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Numero de paginas: 200 Candidato para el grado de Doctor en
Ciencias con especialidad en Biologia
Molecular e Ingenieria Genética.

Area de Estudio: Ingenieria Genética y Biotecnolagia

Propdsito y métoda del estudio: Las GHs ademds de participar en el crecimiento
corporal, aumentan la produccicn de leche, la eficiencia alimenticia y mejoran las
condiciones fisicas. Tanto la GH bavina (BGH) como la HGH existen desde hace arios en
el mercado y México las importa. Es muy deseable generar tecnologia propia para
producir estas GHs, lo mismo que otras de importancia para el drea pecuaria y
veterinaria, comao |0 son |a del perro, cerdo, gata y caballo. Igualmente para el caso del
lactogena placentario (PL), cuyas nuevas propiedades siguen descubriendose, comao
sucede con el PL bovino que estimula el crecimienta del salmdn aun mas que la BGH.
Todas las GHs camerciales provienen de bacteria, siendo Pichia pastoris una excelente
opcion para producifas de manera abundante, secretadas al medio de cultivo y
bicldgicamente activas.

Se utilizé la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP) para tanto amplificar
como madificar el ADN complementaric (ADNc) de cada hormona, el cual se clond en
PBS por la técnica del vector T, v de alli se subclond en el vectar de expresion pPICI. El
plasmido resultante se caracterizd, lineanzo y transfirio al genoma de Pichia pastons
por recombinacion homdloga. Para ¢ada hormona se indujeron con metanol varias
clonas para analizar (a expresion a nivel de matraz. Se seleccionaron las clonas mejores
productoras en cada caso y se escald la producddn de cada una de éstas en
bigrreactor. Se semipurificaron  las  hormonas probando  diferentes resinas
cromatograficas y por dltimo se ensay? la actividad bicldgica en células Nb2,

Contribuciones y conclusiones; Se desarrolld el paguete biotecnologica que va
desde |a construccion de las cepas productoras de las hormonas de interes, su
escalamiento en biaorreactor, su recuperacién y purificacién, hasta el ensaya de su
actividad biologica. Con éste fue posible elaborar todas las hormonas recombinantes

bioldgicamente activas,

FIRMA DEL DIRECTOR: Dr. Hugo P. Barrerd Saldaia
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Preduccion en biorreactor, purificacion y bioensaya de hormanas recombinantes del crecimientg.
INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Hace casi 80 afios que se observd por primera vez que la
administracion de las hormonas del crecimiento (GHs) a animales
estimulaba su crecimiento. La primera GH que se produjo en forma
recombinante fue la de origen humano (HGH) y luego le siguid la bavina
(BGH). La primera se comercializa para el tratamiento de enanismo
hipofisiario, mientras que |a segunda para estimular la produccidn lechera.
Luego, con el hallazgo de la capacided de las GHs de mamifergs para
estimular el crecimiento en peces, se vislumbraron importantes aplicacianes

para incrementar (a eficiencia de produccidn en la acuacultura.

1.1 El reto creciente de mejorar la productividad y salud animal.
Dado el crecimiento de la poblacidn humana, en la primera mitad de
este nuevo siglo se deberd igualar la produccion de alimentos generada a lo
largo de toda la historia de la humanidad. Comparado con los paises
desarrollades, el esfuerzo que México debe hacer frente 3 este enorme reto
€S aun mayor, pues sus sistemas de produccién de alimentos son, en
promedio, hasta diez veces menos eficientes que los de las naciones lideres

(Barrera-Saldana, 2001).
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Cada dia mas persgnas demandan mayor consumo de carne
(derivada principalmente de las ganaderias bavina y porcina), de leche y sus
derivados, asi como de pollo y huevo. Mientras que estos ultimos dos
alimentos son el resultado de pragramas intensos de mejaramiento
genética, tecnglogia y sistemas de produccian bastante bien desarrallades y
extendidos en nuestro pais, las ganaderias bovina y porcina de carne y a
bovina de |leche, aun sufren de grandes rezagos (Saad y cols., 2000).

Para el sector pecuario, este reto reclama un impulso inusitado a la
investigacion en nuevos sistemas de produccion animal, con al menas dos
vertientes: incrementar la productividad y mejarar la salud de los animales.
En esta lltima, la investigacion se debe extender ademds a la salud de los
animales salvajes en cautiverio y a la de los domesticados de alto

rendimiento para competencias departivas.

Aungue los esfuerzos a favor de la salud humana han sido de tal
magnitud que se les reconoce como el motor que conduce a la investigacion
biomedica, en la salud animal el escenario es otro totalmente distinta. En
general, la medicina veterinaria ha centrado sus esfuerzos en la nutricidn y
la prevencion de enfermedades. Sin embargo, urge encontrar nuevaos
medicamentos que cantribuyan a contrarrestar los problemas suscitados por
el cautiverio de animales salvajes, por las enfermedades de |os de rancho y
granja, por el envejecimientc de nuestras mascotas y por 1os problemas
asociados a las exigencias de mejores rendimientos de los animales de

competencia (Barrera-Saldafia, 2000).
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1.2 La Biotecnologia.

La biotecnolcgia es la manipulacion de los microorganismos, plantas
y animales para hacer productos y procesos que beneficien al hombre. Su
impulso reciente se debe al perfeccionamiento de las técnicas de aislamiento
y manipulacién de genes (tecnologia del ADN recombinante o ingenieria
genética) inventadas en la década de 1970. Con su nuevo arsenal, la
biotecnglogia moderna contribuye a areas tan diversas como la produccion
de alimentos, degradacion de desechos industriales, la mineria y la

medicina.

Las logros mas recientes incluyen a las plantas y animales
transgenicos {aquellos que en el laboratorio se les introdujo un nuevo gen) y
la produccion de medicamentos par e€stos; asi como también a la explotacion
comercial de las secuencias genicas generadas por los prayectos genomicas
de las principales plantas y animales de interés comercial, mismos que a
disposicion de los investigadores permitiran fabricar en organismos
madificados genéticamente, proteinas de utilidad terapéutica, como

vacunas, enzimas y hormonas.

1.3 La familia de la hormana de crecimiento.

Las GHs, que se producen naturalmente en |3 hipdfisis y la placenta
de los mamiferos, han demostrado poseer muchas cualidades de gran valor,
tanto para incrementar |la produccion, como para mejorar @ salud de

animales de ranchc y domeésticos. Tales hallazgos han propiciado cada dia
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mads investigaciones sobre las GHs en muchos |labaratorios del mundo,
incluyendo al nuestro (Barrera-Saldafa, 1998; Barrera-Saldada y cols.,

2000).

Las GHs pertenecen a una familia de proteinas con similitud
estructural y funcional, también incluyen otras proteinas comag lo son la
prolactina (Prl), la somatolactina (SL), la somatomamotropina coridnica (CS)
o lactdgeno placentaria (PL), |a proliferina (PLF), y proteinas relacionadas a
Pri (PLP) (Niall ¥ cols., 1971). Esta familia multigénica representa ung de lgs
grupos proteicos fisiologicamente mas diversos que han evolucionado por
duplicacion genica. Los dos miembros mas estudiados de Ia familia han sida
la GH ¥ la Prl, habiendo sido descritas desde los peces primitives hasta los
mamiferos, como importantes reguladores metabdlicos producidas en las

somatotropos de la hipdfisis anterior.

En general, las Hormanas del Crecimiento presentan gran similitud
en sus secuencias, son de tipo globular, generalmente constan de 190-191
residuos aminaacidicas, con un peso molecular alrededor de 22 kDa, poseen
4 hélices alfa y dos puentes disulfuro y por lo regular carecen de residuos de
azucares (fiyura 1). Recién sintetizadas presentan un péptida senal de 26
residuos aminoac/dicos para dirigir el transporte de |a pre-hormona a través
de la membrana del reticulo endgplasmico rugose hacia el aparato de Golgi,
de donde son secretadas al torrente sanguinee ya en su forma de hermona

madura.
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Figura 1.Estructura tridimensional consenso de las hormonas del
crecimiento. Las GHs poseen en general 190 residuos aminoacidicos,

cuatro helices alfa y dos puentes disulfuro.

1.4 Hormonas del crecimiento animal.

1.4.1 Hormona del crecimiento bovino (BGH).

La hormona del crecimiento bovino (BGH) o somatotropina bovina
(BST) mejora la eficiencia de produccion de leche (por unidad de alimento
consumido), y la produccién (peso corporal) y composicion (relacion
musculo:grasa) de la carne. En el caso del ganado lechero, esto permite la

reducciéon del nimero de animales requeridos para la produccién de leche y
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el consecuente ahorro de dinero en el mantenimiento de los animales,
(alimento, agua, medicamentos, etc.); tambien se reduce la produccién de

estiercol, de nitrogeno en la orina y de metano (Bauman, 1989) (Tabla I).

La leche de vacas tratadas con 8GHr, no difiere de la de vacas no
tratadas, se mantiene su composicion natural (Peel, y cols., 1981; Peel y
cols., 1983; Fronk y cols.,, 1983; Bauman y cols., 1989, Ringuet y cols.,

1989).

Las caracteristicas que han sido evaluadas al respecto incluyen el
punta de congelacion, pH, propiedades termicas, susceptibilidad a oxidacian,
y caracteristicas sensoriales, incluyendo el sabor; en si, todas sus
propiedades organolepticas se conservan. Tampoco se han encontrado

diferencias en las propiedades requeridas para producir queso.
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TABLA 1

CONSIDERACIONES ECONOMICAS Y DE BIOSEGURIDAD DE LA BGHr

a Su administracién a animales incrementa la tasa de crecimiento,
ganancia de peso y produccion de carne y leche (Etherton y cols.,

1984).

a Incrementa la produccidon de leche en el ganado vacuno lechero

hasta 25% en promedig (Peel y Bauman, 1987).

g Estudios de la FDA de EUA demostraron que @ BGHr no tiene
efecto en dosis diarias equivalentes a 2.3 millones de veces a (o
que seria expuesto un humano en cinco vasos de B cnzas de

leche al dia (Sun, 1989).

@ El uso de BGHr en ganado vacuno lecherc no representa ningun
resgo para la salud de lgs cansumidores (Sun, 1989; Juskeavich y

cols., 1990).

Le administracion de la BGHr se |lleva a cabo por via subcutdnea y la
formulacidn que actualmente se utiliza comercialmente (Prosilac) es una
suspension de liberacion prolongada de 500 mg que se aplica cada catorce
dias. El sabar de la carne y leche de bogvinos tratados con BGHr no es
alterado, pero el contenido de grasa en la carne es menor, generandose

carne de mayor calidad.
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1.4.2 Hormona del crecimiento caprino (CHGH).

La investigacion sobre produccidn lechera en ganado capring, se ha
venidg incrementando debido a las consideraciones econdémicas que
representa esta industria, lo que ha conducido @ un mayor exito comercial;
tal como ha sucedido para |3 industria lechera del ganado bovino {(Larson,
1978; Peel y Bauman, 1987; Haenlein, 1996; Klinger y Rosenthal, 1997,
Loewenstein vy cols., 1980; Kapture, 1882; Haenlein, 1985; Pinkerton, 1991;
Hankin, 1992; Jackson, 1992). La leche de cabra puede ser un sustituto de
la leche de vaca en aquellas personas que presentan intolerancia a esta
dltima, sobre todos en los bebes dande se justifica por necesidad médica,
debido a la intolerancia a las proteinas de la leche de vaca. Hay estudios que
muestran que la leche de vaca es la causa principal de cdlicos a veces
fatales del 12 al 30 % en infantes menores de tres meses de edad,
alimentados con formula lactea vacuna (Lothe y cols., 1982). En infantes
alimentados con leche materna, los célicos se relacionaron con el consumo
de leche de vaca por las madres (Baldo, 1984; Cant y cols., 1985; Host y

cols., 1988).

En infantes de mayor edad, se observo una incidencia cercana al
20% de intolerancia a las proteinas de la leche de vaca (Nestle, 1987).
Ademas, se estimd que del 20 al S0% de todos los bebés con intolerancia a
(@ leche de vace, tambien (0 eran a las proteinas de la leche de soya (Lothe
y cols., 1982). Apraximadamente el 40% de los pacientes sensibles a las

proteinas de |3 leche de vaca toleran bien las proteinas de la leche de cabra
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(Brenneman, 1978; Zeman, 1982), posiblemente porque la lactoalbdmina es
inmunoespecifica entre las especies (Hill, 1939), no asi, la beta-

lactoglobulina que parece ser el principal alergena en la leche de vaca.

Una cabra en promedio produce alrededor de 750 litros de leche por
ano y muchas logran producir mas de 1,000 litros. Existe ganado especial
para la produccion lechera, dentro del cual se han reportado cabras
excelentes productoras de leche, que han llegado a sobrepasar lgs 3000
litros por afio, inclusa el record la tieane una australiana que llegd a producir

cerce de los 3500 litros.

Existen estudiags en cabras en lactacion en las que la administracion
de la BGHr incrementd hasta en un 30% la produccion lactea y se estimuld
el crecimiento de la glandula mamaria par encima del grupo estimulado con
ordefia frecuente (Henderson, y cols,, 1985, Knight, 1992, Baldi, 1999;
Davis y cols., 1899; Baldi y cols., 2002; Boutinaud y cols,, 2003). Sin
embargo, nc se ha reportado la fabricacion de la CHGH recombinante, la
cual por cierto es idéntica a (a ovina y por ende pudiera emplearse en ambaos
ganados, lo que impactaria positivamente a la industria lechera caprina

(figura 2).
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Figura 2. Industria caprina lechera. En la parte superior se muestran los
corrales de ordena automatizada, la cabra de la parte inferior
corresponde a la raza nubian, una de las mejores productoras de leche
y carne. En América uno de los paises mas productores de leche de
cabra es Canada, principalmente en la regién de Ontario con mas de 10
millones de litros producidos al afo. Actualmente la industria lechera
caprina ha ido en aumento y se pretende que llegue a ser como la

industria lechera bovina.

10
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1.4.3 Hormona de crecimiento equino (ECGH).

En relacion a los caballos, la GH se utiliza en la prevencion del
desgaste muscular, en la reparacion de tendones y de huesos fracturados,
asi como en el tratamiento de la anovulacidn en yeguas. Aparte de esto,
también se utiliza en la reparacidn de tejido muscuiar y como tonificador y
vigorizante en caballos de reqistro y de competencia, [0 mismo que para
mejorar las condiciones fisicas en caballos de edad avanzada, restaurando el

balance del nitrogeno.

La ECGH tembien, es capaz de estimular el crecimiento y la
maduracion temprana de caballas jovenes, de incrementar [a produccion de
leche en yeguas lactantes y de promover la cicatrizacion de heridas,
particularmente de huesos y cartilagos (Stewart y Tuffnell, 1991), tal y
como ocurtié con el caso referido en la figura 3 de una caballo australiano
que tuvo un accidente en una de sus patas y que estuvo a punto de ser

sacrificado.

11
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Figura 3. Usos de la GH equina. Se muestra a "Might and Power” un caballo de
carreras (derecha) que resultdé ganador de la copa de Melbourne
Australia en 1997. En 1999 se lastimo6 severamente el tendén de una de
sus patas, fue sometido a tratamiento con ECGH, se recuperd y en el

2000 pudo regresar a las competencias de carreras.

1.4.4 Hormona de crecimiento canino (CFGH).

Respecto al perro (Canis familiaris), cada dia hay mas evidencia del
papel que juega su GH (CFGH) en el tratamiento de fracturas ¢seas, sobre
las que la hormona ayuda a disminuir el tiempo de restauracion del hueso
(Millis y cols., 1998). No es menos importante el tratamiento de obesidad en
perros, gracias a la activacién del metabolismo que hace la hormona

(Wilkens y cols., 1996), para la remocion de acidos grasos, y en general,
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para contrarrestar todos los sintomas derivados de la ausencia o
disminucion de ésta. Ademds, por ser esta hormona idéntica a la GH del
cerdo (PGH) (Ascacio-Martinez y Barrera-Saldafia, 1994a; Secchi y cols.,
2001), todas sus virtudes son también validas para la aplicacion de la CFGH
en la industria porcicola, donde genera carne mdas magra (figura 4) y por
ende de mayor valor (Klindt y cols., 1992; Klind y cols., 1995; Ouyang y
cols., 2003). Se ha reportado la produccién de la PGH en diversos sistemas,
en Escherichia coli (Seeburg y cols., 1983), en céelulas en cultivo (Hwang y
cols., 1992), en levaduras (Jo y cols., 1996; Ouyang y cols., 2001), en

células de insecto (Ouyang y cols., 2000; Ouyang y cols., 2002).

Control

Figura 4. Efectos de |la PGHr sobre cerdos de engorda. Estos lomos provienen
de cerdos tratados durante 77 dias con excipiente (control) y con una
dosis diaria de 140 ug/kg de peso corporal de la PGHr (Tomado de Evock

y cols., 1988).

13
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1.4.5 Hormona de crecimiento felino (FCGH).

Aunque existe escasa literatura acerca de la GH del gato (FCGH), sin
duda los beneficios identificados en las otras GHs se aplicarian sobre esta
especie felina, ya que estos animales tambien presentan los sintomas arriba
referidos para el perro, originados por la ausencia o baja concentracidén de la

FCGH (enanismo y alopecia, entre otros sintomas).

Ademds, comg esta referido en la literatura, los ensayos biolagicos
de actividad adipogénica en células en cultiva (fibroblastos 3T3), utilizan
suero de gato (que contiene FCGH) por carecer o tener baja concentracion
de factores adipogénicos en lugar del suero bavino que es el que mayor
actividad bioldgica presenta (Kuri-Harcuch y Green, 1978; Morikawa y cals.,

1982; Nixon y Green, 1984, Salazar-Qlivo y cols., 1993).

La produccidn recombinante de esta GH seria de gran utilidad en los
ensayos arriba mencianados, Ni que se diga sobre l2 utilidad que tendria la
FCGH recombinante en las investigaciones que estan par venir sobre el
estudio y papel metabdlico de esta hormona en su misma y otras especies

felinas, incluidos por supueste |os grandes felinos an cautiverio.

14
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1.4.6 Hormona del crecimiento humano (HGH).

La hormona del crecimienta humana (HGH 22 kDa) es uno de los
productos estrella de [a biotecnologia farmacéutica, pues ademas de ser la
cura para el enanisme hipofisiario, se utiliza en el tratamiento del Sindrome
de Turner y en los pacientes con SIDA para ganar masa muscular. Ademas,
se ha empezado a usar como anabdlico en el atletismo, en la prevencion de
sintomas de la vejez, y en el tratamiento de traumatismos entre otras
(Tabla II; Elian y caols., 1999). Sin embarga, na sucede la misma con el
resto de ias proteinas e iscformas pertenecientes a la familia: la isoforma
hipofisiaria de 20 kDa (HGH 20 kDa), la variante placentaria (HGH-V), la
isoforma tambien de 20 kDa de esta dltima (HGH-V 20 kDa), v el lactageno
placentario (HPL). En parte por ello, aun se desconoce mucho sobre sus

funciones, mecanismos de accidn y potencial Farmacéutico.

15
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NUEVAS FUNCIONES ATRIBUIDAS A LA HGH 22 kDa

INMUNIDAD Y CICATRIZACION

< Resistencia a enfermedades

camurnes.

« Capacidad de cicatrizacion.

« Cicatrizacidon de
antiguas.

« Cicatrizacién de ptras lesignes.

¢« Tratamiento de dlceras.

FACTORES SEXUALES

Duracion de la ereccidn.
Aumento de la libida.

lesiones

Pctencia/frecuencia de la actividad

sexual.

Regulacion y control
menstrual.

Bochornos ¥ sintomas asociados.
Efectos positivos en el
reproductivo.

del

Incrementa el volumen de la leche

materna.

FUERZA Y TONO MUSCULAR

Aumenta la fuerza muscular,

ciclo

sistema

Promueve la ganancia de masa

muscular.,
Proporciona energia en general.

GRASAS
+ Remocion de acidos grasos.

Eleva

« Reduccion de grasa.

los niveles de colesterol
“bueno”(HDL).

16

PIEL Y PELO

Elasticidad de la piel.
Engrosamiento de la piel,
Textura de la piel.
Crecimiento de pelo nuevo.
Desaparicion de arrugas.
Hidratacién de la piel.

FUNCION MENTAL

L 4

®

Estabilidad emacional.

Memana.

Aspecto general y actitud.
Energia mental y claridad de
pensamiento.

SISTEMA CIRCULATORIO

e

Mejora la circulacion.

Estabiliza la presion sanguinea.
Mejora el funcionamiento del
corazon.

HUESO

e

Aumenta la flexibilidad en la
espalda y articulaciones.
Tratamiento de fracturas dseas.
Tratamiento de ostegporosis.

{Tomado de Elian y cols., 1999).
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Tcdavia mas, se sospecha que algunas de las variantes naturales
menos abundantes de la hormaona, como la HGH 20 kDa, pudieran retener
las propiedades deseables de la hormcna principal como (o es la promaocion
del crecimiento (Kostyo y cols., 1985; Smal y cols., 1987) y carecer de las
otras indeseables de ésta, tales como el efecto diabstogénico que se
desencadena con su uso prolongado (Lewis y cols_, 1981; Daughaday, 1985;

Towns y cols., 1992).

En ensayos bioldgicos realizados sobre las GHs humanas, al
comparar la actividad bioldégica parecida a la insulina, resultd ser del 5%
para la HGH 20 kDa y del 20% para la met-HGH 20 kDa en relacion a la

HGH 22 kDa (Frigeri y cols., 1979; Kgstyo y cols., 1985).

Cabe mencionar que la forma proteica qua presenta la actividad
biologica es la monomerica, las formas aligoméricas tienen nula o paca
actividad, tal es el caso de la forma dimérica de la HGH 22 kDa, donde la
estimulacion del crecimiento se ve disminuida alrededor de un 90% (Lewis y
cols., 1977; Becker y cols., 1987). Inclusive, existen numercsos reportes
donde se ha comparado |la HGH 22 kDa en distintas actividades bioldgicas a
la cual se le asigna el 100% de actividad, contra otras GHs de animales de
diferentes especies, camo la BGH bovina, la cual presentd el mismo
porcentaje de actividad pramotora del crecimiento, |la GH de tortuga de mar

con un 12% (Farmer y cols., 1976; Farmer y Papkoff, 1979). Es de notar

| i



Produccién en biorreactor, purificacion y bicensayo de harmonas recombinantes del aredmiento.
INTRODUCCION

que la GH de la rana-toro presentd un 115% de actividad bicldgica (Farmer

y cols., 1976, Farmer y cols., 1977).

La actividad biologica antilipolitica es otro bioensayo donde destacan
las GHs de algunos peces en relacidn a la HGH 22 kDa, por ejemplo la GH de
salmén presenté mas del 600% de actividad; otros peces como el pez
“bonita” y el "“cola amarilla” presentaron tambien muy altos valares

{Campbell y cals., 1991).

1.4.7 Lactogeno placentario humano (HPL).

Aparte de los dos genes hGH (narmal y variante), tres hPLs
complementan la familia multigénica hGH-hPL del genoma humano y se
acomodan en el siguiente orden: hGH-N, hPL-1, hPL-2, hGH-V y hPL-3
{Chen y cols., 1989; Barrera-Saldana, 1998) (figura 5). Mientras que el hPL-
| es un pseudogen, el hPL-2 y hPL-3 son muy activos en placenta e
interesantemente las versiones maduras de las hormonas que codifican son

identicas (Barrera-Saldana y cols., 1983).

18
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\ hGH-N hPL-1 hPL-2 hGH-V hPL-3
\ GHI CSHLI CSHI GH2 CSH2 /
0 ST T WL TG R NN 5 N — 48,000 pb . /

Figura 5. El complejo multigénico hGH-hPL. De |a regiéon del cromosoma 17
correspondiente a la banda g24.2, se muestra el locus de 48,000 pb con

los genes que constituyen la familia hGH-hPL.

HPL se detecta en suero materno a partir de la cuarta semana de
gestacion, incrementandose a lo largo del embarazo de manera lineal, hasta
alcanzar niveles de producciéon de hasta un par de gramos diarios al final de
la gestacion. Interviene en el metabolismo materno en favor del feto, pues
aumenta la secrecion de insulina, disminuye la tolerancia a la glucosa,

retiene el nitrdgeno de la madre durante el embarazo.

Estas acciones resultan en una elevaciéon de la glucosa y los

aminoacidos en la circulacion materna, mismos que utiliza el feto para su

19
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desarrollo; ademds, genera acidos grasos libres por su efecto lipolitico, que
son usados como fuente de energia por la madre, y de esta manera el feto
puede disponer de glucosa durante el ayuno materno; finalmente, carece
tanto de actividad promotora del crecimiento, como de la adipogénica
(Josimovich y MaclLaren, 1962; Friesen, 1965; Aloj y Edelhoch, 1971;

Maorikawa y cols., 1984; Juarez-Aguilar y cols., 1999),

Se conoce poco acerca del papel fisioldgico del HPL y aun no se
conoce el mecanisma de accion. El disponer de HPL ayudaria @ conocer su
papel fisialdgico, ademas de pader utilizarlo como cantrol en los ensayos
bioldgicos donde seria un referente negativo para los ensayos de
propiedades somatotrificas y adipogeénicas, asi coma uno positiva de las

lactotroficas.

1.5 Potencial biotecnoldgico de las GHSs.

Numergsos trabajos muestran el valioso potencial de las GHs, pues
aparte de su uso en sus especies de origen, se ha demostrado que las GHs
de los primates tienen actividad sobre los demas animales filcgenéticamente
inferiores, incluyendo a los peces y no al revés, Existen experimentos donde
la BGH y la GH porcina (PGH) se han utilizado para el tratamiento del
enanismo hipofisiario en perras (Eigenmann y cols., 1981) y en gatos

(Muller y cals., 1989).
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En cuanto a animales de granja respecta, los ganados porcino,
bovino, caprino y ovino, han sido tratados con GH exoégena para mejorar la
produccion, pues aumenta la eficiencia de conversién alimenticia, la tasa de
crecimiento, la ganancia de peso y la produccién de leche y carne. Mas
sorprendente ha sido el hallazgo en el que la BGH estimula el crecimiento
del salmén, y todavia mas interesante aun, el que el lactégeno placentario

(PL) bovino funciona aun mejor (Devlin y cols., 1994), tal y como se ilustra

en la figura 6.
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Figura 6. Uso del lactogeno placentario bovino en peces. Efecto en el salmon
juvenil con la administracion de inyecciones semanales de albumina
sérica bovina (BSA) (control), BGH o somatotropina bovina (BST) y

lactégeno placentario bovino (BPL).



Produccidn en biorreactar, purificacion y bioensaya de hormonas recombinantes del crecimiento.
INTRQDUCCION

1.6 Sistemas de expresidn para las hormonas del crecimiento.

De entre l0s primeros genes clonados y expresados en la bacteria
Escherichia colfi, se encuentran precisamente el de |la HGH (Goeddel y cols.,
1979) y el de la BGH (Miller y cols., 1980). Los trabajos con la primera
ilustran 1os diferentes sisteamas que se han probado para producirla,
habiéndose conseguido su fabricacion comercial no sdlo en Escherichia cofi,
sino también en Bacillus subtillis (Franchi y cols., 1991) y en las levaduras
Saccharomyces cerevisiae (Tokunaga y cals., 1985) y Hansenula
polymorpha (Aprikian y cols,, 1991). También se han probado sistemas de
produccian basadus en cultivos de células de mamiferos (Pavlakis y cals.,

1981), lo mismo que en animales transgeénicos (Kerr y cols., 1997).

Sin embargo, los animales transgenicos aun no afrecen procesas
rentables, mientras que en las bacterias es comun que la proteina
recombinante sufra cambios indeseables (metionina extra, plegamiento
incorrecto y precipitacion como cuerpe de inclusidn), no se modifique como
se requiere (glicasilacion nula) y que sea tedioso y dificil recuperarla can

actividad bicldgica.

En nuestro laboratario primero tuvimos éxito produciendo en 1994 la
CFGHr y la HGHr en Escherichia coli, fusiondndola a la proteina de unién a
maltosa (CFGH-MBPr y HGH-MBPr, respectivamente). Sin embargo,
conscientes de que para recuperar la hormona, ya sea del periplasma o del

citoplasma bacteriano, se requeria de estrategias complicadas, sumado a las
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limitaciones del sistema bacteriano para plegar y procesar proteinas
heterolagas correctamente, nas abocamos a buscar un sistema de expresién
que permitiera sintetizar la proteina, purificarla con mayor facilidad y

retener su funcionalidad.

Se sabe que las levaduras ofrecen las mejores caracteristicas de los
sisternas bacterianos y eucariontes, pues ademas de realizar varias de (as
maodificaciones postraduccionales comunes a lgs grganismos superiares, son
casi tan faciles de crecer en matraces y biorreactores como las bacterias,

empleando medios de cultivo relativamente baratos (Remanos y cols, 1992).

Estudios realizados €en nuestro laboratoria demostraron que
especificamente la levadura metilotrofica Pich/ia pastoris s un excelente
sistema de expresion para hormonas del crecimiento (Escamilla y cols.,
2000). Recientemente, un grupo de investigadcres chinas logrd canstruir
una cepa de Richia pastoris capaz de producir y secretar al medio de cultivo
la hormona del crecimiento porcina bigldgicamente activa (Ouyang y cols.,

2003).

1.6.1 Pichia pastoris como sistema de expresion.

Pichia pastoris es una levadura metilgtrofica (capaz de crecer en
metancl como unica fuente de carbono), que lleva a cabo modificaciones
postraduccionales, produce nivelas de proteinas recombinantes de ung a dos

¢rdenes de magnitud por encima de Saccharamyces cerevisiae (Faber y
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cols., 1995), es capaz de secretar proteinas heterologas al medio de cultivo
(donde los niveies de proteinas nativas son muy bajos) y que en contraste
con esta Ultima, puede cultivarse a altas densidades celulares de mas de
450g/L en pesa humedo y de 100 g/L de peso seco (Siegel y Brierley, 1989;
Cereghino y Cregg, 2000) (figura 7), haciéndola con mucho una de las mas
productivas, logrando concentraciones hasta de gramos del recombinante

por litro de medio de cultivo (Romanas y cols., 1991; Clare y cols., 1991a).

El pramotor del gen de la alcohol gxidasa 1 (aox1l) de Pichia pastoris
es uno de los que mds se emplean para dirigir la sintesis de proteinas
recombinantes. Es tan fina su regulacian, que en presencia de otra fuente de
carbono que no sea metanol (como glicerol o glucosa), el sistema esta
apagado completamente (Ellis y cols, 1985) y basta reemplazar dicha fuente

por metanol para encenderlo.
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Figura 7. Produccion de biomasa por Pichia pastoris. Esta levadura alcanza
altas densidades celulares en biorreactores. Se muestran dos botellas
que contienen medio de cultivo con biomasa a diferente densidad celular.
El de la izquierda corresponde a uno crecido en matraz con deflectores
con una Densidad Optica (DO) a 600 nm de 1.0. Mientras que el de la

derecha corresponde a uno crecido en un biorreactor y tiene una DO a

600 nm de 500.

Gracias a los desarrollos que con Pichia pastoris han hecho varios
laboratorios de universidades norteamericanas y de la Compania Invitrogen
(San Diego, Ca, EUA) principalmente, ya se cuenta con protocolos para
transformar facilmente a la levadura con el vector plasmidico de integracion,

como los de la familia pPIC (figura 8) que tiene la capacidad de integrar un
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gen de alguna proteina de interés. Tal transformacién se efectda con una
versidn linearizada de dicho plédsmido en regiones génicas que comparte con
el genoma de la levadura, lo que estimula su integracién por recombinacion

homodloga en este (ltimo, donde se mantiene y propaga establemente.
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Figura 8. Vector de expresion pPIC9 para Pichia pastoris. Posee los siguientes
genes: region 5° de la alcohol oxidasa (5° aoxl), secuencia sefial de
Saccharamyces cerevisiae (SS), sefial de terminacidn de la transcripcidn
(3' aox1 TT), gen de la histidingl deshidrogenasa (HIS4), region 3~ de la
alcohol oxidasa (3° aoxl), origen de replicacion de Escherichia coli
(ColE1) y el gen de resistencia a ampicilina (Ampr). Ademas, posee una

region de sitios inicos de clonacion en tandem enfrente de la reqién SS.
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En nuestro laboratorio de Biotecnologia de |la ULIEG hemas
desarrollado la capacidad de gbtener por clonacidn melecular practicamente
cualguier gen g ADNc de la familia de la GH de cualquier especie animal y
humana, habiéndolo ya logrado en los casos de las GHs de perro, coyote,
tlacuache, gato, ledn, jirafa, vaca, cabra, caballo, chimpancé, mono verde,
mong arafa y humane. Finalmente, en la busqueda de mejores tecnolggias
de expresion para las hormonas del crecimiento susceptibles de ser
comercializadas, en nuestro laboratorio se desarrolld 13 cepa de la levadura

Pichia pastoris productora de la HGHr (Escamilla-Trevifio y cols, 2000).

Posteriormente, en blsqueda de aumentar la produccidn de HGH, se
subclond el ADN¢c de HGH de pPICY a pPICY9K tratando de obtener cepas
multicopias, logréandose abtener una cepa de Pichia pastoris 30% mas
praductora de HGHr (Sanchez-Dominguez, 1998). Otros autores han
reportado el mejoramiento de |la expresidn proteica en cepas multicopia
(Clare y cols., 1991a; Clare vy cols., 1991b; Vassileva y cals., 2001). En
virtud del enorme potencial que las GHs animales y humana pueden aofrecer
para la industria pecuaria, medicina veterinaria y sector salud de nuestro
pais, en el presente trabajo documentamos |0s logres obtenidos al conseguir
construir cuatro nuevas cepas de Pichia pastoris productoras de las GHs
canina-parcina, equina, felina y lactdgeno placentario humana, asi como del
escalamiento a biorreactor, desarrollo del esquema de purificacién y
bioensayo de las ya mencionadas hormonas, incluyendo ademas las GHs

humana y bavina.
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2. JUSTIFICACION

Las GHs animales ademds de participar en el crecimiento corporal
aumentan la produccion de leche, la eficiencia alimenticia y mejoran las
condiciones fisicas de los animales. Por su parte la HGH se utiliza en el
tratamiento del enanismo hipofisiario y en el sindrome de Turner entre
ulrus. Tanto la GH bovina (BGH) coma la HGH existen desde hace afos en
el mercado y Méxica las importa, por lo que seria muy deseable generar
tecnologia propia para producir estas GHs. Lo mismo aplica a otras GHs de
impaortancia para el area pecuaria y veterinaria, coma lo son la del perro,

cerdo, gato, caballo y vaca.

Tambien resulta de interes el lactageno placentaric (PL), al que
nuevas propiedades se le siguen descubriendo, coma sucedio con el PL
bovino cuyo estimulo al crecimiento del salmoén resultd superior al de la
BGH (Devlin y cols., 1994), Todas las GHs comerciales provienen de
bacteria, siendo Pichia pastoris una excelente opcidn para producirlas de
manera abundante, secretadas al medio de cultivo y bioldgicamente activas

(Creggq v cols., 2000).
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Por lo anterior nace el presente proyecto, cabiendo mencionar que
esta es la primera vez que se realiza este tipo de investigacion de manera
integral sobre la construccion, produccidn en matraz, escalado de la
produccion a biorreactor, purificacion, analisis y bioensaya de tres GHs y un
lactdgeno placentario humano recombinantes; asi coma el escalamiento en

bigrreactor y analisis de otras GHs previamente construidas en nuestrg

laboratoria.

Come ya se dijo, las GHs de mamiferos tienen actividad en animales
filogeneticamente inferiores, no obstante, se pueden desencadenar
reacciones potencialmente adversas a la terapia con GHs heterdlogas, par lo

que el contar con (a8 GH especie-especifica evitaria tales efectos indeseablss.

Con los conocimientos adquiridos podremos ofrecer al sector
industrial tecnologia y asesoria en el campo. Ademas, Ia disponibilidad de
las GHs animales permutird iniciar estudios para su aprovechamiento en (3
industria ganadera (equina, bovina y parcicola); lo mismc aplica para la de

origen humana en su area respectiva.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

Construir cepas de Pichia pastoris portadoras de los ADNcs de las
GHs equina, canina, felina y el lactogeno placentaric humano; producirlas
en biorreactor incluyendo |as GHs de origen bovino y humano; purificar y

ensayar su actividad bialdgica en cultivo celular,

3.2 Objetivos particulares.
1. Disefiar lgs iniciadores para amplificar lgs ADNcs de cada hormona.
s Amplificar por la RCP los ADNcs de cada hormona.
3. Construir 1os plasmidos pBS con los ADNcs amplificados de las
hormonas.
4, Construir |os vectares pPICY de levadura para cada hormona,
5. Construir |as cepas de Prichia pastorfis productoras de las hormonas.

6. Construir el testigo negativo de expresion pPIC9 en GS115.

7. Caracterizar el genotipo Mut de cada construccidn.
8, Producir y analizar a nivel matraz las harmonas recombinantes.
9. Escalar la produccion €n biorreactar de cada hormona.

10. Desarrollar el esquema de semipurificacion de las GHs y del HPL.
11. Analizar y caracterizar |las hormonas recombinantes producidas.

12. Probar la actividad bioldgica de las GHs y del HPL en cultivo celular.
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4. MATERIAL

4.1 Reactivos quimicos y medios de cultivo.
Laos iniciadares u aligos necesarios para llevar a cabo la amplificacion
especifica de cada ADNc para cada GH y del Lactégeno Placentario Humano,

se mandareon sintetizar a la compariia Gibcg-BRL (Grand Island, NY. EUA).

Los reactivos para elaborar las soluciones (amortiguadores,
soluciones szlings, medios de cultivo, geles etc.) se obtuviergn de las
siguientes casas comerciales: Sigma Chemical Company, Inc (ST. Louis, MO.
EUA); Merck (Monterrey, Meéxica), Aldrich Chemical Company, Inc.

(Milwaukee, WI. EUA) y Difco (Detroit, ML. EUA).

Las enzimas de restriccion y de modificacion de acidos nucleicos que
se utilizaron se gbtuvieron de las siguientes casas comerciales Bethesda
Research Laboratories, Inc. (BRL, Gaithersburg, MD. EUA) y New England
Biolabs, Inc. (NEB, Beverly, MA. EUA), |la Tag polimerasa de ADN se obtuvo
de Perkin Elmer-Cetus (Almeda, CA. EUA) y los desoxirribonucledsidos

trifosfatos (dNTPs) de Promega Co. (Madisan, WI. EUA).
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4.2 Bioldgicos.

La cepas de Escherichia coli XL1-Blue y DH-5a utilizadas para la
transformacion y construccion de los vectores de expresion, asi como la
cepa de levadura GS115 de Pichia pastoris utilizada en la transformacion de
los “casetes” de expresion de cada GH, fueran adquiridos de la cepateca de
la ULIEG. Los plasmidos que contienen el ADNc que codifica para cada
hormona, el Bluescript utilizado en |a clonacidn por vectar “T” y el vector de
expresian pPICY para Pichia pastoris, fueron adquiridos de la plasmidoteca

de la ULIEG.

El estuche de Pichia pastoris que se utilizd para la construccion de
los sistemas de expresion se adquirio de la compaiifa I[nvitrogen Cag.
(Gaithersburg, MD. EUA). La linea celular de linfoma de rata Nb2 que se
utilizé para los ensayos de la actividad bioldgica, fue proporcionada per la
Dra. Carmen Clapp y el Dr. Carlos Aramburg del Instituto de Neurcbiologia

(INB) de la UNAM.
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4.3 Infraestructura,

Se empleargn |as siguientes equipos y aparatos: Ultracongelador So-
Law de Environmental Equipment (Cincinati, Ohio, EUA termacicladores PTC-
100 de la marca M) Research (Waltham, MA. EUA) secuenciador
automatizado modela IR 4200 [LI-COR (Lincoln, NE. EUA)], bomba
peristaltica dynamax, modelo RP-1 de Rainin (EUA), liofilizadora LABCONCO
modela 4.5 (Kansas, EUA), centrifugas y ultracentrifugas de la marca
Beckman-Coulter (Fullerton, CA. EUA) modelos: Allegra 21R, Optima TLX,
T)-6, J2-MI y LS-S0E y de la marca Eppendorf (Barkhausenweg, Hamburgo,
Alemania) modelos: 5414, 5415C y 5402, dos sistemas de esterilizacidn por
calor humedc Market Forge (Sterilmatic), autoclave de 30x30x30 in. de
doble cdmara modelo Arévalo (Guanajuato, Gto. Mx.), incubadoras Shel Lab
SL (Sheldon Manufacturing Inc.) modelos: 1535 y 1330GX y agitador orbital

(ORBIT) de Lab Line.

También, se usé un sistema de digitalizacion y analisis de imagen
GEL DOC 1000/PC de la marca BIO-RAD (Hercules, CA. EUA) e Image]
version 1.30P (USA), espectrafotdmetra de la marca Beckman-Ceuiter
(Fullerton, CA. EUA) modelo Du-70, biofotdmetro (Eppendorf), balanzas de
la marca OHAUS modelgs Analytical Plus y Precision Standard,
potencidmetro digital de |a marca QRION modelo 420 A, unidad
ultraconcentradora de 100 mL (Spectrum) {(EUA), concentrador al vacio
CENTRIVAP de (a marca LABCONCQO (Kansas City, MO. EUA), fuentes de

poder para electrofaresis de |a marca Gibco-BRL-Life Technalogies Inc.
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(Carlsbad, CA. EUA) modelo 500, camaras de electroforesis horizantal de la
marca BIO-RAD {Hercules, CA. EUA), campana de extraccién y gabinete de
bioseguridad nivel [[ de [@a marca LABCONCO {(Kansas City, MO. EUA),
bicrreactor de 1 litro, modelo Biaflo 3000 de la marca New Brunswick

Scientific (NBSC) (EUA).

El trabajo de cdmputo se realizéd en un ordenador Apple madelo G4
640/400. Los programas requeridos para el analisis y manipulacion de
secuencias nucleotidicas fueron: Amplify versién 2.53 (Bill Engels, ©1992,
Madison, WI, EUA), DNA Strider™ version 1.3 (© Ch. Marck & C.E.A. Service
de Biochimie Département de Biologie-Institut de Recherche Fondamentale-
CEA-FRANCE), Oligo version 4.0 (1992 Wojciech Rychlik, Natignal

Bioscience, Inc., Plymouth, MN. EUA),
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5. METODOLOGIA
5.1 Estrategia General.
Las sigujentes son las etapas de la estrategia general (figuras 9 ¥

10) en las que se dividid el trabajo:

a) Construccion de las nuevas cepas de Pichia pastorfs productoras

de las hormanas recombinantes.

b) Produccion en matraz de las harmonas.

¢) Escalamiento a biorreactor.

d) Andlisis y caracterizacion de las hormanas producidas.

e) Desarrollo del esquema de semipurificacién de las hormonas.

f) Determinacion de |a actividad bicldgica de cada harmona.
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Figura 9. Estrategia general para la construccion de las cepas. Se muestran
los pasos que se siguieron para construir y caracterizar las nuevas cepas
de Pichia pastoris productoras de las GHs y del Lactégeno Placentario
Humano. Los protocolos que se siguieron estan basados en los de

Ausubel y cols., 1999 y en los de Sambrook y cols., 1989, a menos que

se indique otra cosa.
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Figura 10. Estrategia general para producir y caracterizar a las hormonas
recombinantes. Se muestran los pasos que se siguieron para la
produccién y escalamiento de las hormonas recombinantes, su
semipurificacion y bioensayo de cada una de las distintas hormonas

recombinantes.
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5.2 Construccion de los plasmidos pBS-xGH para cada harmona.

Se disenfaron oligonucledtidos especificos basados en secuencias
nucleotidicas consenso de GHs (region madura) de mamiferos relacionados,
a los cuales se les incluyeron sitios extras de restriccion (Xho [ y Avr 1) en
sus flancos para facilitar |a insercidn del amplicon al vector de expresion.
Con éstos se amplificaron los ADNcs de cada una de las hormanas, a partir
de pldsmidos construidos previamente en nuestro laboratorio que partan las
secuencias nucleotidicas respectivas. Cada amplicédn fue clonado en el
plasmido pBS II KS(+)(excepto la FCGH) y posteriormente subclonados en
el vector de expresian para levaduras pPICS, en los sitios de restriccion Xho
1y Avr 11, previa purificacion del fragmento y del vector correspondientes,

originandose asi cada uno de los plasmidos de expresion pPIC9-xGH.

5.2.1 Diseiio de los aligonucleétidos para amplificar el ADNc

de cada hormona.

Naturalmente la secuencia del ADNc de las GHs con las que se
trabajo corresponde @ una longitud de €48 pb y de 651 pb para el HPL, ésta
codifica para una proteina de 216 residuos aminoacidicos en el caso de las
GHs y de 217 para el HPL. De éstos, los primeros 26 residuos corresponden
al peptido lider, necesario para que la proteina pueda ser secretada hacia el
medio de cultivo, elimindndolo en este procesc de tal forma que [a harmona
queda en su version madura, con una longitud de 190 residugs

aminoacidicos para las GHs y de 191 residuos para el HPL (Tabla I1I).
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TABLA 111

LONGITUD CARACTERISTICA DE LAS GHs DE MAMIFEROS

HORMONA DE Pflf:;‘:° ‘;;:2‘3:‘: Longitud Longitud

CRECIMIENTO (aa) (aa) Aminoacidica | Nucleotidica
Caballo 26 190 216 648
Perro 26 190 216 648
Gato 26 190 216 648
HPL* 26 191 217 651
Humano 26 191 217 €51
Marmoset 26 191 217 651
Mong rhesus 26 191 217 651
Jirafa 26 191 217 651
Barrego 27 191 218 654
Cabra 27 191 218 654
Vaca 27 191 218 654
Chevrotain 27 190 217 651
Tlacuache 25 150 215 645
Otros mamiferos 26 190 216 648

* Lactogeno Placentario Humano

En estos casos se tomad en cuenta unicamente la secuencia del ADNc
correspondiente a cada haormona madura, ya que el vector de expresion
PFICY tiene su propio peptido lider que es el del factor de apareamiento «

(a-MF) de |a levadura Saccharemyces cerevisiae.
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5.2.2 Amplificacién por la RCP de los ADNcs de cada
hormona.

Se utilizd un termociclador PTC-100 (M. 1. Research, Inc) para

realizar la amplificacidn de los ADN¢s de las hormonas del crecimiento y del

lactogeno placentario. Se prepararon las mezclas de reaccion, las

condiciones que se utilizaron para realizar la RCP s@ muestran en la Tabla

Iv.

TABLA IV

METCQOOLOGIA

CONDICIONES DE LA REACCION DE LA RCP
EN LA AMPLIFICACION DEL ADN¢

REACTIVOS VOLUMEN | CONCENTRACION FINAL
Agua ultrapura 10.0 pL Volumen final=25 pL
Amortiguador 10 X 2.5 plL 1 X

MgCly 25 mM 1.5 pL 1.5 mM

dNTPs 10 mM 0.75 pL 300 uM

Oligocs™ 5 uM 2.5 yL 0.5 uM

Oligo3" S uM 2.5 UL 0.5 uM

'ADNc 10 ng/ul 50 L 2.0 ng/uL

ADN Polimerasa Taq (SU/uL) 0.3 uL 0.06 U/uL
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Se mezclaron bien laos tubos y se les agrego una gata de aceite

mineral para evitar |la evaporacion. Por ultimo, se sometieron a la reaccidn

en el termaciclador. Las condiciones de los ciclos (tiempo y temperatura) de

amplificacidn en el termociclador que se usaron en la sintesis de los ADNcs

de las hormonas se muestran en la Tabla V.

TABLAY

CARACTERISTICAS DE LOS CICLOS DEL TERMOCICLADOR USADQOS
EN LA RCP DE LOS ADNcs DE LAS HORMONAS

PASQO TEMPERATURA °C TIEMPO
1 94 S min.
4 94 30 seq.
3 58 45 seq.
4 72 1 min,
S (Del 2 al 4) 28 ciclos
6 72 5 min,
7 FIN
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5.2.3 Clonacion del ADNc de cada GH en el vector pBS par
“Vector T".

Durante la RCP, la Taq ADN palimerasa adiciona un nucledtido extra
de adenina en el extremo 3° de los amplicones. Esta caracteristica es
aprovechada en la técnica de clonacion por "Vector T” (Clark, 1988; Maole y
cols., 1989; Marchuk y cols., 1991), donde €| vectar de clonacion se corta
con una enzima de restriccidon gue deje las extremaos "ramas”. Luega se
adiciona el nucledtido timina que es complementario al de adenina en su
extremo 3. Posteriormente el amplicdn (ADNg de interés) y el vectar pBS
san ligados y las construcciones plasmidicas (pBS-xGH) son propagadas en
Escherichia coli, en |a figura 11 se esquematizan los pasos que se siguieron

para la construccion.

La clonacidn se inicio con la abtencion de ADN plasmidico de pBS 11
KS(+) a partir de colonias de Escherichia cofi (XL1 Blue) portadoras del
plasmido con el fin de disponer de suficiente material para el procesa de

cdaonacidn de los ADNcs segiun Sambrook y cafs., 1989.

a2
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Figura 11. Esquema de la construccian de los pBS-xGH. Se (lustra |a secuencia
qQue se siguid para la canstruccidn de pBS-xGH, donde x carresponde a

los ADNcs de las GHs a HPL,

5.2.3.1 Minipreparacion de ADN plasmidico por el método

de lisis alcalina.

Esta tecnica esta basada en el método de Morelle en 1989. Las
bacterias portadeoras del plasmido de interés fueraon incubadas en tubos de
vidrio que contenian 4 mL de media LB con ampicilina durante toda la noche
a 379C con agitacidn a 250 r.p.m. Después de este tiempo se cosecharon y
empastillaron las células por centrifugacion en tubos de 1.S mL durante 1

min, a 12,000 r.p.m. Cada pastilla se resuspendid en 200 pL de solucidon [
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de lisis (Glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8, EDTA 10 mM y Lisozima a 4

mg/mL), posteriormente se incubaron par S min. a temperatura ambiente.

En seguida, se le agregaron 400 L de solucion II alcalina (NaOH 0.2
Ny SDS al 1%) y se mezclo e incubd 10 min. en hielo. Posteriormente se le
agregaron 300 pL de solucion II1 (Acetato de amonio 7.5 M), se mezcld e
incubd por 10 min. en hielo. Luego, se centrifugd 8 min. a 13,000 r.p.m., se
recuperd y transfirio el sobrenadante a otro microtube, al cual se le
agregaron 0.6 voliumenes de isoprapanol, se mezcld e incubd 20 min. Luegaq,
se centrifugo a 13,500 r.p.m. por 8 min., se desechd el sobrenadante, se
lavd |la pastilla de ADN sin despegarla con 500 L de etanol al 70% vy se secd

en el evaparador centrifugo al vacio.

La pastilla se disolvié en 50 pyL de agua destilada, mds 1 plL de
ARNasa (1mg/mL), se incubd 15 min. a 37°C. La pastilla de ADN se disolvio
en 100 pL de agua destilada. Se le hizo extraccion fenaol-Sevag,
posteriormente se le agregd un décimo de volumen de acetatc de sodio 3 M
pPH 5.2 y se anadio 2.5 volumenes de etanol al 100 %, se incubd minimo por
20 min. a -20 °C. Se centrifugé a 13,500 r.p.m. durante 8 min. y la pastilla
de ADN se lavd con 500 uL de etanol al 70%. Por lltimo se secd en el
evaporader centrifugo al vacio y se resuspendié en 30 yL de agua ultrapura,
El ADN plasmidico se analizd par electroforesis en gel de agarosa al 1%

tenida con bromuro de etidio.
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5.2.3.2 Generacion del Vector “T” en el plasmido pBS II (+).
Se digirieron por toda la noche 5 ug del plasmido pBS I1 KS(+) con
la enzima de restriccian Eco RV, en un volumen final de 100 ul, y se asegurd

que estuviera totalmente digerido.

Se tomaron 20 ul equivalentes a 1 g de plasmido linearizado y se

procedid como se describe en la Tabla V1 para la adicion de timinas al vector

linearizado.

TABLA VI

CONDICIONES DE REACCION PARA LA ADICION DE "TIMINAS" AL
VECTOR pBS LINEARIZADO CON Eco RV

REACTIVQS VOLUMEN CONCENTRACION FINAL
Agua ultrapura 51.0 L Volumen final=100 uL
ADN pBS II KS(+) 1 ug/uL 20.0 pL 20 ng/uL
Amortiguador RCP 10x 10,0 uL 1X
Mg Cl; 25 mM 8.0 L 2 mM
dTtPs 10 mM 10.0 uL 1 mM
ADN Polimerasa Taq (5U/uL.) 1.0 yL 0.05 u/uL
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La mezcla de reaccién se incubé a 72 °C durante 30 min. y [0S

productos de la reaccidn, adicianados con timina, se almacenaron a -20 °C

hasta su utilizacion.

5.2.3.3 Ligacion de cada ADNc¢ de GH al vector pBS.
Parz favorecer @ generacion de vectores recombinantes se empled
una relacion molar 1:S de vectar-inserto; las condiciones de |a reaccion de

ligacién se muestran en (2 Tabla VII.

TABLA VII

CONDICIONES DE REACCION PARA LA LIGACION DEL ADNc DE CADA
HORMAONA AL VECTOR DE CLONACION pBS

REACTIVOS VYOLUMEN CONCENTRACION FINAL
Agua ultrapura S.5ul Volumen final=25 yL
Amcrtiguador de ligacidn 5X 5.0 yL 1 X
Vector T 10 ng/ul 10.0 uL 4.0 ng/ul
ADNCc 40 ng/pL 2.5 L 4.0 ng/ul
Ligasa 2 U/uL 2.0 uL 0.16 U/l

La reaccidén de ligaciéon fue incubada a 16 9C toda la noche y
posteriormente el ADN se precipitd con etancl absoluto y sales, se

resuspendid en TE y se almacend a -20 °C,
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5.2.3.4 Transformacion con células calcio-competentes
Escherichia coli XL1 Blue.

Se sembrd Escherichia coli (XL1-Blue) por estria en una caja con
medio LB se incubd a 37°C por 12-14 hrs, se levantd una colonia e inoculd
en tubo de ensayo con 4 mL de medio LB a 37°C por 12 hrs con agitacion
vigorosa. Se inoculd un matraz que contenia 50 mL de LB con una dilucidn
1:100 del cultive celular del tubo y se creci¢ hasta una densidad dptica (600
nm) de 0.30-0.35 unidades aproximadamente de 2 a 2.5 hrs. Se colacd el
matraz en hielo por 10 min. Se pasaron las bacterias a un tubg Falcon de S0
mL. Se empastiliargn las bacterias y decantd el sobrenadante (todo en hielo
y en condiciones de esterilidad). Se resuspendio la pastilla en 20 mL de
clorura de calcio 100 mM frio e incuba 20 min. en hielo, se vglvié a
empastillar y se repiti¢ este Ultimo paso. Se empastillaron las células y se
ajustaron a un vaolumen final de 2 mL de CaCl; 0.1 M por 20 min. y se
transfarmaron, usando 200 uL de células ¢ bien las guardamos a 4°C por no

mas de 2 dias.

La transfarmacion se realizé mezclando 1/3 del volumen de ligacion
con 200 ulL de células calcio competentes, se plagued¢ en medio LB solido
conteniendo ampicilina (50 ug/mL) y X-gal (800 pg/mL) e IPTG (800 pug/mL)
y se incubg a 37°C durante 12-16 haoras. Adicionalmente se llevd a caba una
transformacién en paralelo con 1 ng de pBS II KS (+) como testigo de

transformacion y para verificar la eficiencia del proceso.
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5.2.3.5 Seleccion de colonias portadoras de plasmidos

recombinantes.

El vector pBS II KS (+) tiene la primera parte del gen (amino
terminzl) de la enzima p-galactosidasa (lac Z) y se complementa con |a
parte terminal del gen Lac Z (carbaxi-terminal) presente en las cepas de
Escherichia cofi. Por lo que dicha cepa es capaz de llevar a cabo A a-

complementaclidn cuando es transformada con dicho plasmido.

El pldsmido pBS tiene su sitio de policlonacién multiple acomodado
de tal forma que se mantiene el marco de lectura abierta para generar la
enzima B-galactosidasa. De manera que las dos regiones en forma separada
no funcionan para producirla, siendo exclusivamente funcionales cuando se
complementan, es decir se lleva a cabo la a complementacion entre el pBS

con su secuencia intacta y la bacteria.

Estas bacterias Lac® se caracterizan par la formacian de un
compuesto cromogeng que se ogrigina por la accion de |a B-galactosidasa
producida par causa del inductar IPTG, cuando actua sobre el sustrato X-gal.
De manera que esta actividad le confiere a |as colonias un color azul peculiar
que las hace facilmente distinguibles. Esto siempre y cuando el pBS no haya
sufrido una mutacidn en dicho gen o que par causa de la insercidn en el sitio
de policlanacion de algun fragmento de interés (como lo es el caso de los
ADNcs de cada hormona) se haya perdido el marco de lectura abierto para

la p-galactosidasa, de manera que la generacidn de colonias no azules, es
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decir blancas, indica que se tienen clonas candidatas que han incorporado el

ADNCc de interés.

Para determinar cuales de las colonias blancas obtenidas por
tamizaje en el medio de seleccion (Agar LB/Amp) eran portadoras de
plédsmidos recombinantes, cada una de ellas se transfirid a medio LB/Amp (4
mL) y se incubaran par 16 haras 2 37 °C. Posteriarmente, se llevd a cabo la
extraccién del ADN plasmidico por miniprep y se efectud una electrofaresis
en agarosz al 0.8% . Por comparacion con la migracion del plasmido pBS II
KS (+) se determind cuales de las clanas candidatas contenian plasmidas
recambinantes (partadores de cada ADNc) que al tener mayor nimero de
pares de bases por caontener el fragmento adicional del ADN¢, migraban mas

lentos en el gel que la version original de pBS.

5.2.3.6 Caracterizacion por la RCP de los plasmidos pBS-xGH

recombinantes.

Se utilizaron los iniciadores “Farward” y “Reverse” de pPUC18 para
realizar la RCP sobre las clonas que resultaron de la transformacion con |a
ligacidn del vector pBS y cada amplican proveniente de |a RCP
correspondiente al ADN¢ de la hormona respectiva, esperandose un
producto de 800 pb para las clonas candidatas de pBS-xGH y de 200 pb
para las clonas que no Integraron el ADNc correspondiente. Esto como

primer tamizaje de las construcciones deseadas.
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5.2.3.7 Verificacion de la clonacién de los ADNcs de cada
hormona por enzimas de restriccion.

Para verificar la presencia del inserto en Ios pldsmidos

recombinantes, 450 ng de cada uno de ellos se sometieron a una doble

digestién con las enzimas Xho I y Avr 11, en un volumen de reaccidn de 15

wl.

Cepas portadoras de ambes vectores fueron incubadas en 4 mL. de
medic LB a 37°C a 250 r.p.m. par 18 hrs. Posteriormente se realizaran

extracciones de ADN plasmidico por miniprep (Morelle, 1989).

53 Construccion de los vectores de expresion pPIC9-xGH para
cada hormana.
Se realizaron digestiones preparativas con las enzimas Xho 1 y Avr
II, de pBS-XGH y pPICY, Luege, tanto el fragmento como el vector fuercn
purificados (QIAEX II “Gel extraction Kit”) de acuerdo con las instrucciones
proporcionadas por la compaidia QIAGEN. Una vez purificados, se ligaron de
acuerdo con (as condiciones descritas en la Tabla VIIL, en una relacion molar

inserto:vectar de 7:1.
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TABLA VIII

CONDICIONES PARA LA REACCION DE LIGACION DEL ADNc DE
CADA HORMONA CON pPIC9

REACTIVOS VOLUMEN | CONCENTRACION FINAL
Agua ultrapura 5.5 L Volumen final=30 uL
Amortiguador de ligacién 5X 6 WL 1 X
Vectar pPICY (Xho I/Avr II) 20 ng/plL 10 L 6.6 ng/pL
ADNc (Xho 1/Avr (1) 10 ng/lUL 10 pL 3.3 ng/pL
Ligasa 2 U/uL 2 pL 0.13 U/pL

La ligacion se llevo a cabo a 16 °C durante toda la noche. Una vez
verificada esta por electroforesis en gel de agarcsa al 0.8 %, 1y 3 pl de la
reaccion de ligacién entre pPIC9 y cada ADNc fueron utilizados para

transformar celulas Catt competentes de Escherichia cofi XL1-Blue.,

5.3.1 Hormona del crecimiento canino {CFGH}.

Se disefiaron oligonucledtidos especificos basados en secuencias
nucleotidicas consensg de GHs de mamiferos relacicnados, a los cuales se
les incluyeron sitios extras de restriccion (Xho I y Avr II) en sus flancas para
facilitar la insercion del amplicén al vector de expresién. Con éstos se
amplificd el ADN¢ de CFGH, a partir de un plasmido construido previamente
en nuestro laboratorio que porta la secuencia nucleotidica respectiva

(pMALc-cfGH) (Ascacio-Martinez y Barrera-Saldaiia, 1994Q).
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El amplicdn fue clonado en el plasmida pBS I1 KS(+) vy
posteriormente subclonado en €l vector de expresion para levaduras pP1C9,
en los sitigs de restriccion Xho [ y Avr I1, previa purificacion del fragmento
(ADNc de CFGH) a partir de pBS-cfGH y del vectar pPICS, origindndase asi el
plésmido de expresién pPIC9-cfGH, La figura 12 ilustra la estrategia de

construccion de este nuevy vector de expresian.

Dada la inusual circunstancia de que |a proteina madura para la que
codifica este pldsmido es idéntica a la GH del cerdo, en este caso el “casete"

de expresion se convierte en fuente de produccidn de ambas hormonas.

5.3.2 Hormona del crecimiento equino (ECGH).

Para la construccion del vector de expresidon pPIC9-ecGH, se siguid la
misma estrategia y metodologia descrita darriba para la construccion del
vector de expresion de la GH canina (pPIC9-cfGH). En este caso se empled
como fuente del ADNc de la GH del caballo, a un pladsmido construido
previamente en nuestro labaratorio (pMALc-ecGH) (Ascacio-Martinez y
Barrera-Saidana, 19940) partador de dicho ADNc, en (a figura 12 se

describe la estrategla de construccion de ambgs vectores de expresion).
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Figura 12. Construcciones de los vectores de expresion pPIC9-cfGH y
pPICI9-ecGH. Una vez recuperados los ADMNcs correspondientes, se
clonaren en pBS donde fueron secuenciados y luego se transfirieron a
pPICY. Pro= Promotor de la alcohel oxidasa 1. SS= Secuencia sefial
del factor a de apareamiento de Saccharomyces cerevisige. aoxl=
parte del gen de la alcohol oxidasa. HIS= Gen de |a histidinal

deshidrogenasa. y Ampr= gen de resistencia a ampicilina,
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5.3.3 Hormona del ¢crecimiento felino (FCGH).
Al igual que en la estrategia anterior, se disenaron oligonucledtidos
consensa de GHs relacionadas de estos animales, y se les incluyeron los

sitios de restriccidn extras Xho 1 y Avr [1 para facilitar su clonacidn.

Se amplificé por RCP el ADNc correspondiente a la FCGH madura,
partiendo una vez mas de un plasmido construida previamente en nuestro
laboratorio que porta dicha secuencia el pMALc-fcGH (Castro-Peraita y

Barrera-Saldafia, 1995).

A diferencia de las dos clonaciones que se describieron
anteriormente, para este caso, la clonagidn se hizo directa (sin pasar por el
plasmido pBS): el amplicen correspondiente (ADNc de FCGH) fue
previamente digerido con las enzimas de restriccion Xha 1y Avr 11,
posteriormente se ligé con el vector de expresion pPICS, al cual fue abierto
en los mismos sitios de restriccion, origindndose de este moda el plasmido
de expresicn pPIC9-fcGH. La figura 13 ilustra |a estrategia correspondiente

para llevar a cabg la canstruccion de este vectar.
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Figura 13. Construcciéon del vector de expresion pPICI-fcGH. Se amplificd por
la RCP el ADNc de la GH del gato, al cual se le incluyeron sitics de
restriccian Xho 1 y Avr I1 para facilitar la clanacion, misma que se
consiguio al digerir el producto amplificada con las enzimas
mencionadas y poniéndalo a ligar can el vector pPIC9 digerido en los
mismos sitios. Pro= Promotor de la alcohol oxidasa 1. SS= Secuencia
sefial del factor a de apareamiento de Saccharomyces cerevisiae. aoxl=
parte del gen de la alcghol oxidasa. HIS= Gen de la histidinol

deshidrogenasa. y Ampr= gen de resistencia a ampicilina.
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5.3.4 Lactdgeno placentario humano (HPL).

A partir de un plasmido previamente construido, el pHPL815, que
contiene la secuencia del ADNc que codifica para el hPL3 se amplifico por la
RCP utilizando oligonucledtidos que incluian los sitios de restriccion Xho 1y
Avr 11, El amplicon del ADNc de hPL3 se clond por medio de a técnica de

vector "1” en pBS, ariginando a pBS-hPL3.

Posteriormente se digirid tanto al intermediario pBS-hPL3, como el
vector pPICS, con |as enzimas de restriccion Xho [ y Avr 11, y se sometiad al
fragmento liberado del primero con la version abierta del segundo a una
reaccion de ligacion, resultando en la construccidn de la clona pPIC9-hPL3

(figura 14).
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Figura 14. Construccion del vector de expresion pPIC9-hPL. Se amplificéd par
la RCP el ADNc del hPL3 a partir del plasmido pHPL8B1S, se pasd a pBS
por la tecnica de vectar "T" Luego el ADNc se recuperd por mediv de
los sitios Xho 1y Avr 11 ¥ se puso a ligar con el vector pPICI digerido
con las mismas enzimas. Pro= Promotor de la alcohol oxidasa 1. $5=
Secuerncia seflal del factcr o de apareamiento de Saccharomyces
cerevisiae. acx1l= parte del gen de la alcohol oxidasa. HIS= Gen de la

histidinol deshidrogenasa y Ampr= gen de resistencia a ampicilina,
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a) Seleccién de colonias poartadoras de plasmidos

recombinantes.

Para determinar cuales de las colonias obtenidas par tamizaje en el
medio de seleccidn (agar LB/Amp) eran pcertadoras de plasmidas
recombinantes, cada una de ellas se transfirid a medio liquido LB/Amp (4
mL) y se incubo a 37 °C/250 r.p.m. durante 16 horas. Posteriormente se
llevo a cabo la extraccion de los ADNcs plasmidices por miniprep. A
continuacion se realizé una electrofaresis en agarosa al 0.7% y por
comparacion con la migracion del plasmido pPICY, se determing cuales de
las clonas candidatas contenian plasmidos recembinantes, que al tener un
pesa molecular mas alto, per contener un fragmento adicional de ADN,

migraban de manera retrasada a través del gel.

b) Caracterizacion por |la RCP de los plasmidos
recombinantes pPIC9-xGH.

Se utilizaron los iniciadores de aoxl para realizar la RCP sobre [as
clonas que resultaron de la transformacion con la ligacion del vector pPICI y
cada inserto correspandiente al ADNc de la hormona respectiva,
esperandose un amplicén de 1050 pb para las clonas candidatas y de 500 pb
para las clonas que no integraron el ADNc correspondiente, Esto como paso
previc a la caracterizacidn mds exhaustiva por corte enzimatica. Donde los
plasmidos recombinantes seleccionados de acuerdo al criterio anterigr, se
caracterizaron con las enzimas Xho I y Avr II para verificar que el (nserto

que contenian correspondia al tamano de cada ADNc.
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5.4 Construccion de las nuevas cepas de Pichia pastoris
portadoras del “casete” de expresién para cada hormona.

La cepa GS115 tiene una mutacion en el gen de la histidinol
deshidrogenasa (his4) que le impide sintetizar histidina. La clase de
plasmidos que se usan para transformarta que contienen este gen (his4)
complementan esta mutacion, de made que las transformantes se
seleccionan par su habilidad, asi restaurada, de cracer en un medio carente
de histidina. Los vectores plasmidicos de |13 serie pPIC y los aqui construidas

para expresar las GHs, son de esta clase.

S.4.1 Integracién de cada vector pPIC9-xGH al genoma de
Pichia pastoris.

Cada uno de los vectores pPIC-xGH fue linearizado con la enzima

Sac I para que dejaran expuestas (as regiones homologas necesarias para la

recombinacion. La digestion se llevé a cabo con 2 ug del vector, en un

volumen de reaccion de S0 ul.

Las levaduras s€ hicieron Litio competentes para poder introducir el
“casete” linearizado del ADN de cada hormona, par medio de la técnica de
Cloruro de Litio, técnica modificada a la de Acetato de Litio (Gietz y Schiestl,
1991; Gietz y cols., 1995; Mount y cols., 1996; Gietz y Woods, 2001; Gietz
y Woods, 2002). Las levaduras se trataron con LiCl 100 mM. El ADN se
incubo con las celulas competentes y se plaqued en medio carente de

histidina para recuperar transformantes HIS', Esta técnica se empled para
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las construcciones de (as ¢epas portadoras de 1os ADNcs de ECGH, CFGH-

PGH, FCGH, HPL y del “casete” vacio de pPICS.

La cepa GS115 se sembrd en 50 mlL de YPD {peptona 2%, extracto
de levadura 1% Yy dextrosa 2%) con agitacion vigorosa a 250 r.p.m. y 30°C,
hasta que se alcanzo una DQg de C.8 a 1.0. Luego se cosecharon por
centrifugacion a 4,500 r.p.m. por 10 min., se lavaron can 25 mL de agua
destilada estéril. Se volvio a centrifugar, se elimind el sobrenadante y |a
pastilla se resuspendid en un mL de una solucidn de LiCl 100 mM, despues
se pasaron a un microtubo de 2 mL. Se volvieron a empastillar y se
resuspendieron en 400 ul de LiCl 100 mM. Por ultimo se distribuyaron en

alicuotas de S0 uL.

Para realizar la transfeccion se utilizaren las alicuotas de SO uL de
células Li** competentes anteriormente preparadas, las células se
empastillaron por centrifugacion a 13,000 r.p.m. por 15 seg, se descartd el
sobrenadante y se afiadieron los siguientes reactivos en secuencia: 240 plL
de PEG al 40%, 36 ulL de LiCl 1M, 25 uL de ADN acarreador (esperma de
salmon) de cadena sencilla a 2 mg/mL (previamente se hirvid en bafio de

maria par $ min. para desnaturalizarlo.

Inmediatamente se calocd en hielg) mas 2 pg del ADN plasmidico
linearizado de pPIC9-xGH en un volumen de 50 uL. Se mezclé muy bien y se

incubé por 30 min. cada muestra @ 30 °C sin agitar. Se le dio un choque
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térmico a 42 °C por 25 min. Se empastillaron las células con un pulso de 10
segundos en la centrifuga, se desechd el sobrenadante, se resuspendit cada
pastilla en 1 mL de agua estéril y se sembrd con 100 ulL de esta solucidn en
placas de medio de regeneracion con dextrosa sin histidina (RDB) [sorbitol
1M, dextrosa 2%, YNB 1.34 %, biotina 4 X 10 %, aminodcidos 0.005%] y
las placas se incubaron a 30°C durante 3 a 5 dias hasta la aparicién de

colanias de levaduras transfectadas.

5.4,2 Verificacidn de la integracion del “casete” de expresion

por la RCP.

La version linearizada del “casete” de expresién (pPIC9-xGH) para
cada caso entra a la levadura, se integra al ADN del genoma mediante
recambinacian de las regiones hamdlogas aoxl o his4, presentes en los
ADNs del genoma de la ievadura y de! plasmido portador del “casete” de
expresidn. Aunque $élo son capaces de crecer en medio sin histidina las
clonas que han integrado el “casete” de expresion, de un 10 a 20% de las
transformantes resulta en una conversién entre el gen his4 del vector y el
gen mutante his4 de la levadura, y estas clonas aunque crecen en medios
sin histidina, no llevan el gen de interés. Por ello, fue necesario no sola
basarse en el fenctipo, sino verificar la presencia del “casete” de expresidn
integrado en el genoma de las cepas mediante la RCP. Esta se realizd
utilizando colonias directamente de la placa de Petri {(Ascacio-Martinez y
Barrera-Saldafa, 2004), o también, extrayendo previamente el ADN

gendmice de la levadura coma se describe mds adelante.
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5.4.2.1 Extraccidn de ADN gendmico de las levaduras
transfectadas.
Las colonias que creciergn en el medio selectivo fueron transferidas
a placas de agar YPD e incubadas a 30 °C par 24-48 hrs. Posteriormente se
realizo la extraccion de ADN gendmico por la tecnica TSNT (Leal-Klevezas y
cals., 1995; Leal-Klevezas y cols., 2000) de cada una de ellas para efectuar
un anadlisis por RCP para determinar la presancia del “casete” de expresidn
en el genoma de la levadura y asi comprobar la insercion del “casete” de

expresion para cada ADNC,

Para la obtencién del ADN gendmico de |as levaduras se realizd lo
siguiente: c¢ada colonia que crecid en el medio selectivo fue transferida a
placas de agar YPD y posteriarmente inoculada en calde YPD (2 mlL),
incubanda a 30 °C a 250 r.p.m. par 24 hgras. Posteriarmente las células
fueron cosechadas centrifugando a 14,000 r.p.m. por 10 segundQs y la
pastilla fue lavada con 500 pl de agua ultrapura esteril. Las levaduras se
resuspendieron en 300 uL de amortiguador de lisis TSNT por agitacion en

vOrtex,

A continuacidn, se agregaron 650 ulL de fenol y los tubos se
mantuvieron en agitacién suave durante 5 min. Posteriormente se realizd
una extraccion con 150 ul de Sevag (cloroformo:alcohol isoamilico 24:1) y
se incubd durante 5 min. a temperatura ambiente. A continuacién se

agregaron 300 pL de amartiguador TE pH 8.0, se mezclé por inversién
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durante 10 segundos y se centrifugd a 14,000 r.p.m./S5 min, Luego se
separd la fase acugsa y se agregaron 1.5 volimenes de etanol absoluto para
precipitar el ADN gendmico. Se centrifugd a 14,000 r.p.m./S min., se
elimind el sobrenadante y se lavo |a pastilla con etanol al 70%, después se
secd al vacio durante 5 min., se resuspendid en 500 ulL de amortiguador TE

pH 8.0 y almacend a -20°C,

La integridad del ADN genomico fue verificada por electroforesis en
gel de agarosa (0.8%) y la cantidad y pureza par espectrofotometria,
leyendo la absorbancia a 260 y 280 nm (el valor del primero suele ser de

casi el doble del segundo).

5.4.2.2 Deteccion del “casete” de expresién por RCP.

Se seleccionaron las transfermantes Hist y sa les extrajo el ADN ¢on
el que se realizd la RCP utilizando iniciadores que se alinean en la region §°

y terminador (TT) del gen aox1.

La RCP genera dos bandas de amplificacién que corresponden al gen
enddgeno aoxl y al "casete” de expresion de la hormona en cuestion,
integrado en el genoma de la levadura por recombinacién homdloga (de
2105 y 1050 pb, respectivamente), Los detalles de la reaccion de RCP y el
programa utilizado para la amplificacion se muestran en las tablas IX y X

raspectivamente.
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TABLA IX

CONDICIONES DE LA RCP PARA EVIDENCIAR LA INSERCION DEL
“CASETE" DE EXPRESION DE CADA HORMONA EN EL
GENOMA DE Pichia pastoris

REACTIVOS VOLUMEN CONCENTRACION FINAL
Agua ultrapura 14.0 pL 25 uL
Amortiguador 10 X 2.5 pul 1 X

Mg Cl; 25 mM 15 L 1.5 mM
dNTPs 10 mM G.75 L 3C0 uM
Qligo5° SuM 2.5 pL 0.5 uM

Olign 3" 5uM 2.5 pL 0.5 uM

ADN 200 ng/uL 1.0 L 8.0 ng/uL
ADN Polimerasa Taq (SU/uL) 0.3 pL 0.06€ U/uL

Se mezclaran bien 05 tubes y se adiciond una gota de aceite mineral
estéril para evitar |a evaporacion y los tubos se colocaron en el

termaciclador.



Produccion en biorreactor, purificacian y bioensayo de harmonas recombinantes del eredmienta.
METQDOLOGIA

TABLA X

PROGRAMA DE AMPLIFICACION PARA LOS INICIADORES aox1

CICLOS TEMPERATURA (°C) TIEMPO
1 94 S min.
2 94 59 seg
3 56 1 min.
4 72 2 min,
5 (Del 2 al 4) 28 ciclos

6 72 7 min.
7 FIN

Las reacciones de RCP se llevaron a cabo en un termociclador
modelo PTC-100 (M. J. Research Inc.). Una vez terminada la reaccion se
congelaron las muestras, se retird el aceite mineral y se tomaron 3 ulL para

resolver los amplicones por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % .

5.5 Construccion del testigo negativo de expresién con el

“casete” pPI1C9.

Para tener una cepa de Pichia pastoris de referencia de las proteinas
nativas que se secretan al medio de cultivo, fue necesario construir la cepa
*mock” generada de la misma manera que sus versiones productoras de
harmonas recombinantes, excepto que el "casete”™ que se introdujo en su

genoma estaba vacig, de tal forma que se ensayara bajo las mismas
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condiciones de induccién con metancl pero sin producir (a proteina

recombinante sino Unicamente las proteinas propias contaminantes.

Esta cepa, ademds de servirnos como testigo negativo de produccidn
de proteinas recombinantes en |0s geles de poliacrilamida, se podra utilizar
como control negativo para los bicensayos y comg testigo de proteinas de
fondo en el desarrollo del esquema de semipurificacion de las proteinas

recombinantes.

5.6 Analisls del fenotipo Mut* 0 Mut® de las construcciones.

Se crecieran las cepas de Pichia pastoris y se ajustd la biomasa a
baja densidad celular (0.5 u a 600 nm), se pasaron a medio de cultivo
Inductor con metanol al 0.5 % final y se dejaron crecer per 100 horas
adicionando metanol cada 24 horas, y se analizé el crecimiento de (3
biomasa bajo el metanal como Unica fuente de carbano. Las cepas con
fenotipo Mut® metabolizan mas rdpido el metanol, logrando densidades
celulares considerablemente mas altas que sus contrapartes Mut’, quienes
metabalizan mas lentamente, apreciandose apenas un incremento en la

biomasa bajo las mismas condiciones de fermentacian,
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5.7 Produccion y andlisis de las hormonas recombinantes a mivel
matraz.

Para ensayadr la fermentacidn de las cepas, primeramente se generé
biomasa en matraz, inoculdndose una colania de cada cepa en 25 mL del
medio de cultivo BMGY (amortiguadar de fosfato de potasia 100 mM, YNB
1.34%, biotina 4 X 10° M, glicergl 1%, extracto de levadura 1%, peptona
2%), se incubo a 309C a 250 r.p.m. por 24 a 48 horas para |la primera etapa

de crecimiento, hasta lograr una biomasa a una DQ a 600 nm de 10.

Para la segunda etapa, que es la de induccion de la produccion de la
hormana recambinante, se cesecharon las levaduras por centrifugacion y el
paquete celular se lavd con 30 mL de agua estéril, luego se valvid a
empastillar y se resuspendid en un nuevo medio con metanol BMMY
(amortiguador de fosfato de potasio 100 mM, YNB 1.34%, biotina 4 X 10°°
M, metanol 1%, extracto de levadura 1%, peptona 2%). La induccién se
mantuvo afiadiendo cada 24 hrs metanol a 1a concentracién final de 1% para
compensar su perdida por evaporacidn. El experimento duré 96 hrs, en la

figura 15 se muestra el proceso que se siguid.
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Activacitn de la cepa
BIOMASA INDUCCION
Pichia pastoris Produccion de biomasa (glicerol como Fermentacitn (metanol como
productors de XGH fuente de carbone, 30°C, 250 rpm). fuente de carbono, 30°C, 250 rpm).
CINETICA DE CRECIMIENTO BAJQ INDUCCION
1400 1 — _
12,00
R ] £ 1000 7 :
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Figura 15. Esquema del proceso de fermentacién. Se describe el procedimiento
general para la produccion de ‘la hormona recombinante por
fermentacion de cada cepa. Se plaquean las cepas para activarlas, se
genera biomasa en matraz, se cambia a medio inductor con metanol, se
analiza el medio de cultivo por EGPA-SDS en busqueda de las hormonas

que deben de migrar alrededor de los 22 kDa.

68



Produccidn en biorreactor, purificacion y bioensayo de hormenas recombinantes del credmiento.
METODOLOGLA

5.7.1 Andlisis de proteinas del medio de cultivo por EGPA-
SDS.

Se analizaron las proteinas totales del medio de cultivo por la técnica
de Bradford (Bradford, 1976) y la propaorciéon relativa de |a banda
correspondiente a cada hormona por densitometria de geles de
poliacrilamida-S0S (EGPA-SDS) (Towin vy cols., 1979). Previamente, se
dializd el medio de cultivo cantra amaortiguador (Tris.Cl 20mM PH=8.4). Para
la técnica de Bradford, se tomd la cantidad necesaria (100-300 uL) del
medig dializado, se ajusto can agua a 500 uL y se agregaron con SQ0 L del
reactivo de Bradford (Pierce, Rockford. [llinois, EUA), luego se incubo par 5
min. a temperatura ambiente y se leyd la absorbancia a 595 nm, Ademas se
realizd una curva de calibracion empleando albimina sérica bovina (1 pg a

25 pg/mL) (Sigma, St. Louis, Mg, EUA) como estdndar,

Se precipitaron las proteinas a partir de alicuotas del medio de
cultivo dializado, al agregar 4 volimenes de acetona y se dejaron incubar
por toda la noche a -20°C. Se centrifugaron a 7,000 g por 20 min., se
decantaron y secaron las pastillas, 1as cuales se resuspendieron en 20 uL de
amortiguador de muestra (Tris pH 6.8, SDS 5%, gliceral 5%, azul de
bromofencl 0.25% y f-mercaptoetanal 0.25%}. Se sometieron a 95 °C par 5

min., y se aplicaron en un gel de poliacrilamida al 15% con SDS.

Las electroforesis se realizaron en las camaras Mini Protean II y III

de BIO-RAD, a S0 V hasta que entrd la muestra, después de [0 cual se subig
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a 100 V hasta que se salid el frente del colorante, El gel se tifid con azul de
Coomassie, sumergiéndolo 30 min. en solucidn fijadora y dos haras por o
menos en solucidn de azul de Coomassie. Y posteriormente se destifieron
con salucidn decolorante. Al final los geles se analizaron en el sistema de

fotodocumentacidn Gel Doc de BIO-RAD {Hercules, CA, EUA).

5.7.2 Dialisis y cuantificacion de las proteinas totales del
medio de cultivo,

Al finalizar el periodo de induccién de 96 horas con metanacl, los

cultivos se centrifugaron a 6,000 r.p.m. por 25 min. para separar la

biomasa. El medio de cultivo se dializo a 4 9C contra amortiguador (Tris.Cl

20mM, pH=8 y EDTA 0.2 mM) con 4 cambios cada 4 horas.

Una vez concluida |a didlisis, se determinaron las proteinas totales

por el método de Bradford como se menciond anteriormente,

5.8 = Otras cepas de Pichia pastoris productoras de GHs que se
ensayaron.

Cepas de Pichia pastoris productoras de |la HGH normal de 22 kDa
(Escamilla-Trevifig, 2000; Sanchez-Dominguez, 1998), de la HGH isoforma
de 20 kDa (Cab-Barrera, 2000), de la HGH-V (Palma-Nicolas, 2001), de Ia
BGH (Gallardo-Blanco, 1999) vy de la CHGH (Reyes-Ruiz, 2001), tambien
fuergn ensayadas de manera similar a como se hizo con las ya

mencionadas.
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5.9 Escalamiento de la produccién en blorreactor.

Al pasar a biorreactor y aumentar la escala es posible obtener
concentraciones de proteinas de 20 a 200 veces mayores que cuando se
producen en matraces. En el fermentador Pichia pastoris alcanza altas
densidades celulares de mas de 100 g/L de pesc seco (Siegel y Brierley,

1989).

El modelo del fermentador fue un Bioflo 3000 de 1 litro de la
compafila New Brunswick Scientific. El tipo de fermentacién que se realizd
fue en lote alimentado (fed-batch). Los parametros que se controlaron
fueran: adicidn programada de sustratos al fermentador, el pH, el
porcentaje de oxigeno disuelto, la agitacién, la temperatura y la aeracidn. El
proceso comprendid tres pasos basicos: 1) Obtencidn de altas densidades de
biomasa, 2) induccidn de la expresion del “casate” de la cada hormona con
metancl y 3) cosechado de (a biomasa y medio de cultivo conteniendao la

proteina recombinante.

Se puso a crecer la levadura Pichia pastoris que contiene el "casete”
respectivo de expresion de cada hormana en 50 mL de medio YPD en un
matraz de 250 mL por un tiempo de 24 hrs a la temperatura de 30° Celsius
con agitacion de 250 r.p.m. Esta se utilizd como semilla o indculo para el
fermentador. La fuente de carbono fue glicerol, dejando crecer en el
biorreactor hasta obtener altas concentraciones de biomasa (Superiores a

150 g/L en peso humedc). A partir de este punto se pasd a inducir con
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metanol para activar el promotor de aox1, lo que condujo a la expresion
proteinica (Invitrogen, 2000). Después de 72-96 hrs de induccion, se
cosechd el fermento separando por centrifugacion el caldo donde se
encuentra la proteina de interés, el cual se utilizard para procesos
posteriores, la figura 16 muestra |2 etapas que se siguieron para la

producciéon de cada hormona recombinante.

» ' g
“nsamblado “entrifi
Ensamt l | Centrifugar

o B2
- Separacién celular
Esterilizacion del fermentador
y medio de cultivo _
5 Purificar
i
Produccion
'—-q
Sembrai
[nOcular
Microorganismo Semilla Analizar

Figura 16. Produccion de hormonas recombinantes en biorreactor. Se
ilustran las etapas del proceso biotecnolégico de produccion, desde la
preparacién del fermentador y del medio, hasta el analisis de las

proteinas en el medio de cultivo fermentado.
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El proceso de produccion en biorreactor consistiéo de las

siguientes etapas:

5.9.1 Etapa de preparativos:

Se prepararon bombas peristdlticas, mangueras, frascos de adicion
de medios de cultivo, de base y antiespumante para cada fermentacion;
medios de cultivo para el fermentador y scluciones para las botellas;
materiales y reactivas para los ensayos analiticos y microbioldgicos, asi
como cristaleria a utilizar para el proceso de fermentacidon. La solucion para

mantener el pH fue hidrdxido de amonio al 30%.

5.9.2 Etapa de Preindculo:

Se descongelaron los viales de glicerol que contienen la levadura
Pichia pastoris, se inocularon con éstos a matraces con deflectores con 50
mL de medio de cultivo YPD o YPG vy se incubaron a 29 °C con agitacidn de

250 r.p.m. durante 18-24 hrs.

5.9.3 Etapa de inoculacion:

Se acondiciond el fermentador, calibrandag sus electrodos,
sanitizandolo e instalando sus aditamentos. Se acondicioné el indculo, se
ajustd al 1-5% del volumen a trabajar en el fermentador y se inoculd en
condiciones de esterilidad, el cual se supervisé las 24 horas del dia y se

procesaron 4 analisis de muestras cada 24 hrs.
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5.9.4 Etapa de lote alimentado con glicerol:

Aproximadamente después de 20 hrs el oxigeno disuelto sube y se
inicia la alimentacién de glicergl por un tiempo de 22 hrs aproximadamente
y siguiendo con el andlisis rutinario de muestras. Se llevg a cabo una adicidn
programada de glicerol al reactor de manera que el cultivo se mantuviera en
constante crecimientg, ¢ontrolando que no hubiera limitacion de oxigeno y
de otros nutrientes, para |la obtencidn de altas densidades de biomasa final.
Se supervisa al biorreactor las 24 horas y se analizaron las muestras

tomadas aproximadamente cada € horas.

5$.9.§ Etapa de induccién de lote alimentado con metanal:

Después de este tiempo se induce con metancl al 100% para
expresar la proteina recombinante 76 a 96 hrs. Todo el procesc se cuida que
el oxigeno disuelto no caiga por debajo del 20%. Se analizaron las muestras

tomadas cada 3 horas.

5.9.6 Etapa de cosecha:

Se cosecha el caldo de cultivo y se hacen los analisis de muestras.
Por centrifugacion se separa la biomasa del caldo en donde se encuentra 1a
hoarmona recombinante. Este se procesa sometiéndolo a ultradialisis ¥y

ultracongentracion, por ultimo se liofiliza el ultraconcentrada.
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5.10 Meétodos y parametros evaluados:
Los analisis que se realizaron a cada muestra son los siguientes:

a) Tincian de Gram para descartar presencia de microorganismos
contaminantes.

b) Peso humedo a partir de un mL de medio empastillado,

¢) Densidad dptica a 600 nm.

d) Didlisis.

e) Cuantificacidn de proteinas totales paor la técnica de Bradford.

f) Electrofcresis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(EGPA-SDS).

g) Densitometria.

h) Determinacion del porcentaje de la hermona recombinante en relacién a

las proteinas totales.

Se dedicd especial atencidn al cantral de los siguientes parametros:
ldel ¥ n
a)Potencial de ignes hidrogeno (pH) que va de 4 a 5.
b)El parcentaje de axigeno disuelto debe oscilar per arriba del 20%.
c) La agitacidn fue de 200 a 800 r.p.m. dependiendo del oxigeno.
d)La temperatura de incubacion se mantuve a 29 °C.
Cantrold . fisuell Lbi I
a) Primera etapa: aire-agitacidn.
b) Sequnda etapa: aire-oxigeno.

c) Tercera etapa: oxigeno-agitacian,
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a) Esterilidad de medios.
b) Esterilidad de adiciones.
c) Esterilidad de muestras.

5.11 Semipurificacion de las hormonas recombinantes.
En la figura 17 se muestra el proceso de purificacion o “down

stream” que se sigui6é para cada hormona recombinante producida.

Separacion Prefiltracion

de biomasa

Ultradialisis

v # 14 kDa
I A
Centrifuga Biomasa Ultraconcentrado
Cromatografia
- = = - Analisis
= A.- A - 1
. de pureza
| DTRREEION TCPPE(
Columna de
EGPA-SDS Intercambio I6nico

Figura 17. Proceso de “"Down Stream” para las hormonas recombinantes. Se
separo el medio de cultivo de la biomasa por centrifugacion, se prefiltré
en membrana de 0.45 pm, se ultradializé con membrana con corte de
10 kDa, se paso por la columna de intercambio anidnico (QS-FF), se
analizé la pureza en EGPA-SDS, se cuantificé y por ultimo se liofilizo y

almacend para su uso posterior,
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Cada medio de cultivo que contiene la hormona recombinante fue
ultradializado en una unidad de ultraconcentracion utilizando el
amortiguadar Tris-Cl 20 mM pH=8.4 y EDTA 0.2 mM, en baiio de hielo con
agitacion, agregando de 3 a 4 volimenes de amortiguador. La presion de la
unidad ultraconcentradora se mantuvo constante a 40 PSI. El poro de
membrana que se utilizé fue de 14 kDa. Al mismo tiempo que se ultradializé
se ultraconcentrd en un factor de 1:1Q. El ultraconcentrado obtenido se
liofilizd para preservar las muestras, se recuperd todo el polvo en tubos
plasticos de 50 mL y se pesd. A cada medio de cultivo liofilizado se le
cuantificad proteinas totales por el métado de Bradfard. Las muestras se

almacenaron a -20° Celsius hasta su usa.

Se prepard cada muestra para cargarla en la columna
cromatografica. S mg de proteina total de cada muestra se ajustaron a las
condicignes del amortiguador de carga (Tris-Cl 20 mM pH=8.4 y EDTA 0.2
mM), dejdndolas en un volumen de 10 mL colocados en tubo plastice de 15
mL. Se empacd una calumna plastica (BIO-RAD) de 1x9 cm con & cm® de
resina de intercambio anidnica Q-Sefarosa de flujo rapido [Q-Sepharose fast
flow (QS-FF)], el llenado de la ¢columna con la resina, se hizo a flujo de

gravedad.

Posteriormente, para compactar la regina, se utilizd una bomba
peristaltica modelo RP-1 (DYNAMAX) con un flujo de 400 mU/hr por 5 min.

También se empacd y ensayo con una columna con la resina DEAE-
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Sephadex (intercambio anidnico) que dio resultados similares a la QS-FF, en
cuanto al comportamiento de la muestra, pero con tiempos mayores y flujos
mas lentgs, con €l consiguiente aumento de presidn y mayar dificultad para

trabajarla, por o que se decidio trabajar con la QS-FF.

Cada vez que se corrid un experimento la resina se equilibro con 3-5
volumenes de amortiguador de carga (Tris-Cl 20 mM pH=8.4 y EDTA 0.2
mM) y cada muestra equilibrada en el mismo amortiguador se cargd por
medio de la bgmba peristaltica a un flujo de 30 mL/hr cuidandg que la
resina siempre tuviese amortiguador. Mientras se estaban pasando los 10
mL de muestra por la calumna, se recuperaba en el otro lado de la columna
la muestra que no se habia retenida, a esta fraccidén se le designd como

elusion cero (E0).

Después de haber pasado la muestra se hizo un lavado con 10 mL de
amortiguador de carga a flujo de 48 ml/hr. Para recuperar las proteinas que
se pedaron a la columna, se le pasaron 15 mL del amagrtiguador de elusidn
{amortiguador de carga mdas NaCl) con fuerza idnica incrementada
secuencialmente de S0 mM, 100 mM, 200 mM, 300, 400mM y 1M de NacCl.
Se recuperaron 15 mL de cada una de [3s fracciones eluidas incluyendo la EQ
y la de lavado mencionadas arriba para ver si en €stas se encontraba
nuestra prote/na de interés, A cada una de las fracciones recuperadas se les
midid proteinas totales par Bradford para ver que porcentaje del total

representaban.
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Después de haber recuperado 3 ultima fraccion de 1M de NaCl, a la
columna se le pasaron 3 vglumenes de columna mas de NaCl 1M para
regenerarla. Y por ultimo se equilibré can 3 volumenes de NaCl 100 mM,
bajo estas condiciones |la columna se guardd a 4° Celsius. Cuando la

columna no se va a utilizar por un largo periedo se guarda en etanol al 20%.

Nota: Al estar cargandg o0 eluyendo la muestra en la columna,
nunca permita que la resina se seque (siempre debe estar el

nivel del amartiguadar por arriba del de la resina).

Las fracciones colectadas se visualizaron en geles discontinuos de
poliacrilamida a las concentraciones de 4-15% en condiciones
desnaturalizantes (EGPA-SDS), tefiidos con las técnicas de Coomassie y de
plata (Merril, 1990). Se identificaron cuales fracciones contenian 1a hormona
recambinante semipura para cada caso. Estas ultimas se sometieron a
liofilizacion (licfilizadora LABCONCO maodelo 4.5), se recuperd el polvo, se

pesaron y se les midieran proteinas totales por el método de Bradford.

Ademads, a partir del EGPA-SDS se les determind el porcentaje de
pureza del mondmero con el software Imagel versidn 1.30P. Las muestras
se almacenaron a -20° Celsius hasta su uso para analisis posteriores 0 para

determinar la actividad bialogica.
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5.12 Ensayo de la actividad biloldgica de las hormonas.

La actividad biolégica de las hormonas recombinantes producidas en
Pichia pastoris se determind por |3 capacidad que tienen de promover (3
proliferacion en la linea celular Nb2, la cual proviene de linfoma de rata

(Tanaka y cols., 1980; Lawson y cols., 1982).

Cabe mencignar que en dias pasados un grupo de investigadores
publicaron un articulo donde probaron la actividad bicldgica de la GH del
cerdo {PGH) en este mismo sistema, y ademas, la PGH fue producida en
Pictua pastoris y purificada de manera similar @ como se realizd en este
trabaja (Ouyang y cols., 2003). Anteriormente, ya se habia purificado y
caracterizado bioquimicamente la PGH natural, praveniente de hipdfisis de
cerdos; inclusive repartaron que la composicidn aminoacidica se semejaba a

las GHs del perro y de la vaca (Chen y cals., 1970).

El medio de cultivo libre de células fue dializado y cada hormona
cuantificada por densitometria en gel. Se ensayaron las diluciones desde
0.001 nM hasta 50 nM de cada una de las hormonas recombinantes en el
medio de cultivo dializado. La medicidn de la proliferaciéon celular fue
determinada mediante el ensayo de reduccion del MTT y se expreso como €l
promedio de tres repeticicnes, comparada contra el testigo positivo
(prolactina recombinante de rata) y el testigo negativo (medio de cultivo sin

hormona).
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Se sacd un vial de células Nb2 de -70° Celsius, se sembraron para
daclivarlas ¥ se mantuvieron en crecimiento por 4-7 dias para su propagacidn
(cuidando que no llegaran a la cancentracion de 1.0 X 10° células/mL) en
medio DMEM suplementado con 10% de suero de caballo (HS), 10% suero
bovine fetal (SBF), p-mercaptoetanal (10™* M), penicilina (50 U/mL) ¥y
astreptomicina (50 pg/mL). 24 horas antes de la induccidn, las células Nb2
fueron arrestadas incubandolas en medio estacionario, OMEM suplementado
con el misma medio de cultivg descrito anteriormente excepto el SFB que

ahora se ajustd al 1%.

Para iniciar el ensayo, se cosecharon las células por centrifugacion a
300Q r.p.m. por § min., y se pasarocn a medio de ensayo, misma medio
mencionada pero sin SFB, dejandolas ajustadas de manera que no rebasen
de 1.0 X 10° células/mL. Se hicieron los célculos para colocar 15,000 células
Nb2 por posillo de manera que junto con el volumen de las muestras a
probar se ajustaran a un volumen final de 100 pL y se incubaron por 72 hrs.
Las concentraciones que se probaron fueron 9.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 50 nM
de las siguientes hormonas, CFGH, ECGH, FCGH, HGH, HPL y RPRL. Despues
de concluido el tiempo del ensaya, se procedid a medir el efecto de las
hormaonas sotre la proliferacian celular por el ensayo de sales de tetrazolia

(MTT).

Las sales de tetrazolio son de particular interés en la cuantificacion

de células viables. Este método no radiactivo fue primeramente descrita por

81



Produccion en biorreactor, purificacién y bioensayo de harmonas recombinantes del crecimiento.
METODOLOGIA

Mosmann y <¢ols. en 1983 y mejorado por otros investigadores (Denizot y
Lang, 1986; Gerlier y Thomasset, 1986; Hansen y cols., 1989). El ensayo de

MTT es altamente sensible y similar al ensayo radiactivo.

La actividad fue evaluada por la generacién de color basada en (a
reduccion de la sal de tetrazolio (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-
difenil tetrazolio] de color amarillc a cristales purpuras de formazan, por el
metabaolisma de las células Nb2. Un incremento de células vivas se refleja en
el aumento de la actividad metabdlica. Este incremento correlaciona
directamente con la formacion de cristales de formazan monitoreados en la
absarbancia, es decir @ mayor nimerg de células, mayar metabolismo

celular, mds formacion de formazan y mayor actividad biologica.

El bioensayo se llevd a cabo por triplicado bajo condiciones de
atmaosfera humeda con 5% de C0;-95% aire a |la temperatura de 37°C.
Pasado el periodo de incubacion de 3 dias, se agregaron 10 pL de MTT (a la
concentracion final de 0.5 mg/mL) a cada poz¢. Se incubaron |as muestras
por 4 hrs bajo las condiciones atmosfericas mencionadas. Pasado este
tiempo, se le agregaron 100 plL de la solucidn salubilizante del farmazan
(10% SDS en 0.01 M HCl) a cada uno de 195 pozos. ¥ se dejaron incubando
por toda la noche bajo las mismas candiciones atmaosfericas. Se verificd que
el precipitado de los cristales plrpuras de fermazdn se hubieran disuelta
completamente y se midid la absaorbancia a 590 nm utilizando un lector de

placas de elisa (BIO-RAD).
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6. RESULTADOS

6.1 Iniciadores del ADNc de cada hormona.

En la figura 18 se muestran los iniciadores utilizados para llevar a
cabo la amplificacion especifica de los ADNcs de cada hormona de interés.
Estos se disefiaron del consensg de las secuencias nucleotidicas de las GHs
de interés. Ademas se les incorporaron sitios extras de restriccion para Xho [
vy Avr 1l en los flancos, para facilitar y permitir dirigir la insercion de los

amplicones a los vectores de expresidn.

5- CAGCTCGAGAAAAGA TTCCCCGCCATG CCCTIGTC
I

e d -3-GGCCCTAGG CTA GAA GGC GCA GC
Ar |

Figura 18. Iniciadores para amplificar el ADNc de las hormonas. Estos se
disefiaron basandaose en secuencias consenso de las GHs dispanibles en
el GenBank. Se les incluyeron los sitios extras de restriccidn (Xfro [ y

Avr II) para clonacian.
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6.2  Amplificaciéon por la RCP de los ADNcs de cada hormona.

Se logré la amplificaciéon del ADNc de la GH del perro, caballo, gato y
del PL humano. El amplicdn consistido practicamente en una sola banda a
nivel de los 600 pb, lo que facilitd la clonacion posterior al no haber
competencia por otras secuencias que pudieran ser coamplificadas (figura

19).

B 12 3456

I cIGH ecGH |
597 pb 597pb |

||||| -

M2 (4) Pic feGH (-) ) ”’"'%‘Mz

Figura 19. Amplificacion de los ADNcs de las GHs y el HPL. Se muestran los

productos de la RCP a nivel de 600 pb correspondientes a la
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amplificacion de lgs ADNcs para las harmonas sefialadas. A)
Amplificacion del ADNc de la GH de perro, carriles 2 al 5; B)
Amplificacion del ADNc de la GH de caballo, carriles 2 al 5; C)
Amplificacion del ADNc de la GH de gato, carril 4 y D) Amplificacion del
ADNc del PL humano, carriles 3 y 4, Los marcadores de pares de bases
son A-Pst 1 o MZ que es pBR322-Alu I, los carriles sefialados como (-)
caorresponden al testigo negativo de amplificacion y el (+) al testigo
pasitiva de amplificacion. Los geles fueron de agarosa al 0.8%, tefiidas
con bromuro de etidio y visualizados en el transiluminador del sistema

de fotodocumentacion.

6.3 Construccion de los plasmidos pBS-xGH.
Los amplicones previamente generados en el experimento anterior,
correspondientes 3 los ADNcs de las GHs del perro, de caballo, y del PL

humano, se clonaron por [a técnica del “vector T” en el plasmido pBS.

Las clonas resultantes del experimento anterior, fueron
primeramente tamizadas par la RCP con los iniciadores “Forward” y
“Reverse“ para el vector, pudiéndose apreciar en los geles de agarosa

amplicones de 800 pb, esperados para las clonas pBS-xGH (figura 20).

El tamafio de 800 pb se explica por los casi 600 pb del ADNc de (3
hormona en cuestidon, mas los 200 pb flanqueantes de 1a regidn del vector a

donde se asientan dichos iniciadores,
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De igual manera, se observaron los amplicones de 200 pb
correspondientes a clonas religadas de pBS que carecen del inserto de

interes (figura 20).

Para corroborar estos hallazgos, a partir de clonas seleccionadas par
resultar positivas para la banda de 800 pb, se obtuvo el ADN plasmidico por
miniprep y se sometid a un tamizaje mds exhaustivo, utilizando cortes
dables con las enzimas de restriccian Xtko 1 mas Avr II, mismas que

flanquean al inserto.

De la doble digestion resultaron las dos bandas esperadas: la de
mayer tamario correspandiente al vector pBS y la de 600 pb a su inserto. De
esta manera se corrobord en principio la identidad de las clonas

seleccionadas (refierase otra vez a la figura 20).
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A123456789lﬂll B(o)12345M2678

hPL
800 pb
(<) (+) Caballo M1 Caballo Perro 1 23 45M67 8
e R . J)rs weatito. o
910 pb
658 pb
- GH
o — 597 pb
NC Caballo , Ml Perro ‘ PBS MINC hPL hPL T M2 800pb
X-A X-A X-A

Figura 20. Deteccién y caracterizacion de pBS-cfGH (ecGH y hPL). En los
geles superiores A) y B) se muestran los productos de la RCP a nivel de
800 pb que indican las clonas candidatas. En los geles inferiores C) y D)
se corroboran las clonas candidatas cuando se someten a doble
digestion con las enzimas Xho I mds Avr II para la liberacion del
fragmento de 597 pb correspondiente a cada ADNc de la respectiva

hormona. A) Amplificacion de 800 pb que contienen el ADNc de la GH
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de caballo (carriles 4 y 7) y del perro (carriles 10 y 11); B)
Amplificacién de 800 pb que contienen el ADN¢ del hPL (carriles
sefialados como 1 y 4); C) Fragmentos de 597 pb liberadas por la doble
digestion de |as clonas candidatas correspondientes al ADNc de la GH
de caballo {carriles 2 al 4) y a la del perro (carriles & al 9) y D)
Fragmentos de 597 pb liberados par la dable digestion de las clonas
candidatas correspondientes al ADNc del hPL (carriles 4 y S5). Los
carriles sefalados como M1 y M2 corresponden al marcador de pares de
bases A-Fst 1y pBR322-Alu [ respectivamente, los carriles sefalados
coma (-) caorrespanden al testiga negativo de amplificacién y el (+) al
testigo positivo de amplificacion; NC significa plasmido no cortado y X-
A (Xho [ mas Avr 1I). Los geles se prepararon y procesaron como en el

caso anterior, solo que la concentracién de agarosa fue de 1%.

6.4 Construccion de los vectores pPIC9-xGH.

Se loyrg la construccion en Escherichia coli de los vectores de
expresion pPICS portadores de las ADNcs de CFGH, ECGH, FCGH y HPL. La
RCP se empled para verificar que se trataban de clonas transformadas con
cada pPICY9-xGH donde "x” corresponde a cada una de las secuencias de la
harmona en cuestion. Las clanas candidatas pradujercn par la RCP con los
iniciadares de aoxl un amplicdn de 1050 pb, pues ahora el “casete” de
expresion para cada hormona esta flangueado por regiones mas largas pero
del gen aoxl1l. Mientras que [as que no integraron dicho “casete” griginaron

un amplicon de tan solo 500 pb. (figura 21).
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B 1234567891011

1050 pb 1050 b
pPIC-9K
500 pb

() (#111P 12P 13P M3 ()% A B C MCIC2C3C4 C5

D ()p91 234567 8910MT

S

\

[ ‘ﬂ!‘

(Dp91 2345678 910MT

Figura 21. Deteccion por RCP de las clonas con pPIC9-xGH. Se aprecian en

los cuatro geles algunos carriles que presentan los amplicones
esperados de 1050 pb a partir de las clonas de pPIC9-xGH,
correspondientes al ADNc (600 pb) en cuestion, integrado en el
“casete” de expresién y flanqueado por regiones del gen aox1 a las que
se unen los iniciadores. A) Amplificacion del "casete” de expresién de la
GH de perro, carril sefialado como 12 en el carril 4; B) Amplificacion del

“casete” de expresion de la GH de caballo, carriles sefialados como C2 y
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C3 que corresponden a los carriles 8 y 9 respectivamente; C)
Ampiificacion del “casete” de expresion de la GH de gatg, carriles
numerados del 1 al 6 y D) Amplificacion del “casete” de expresian del
hPL, carriles numerados del 1 al 7 y del 9 al 10, el carril sefalado como
p9 (pPICY) correspande al pasitivo de |la amplificacién, el ltima carril
“T" correspande al testigo de corrimientc de 1050 pb. Los carriles
sefialados coma "M” y “M2” carresponden al marcador de pares de
bases 2-8ste Il y pBR322-Afu I respectivamente, los carriles sefialados
como (-) corresponden al testigo negativa de amplificacion y el (+) al
testigo positiva de amplificacion. Los geles fueron de agarosa al 1 %,
tefiidos con bromuro de etidio y visualizadas en el transiluminador del

sistema de fotodocumentacion.

Ademds de la caracterizacién por RCP, también se analizaran los
plasmides recombinantes seleccionados de acuerdo al criterio anterior, can
las endgnucleasas de restriccion XAo 1 mas Avr 11, para verificar que el

inserto correspondia al tamafio del ADNc.

Las clonas que resultaron ¢andidatas se les realizd una extraccidn de
ADN plasmidico por la técnica de miniprep y se digirieron con las dos
enzimas mencionadas. De la doble digestidn observada en geles de agarosa
resultarcn dos bandas: una superior correspondiente al vector pPIC9 y una

inferior de 597 pb correspondiente al ADN¢ de la hormona (figura 22).
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Figura 22. Caracterizacion de pPIC9-cfGH, pPIC9-ecGH, pPIC9-fcGH y

pPIC9-hPL. Caracterizacion con las enzimas de restriccion Xho I mas
Avr 11 de las construcciones en pPICS para los plasmidos portadores
de los ADNcs de las GHs mencionadas. Notese en todos los casos la
liberacién a partir de cada construccion pPIC9-xGH de un fragmento a
nivel de los 597 pb correspondiente al ADNc de cada hormona. A) el
carril. H=GH de humano, CF=GH de perro, EC=GH de caballo. B)
carriles 1 y 2 corresponden a la GH de gato y C) carril 1=pPIC9
linearizado, 2=lactégeno placentario humano. M=marcador de pares
de bases i-Bste 1l y M1= marcador de pares de bases i-Pst I, y
NC=pldsmido no cortado. Los geles fueron de agarosa al 1 %, tefidos
con bromuro de etidio y visualizados en el transiluminador del sistema

de fotodocumentacion.
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6.5 Construccién de las nuevas cepas de Pichia pastoris.

6.5.1 Verificacion por RCP de |a integracion de los “casetes”

de expresion.

El numero de colonias obtenidas por placa varid entre dos y ocho
para cada canstruccion, o que resultd en un promedia de SO a 60 colanias
por cada transformacion. Se seleccionaron las transformantes Hist de Pichia
pastoris para cada casa y su ADN gendmico se analizd por la RCP, utilizando

los iniciadores para aoxl.

La verificacion de la integracion al genoma de la levadura de los
“casetes” de expresion de las hormonas se logré al constatar en geles de
agarosa que la reaccion de amplificacion resultaba en una banda de 1050
pb, que correspande al “casete” de expresion de la hormana en cuestion
para cada casg, y otra de 2105 pb que corresponde al gen endogeno aox1

del genoma de Pichia pastoris.

En el caso de la cepa GS115 sin transformar, solo aparece esta
ultima (figura 23). Ademas, cada “"casete” fue sometido a secuenciacian
nucleotidica para constatar que correspondieran & las hormonas del

crecimiento.
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A

oPICS-GH pPICY
B6Kpb  Linearizacion 80 Kpb

NC cfGH ecGH feGH hPL NC 2105 pb

— ecGH
1050 pb

2105pb

(<) Plas Lev M fc1

Figura 23. Deteccion del "casete” de cfGH, ecGH, fcGH y hPL en el genoma
de Pichia pastoris. Analisis por RCP con los iniciadores de aox1 de las
cepas de levadura transfectadas. En cada caso, el de 1050 pb
corresponde al “casete” de expresion de la hormona recombinante en
cuestion, mientras que el de 2105 pb al gen de aoxl propic de la
levadura. A) Se muestra el diagrama del “casete” de xGH y en el gel se
aprecian los productos linearizados (con los que se transfectd a Pichia

pastoris para que se integrara el "casete” al genoma) con |la enzima Sac
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[ de: cfGH=GH de perra, ecGH=GH de caballo, fcGH=GH de gato ¥
hPL=PL de humano; en &l carril 1 NC=plasmido pPICS-GH no cortado y
en el carril § NC=plasmido pPIC9 no cortado, B) CF (1 y 2)=GH de
perra carriles 3 y 3 respectivamente; y EC (1 y 2)=GH de caballo
carriles 4 y 5 respectivamente, C) los carriles son (-)=negativa de la
RCP carril 1, Plas=pPIC9-fcGH carril 2, Lev=ADN gendmico de Pichia
pastaris cdrril 3 y fc (1 y 2)=GH de gato carriles 5 y 6 respectivamente.
D) carriles del 1 al 4 corresponden a las cepas con el “casete” de hPL.
M=marcador de pares de bases A-Bste II. Los geles corresponden a

unos de agarosa al 1%.

6.6 Construccion de la cepa testigo negativo de expresion.

La introduccion por recombinacion homdloga del “casete” vacio de
pPIC9 (figura 24) a la levadura genero varias cepas “mock” capaces de
crecer bajo la induccién del metanol, pero sin la produccidn de proteina
recombinante alguna. Esto con el fin de utilizar este tipo de cepas como
referencia en |la produccian de |as proteinas nativas de Pichia pastoris que
san las que contaminan el medio de cultivo. Las caonstrucciones se tamizaron
por medio de la RCP a partir de colonias completas utilizando l0s Iniciadores
de aox1 que dieron origen a8 dos amplicones, segun se pudo apreciar en el
gel de agarosa: una mayar alrededor de los 2100 pb que carresponde al gen
nativa de Pichia pastaris (igual que el obtenido en Ias construccliones
anteriores) y otro menor de 500 pb en vez del de 1050 pb obtenido en las

clonas productoras debido a que su “casete” de pPIC9 esta vacio (figura 24).
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Figura 24. Identificacion de las clonas “"mock” (testigo negativo de

expresion) de Pichia pastoris. A). La imagen ilustra la estructura
del “casete” vacio (sin el ADNc de la hormona) de pPICS que se
integrd en el genoma de las cepas “mock”. B). En los carriles
numerados del 1 al 8 se muestran los productos de la RCP
amplificados con los iniciadores aox1l a partir de ADN gendmico, (=)=
testigo negativo de la RCP, (+)=testigo positivo de RCP (pPIC9),
Gen=ADN gendmico de Pichia pastoris y ME=marcador de pares de
bases (Escalera de 200 pb). La banda de 2015 pb corresponde al gen
aox1 endogeno y la de 500 pb al “casete” vacio de pPIC9 (Gel de

agarosa al 1%).
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6.7 Identificacién del fenotipo Mut de cada cepa.
Del andlisis del crecimiento de las cepas durante una fermentacion
de 100 hrs alimentada gen metanol al 0.5% permitid identificar el fenotipo

Mut de cada cepa.

Las cepas de Pichia pastoris que presentaron fenotipo Mut* fueron la
mayoria, siendo las siguientes: CFGH-1, HGH 22 kDa, HGH 20 kDa, HGH-V,
BGH vy la ECGH; mientras que saolo algunas fueron Mut® (a saber las

productoras de la CFGH-2 y la de HPL, incluyendo a la cepa "mack”).

Despues del tiempo de fermentacion, las cepas que resultaron ser
Mut* alcanzaron alrededor de 15 unidades épticas a 600 nm, mientras que
las que fueron Mut® no alcanzaron a rebasar las dos unidades (figura 25).
Las cepas que se habian construido previamente, se |les determind su

fenatipa Mut cuandao se fermentaron en el biorreactor.
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Figura 25. Caracterizacion del fenotipo Mut en las cepas de Pichia pastoris.
Cinética de crecimiento en medio minimo utilizando metanol como Unica
fuente de carbono. La induccién se arrancé a la densidad de 0.5 U y
terminé después de aproximadamente 100 hrs. A) gréfica de las
muestras P3-1y 2=GH de perro cepas 1 y 2, PL3-2=PL humano cepa 2
y pPICS=cepas "mock” con el plasmido pPIC9. B) grafica de las
muestras C6-5T=GH de caballo, P3-1T=GH de perro, C6-4T=GH de

caballo, P3-2T=GH de perro y P3-2B=GH de perro.

6.8 Produccion y analisis a nivel matraz de las hormonas.

Al analizar los geles de poliacrilamida de las proteinas de los medios
de cultivo de cada cepa, se pudo observar que todas las construcciones
produjeron la hormona recombinante en cuestion en mayor o menor
cantidad. Para el caso particular de la CFGH se observé que la cepa con
fenotipo Mut® resultd con una mayor produccién de la proteina recombinante
que su contraparte Mut®. Las cepas de la HGH-V resultaron ser las menos

productoras (figura 26).
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Figura 26. Produccién en Pichia pastoris de las GHs (CFGH, HGH, HGH-V y
ECGH) recombinantes. Se aprecian las bandas sobresalientes de
proteinas correspondientes a las GHs en cuestidén a nivel de 22 kDa,
provenientes de los medios de cultivo inducidos con metanol. Los
carriles son: M=marcador de peso molecular, HGHV1=HGH variante
cepa 1, HGHV2=HGH variante cepa 2, HGH=HGH normal hipofisiaria de
22 kDa, P3-1=GH de perro cepa 1, P3-2=GH de perro cepa 2, C6-2=GH
de caballo cepa 2, C6-4=GH de caballo cepa 4 y el Ultimo carril
identificado como (-)=testigo negativo de la RCP. Mut"="methanol
utilization plus”, Mut®="methanol utilization slow”. Nétese la banda
sobresaliente de la P3-2 correspondiente al fenotipo Mut®, comparada
con la de menor intensidad de la Mut®. Gel de poliacrilamida-SDS al

15% tenido con azul de Coomassie.
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En la figura 27 se muestra el gel con los resultados de la produccion
de todas las cepas recombinantes de Pichia pastoris generadas en la ULIEG
a la fecha. Todas ellas produjeron en diferente cantidad su hormona
respectiva a nivel de los 22 kDa, excepto para la HGH de 20 kDa, la cual,

migré por debajo del resto de las hormonas recombinantes.

HGHv HGH20k

pPIC9 M Caballo Cabra HPL6 HPL2 Perro HGH1 HGH2

T-_— -

pPic9 M Gato! Gato2 Vaca

r

T T ———
kDa
66
45

16

e

Figura 27. Produccion en matraz de todas las cepas productoras de las
hormonas recombinantes. En todos los casos se puede apreciar una
banda sobresaliente (excepto para HGH 20 kDa) a nivel de los 22 kDa
correspondiente a cada hormona, éstas se aprecian en su carril
respectivo indicado en cada caso por su nombre e imagen. En los
carriles del gel de la izquierda se muestran las proteinas de los medios
de cultivo con las hormonas recombinantes: caballo=ECGH,
cabra=CHGH, HPL (6 y2)= lactégeno placentario humano clona 6 y 2,
perro=CFGH y HGH (1 y 2)=GH de humano clona 1 y 2, En el gel de la
derecha se muestran los carriles de: gato (1 y 2)=GH de gato clona 1 y
2, vaca=BGH, HGHv=HGH variante placentaria y HGH20k=isoforma de
la HGH de 20 kDa. El carril pPICY se refiere a la cepa de Pichia pastoris

“mock”. Los geles son de EGPA-SDS al 15% tefidos con plata.
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Ademds, también se estimo par densitometria de cada gei, el
porcentaje de cada hormona recombinante en el medio de cultivo. Para esto
se utiliz¢ el software del Gel-Doc de BIO-RAD y el programa Imagel. En la
tabla XI se muestran los resultados de las estimaciones del porcentaje de

cada hormona en relacion a las proteinas de fondo de Pichia pastoris.

TABLA XI

ESTIMACION DEL PORCENTAJE DE CADA HORMONA
EN EL MEDIO DE CULTIVQO

Cepa % de Hormona
HPL 65
CFGH 60
HGH 22 kDa 30
ECGH 30
BGH 25
FCGH 25
CHGH 25
HGH 20 kDa 12
HGH-V 8
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6.9 Escalamiento a biorreactor de la produccion de las harmonas.
Se escald la fermentacion de las cepas recombinadas a nivel de
biorreactor de 1 litro. Las pruebas incluyeron a las cepas productoras de (as
GHs del perrg, caballo, humang, vaca, gato y el PL humano. Ademas, se
hicieran las primeras pruebas para |la estandarizacion de la produccion en
biorraactor del resto de las GHs, |a variante placentaria humana de 22 kDa,
la isaforma hipofisiaria humana de 20 kDa y la GH de la cabra (resultadaos

no mastradas).

En las figuras de la 28 a la 33 se muestran los resultados del
desarrallo de las fermentaciones para cada cepa, donde se analizo: la
produccion de cada hormona recombinante a través del tiempo (vista en
geles de poliacrilamida); las curvas de crecimiento indicando la produccion
de biomasa en g/L, la densidad dptica y las proteinas tatales en mg/L. Las
parametros controladas por el biorreactor obtenidos en el transcurso de (a
fermentacion (agitacién de 200 a 1,000 r.p.m., temperatura constante a 30°
Celsius, oxigeno disuelto por arriba del 30% y pH de 5 a 4. Y por ultimo, la
produccién de proteina total eén mg/L, el porcentaje de la hormona
recombinante en relacién a las proteinas de fondo propias de Pichia pastoris

y la produccion final gbtenida en mg/L de la hormona en cuestion.
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A continuacién se describen lgs resultados particulares para cada
uho de lgs seis procesos de fermentaciéon en biorreactor de cada cepa de
Pichia pastoris productoras de las GHs canina, humana, equina, felina y

bovina, y del lactogeno placentario humano.

6.9.1 Praceso y desarrollo de la fermentacidn en biorreactor

para la CFGH.

En el gel de poliacrilamida de la figura 28 se aprecian las proteinas
encontradas en el medio de cultive, El primer carril corresponde a las
proteinas propias de la levadura, ya que la muestra fue tomada antes de |a
induccion con metanol. El resta de los carriles corresponden a las muestras
inducidas con metanol, donde se indica |la banda sobresaliente del resto de
las proteinas de Pichia pastoris y que corresponde a la CFGH a nivel de 22

kDa.

El tiampo que durd la induccién fue de 70 hrs. En la gréfica de la
curva de crecimiento se observa como la levadura va adquiriendo biomasa a
través del tiempo, logrando una alta concentracion correspondiente a un
peso humedo superior a los 450 g/L. También se logré un alta densidad

celular correspondiente 2 500 unidades dpticas @ 600 nm.

Respecto a la grdfica de los parametros controlados en el
biorreactor, se muestra el campartamiento de cada ung: el pH iniciaa Sy

posteriarmente se bajo a 4 para disminuir el efecto de las proteasas; la
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agitacién va subiendo a lo largo del tiempo para ayudar a que se mantenga
el oxigeno disuelto; la temperatura se mantuvo constante a 30° Celsius; la
linea correspondiente al oxigeno disuelto fue la que mas varig, debido al
metabolismo de la levadura (se tratd de mantener por arriba del 20 %; esta
curva de oxigeno es tipica de los fenotipos Mut®, como correspondid a esta

cepa productora de la CFGH).

La concentracién de proteinas totales en el medio de cultivo que se
logré fue de 680 mg/L, mientras que el porcentaje correspondiente a (a
haormona fue del 25% de las prateinas totales, obteniendose una produccién

final de 170 mg/L de CFGH (figura 28).
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Desarrollo de la fermentacion en biorreactor de la CFGH. A) Se
trata de un gel de poliacrilamida al 12% con las muestras del
fermentador a lo largo del tiempo, carril 0 (antes de la induccién) hasta
el carril 70 (70 hrs de induccién), Se aprecia una banda sobresaliente a
nivel de 22 kDa que corresponde a la CFGH. B) Grafica de la curva de
crecimiento'. Se alc'ahz'la lj!r’l 'p‘eso] ht’ﬁnedb &e mrés de 45’(; §7L y una
densidad celular de 500 unidades 6pticas a 600 nm. C) Gréfica de los
parametros controlados del biorreactor. La agitacién (1,000 r.p.m.), la
temperatura (30°C) y el pH (5 a 4) se comportaron de manera similar.
Donde hubo diferencia fue en el oxigeno disuelto, en este caso la
grafica corresponde a una de fenotipo Mut’. D). Los datos del
rendimiento resultaron ser: 680 mg/L de proteina total,
correspondiendo el 25% a la proteina de interés, obteniéndose 170

mg/L de CFGH.
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6.9.2 Proceso y desarrollo de la fermentaclén en biorreactor

para el HPL.

En la figura 29 se muestra un gel de poliacrilamida con las proteinas
del mediu de cultivo del biorreactor. El carril 0 corresponde a la muestra
antes de inducir con metanol, apreciandose las protelnas de fondo de la
levadura. Los siguientes carriles corresponden a muestras inducidas donde
sobresale una banda de alrededor de 22 kDa y que corresponde al HPL. El
tiempa total de la induccion fue de 49 hrs. La densidad optica final abtenida
fue superior a las 600 unidades y (a biomasa producida fue de casi 400 g/L

de peso humeda.

Los pardmetros controlados en el biorreactor s€ manejaron de
manera similar en todas las fermentaciones, con la temperatura
manteniendose constante a 30° Celsius, el pH iniciando a S y luegg
bajédndose a 4 para inactivar proteasas, y la agitacidn aumentdandose hasta
1,000 r.p.m. El comportamiento del oxigeno disuelto dependid del fenotipo
de la levadura y se mantuvo par arriba del 20 %. La curva mostrada es la
correspondiente al fenotipo Mul®. La concentracidn de protelnas totales en el
medio de cultivo fue de 733 mg/L y mas del 40% correspondid a la proteina
de interés, abteniéndose una produccion final de casi 300 mg/L de HPL.
Cabe mencionar que esta construccidn resultd ser l[a mejor de entre las
cepas generadas para las otras hormonas, tanto en produccion del
recombinante coma en la abundancia relativa de las proteinas totales en el

media de cultiva (figura 29).
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Figura 29. Desarrollo de la fermentacion en biorreactor del HPL. A) Se

muestra un gﬁel dej polll_acll'ilar.pi?at a[‘,.lfzj,%h;gn: ,Ia§ mm:e§tra§, d?\l
fermentador a través del tiempo, carril 0 (antes de la induccion) hasta
el carril 49 (49 hrs de induccién). Se aprecia una banda sobresaliente a
nivel de 22 kDa que corresponde al HPL. B) Grafica de la curva de
crecimiento. Se logra un peso himedo de casi 400 g/L, la
concentracion de las proteinas totales que se alcanzé fue de mas de
700 mg/L y se obtuvo una densidad celular de mas de 600 unidades
Opticas a 600 nm. C) Grafica de los parametros controlados del
biorreactor. La agitacion (1,000 r.p.m.), la temperatura (30°C) y el pH
(5 a 4) se comportaron de manera similar en todos los casos. Donde

hubo diferencia fue en la gréfica del oxigeno disuelto, este dependid
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del fenctipo de la cepa. En este caso [a grafica corresponde al igual que
la anterior a una de fenotipo Mut®. D) el rendimiento fue de 733 mg/L
de proteina total, mas dei 40% correspondio a la hormona de interés,

praduciendo casi 300 mg/L de HPL.

6.9.3 Proceso y desarrollo de la fermentacian en biorreactor

para la HGH.

En el analisis por EGPA-SDS realizada para monitorear la produccidn
de la HGH a través del tiempa, se logran apreciar las proteinas del medio de
cultive. El primer carril, seflalado como 49, corresponde al medio antes de
inducir. El resto de los carriles corresponden a muestras inducidas con
metanol, en la que se aprecia |a banda sobresaliente a nivel de 22 kDa y
que corresponde a la HGH. La duracidon de la induccion fue de 67 hrs. En 3
grafica de la curva de crecimiento se observa la biomasa incrementdndose
en el tiempo. El peso humedo alcanzd los 500 g/L y la densidad celular mas
de 700 unidades ¢pticas a 600 nm. Los parametros controlados en el
biorreactor fueron el pH iniciando a 5 y luega bajandose a 4, la agitacién
incrementandose hasta 1,000 r.p.m. y la temperatura constante a 30°
Celsius, mismos que Se mantuvieron practicamente sin cambios. En este
caso el oxigeno disuelto varid mas, por tener la cepa un mayor metabolismo
dada la presencia del gen aox1 que |e confirié un fenotipo Mut®, el cual se
reflejd en la grdfica. La concentracion de proteinas totales logradas en el
medio de cultivo fue de 400 mafL, siendo el porcentaje de la hormona en el
medio del 20%, lo que corresponde a una produccion final de 80 mg/L de

HGH (figura 30).
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Figura 30. Desarrollo de la fermentacién en blorreactor de la HGH A) Se
muestra un gel de poliacrilamida al 15% con muestras tomadas del
fermentador a diferentes tiempos, carril 49 (antes de la induccidn)
hasta el carril 116 (67 hrs de induccién). Se aprecia la banda
sobresaliente a nivel de 22 kDa que corresponde a la HGH. B) Gréfica
de la curva de crecimiento. Se alcanza un peso himedo de 500 g/L y
una densidad celular de mas de 700 unidades Opticas a 600 nm. C)
Grafica de los parametros controlados del biorreactor, La agitacién
(hasta 1,000 r.p.m.), la temperatura (30°C) y el pH (5 a 4) se
comportaron de manera similar en todos los casos. Donde hubo

diferencia fue en la gréfica del oxigeno disuelto, el comportamiento
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dependié del fenatipo de |a cepa. En este casa la grafica corresponde a
diferencia de las dogs anteriores a una de fenotipo Mut®., D) El
rendimiento fue de 400 mg/L de prateina tatal, el 20% caorrespondio a

la GH de interés, produciendo alrededar de 80 mg/L de HGH.

6.9.4 Proceso y desarrallo de la fermentacidn en biorreactor

para la ECGH.

En la figura 31 se muestra un gel de poliacrilamida donde se
aprecian las proteinas del medio de cuitiva. El carril 0 corresponde al medio
de cultiva antes de I3 induccién, en ei resto de los carriles estan las
muestras inducidas, donde se observa una banda de alrededor de 22 kDa
carrespondiente a la ECGH. El tiempo total de la induccion fue de 73 hrs,
durante el cual l1a biomasa se acumuld hasta los 400g/L de peso humedo y
la densidad celular llegé a las 700 unidades épticas leidas a 600 nm. Los
parametros contralados en el bigrreactar resultaron similares a Igs
anteriores (pH inicianda a 5 y despuées bajéndose a 4, agitacion hasta 1,000
r.p.m. y temperatura constante a 30° Celsius) y el del oxigeno disuelto se
compartd similar a la GH humana par ser Mut* (esto se aprecio en la grafica
respectiva). Se obtuvieron 600 mg/L de proteinas totales (uno de los mds
altos aqui logrados), mientras que el porcentaje de la ECGH resultd de 17%,
correspondiendo a una praduccion final de 100 mg/L proteina recombinante

(figura 31).
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Figura 31. Desarrollo de la fermentaciéon en biorreactor de la ECGH. A) En el

gel de poliacrilamida al 15% se puede apreciar en el carril 0 (antes de la
induccion) las proteinas de Pichia pastoris, mientras que en los carriles
siguientes de la hora 27 a la 73 de induccién, se aprecia la aparicion de
la banda proteica alrededor de los 22 kDa correspondiente a la ECGH.
B) Grafica de la curva de crecimiento. Se produjo un peso himedo de
400 g/L, la concentracién de proteinas totales en el medio fue de 600
mg/L y la densidad celular final resulté de 700 unidades oOpticas a 600
nm. C) Al igual que todas las fermentaciones los parametros
controlados del biorreactor fueron semejantes. La agitacion de 1,000
r.p.m., la temperatura de 30°C y el pH se cambié de 5 a 4. El

comportamiento de la curva del oxigeno disuelto fue similar a la HGH
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por ser también de fenotipa Mut®. D) Los resultados del rendimienta
fueron las siguientes: 600mg/L de proteina total fueron los que se
obtuvieran, el 17% correspondid a la GH de interés, lo que condujo a la

praduccion de 100 mg/L de ECGH.

6.9.5 Proceso y desarrollo de la fermentacion en biorreactar

para la FCGH.

En la figura 32 se muestra un gel de poliacrilamida con las proteinas
del medio de cultivo del biorreacter. El carril 0 corresponde a8 |la muestra
antes de inducir con metanol donde se aprecian las proteinas de fondo
propias de la levadura, los siguientes corresponden a muestras inducidas
donde saobresale la bandd de alrededor de 22 kDa y que correspande a la
FCGH. El tiempo total de la induccion fue de 44 hrs. La densidad dptica final
que se obtuvo fue superior a las 600 unidades y ia biomasa producida fue de

casi 400 g/L en peso humeda.

Los parametras contrgladgs en el biorreactor se€ manejaron de
manera similar en todas las fermentaciones. El oxigeno disuelto mostrd una
curva tipica del fenotipo Mut*. La cancentracidn de prateinas totales en el
medio de cultivo fue de 440 mg/L. De éstas, el 20% fue de la hormona
felina, obteniendose una produccion final de 90 mg/L de la FCGH (figura

32).
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Figura 32.

Desarrollo de la fermentacién en biorreactor de la FCGH. A) Se
muestra un gel de poliacrilamida al 12% con las muestras de la
fermentacion a lo largo del tiempo, carril 0 (antes de la induccion) hasta
el carril 44 (44 hrs de induccion). Se aprecia una banda que sobresale a
nivel de 22 kDa que corresponde a la FCGH. B) Grafica de la curva de
crecimiento. Se logré un peso humedo de 400 g/L, la cénc’eﬂtradén de
las proteinas totales fue de mas de 400 mg/L y se obtuvo una densidad
celular de mas de 600 unidades épticas a 600 nm. C) De igual manera
que en las fermentaciones anteriores los parametros controlados del
biorreactor que se comportaron de manera similar fueron los ya
mencionados. La grafica del oxigeno disuelto correspondié a una de
fenotipo Mut®. D) El rendimiento resulté ser de: 440 mg/L de proteina

total, correspondiendo el 20% a la proteina de interés, resultando en 90

mg/L de FCGH.
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6.9.6 Proceso y desarrollo de la fermentacion en bigorreactor

para la BGH.

En la figura 33 se muestra un gel de paliacrilamida donde se
aprecian las proteinas del medio de cultivo. El carril 0 corresponde al medio
de cultivo antes de la induccion, en el resta de los carriles estan las
muestras inducidas, donde se observa una banda de alrededar de 22 kDa
correspondiente a la BGH. El tiempo total de la induccién fue de 86 hrs,
durante el cual la biomasa se acumuld hasta los 420g/L de peso himedo y

la densidad celular llego a las 550 unidades dpticas leidas a 600 nm.

Los pardmetros controlados en el biorreactor resultaron similaces a
los anteriares (pH iniciando a 5 y después bajandose a 4, agitacian hasta
1,000 r.p.m. y temperatura constante a 30° Calsius) y el del oaxigena
disuelto se camportd similar a la GH humana por ser Mut™ (esto se aprecid
en la grafica respectiva). Se cbtuvieron 520 mg/L de proteinas totales,
mientras que el porcentaje de la BGH resulté de 30%, correspondiendo a

una produccion final de 150 mg/L proteina recombinante (figura 33).
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Figura 33. Desarrollo de la fermentaciéon en biorreactor de la BGH. A) Se

muestra un gel de poliacrilamida al 1{% con las muestras de la
fermentacion a lo largo del tiempo, carril 0 (antes de la induccién)
hasta el carril 86 (86 hrs de invd_uccién). Se aprecia una ,b‘aqda que
sobresale a nivel de 22 kDa que corresponde a la BGH. B) Gréfica de la
curva de crecimiehto. Se logrf;.un t-Jéﬁ’s; ha;ned; dé- 420 g/L, la
concentraciéon de las proteinas totales fue de mas de 500 mg/L y se
obtuvo una densidad celular de 550 unidades opticas a 600 nm. C) De
igual manera que en las fermentaciones anteriores los parametros
controlados del biorreactor que se comportaron de manera similar
fueron los ya mencionados. La grafica del oxigeno disuelto correspondid
a una de fenotipo Mut'. D) El rendimiento fue de: 520 mg/L de
proteina total, correspondiendo el 30% a la proteina de interés,

resultando en 150 mg/L de BGH.
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6.10 Semipurificacion de las hormonas recambinantes,

Al pasarse por |a columna de intercambic anionico (resina QS-FF),
los medios de cultivo dializados que cantenian las GHs animales, todas
presentaron €l mismo comportamiento: se obtuvieron en la elusidn cero
(EO), &s decir no se pegaron en [a resina. En cambig, |a HGH y el HPL si
fueron retenidos en la columna, lograndose su mayor recuperacion y pureza

cuando se eluyeron a la concentracion de 200 mM de NacCl.

Las proteinas contaminantes de Pichia pastoris que también se
retuvieron en la columna, se fuergn eliminando conforme aumento |a
concentracidon de NaCl, En la figura 34 y 35 se muestran geles de
peliacrilamida can ejemplos de lo que sucedid en la semipurificacion de la
GH de perrg y de la BGH, las cuales fueron recuperadas en la elusién EO

confaorme se fue cargando la muestra en la columna.

En la figura 34 se muestra el fraccionamiento a las distintas fuerzas
1dnicas para la semipurificacion de la CFGH. Ademds, se concentré y analizd
la fraccion EQ que contenia la CFGH por EGPA-SDS tenido con plata, para
ver que tan pura habia quedado, pudiéndose apreciar el monémero de CFGH
como fgrma predominante, aunque también se apreciaron otras bandas
contaminantes de mayor pesa molecular (véase el gel de |a derecha en la

figura 34).

115



Produccidn en biorreactor, purificacién y bioensayo de hormonas recombinantes del crecimiento.

RESULTADOS

FRACCIONAMIENTO » SEMIPURIFICADA

Figura 34, Semipurificacion de la CFGH. En el gel de la izquierda se aprecian las

muestras del proceso de la purificacion de la CFGH por cromatografia de
intercambio ionico. El carril nimero 3 sefialado como “Mac” corresponde
al medio de cultivo con la CFGH antes de pasar por la columna. El resto
de los carriles son de las fracciones eluidas de la columna. En el
marcado como EO muestra la banda semipura de la CFGH. El resto, de
50 a 1,000, corresponden a las diferentes concentraciones de sal, donde
se aprecian cada elusion de las diferentes proteinas contaminantes de
Pichia pastoris separadas de la columna, conforme se fue
incrementando la fuerza idnica. El gel de la derecha muestra la fraccidon
EO concentrada para poder apreciar la pureza que se habia obtenido la
CFGH. Std=estandar de HGH; M y MPM, corresponden a marcador de
peso molecular. Ademas, los geles se tifieron con plata, que por su alta

sensibilidad permitié apreciar mejor las proteinas contaminantes.
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18
14

Std = MAC E0OT M MAC2 E02

Figura 35. Semipurificacion de la BGH. En el gel se aprecian las muestras del
proceso de la purificacion de la BGH por cromatografia de intercambio
ionico. Los carriles nimero 2 y 6 sefialados como “Mac y Mac2”
corresponden al medio de cultivo con la BGH antes de pasar por la
columna. El resto de los carriles sonde las fracciones eluidas de la

columna. Los marcados como EQ1 y EO2 muestran |la banda semipura

de la BGH. Std=HGH, M=marcador de pesos molecular,

El resto de las proteinas recombinantes semipuras se muestran en
los geles de la figura 36: el gel identificado como "ANTES”, corresponde a
las muestras del medio de cultivo de cada hormona junto con las proteinas
de Pichia pastoris, mientras que el marcado como “"DESPUES” corresponde a
las hormonas pasadas por la columna de intercambio idnico, donde se
aprecian las proteinas recombinantes semipuras corridas tanto en
condiciones reductoras como no reductoras para apreciar posibles formas

agregadas debido a los puentes de azufre (figura 36).
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Figura 36. Semipurificacion de las GHs animales y PL humano. En el gel de la
izquierda (ANTES) se muestran las GHs animales y el PL humano antes
de ser sometidos al proceso de purificacion tal cual provienen del
biorreactor. En el gel de la derecha (DESPUES) se muestran las GHs vy el
HPL después de haber sido sometidos al proceso de purificacion por
cromatografia de intercambio idnico. En los carriles, HPL=PL 'de
humano, FC=GH de gato, EC=GH de caballo y CF=GH de perro. M=
marcador de peso molecular y std= estdndar comercial de HGH. Los
geles corresponden a poliacrilamida al 15% en condiciones
desnaturalizantes, las muestras de la parte derecha del gel derecho se

corrieron en condiciones no reductoras (NR).
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Cada hormona producida en biorreactor se dializdé, ajusté a las
condiciones de carga de la cromatografia, se pasé por la columna y se
recupero en forma semipura en las fracciones que la contenian, a partir de
las cuales se cuantificé por Bradford para conocer el rendimiento de la
recuperacion. También se analizé la pureza en EGPA-SDS, cuantificando la

banda de la hormona (los datos obtenidos se muestran en la tabla XII).

TABLA XII

RENDIMIENTO Y PUREZA DE LAS HORMONAS RECOMBINANTES

. SR

HPL CFGH | ECGH | FCGH
RENDIMIENTO | 58% 28% 70% 73% 75% 70%
PUREZA 90% | 75% 50% 63% 70% 56%
6.11 Inmunodeteccion de HGH recombinante del medio de cultivo

de biorreactor.
Como siguiente paso se procedié a confirmar la identidad de las

bandas proteicas sobresalientes apreciadas en los geles de poliacrilamida de

119



Produccion en biorreactor, purificacion y bioensaye de hormonas recombinantes del credmiento.
RESULTADQS

las muestras de |las cepas de Pichia pastoris fermentadas en el biorreactor
que correspondieran @ GHs y HPL. Para ello se realizé la deteccién por
anticuerpas o “western blot” de cada hormona par un anticuerpa que fuera
capaz de reconocer a todas al misma tiempa, ya que no contabamas con un

anticuerpo especifico para cada una de las nueve construcgiones.

Se recurrio al emplea de un anticuerpo policlonal (proporcionado por
el Dr. Carlos Ardamburo) dirigido contra la GH del pollo, el cual se probd
primeramente contra la HGH, con el argumento de que si cruzaba con ésta,
por logica lo deberia hacer con el restc de las recombinantes animales.
También se probé si los anticuerpos anti-HGH reaccionaban con la GH de
pollo. Los resultados nos mostraron gue el anticuerpo contra GH de pollo si
recanocio a la HGH, pera la contrario ng resultd: el anticuerpo anti-HGH no
cruzo contra la GH de pollo, Esta se pude apreciar en |a figura 37, donde se
muestra el ensayo de estandarizacion para la inmunodeteccion de la HGH y

de la GH del pollo.

Ademas, también se muestra un gel de poliacrilamida tefiido con
plata para apreciar la calidad y concentracian de los estandares de HGH y de
la HGHr producida y secretada por Pichia pastaris hacia el medio de cultivo,
asi como del testigo positivo correspondiente a la GH de pollo, mismos que
fueron utilizados en logs geles con {9s que se llevg a cabo la

electrotransferencia para los "western blot”.
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Figura 37. Deteccion por antlcaerpos de la HGH recombinante. En la
membrana se muestra el “western blot* donde se de% la HGH del
medio de cultivo por medio de anticuerpos policlonales contra fa GH de
pollo y en B) se muestra la detec_:gén1 de la HGH con anticuerpos anti-
HGH, pero que no detectaron la GH de pollo, por lo que los anticuerpos
contra la HGH o eruizan con la GH de pollo, en tambio los anticuerpos
contra la GH de pollo si cruzan con la HGH. C) Se muestra un gel de
poliacrilamida tefido con plata correspondiente a las muestra
inmunodetectadas arriba en condiciones reductoras (R) y no reductoras
(NR). Para A), B) y C) los carriles corresponden a: S(a, b y ¢)=
estandar de HGH a diferentes diluciones, H(a, b y c)=HGH de
biorreactor a diferentes diluciones, M=marcador de peso molecular,
cGH=GH de pollo testigo positivo. Los geles con los que se realizaron

los “westerns” fueron de poliacrilamida al 15%.
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Los anticuerpos policlonales contra la GH de pollo cruzaron bien
contra la HGH, por lo que se decidid utilizarlos para detectar el resto de las
proteinas recombinantes producidas por Pichia pastoris. En la figura 38 se
aprecia que todas las hormonas recombinantes cruzaron contra los
policlonales anti-GH de pollo incluyendo al HPL. En todos los casos se

aprecio una sefal fuerte.

ANIMALES

M § CF CF1 CFz EC EC1 FC FC1 cGH M HGH HPL HPL1  oGH

Figura 38. Inmunodeteccion de las GHs y HPL. En la imagen de la izquierda se
aprecia la identificacion de las GH animales por los anticuerpos
policlonales contra la GH de pollo. En los carriles CF=GH de perro,
EC=GH de caballo y FC=GH de gato. En la imagen de la derecha se
observa la inmunodeteccién de la GH y PL humanos, también por la
anti-GH de pollo. HGH=GH de humano y HPL=PL de humano. M=
marcador de peso, S= estandar comercial de HGH y cGH= estandar y
testigo positivo de GH de pollo. Los geles con los que se realizaron los

“westerns” fueron de poliacrilamida al 15%.
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6.12 Ensayo de la actividad bioldgica en la linea celular Nb2.

En este bioensayao se utilizd Ia linea celular de linfama de rata, cuyas
células tienen en su superficie el receptor para prolactina y la actividad se
traduce en aumento de la proliferacion celular ¢uando las células sagn

expuestas a un estiinulo externo que 1as induzca.

Todas las harmonas recombinantes aqui producidas presentaron
actividad biologica en este sistema, resultando con mayor actividad las de
origen humang. En efecto, I3 HGH presentd mayor bigactividad que el HPL,
inclusive mas que la prolactina recombinante de rata que fue el testigo

positivo (figura 39).

Las GHs de origen animal presentaron menor actividad que las

humanas, caso notable fue la ECGH que superd ampliamente al resto de su

grupo (figura 40).
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Figura 39. Bioensayo en células Nb2 de la HGH y el HPL recombinantes. La

grafica muestra |la actividad biologica expresada en unidades absolutas,
de las hormonas humanas que se probaron a diferentes concentraciones
(0.001 a 50 mM). Se incluyé una GH animal para contrastaria con las
humanas. El testigo positivo que se utilizé fue la prolactina de rata.
Todas las hormonas mostraron actividad dependiente de las dosis,

siendo la méas activa la HGH,
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Figura 40. Bioensayo en células Nb2 de las GHs animales. En esta grafica se

muestran los resultados del ensayo de la actividad biolégica de las GHs

animales, la altura de las barras miden el nivel de la actividad. Las

concentraciones que se probaron fueron desde 0.001 mM hasta a 50

mM. En todas se observo bioactividad y ésta fue dosis dependiente. La

actividad mostré variacion dependiendo de la hormona, resultando la

mas activa la GH de caballo.
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6.13 Resumiendo.

Se construyeron cinco cepas nuevas de Pichia pastoris, se ensayaron
nueve y se analizaron seis. La mejor fue la cepa productora de HPL con un
fenotipo Mut®, logrando la producciéon mas alta del recombinante, la mayor
pureza y una de las que mayor actividad biolégica presentd. A ésta le siguid
otra Mut®, la productora de la CFGH. Luego la del caballo (una de las mas
bioactivas) y después la del gato (la de mayor pureza entre las GHs
animales). La HGH presentd la mayor actividad biologica de todas las

hormonas y ademas quedd dentro de las de mayor pureza, véase tabla XIII.

TABLA XIII

RESUMEN DE LAS CEPAS Y HORMONAS
ANALIZADAS EN ESTE TRABAJO

] , &—T7

el el

HORMONA PR(“:;:L“O N1 PUREZA | BIOACTIVIDAD | ENOTIRO
o CFGH |

E& ' 50% ++ S

b EcGH
| (00 63% ++++ +

" 56% I

"l ° 90 70% ++ | +
HGH | |
‘ | 80 75% : +4++++ ; +
—— l ;
HPL
300 90% | + S
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7. DISCUSION

Se describe por primera vez el desarrollec de un nuevo proceso de
produccién en biorreactor, purificacion y ensayo de la actividad biclogica de
las GHs recombinantes del perro, caballo, gato, vaca y del humano, asi
como del lactégeno placentario humano (HPL). Actualmente todas las GHs
disponibles comercialmente son producidas en el sistema bacteriano de
Escherichia coli, de modo que el sistema de la levadura Pichia pastoris que

aqui reportamos es una alternativa al ya clasico de Escherichia coli.

7.1 Construccion de las cepas.

Se disefiaron tres juegos de iniciadores, un par para la amplificacién
de los ADNcs de las GH de caballo y perro, un segundo para la amplificacion
del ADNc de la GH del gato, y un tercero y ultimo juego para la amplificacion
del ADNc del HPL. Esto por presentar diferencias en la secuencia nucleotidica
que se traducian en una 0 mas diferencias aminoacidicas, como sucedid en
el caso para los iniciadores sentido o rio arriba (5'). En cambio, la regién rio
abajo (3’) de las GHs se conserva, utilizandose el mismo iniciador
antisentido para todos los casos, siendo la Unica excepcion el HPL, que como

secuencia humana es menos similar a las de los otros animales animales.
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En primera instancia se decidio clonar el ADNc de cada hormona en
el plasmido pBS. Las ventajas que tiene este pldasmido son: tamafio pequefio
(3000 pb), estabilidad dentro de la bacteria, alta eficiencia en la replicacion
y el paseer una region de sitios (nicos de restriccion bastante versatil para
clonacion. Esto dltimo facilité sacar el ADNc de interés y traspasarlo al
plasmido de expresion. Otra ventaja adicional es la que presenta como
vector “T”, la que permitié clonar los ADNcs ya mencionados. Dicha técnica
de clonacion es de las mds faciles, sencillas, eficientes y econémicas, ya que
no se requiere de estuches sofisticados y costosos para lograr la clonacién

deseada.

La clonacion del ADNc para la GH de gato fue diferente a la del resto,
ya gque se decidid hacerla directamente del producto amplificado sobre el
vector de expresion pPICQ, ambos previamente digeridos con Xho Iy Avr 1,
ahorrandose un paso, el de pasarlo a pBS. Aunque en tesis previas de
nuestro laboratorio se hace referencia a la imposibilidad de clonar
directamente los amplicones de este tipo en pPIC9 -probablemente debido al
espacio reducido que queda al lado de los sitios de restriccion extras
incorporados via los iniciadores (Kaufman y Evans, 1990), para que pueda
actuar la enzima respectiva (Xho I o Avr 11)-, pero en nuestro caso, ambos

procedimientos funcionaron bien para llevar a cabo clonaciones.
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Donde si se presentaron contratiempos, fue en la reaccion de
ligacidn, pues se generaron con frecuencia productos religades por causa de
las endonucieasas contaminando fa reaccion que se sospechaba rasuraba los
extremos del vector para hacerlec romo y propiciar el que se cerrara el vector
plasmidico. Esto se resclvid al pre-tratar a todos los reactivos, incluyendo
los ADNs, por 30 min. a 65° Celsius para inactivar las posibles
endonucleasas presentes e impedir su interferencia con la clonacion

deseada.

El resto de los ADNcs provenientes de los pBS-xGH se subclonaron
en el vector pPICS para generar los vectores de expresion pPIC9-xGH. Esto
se facilité grandemente debido al disefio de los iniciadores, ya que ademas
de permitir enfasar adecuadamente el marco abierto de lectura para la
generacion correcta de la proteina recombinante, incluyeron los sitios extras
de restriccidn (Xho I — Avr I1) que facilitaron sacar cada ADNc y pasario a

pPICO.

Una vez que se transfectaron las levaduras con cada “casete” de
expresion para cada hormona, las cepas de Pichia pastoris adquirieron la
capacidad de crecer en las placas de medio regenerador carente de
histidina, debido a que habian incorporado dicho “casete”, que ademas de
permitiries producir la GH, les permitia sintetizar )a histidina necesaria para
su crecimiento. La identificacion de las clonas transfectadas por RCP directo

de las colonias de la placa de Petri (Ascacio-Martinez y Barrera Saldafia,
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2004) nos ahorré bastante tiempo, ya que solamente se le hizo extraccién
del ADN gendmico (que consume mucho tiempo) a las clonas de la primera
construccidon; pero como la RCP directa de colonia también funcioné muy

bien, se decididé tamizar el resto de las construcciones de esta manera.

El nimero de transfectantes viables fue bajo y oscilé entre 0 y 8 por
placa, de manera que se necesitaron plaguear varias cajas de Petri para
tener diferentes clonas de cada construccién, para probar todas en el ensayo
de produccién de proteina recombinante en matraz y escoger |la mejor
productora. El bajo numero de clonas de Pichia pastoris por placa se debio a
la técnica para hacerlas competentes, que en nuestro caso correspondié al
protacolo de cloruro de litio, que de los tres referidos es el de mas baja
eficiencia en la transfeccion (siguiéndole en eficiencia el de generaciéon de
esferoplastos, el cual es el mas tardado y tedioso, y finalmente el de
electrocompetencia, que aunque es el mas eficiente, también es el mas
caro). A pesar de su baja eficiencia, se decidid utilizar el de cloruro de litio

por ser rapido, barato y adecuado a nuestras necesidades.

Una vez obtenidas las nuevas cepas de Pichia pastoris, fue necesario
caracterizarles su fenotipo Mut, segun utilizaran el gen aox1 (Mut*) o el gen
aox2 (Mut®; gen aoxl ausente) para metabolizar el metanol de manera
rapida o lenta, respectivamente. De esto dependia el protocolo a seguir en

la produccion del recombinante (véase mas adelante).

130



Produccién en biorreactor, purificacion y bioensayo de hormonas recombinantes del crecimiento.
DISCUSION

7.2 Produccion de las hormonas recombinantes.

Aunque se observo una banda sobresaliente a nivel de 22 kDa para
casi todas las hormanas, la excepcién fueron la HGH-V y la HGH 20 kDa,
que si bien se logré apreciar la banda proteica de interés, ésta no sobresalié
tanto como las otras del resto de las proteinas naturales de Pichia pastoris.
Esto dependié de cada cepa per se, que aungque pravinieran de la misma
construccion y aun de la misma transfeccion, presentaron patrones de
produccion muy distintos, pudiendo variar la produccion hasta en un 300%,
aun y cuando se manejen bajo las misrﬁas condiciones. De aqui la
importancia de tamizar y probar un minimo 8-10 clonas independientes para
escoger la mejor productora, antes de dedicarse a modificar otros
parametros para intentar mejorar la produccion; ademas de poder comparar
entre cepas Mut®™ y Mut® los niveles de produccion de la misma proteina
recombinante. Esto Ultimo sucedid para las cepas de Pichia pastoris
productoras de la GH de perto, en la que la cepa con fenotipo Mut® produjo

siete veces mas CFGH que la cepa Mut?.

Ademas de lo anteriormente mencionado, también hay que tomar en
cuenta otras variables extrinsecas que pueden mejorar la produccién del
recombinante. Las que en este trabajo se encontraron son en orden de

importancia las siguientes:

1) La composicion del medio de cultivo, si es minimo o rico,

dependiendo de si tiene 0 no extracto de levadura y peptona. El
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medio rico disminuye la protedlisis, ademas de permitir adquirir

biomasa mas facilmente por I0s nutriantes extras que cantiene.

2) La densidad dptica de |z biomasa a la que se arranca la

3)

induccidn. Para las cepas Mut' funciona bien arrancar la
induccién a densidades bajas menores de 5, ya que este tipa de
cepas metabolizan eficientemente el metanol y pueden generar
biomasas superiores a |as 15 unidades de densidad éptica a lo
largo de la fermentacion, inclusive pasar de 30. Esto dependera
de la biomasa con la que se inicio la induccidn; pero para las
cepas Mut® es necesario arrancar |a induccion a biomasas mas
altas de S a 10 unidades. Esto para que haya suficientes células
para producir la proteina recombinante, dado su metabolismo
tento can que dtilizan € metanol, par o que 3l final de la
fermentacion no habra aumento considerable de la biomasa,

siendo esta la causa de iniciar a altas densidades celularas.

El pH es otro de los factores, recomendandose trabajar a pHs
acidos de entre 5 y 6 para disminuir |3 activacidn de las
proteasas en el medio de cultivo, Inclusive en el biorreactor se
recomienda bajar aun mas €l pH (hasta 4) para disminuir aun
mds el efecto proteolitica, ya que par la misma friccidn por |as
aspas se aumenta la lisis celular y por ende |a liberacién de

proteasas. pHs neutros g alcalinos no se recomiendan, debido a
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que se activan las proteasas naturales de Pichia pastoris, mismas

que luego degradaran el producto recombinante.

El porcentaje de metanol es importante en la eficiencia de la
produccién, ya que cuando es menor del 0.5 % conduce a una
induccion ineficiente, por lo tanto entre menor sea, habra baja o
nula produccidn del recombinante. En contraste, altos
porcentajes (por arriba del 1%) son tdxicos para la célula, las
que se mueren, lisan, liberan las proteasas y por ultimo
conducen a la protedlisis de la proteina recombinante; por lo que
se recomienda que el metanol no se pase del 1% en matraz.
Donde es mas critica la concentracién de este alcohol es en el
biorreactor, no debiendo de pasar del 0.8%; sobre todo con las
cepas Mut®, que son mas susceptibles de intoxicacién debido a la

lenta metabolizacion del metanol.

El tiempo de duracion de la induccion de la fermentacion en
matraz tipicamente se centra alrededor de las 100 hrs, pero
puede ir hasta 120 e inclusive hasta las 150 hrs. El problema es
que a tiempos largos de fermentacion se incrementa la muerte y
lisis celular, y por lo tanto la liberacién de proteasas,
repercutiendo en el rendimiento del producto. Lo importante es
lograr los tiempos minimos, con la mdxima produccién y la

menor degradacion del recombinante. Esto aplica principalmente

133



Produccion en biorreactor, purificacion y bioensays de hormanas recombinantes del crecimiento.
DISCUSION

a la produccidn en biorreactor, donde se gbserva que a tiempos
mayares de 70 hrs de induccign, |a degradacion del
recombinante se hace natar. Ademas, a partir de este tiempo ya
no se aprecia un aumento sustancial en |a producciéon del

recombinante.

A pesar de |a alta similitud a nivel nucleotidico y aminoacidico entre
las hormonas animales y humanas, 12 produccion del recombinante vario de
cepa a cepa entre diferentes construcciones, inclusive entre las mismas
cepas tomadas de la misma placa. Esto nos muestra el comportamiento

totalmente independiente € Individual entra cada cepa.

Todas ias cepas se fermentaron en matraz bajo distintas condiciones
y se les determino cudles producian mejor (@ proteina recombinante en
cuestion. Ademads, se determinaron las condiciones propicias donde

practicamente se produce cualquier recombinante de esta familia.

A continuacion se describen las condicicnes dptimas encontradas: se
utilizé un medio rico, amortiguado con fosfatos a pH de S (aunque también
se observé que el pH de 6 funciona bien), con 1 % de metaneol y un tiempo
de 96 horas de induccian a 30° Celsius con agitacidn de 300 r.p.m. Bajo
éstas condiciones se logré la praduccidn de cada recombinante de manera
abundante para las nueve diferentes harmonas animales y humanas, siendo

la excepcion, camo ya se dijo, los casos de la HGH-V y la HGH 20 kDa. Claro
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gue no se descarta que las probadas no hayan sido las mejores cepas (de
hecho para el caso de |la HGH 20 kDa, se probaron otras cepas que
produjeron mayar cantidad de la proteina recombinante), o bien que con los
pases de placa en placa para mantenerla, se haya afectado la produccion del
recombinante, como se ha visto en otras construcciones. Inclusive, que este
sistema no sea tan eficiente en la produccién para el caso particular de esa
hormona. La produccién de la FCGH y la HGH-V se vio favorecida en el
medio rico, ya que en el medio minimo practicamente no se produjeron. En
cambio el HPL se produjo eficientemente, tanto en medio rico, como en

medio minimo.

7.3 Comparacion con otros sistemas productores de GH.

De las diversas hormonas aqui producidas, practicamente solo de
dos (HGH 22 kDa y de la BGH) existe mas informacion acerca de sus
caracteristicas y demas propiedades. Ademas, por ser las de mayor interés
comercial, desde hace algunos anos se encuentran disponibles en el

mercado mundial.

El mercado para la HGH actualmente es de alrededor de $2,000
millones de délares y lo comparten principalmente las industrias Kabi,
Genentech, Eli-Lilly y Novo Nordisk. Del resto de las hormonas nao hemos
encontrado referencias en la literatura cientifica que refieran la produccion
en su forma recombinante ni por ievaduras, ni en bacterias. La excepcion es

la version recombinante de la ECGH producida en Escherichia coli, 1a cual se
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encuentra desde hace poco en €l mercado australiano, coemercializada por

una compafiia biotecnoldgica de ese pais.

Para la HGH se tienen bien estandarizados los procesos de
produccidn industrial en [a bacteria Escherichia coli. Por ser ésta la de mayor
interés industrial, se le ha invertido muchos millones de dolares y afios de

invaestigacidn para eficientar su proceso.

Hace mas de 25 afios que se inicié can las grimeras experimentas
para producir la GH recombinante en Escherichia colf. La primera GH fue la
de la rata (Seeburg y cols., 1978), siguiendole la GH humana (Martial y
cols., 1979; Qlson y cols., 1981) y luego |a GH bavina (Keshet y cols., 1981;
Raosner y cols., 1982; Seeburg y cols., 1983; Schoner y cols., 1984), depués
la GH porcina (Seeburq y cols,, 1983). De manera que a lo largo de todo

este tiempg se ha mejoradg [ produccion de lgs recombinantes.

Diversas investigadores han intentado producir en £scherichia coli la
HGH en su forma madura, tal cual se produjeron en este trabajo las GHs y el
HPL, fusionando el ADNc de la HGH a un peptido lider y enviandala al
espacio peripldsmico bacteriang, de donde es relativamente mas facil
purificarla, si se compara con lo§ cuerpas de inclusion; pero sobre todo,
debido a las candiciones no reductoras del periplasma, en las que ia proteina

recombinante se pliega bien, adquiere sus puentes disulfuro y queda
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correctamente estructurada (tal como sucede con las nuestras en el sistema

de Pichia pastoris).

El mayor problema de enviaria al periplasma, aparte de que es mas
dificil la recuperacion de la proteina de interés que si se hiciera del medio de
cultivo como en nuestro caso, es la baja produccién que se ha visto. Se han
reportado valores para HGH de 8.6 mg/L (Kato y cols., 1987), 10-15 mg/L
(Hsiung y cols., 1989), 20.6 (Oliveira y cols., 1999) y en el mejor de los
casos 28 mg/L (Becker y Hsiung, 1986). En este ultimo caso la HGH
representd tan solo el 6% de las proteinas en relacién al extracto celular
total y del 30% de la fracciéon periplasmica. En contraste, nuestras
hormonas recombinantes lograron constituir hasta mas del 40% de las
proteinas del medio, correspendiendo a 300 mg/L en el medio de cultivo en

biorreactor y hasta mas del 65% en el medio en matraz.

En cuanto a la recuperacion de HGH del periplasma que obtuvieron
Gerald y colaboradores en 1986, ésta fue del 70%, siende muy similar a la
que se obtuvo en la mayoria de los casos en nuestro trabajo. Por otro lado,
respecto a la pureza de la HGH, Gerald y su grupo la obtienen alrededor del
90% cuantificada por densitometria sobre EGPA-SDS-Coomassie, similar a 1a
que se obtuvo en nuestro trabajo para el HPL [pero analizada por EGPA-
SDS-Plata y por cromatagrafia liquida de alta resolucion (CLAR) (resultados

no mostrados)].
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Existen otros casos similares dande la HGH se secreta al periplasma
también en Escherichia coli (Gharpade y Garg, 1993). Lo mismo se ha hecho
pero para la hormona del crecimiento placentaria (Igout, 1993), también
producida en cantidades muy bajas, al igual que para la HGH 20 kDa
{(Uchida y cols., 1997). Otra bacteria diferente a Escherichia coli donde
tambien se ha producido I3 HGH, es €l Bacillus subtilis (Franchi y cols.,

1991].

Oliveira y cols., en 1999 describen un proceso bastante completo de
proeduccion y purificacion de HGH en Fscherichia coli secretada al espacio
periplasmico en el que utilizan seis pasos de purificacién (uno de
precipitacidn selectiva y cinco de cromatografia}. La HGH es obtenida con
muy alto grado de pureza (grado farmacéutico), donde a pesar de tantos
paso$ logran rendimientcs altos de mds del 40% (mayor grada de pureza,
pero menor rendimiento) y sobre todo que el analisis no es por EGPA-SDS-
Coaomassie, sino por CLAR utilizando filtracién en gel de alta resolucion y
fase reversa. Can este procedimiento, ellos gbtuvieron un producto bastante

puro pero no probaron la actividad bioldgica.

Existe otro trabajo donde por seis pasos de purificacion obtienen 13

met-HGH con alto grado de pureza, pero la recuperacion fue apenas del

19% (Niimi y cols., 1987).
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La produccién de HGH del grupo de Oliveira fue relativamente baja
de 412 mg en 20 litros en biorreactor, 0 que se compensa escalando a
cientos 0 miles de litros. Una de las desventajas del proceso anterior es el
tiempo que tarda la purificacidon que es aproximadamente de cinco dias,
comparado con la de nosotros que es menor a un dia. Otra desventaja es
que el medio de cultivo utilizado, es un medio complejo con antibidtico, lo
gue encarece el proceso de produccion, comparado con el medio de cultivo

mineral que es econdmico y que es el utilizado en nuestro proceso.

Otra de las pocas ventajas de producirlo en bacteria es la rapidez de
la fermentacion, ya que en menos de un dia se lleva a cabo, comparado con
los cuatro a cinco dias que tarda un procesoc tipico en Pichia pastoris, aunque
nuestros procesos los hemos eficientado a solo tres dias, de tal modo que el
proceso completo que aqui describimos, incluyendo la purificacion, llevaria

cuatro dias, comparado con los seis o siete que requiere el de E. coli.

Existen otros trabajos donde por estrategias mas complejas han
tratado de secretar al medio de cultivo la HGH producida en Escherichia coli,
en aras de evitar la contaminacién con las proteinas del huésped y asi
facilitar la purificacion, pero los resuitados son poco alentadores ya que la
produccién lograda es aun mas baja que la peripldsmica; se han reportado
desde los 4.5 mg/L (Hsiung y cols., 1989) hasta los 11.2 mg/L (Kato y cols.,
1987), Y mas recientemente se lograron purificar cantidades de apenas 1

mg/L. de medio de cultivo (Lloubes y cols., 1993), comparado con el sistema
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agui descrito que también secreta al medio de cultivo pero en cantidades

que superan hasta en cientas de veces al de Escherichia cali,

Existe un trabajo aislado donde un grupo de investigadores
construyeron un sistema secretor de HGH al medio de cultive pero en una
levadura, Hansenula polymorpha, donde reportan la produccion de HGH de
hasta 2 g/L, aunque no reportan purificacion ni ensayo de actividad bioldgica

{Aprikan y cals., 1991).

El sistema de Escherichia coli donde se produce la HGH en mayor
cantided, es el de cuerpos de incusion, que par la sobreproduccion de!
recombinante se precipita y se acumula en el citoplasma como grdnulos
insolubles, Existen repartes donde se han alcanzada niveles de produccion
en Escherichia coli de met-HGH de mds de 1600 mg/L con recuperaciones
del 50% vy pureza del 99% (analizada por EGPA-SDS-Coomassie) y la

actividad bolégica se probo en la linea celular Nb2 (Patra y cols., 2000).

Tambien se ha reportado la praduccion en biorreactor de la GH de
berrego (OGH) y de la HGH en Escherichia coli donde se alcanzan niveles de
3.2 g/L (Panda, 2003). La mayor desventaja de este sistema esta implicita
en su gran praduccion, debido a que la proteina recombinante se va
agregando hasta precipitarse y formar los llamados cuerpos de inclusion que
se acumulan en el citoplasma de donde hay que fiberarlos por disrupcidn

celular, solubilizarlos, procesarlos bajo estrictas condiciones para que

140



Produccion en biorreactor, purificacion y bioensayo de hormonas recombinantes del crecimiento.
DISCUSION

posteriormente se pueda renaturalizar adecuadamente la hormona, y sobre
todo que ya pura quede con la actividad biolégica deseada, de lo contraric
no sirve de nada que haya una gran produccion. Todo esto lo hace un
proceso largo, tedioso y caro. Ademas de que el medio de cultivo utilizado

es complejo, lo que encarece mas el procesao.

La produccion de HGH por Patra y cols., supera a las de nosotros,
pero con la serie de desventajas ya mencionadas. Por lo que nuestro
sistema pudiera resultar mas atractivo para la industria, siendo una buena
opcién al tradicional de Escherichia coli. Aun mas, se sique trabajando para
mejorar las cepas productoras de estas hormonas recombinantes. Ademds,
existe un reporte reciente de un trabajo similar al que aqui se describe, pero
para la hormona del crecimiento del cerdo (PGH), donde se logra proeducir
900 mg/L en cepas multicasetes de Pichia pastoris y tan solo a nivel de
matraz (Ouyang y cols., 2003); en fermentador se espera que se
incremente sustancialmente la produccién. Este grupo al igual que nosotros
también probd la actividad bioldgica en Ia linea celular Nb2, resultando con

actividad similar a la que aqui reportamos para las GHs animales.

De hecho existe un reporte previo de nuestro |laboratorio de
produccién de HGH en biorreactor por Pichia pastoris donde se consiguen
alrededor de 50 mg/L (Escamilla y cols., 2000). Este proceso se ha venido

eficientando, de manera que actualmente se ha logrado producir y secretar
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la HGH al medio de cultivo en cantidades de alrededor de 300 mg/L

(resultados no mostrados).

Otro de los grandes productores es Saccharomyces cerevisiae,
microorganismo que ha sido clasificado como GRAS (generalmente
considerado como seguro), lo qué sin duda es una ventaja sobre el resto de
los microorganismos que estdn en espera del proceso de regulacidn y
aprobacion gubernamental para los productos recombinantes, como es el
caso de Pichia pastoris. En Saccharomyces cerevisiae se ha reportado hasta
1,300 mg/L de HGH secretada al medio de cultivo (Lee y cols., 1999). Por
mejoramiento del sistema anterior se ha llegado a producir de 1,500 a 2,000
mg/L; estas cepas son construidas para fines de produccién industrial

(http://www.protheon.com/hgh-yeast.htm).

Investigadores del mismo grupo han desarrollado sistemas de
Escherichia coli que produce la HGH como proteina de fusion, reportando
producciones de 8.9 hasta 15.0 g/L. Par contener una etiqueta de
polihistidinas, el producto recombinante lo purifican por columnas de
afinidad de Ni*?, y ademads, por presentar también el sitio de corte para la
enzima enterocinasa, separan la HGH de la etiqueta de histidinas, en
seguida la purifican por intercambio iénico logrando una recuperacion del
25% que corresponde a 2.22 g con una pureza alrededor del 99% (Shin y

cols., 1998a; Shin y cols., 1998b). Anteriormente ya se habia descrito algo
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parecido al sistema anterior, pero con menor produccion de HGH (Mukhija y

cals., 1995).

Los niveles de proteinas que se lograron con las cepas aqui
construidas y con las que probamos, ’van de los 100 mg/L hasta los 300
mg/L, dependiendo de las cepas ensayadas. Estos valores empiezan a ser
atractivos para la industria, no obstante aun podemos mejorar las cepas y el

proceso para aumentar la produccidn, siendo la meta alcanzar un par de

gramos de GH por [itro de medio de cultivo.

7.4 Semipurificacion de las hormonas recombinantes.

En relacidn al proceso de semipurificacidon, éste se llevd a cabo de
una manera rapida y sencilla con la resina de intercambig anionico (QS-FF).
Esta resina resultd con muchas ventajas en nuestro sistema, ya que las GHs
animales por presentar puntos isoeléctricos (pl) basicos no se pegan a la
resina bajo las condiciones aqui ensayadas, lo que nos permitid

semipurificarlas de manera facil en menos de un dia.

Por otro lado, las proteinas contaminantes de Pichia pastoris, segun
las analizamos por isoelectroenfoque, tienden a ser de pl acido (resultados
no mostrados), por lo que éstas si se pegan a la resina, y de esta manera se
pueden separar de las proteinas recombinantes de interés. Diferente

comportamiento se observd para las humanas (el HPL y la HGH), que por

presentar pl acido, éstas si se pegaron a la resina.
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El HPL se suelta alrededor de 200-300 mM de NaCl, obteniéndose
con una muy buena pureza de alrededor del 90%. En cambio |la HGH, si bien
su pureza fue relativamente buena, se comporté de manera no esperada, ya
que se desprendié de la columna a lo largo de toda la escaia de NaCl (50 a
400 mM); de aqui que la recuperacion indicada en este trabajo de 28% sea
relativamente baja, debido a que se escogié la fraccidn de 200 mM de NaCl
que fue la que presentd la mayor pureza, pero baja recuperacion, ya que el
resto de HGH se distribuyd en las diferentes concentraciones de sal y estas
fracciones no se pudieron incluir, ya que presentaban mayor contaminacion

con proteinas de la levadura.

Aun queda por mejorar el proceso de purificacidon sobre todo para la
HGH gue fue la que mas trabajo presentd. Inclusive también intentamos
purificarla por isoelectroenfoque en el sistema ROTOFOR de Bio-Rad, pero
migrd en una banda muy ancha de pHs de 3 a 10 (resultados no
mostrados). A |la fecha no hay reportes de protocolos de purificacion de GHs
producidas en Pichia pastoris, excepto por el ya mencionado para la PGH
(Ouyang y cols., 2003) en el cual este grupo obtuvo resultados muy
parecidos a los aqui descritos. Al igual que ellos, se probaron varios tipos de

resinas y la que mejor resulto fue el intercambio aniénico.

También, ensayamos la purificacion en cromatografia liquida de baja
presion (FPLC) con otras resinas de intercambio aparte de la QS-FF; la

DEAE-Celulosa y la DEAE-Sephadex, comportandose de manera similar con
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las GHs (resultados no mostrados). En si el proceso se comporta algo

diferente al multicitado de Escherichia coli.

Cabe mencicnar, que si bien los valores de pureza descritos para la
mayoria de estos trabajos en Escherichia coli andan en alrededor del 90%,
estan analizados por densitometria en EGPA-SDS tefidos con Coomassie. En
cambio, nosotros l0s determinamos con tincién con plata, la cual es mucho
mas senéible, por lo que se pueden apreciar mejor las proteinas
contaminantes, dandonos una idea mas clara del grado de contaminacion;
claro que esto nos lleva a subestimar el grado de pureza, ya que la pureza

es relativa a la técnica con que se detecten |os contaminantes.

Par otra parte, los resultados aqui mostrados de porcentaje de
recuperacion y de pureza corresponden a muestras de biorreactor, las
Cuales siempre vienen cargadas con mas proteinas contaminantes por la lisis

celular incrementada en parte por la friccion con las aspas del fermentador.

Cuando llevamaos a cabo los primeros ensayos de purificacion eran
de muestras provenientes de matraz, las cuales de entrada estaban menos
contaminadas. Por ejemplo, para la CFGH el porcentaje en el medio de
cultivo en relacion a las contaminantes fue de mas del 60% y cuando se
semipurificaba par intercambio anidnico, la pureza obtenida era mayor del

90% y la recuperacion de alrededor del 80%. Estos resuitados ya no se
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incluyeron por enfocarse mas el trabajo a la purificacion de GHs a partir de

biorreactor.

Otros resultados que tampoco se incluyeron son los de la purificacion
de las GHs, pero con resina de intercambio anionico (QS-FF) nueva (no
reciclada), la cual nos permitid obtener resultados mejores. Por ejemplo,
para la BGH proveniente de biorreactor logramos una pureza de alrededor
del 90% y ademas analizada con tincion de plata. Estos resultados con
valores mas altos de pureza, se pueden explicar por el intenso uso al que se
sometid la resina antigua y a la gran cantidad de muestras que se
procesaran, que con el tiempo van mermando la capacidad de la resina, a

pesar del buen manejo y mantenimiento adecuado que se le dio.

7.5 Otros analisis.

Otros de los analisis que se realizaron fue determinar si existia
glicosilacién en las GHs y el HPL, los primeros resultados parecen indicar que
probablemente el HPL presenta glicosilacian (resultados no mostrados). Del
resto de las GHs hay que llevar a cabo mas ensayos para poder concluir si
alguna de estas esta glicosilada, sobre todo la HGH-V, la cual en la

naturaleza presenta glicosilacion.

Por Ulltimo, también se procesaron las muestras de cada hormona
recombinante producida en biorreactor, con el fin de determinar la secuencia

aminoacidica. Los primeros resultados de los 25-26 aminoacidos leidos nos
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indicaron que el HPL y la FCGH si correspornden a la secuencia natural
repartada. Ademas, para la FCGH se aprecio cierta microheterogeneidad en
las posiciones 4 (muy claramente) y 13 y 25 (con cierta nivel de duda) en
las que se observan dos aminodcidos. Los tres cambigs son consistentes con
el cambio de una scla base en cada ung de los tres codones involucrados. A
partir de la posicion 21 se abservan varios aminoacides en cada ciclao,
posiblemente como resultado de rupturas en el interior de la proteina; sin
embargo, el residuo mas abundante es el indicado arriba y concuerda con la

secuencia esperada (resultados no mostrados).

Para el HPL también se aprecid cierta microheterogeneidad en las
posiciones 14 (muy claramente), 21 (dudoso) y 23 y 25 {con cierto nivel de
duda), en las que se abservan dos amincécidos. Nuevamente, tres cambios
(posiciones 14, 23 y 25) son consistentes con el cambio de una sola base en

cada unc de |os tres codones involucrados (resultados no mostrados).

Finalmente podemos decir, que si bien actualmente las GHs que se
encuentran en el mercado san producidas en el sistema de Escherichia coli,
esto se debe a que na existe un sisterma opcional como el aqui descrito, que
tenga ventajas en la produccion de las GHs recombinantes, como lo son |1a
produccidn y la secrecidn abundante del recombinante correctamente
procesado (en su forma madura y nativa) hacia el medio de cultivo a partir
del cual se facilita su purificacidon, Y sobre todo que Pichia pastoris las

produce con plena actividad bicldgica, 1a que conservan después de haber
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sido purificadas. Lo que sin duda indica que vamos en el camino correcto,
reguiriendose mejorar el proceso de produccidén y purificacién de estos

importantes reguladores metabolicos.
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8. CONCLUSIONES

. Se construyeran cepas de Pichia pastoris que tienen integrados los

“casetes” de las GHs canina, equina, felina y PL humano. A estas se la
sumaron cepas previamente construidas en nuestro laboratorio para

las GHs de 22 y 20 kDa, asi como la de |2 bovina.
Es la primera vez que se producen en este sistema en biorreactor y se
semipurifican las versiones recombinantes de las GHs de perra,

caballo, gato, vaca, humanao y del HPL.

Las hormonas fueron eficientemente praducidas, procesadas y

secretadas hacia el medio de cultivo.

Cada hormona constituye |a principal banda entre las proteinas

secretadas de Pichia pastoris a juzgar por la EGPA-SDS.

Los fenotipas Mut® son mejores productores de GHS, ¢como se observd

para el caso de la CFGH vy para el HPL,
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Con el biorreactor se aumentd de 10 a 20 veces (a produccidn del

recombinante en relacién al matraz.

la cromatagrafia de intercambio anidnico fue la mejar opcidn en todos
los casos para la semipurificacion de las GHs y del HPL en este

sistema.

Las hormenas mostraron actividad bioldgica en el ensayo de células
Nb2, notandose que las humanas presentaton mayor actividad que las
GHs animales, concluyendo que Pichia pastaris |as praduce, procesa y

secreta de forma adecuada, confirmando suU correcta conformacion.

Se desarrollo el paguete bigtecnoldgico que va desde la construccion de
las cepas productoras de las hormaonas de interés, su escaiamiento en
biorreactor, su recuperaddn y purificacion, hasta el ensayo de su
actividad biologica. Con éste fue posible elaborar todas las hormonas

recombinantes bioldgicamente activas.
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10. PERSPECTIVAS

1. Expresar 3 nivel de laboratoria, e incluso planta piloto escalando la

produccion de prgteinas recombinantes.

2. La mayor disponibilidad de las GHs permitird iniciar los estudios de

bioactividad en animales de laboratorio y de granja.

3. Ofrecer al sector industrial tecnologia y asesoria en el campo.
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