Control positivo de PCR, ADN
plasmidico. Solo se observa la banda indicativa de integracion del gen
recombinante en las colonias 1, 4,5,6,7,8,9, 11,12, 13,14, 15,16 y 18 con un

fenotipo Mut®.
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3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
MPM Col1 Col2 Col3 Col4 Col5 Colé Col7 Col8 Col9 Col10 Col11 Col12 Col13

AMPLICON DE 1629pb CONSTRUCCION

Agarosa 1%

Figura 24: Fenotipificacion de segunda ronda de clonas para el gen E2WT.
Carril 1. Marcador de peso molecular (1kb Ladder DNA Marker Axygen®).
Carriles 2 al 14. Clonas recombinantes. Sélo se observa la banda indicativa de

integracion del gen recombinante en las colonias 3, 5, 6 y 8 con un fenotipo Muts.

5.2.2. Ensayos de expresion
De las 43 colonias candidatas (26 colonias del gen E20PT y 17 del gen E2WT)
soOlo se llevaron a fase de produccion 7 colonias del gen E20PT y 4 del gen
E2WT con los fenotipos que se observan en la Figura 18. En un primer ensayo
de expresién, se indujeron las colonias del gen E20PT bajo las condiciones
descritas en la metodologia, posteriormente se realizd una dialisis del medio de
cultivo durante 24 horas, con cambios de agua a las 2, 4 y 12 horas, con agitacion

y a una temperatura de 4°C Después se precipitdé 1.5mL de las muestras con

57|82



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA

metanol-cloroformo y se analizaron por SDS-PAGE y western-blot. Las figuras 25

y 26 muestran los resultados del andlisis.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
C(+) CI(-) MPM C1 C2 C3 C4 C5 C7 C8 C()

L TP ey S g S
48kDa

&

Poliacrilamida 12% / Tincion con Azul de Coomassie

Figura 25: SDS-PAGE para el analisis de la induccién de las colonias 1, 2,
3,4,5,7y 8 de la primera ronda de construccion. Carril 1: Control positivo
para Western-blot (proteina recombinante expresada en E. coli de 40kDa con
his-tag). Carril 2: Control positivo de induccién, proteina recombinante expresada
en P. pastoris de 23 kDa con his-tag. Carril 3: Marcador de peso molecular.
Carriles 4 al 10: Colonias de E20PT inducidas. Carril 11: Control negativo de

induccion, colonia Mock de P. pastoris. Se observa en el recuadro negro bandas
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de alrededor de 49 kDa que no se observan en la colonia Mock. Las bandas

coinciden con el peso esperado para la proteina E20PT.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
C(+) CI(-)MPM C1 C2 C3 C4 C5 C7 C8 C(-)

Aproxihadamente=48kDa

Western Blott revelado por luminol

Figura 26: Western-blot del gel de poliacrilamida anterior. La sefal positiva
en los carriles uno y dos corresponden a las proteinas recombinantes control de
40kDa y 23kDa respectivamente. Se observa sefal positiva en bandas de
aproximadamente 49kDa en los carriles 4 al 10, de las colonias recombinantes

con el gen E20PT y ausencia de esta sefal en el carril 11 del control Mock.

En un segundo ensayo de induccién se incluyeron las 4 colonias de la primera
ronda (Figura 18) del gen E2WT. El andlisis s6lo se hizo por SDS-PAGE como

se muestra en la Figura 27.

59|82



UANL

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
MPM C1 C(-) C2 C3 C4 C5 (C7 €8 C1 (C2 C3 c4

Figura 27: SDS-PAGE del segundo ensayo de expresion de las proteinas
E20PT y E2WT. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 3: Control negativo
de induccién (Mock). Carriles 2, 4-9: Colonias E20PT primera generacion.
Carriles 10-13: Colonias E2WT primera generacion. En el recuadro se sefalan
las bandas de aproximadamente 49kDa en todas las muestras de induccion y su

ausencia en el carril 3 del control negativo.

5.3. Objetivo lll
5.3.1. Escalamiento de la produccion
Para el ensayo de escalamiento de la produccién a biorreactor se selecciond la
colonia numero 3 del gen E20PT, la cual en los dos ensayos de expresion y en

el western-blot mostré ser la clona con mayor expresion.
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El ensayo de produccion se llevd acabo en un biorreactor de 1 litro marca
Aplikon con los que contaba el laboratorio. Durante la fermentacion se monitore6
la temperatura, el pH y el oxigeno disuelto. La inyeccién de O2 se mantuvo
constante para que el oxigeno disuelto so6lo se viera afectado por el metabolismo
aerobico durante la fermentacion de la levadura. Los resultados del monitoreo se

muestran en la tabla 6 y en las figuras 28 y 29.

Tabla 6: Monitoreo de los parametros en biorreactor de la produccion de E20PT.

Horas °C disuelto (%

0,00 24,20 6,40 79,20
20,50 23,70 6,67 91,90
22,50 23,70 6,61 76,90
45,00 23,40 6,68 62,00
47,50 24,20 6,72 74,70
52,00 24,30 6,76 68,90
71,00 25,50 7,04 41,80
72,00 25,30 7,08 53,10
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Temperatura °C

30,00
28,00
26,00 ‘
24,00 — — o9 — ﬁ%
22,00
20,00
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00
Horas
pH
8,00
7,50
7,00 ﬂH/——.
6,50 .,/—’/W .
6,00
5,50
5,00
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00
Horas

Figura 28: Monitoreo de los parametros en biorreactor. Representacion
gréfica de los cambios de temperatura y pH a lo largo de los 3 dias de produccion

de la proteina E20PT.
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% Oxigeno disuelto

100,00

80,00

60,00

40,00

20,00

0,00
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00

Horas

Figura 29: Monitoreo de los parametros en biorreactor. Representacion
grafica de los cambios en el oxigeno disuelto a lo largo de los 3 dias de

fermentacion.

Fueron tomadas muestras de 2mL cada 24 horas para evaluar la expresion
de la proteina a lo largo de la fermentacion. Cada muestra tomada fue dializada,

precipitada y preparada para su analisis en SDS-PAGE (Figura 30).
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1 2 3 4 5 7
Ctrl(-) MPM Ctrl(+) TO T1 T3

SDS-PAGE
Poliacrilamida 12% / Tincion con Azul de Coomassie

Figura 30: SDS-PAGE de las muestras tomadas durante la fermentacion.
Carril 1: Control negativo (Mock). Carril 2: Marcador de peso molecular Carril 3:
Control positivo de produccion, muestra de una produccién a nivel matraz.

Carriles 4 al 6: Muestras a 0, 24, 48 y 72 horas.

Se observo produccion de E20PT recombinante a partir de las 24,48 y 72

horas después del cambio a medio inductor.
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5.4.Objetivo IV

5.4.1. Ensayo de purificacion
La colonia 3 recombinante de E20PT, mostrd ser la colonia mejor productora de
proteina recombinante, por lo cual fue utilizada para los ensayos de purificacion.
Se tomaron 1.5mL del dializado de la produccién en matraz de la colonia 3, y se
purificaron por cromatografia de afinidad con resina de niquel como se describe
en la metodologia. Tras la purificacion se analizaron las muestras por SDS-PAGE
(Figura 31).

1 2
MPM Ctrl(+)

SDS-PAGE
Poliacrilamida 12% / Tincion con Azul de Coomassie

Figura 31: SDS-PAGE de la purificacion de E20PT por cromatografia de
afinidad con resina de niquel. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2:

Control positivo, muestra de colonia 3 E20PT sin purificar. Carril 3: SN,
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sobrenadante después de la incubacién con la resina. Carriles 4 y 5: Lavados.

Carriles 6 al 8: Eluciones. Recuadro de la izquierda muestra banda de 49kDa en
el carril del sobrenadante. El recuadro de la derecha resalta la banda entorno a

49kDa en la elucion 3.

Es posible apreciar una banda de alrededor de 49kDa en la elucion 3, que

coincide con la banda que se aprecia en el control positivo.
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CAPITULO VI: DISCUSION

Como un sistema de expresion eucariético, P. pastoris posee muchas ventajas,
tales como un plegamiento eficiente de proteinas, capacidad de secrecion,
capacidad de modificaciones postraduccionales y buen rendimiento en la
produccién. Su modificacién genética es relativamente sencilla y el anélisis costo-
beneficio indica que es un organismo de alta eficiencia biotecnologica [45] [46].
Sin embargo, la diferencias entre la frecuencia de uso de codones entre el
organismo fuente de la proteina de interés y el organismo huésped para la
produccién de la proteina recombinante, pueden impactar en la eficiencia de
produccién de la misma. Por ello, diversos autores recomiendan la optimizacién
de codones y el disefio de genes con alta eficiencia de produccion de proteinas
heterélogas en el desarrollo de sistemas de expresion [47-49]. El objetivo del
trabajo fue el desarrollar la plataforma recombinante que expresara la proteina
E2 del VPH16 optimizado en su marco de lectura por codones preferenciales,
ademas de su contraparte la proteina E2 wild type, en el hospedero de P.

pastoris.

Durante el analisis del gen E2 para la optimizacion con codones
preferenciales, se detectaron regiones ricas en adeninas y timinas, como la
secuencia “ATTTA”, que han sido ampliamente descritas como elementos
desestabilizadores del ARNm y que disminuyen su eficiencia de traduccion del

gen recombinante [50-53] Estos sitios fueron eliminados con el cambio de
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codones sinénimos y preferenciales. De esta forma hubo un incremento de 0.71

a 0.75 en el indice de adaptacion de codones, un parametro que nos indica la
eficiencia de traduccidén y que mientras mas cercano es a 1, predice una mayor

eficiencia [54-56].

Se construyeron los plasmidos de expresién pPIC9-E2WT y pPIC9-
E20PT, los cuales fueron correctamente integrados en la cepa GS115 de P.
pastoris. Posteriormente, de las clonas resultantes de la electrotransformacion,
fueron analizadas 43 clonas para determinar su fenotipo Mut® o Mut*, que
determina su capacidad metabdlica en presencia de metanol como fuente de
carbono. Se obtuvieron 42 clonas con un fenotipo Mut® y una clona de la
construccién pPIC9-E20PT con fenotipo Mut*. De las 43 clonas fenotipificadas,
se llevaron a fase de expresion a nivel matraz 11 clonas, 7 clonas pPIC9-E20PT
(incluyendo la clona con fenotipo Mut*) y 4 clonas pPIC9-E2WT. La comparacion
entre el nivel de expresidon de ambos genes requiere la exploracién de mas clonas
productoras y su fenotipificacion, la cuantificacibn de proteina total y la
estandarizacion del tamafo de inoculo en base al fenotipo observado (Mut® o
Mut*), ya que el alto metabolismo en presencia de metanol de las clonas con
fenotipo Mut* le confieren la capacidad de alcanzar mayores niveles de biomasa
en determinado tiempo; sin embargo, el fenotipo Mut®, a pesar de tener una
menor tasa de crecimiento y generacidn de biomasa, tiene una mayor

disponibilidad de la maquinaria metabdlica para la expresidén de la proteina de
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interés. Este tema es aun controversial y la Unica conclusién objetiva, hasta el

momento, es que debe ser evaluada la expresién de la proteina de interés en

ambos fenotipos, experimentalmente [57].

La clona con fenotipo Mut* de la construccion pPIC9-E20PT, mostrd
mayor produccion de proteina recombinante, al menos en los primeros ensayos;
por ello fue seleccionada para el escalamiento de su produccién en biorreactor
de 1L tipo lote alimentado (fed-batch). La temperatura, pH y oxigeno disuelto
fueron monitoreados durante la induccion y éste ultimo, fue indicador del
metabolismo de metanol durante la fermentacion. El analisis por SDS-PAGE
confirmé la produccion de la proteina E20PT a partir de las 24 horas pos-
induccion, sin embargo es necesario optimizar los parametros de fermentacion,
asi como la cantidad y tiempos de alimentacidn del agente inductor para obtener
mayor rendimiento, ya que diversos estudios muestran que es posible aumentar
la produccion de otras proteinas recombinantes escalando la fermentacion [58-

60].

Se realiz6 un ensayo de purificacion por cromatografia de afinidad a
etiqueta de histidinas. La presencia de una banda en la tercera elucién de
aproximadamente 49kDa, sugiere que fue posible purificar en cierto grado la
proteina E20PT. Sin embargo, también se observa proteina en el sobrenadante

de la incubacién con la resina. Esto indica que la resina de Ni no esta logrando
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retener parte de la proteina E20PT, por lo que es necesario la optimizacién del

protocolo para obtener mayor interaccion con la resina y aumentar asi el
rendimiento de purificacién. Este paso es fundamental la produccién de proteinas
recombinantes que tienen como fin ensayos biolégicos, inmunoldgicos, la
creaciéon de productos profilacticos o desarrollo de terapias clinicas, entre otras,
para eliminar contaminantes y proteinas nativas del hospedero que puedan
alterar los ensayos o despertar alguna reaccién adversa en un paciente [61-63]

[64].
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES

v Se construyeron dos plasmidos de expresién de la proteina recombinante E2-
VPH16

v Se analizaron 43 clonas para su fenotipo Mut® y Mut*.

v' Se produjo la proteina recombinante E2 del VPH-16 desde el gen nativo y
desde el gen optimizado con codones preferenciales en P. pastoris.

v' Se logré el escalamiento de la clona mejor productora obtenida para la
proteina E2 optimizada.

v Se logr6 la purificacién de la proteina recombinante por medio de

cromatografia de afinidad.
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CAPITULO VIIl: ANEXOS

8.1.Medios de cultivo
8.1.1. Medio LB (Luria-Bertani)
1% Peptona
0.5% Extracto de levadura
1% Cloruro de sodio

2.2% Agar, si es medio sdlido

i.  Paraun litro, disolver lo siguiente en 950mL de agua destilada

o

10g de peptona
b. 5g de extracto de levadura
c. 10g de cloruro de sodio
d. 229 de agar, si es medio sdlido
ii.  Ajustar el pH de la solucién a 7.0 con hidroxido de sodio y aforar a un
litro.
ii. Esterilizar el medio por 20min en autoclave. Dejar enfriar
aproximadamente a 55°C y agregar antibitico si es necesario.

Conservar a 4°C.
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8.1.2. Medio YPD (Yeast extract Peptone Dextrose)

1% Extracto de levadura
2% Peptona
2% Glucosa
2.2% Agar, si es medio sélido
i.  Para un litro, disolver lo siguiente en 950mL de agua destilada
a. 10g de extracto de levadura
b. 20g de peptona
c. 20g de glucosa
d. 229 de agar si es para medio solido
ii. Esterilizar el medio por 20min en autoclave. Dejar enfriar
aproximadamente a 55°C y agregar antibidtico si es necesario.

Conservar a 4°C.

8.1.3. Medio MD (Minimal Dextrose)

1.34% YNB

4X10° % Biotina

2% Glucosa

2.2% Agar, si es medio sélido

i.  Para medio liquido, esterilizar 800mL de agua destilada por 20minutos
ii.  Enfriar aproximadamente a 60°C y agregar:

a. 100mL de 10X YNB
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b. 2mL de 500X Biotina

c. 100mL de 10x Glucosa
ii. Si es medio sélido agregar 22g de agar en el paso 1 y proceder.

Conservar a 4°C.

8.1.4. Medio BMMY (Buffered Methanol-complex Medium)
1% Extracto de levadura
2% Peptona
100mM buffer de fosfatos, pH 6.0
1.34% YNB
4X10° % Biotina
0.5% Metanol
i.  Disolver 10g de extracto de levadura, 20g de peptona en 700mL de
agua destilada
ii.  Esterilizar por 20min en autoclave
ii.  Enfriar a temperatura ambiente y agregar lo siguiente:
a. 100mL de 1M buffer de fosfatos, pH 6.0
b. 100mL de 10X YNB
c. 2mL de 500X Biotina
d. 5mL de Metanol

iv. Conservar a 4°C.
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8.1.5. Soluciones stock

8.1.5.1. 10X YNB (13.4% yeast nitrogen base con sulfato de
amonio sin aminoacidos)

Disolver 134 g de YNB en 1L de agua destilada. Calentar la solucion

hasta disolver completamente.

Esterilizar por filtracion y conservar a 4°C.

8.1.5.2. 500x Biotina (0.02% Biotina)
Disolver 20mg de biotina en 100mL de agua destilada y esterilizar por
filtracion.

Conservar a 4°C

8.1.5.3. Buffer de fosfatos 1M, pH 6.0

Combina 132mL de 1M K2HPO4, 868mL de 1M KH2POa4 y confirmar el
pH=6.0. Ajustar con acido fosférico o hidroxido de sodio si es
necesario.

Esterilizar por 20min en autoclave y conservar a temperatura ambiente.

8.2. Material biolégico

Las cepas usadas durante la realizacion de este trabajo (E. coliTOP10F y P.

pastoris/GS115) fueron obtenidas del kit “Pichia Expression Kit” de la compafiia

Invitrogen® (No. de catalogo K1710-01)
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