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RESUMEN

Bioq. José Prisco Palma Nicol4s.

Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina
Departamento de Bioquimica

Clonacion Molecular del DNAc de la Hormona Variante del Crecimiento
Humano y su Expresion en Pichia pastoris.

Area de estudio: Biotecnologfa biomédica.

La hormona variante del crecimiento humano (HGH-V) es producida por la placenta
durante el embarazo. Sus niveles séricos se incrementan sostenidamente desde la 24*
semana hasta el término, y aproximadamente una hora después del parto caen
dréisticamente hasta ser indetectables. En los tltimos afios s¢ ha acumulado evidencia de
que los niveles séricos bajos de esta hormona estin asociados con una patologia poco
frecuente conocida como retardo del crecimiento intrauterino (IUGR), sin embargo poco se
sabe acerca de la funcién biolégica que lleva a cabo dicha hormona y de 18 importancia de
ésta durante la gestacién humana.

En el presente trabajo se propuso clonar el DNAc del gen hGH-V para producir la
proteina recombinante biolégicamente activa en Pichia pastoris. Para ello se disefiaron
oligonucleotidos especificos, con los cuales se obtuvo por RT-PCR una banda unica de 649
pb. Esta fue clonada primero en pBS II KS(+), y luego de la clona resultante se recuperd la
region codificante para la proteina HGH-V, misma que fue subclonada en el vector de
expresion para levaduras pPIC9. Una vez en este vector, el DNAc y las regiones
reguladoras que lo flanquean fueron secuenciadas, lo cual confirmé su identidad como el
transcrito V1 del gen hGH-V; asi mismo, se verificé su enfasamiento correcto en el marco
de lectura abierto para la adecuada expresién del transgen.

El vector de integracién asi construido, pPIC9hGH-V, fue utilizado para transfectar
establemente, mediante recombinacién homéloga, levaduras de la cepa GS115 Pichia
pastoris, obteniéndose 8 clonas recombinantes productoras de la isoforma de 22 kDa de
HGH-V. Bajo las condiciones de expresidn ensayadas en tubos con 10 ml de medio de
cultivo, se obtuvo una produccién de (.42 mg/l, y una pureza del 20 %; esta wltima
expresada en términos del porcentaje correspondiente a la banda de 22 kDa, respecto del
total de las proteinas resueitas por SDS-PAGE. El medio de cultivo de las fermentaciones
fue ensayado en busca de actividad biolégica de 1a hormona, empleando células Nb2. Estas
células proliferan clonalmente cuando son estimuladas con HGH. El resultado obtenido
reveld que 1a HGH-V producida en Pichia pastoris es biologicamente activa.

A B—)

Dr. Hugo ﬂ Barrera Saldafia Bé%(gnés Revol de Mendoza
ASESOR CO-ASESOR
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RESUMEN

Bioq. José Prisco Palma Nicol4s.

Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina
Departamento de Bioquimica

Clonacion Molecular del DNAc de la Hormona Variante del Crecimiento
Humano y su Expresion en Pichia pastoris.

Area de estudio: Biotecnologfa biomédica.

La hormona variante del crecimiento humano (HGH-V) es producida por la placenta
durante el embarazo. Sus niveles séricos se incrementan sostenidamente desde la 24*
semana hasta el término, y aproximadamente una hora después del parto caen
dréisticamente hasta ser indetectables. En los tltimos afios s¢ ha acumulado evidencia de
que los niveles séricos bajos de esta hormona estin asociados con una patologia poco
frecuente conocida como retardo del crecimiento intrauterino (IUGR), sin embargo poco se
sabe acerca de la funcién biolégica que lleva a cabo dicha hormona y de 18 importancia de
ésta durante la gestacién humana.

En el presente trabajo se propuso clonar el DNAc del gen hGH-V para producir la
proteina recombinante biolégicamente activa en Pichia pastoris. Para ello se disefiaron
oligonucleotidos especificos, con los cuales se obtuvo por RT-PCR una banda unica de 649
pb. Esta fue clonada primero en pBS II KS(+), y luego de la clona resultante se recuperd la
region codificante para la proteina HGH-V, misma que fue subclonada en el vector de
expresion para levaduras pPIC9. Una vez en este vector, el DNAc y las regiones
reguladoras que lo flanquean fueron secuenciadas, lo cual confirmé su identidad como el
transcrito V1 del gen hGH-V; asi mismo, se verificé su enfasamiento correcto en el marco
de lectura abierto para la adecuada expresién del transgen.

El vector de integracién asi construido, pPIC9hGH-V, fue utilizado para transfectar
establemente, mediante recombinacién homéloga, levaduras de la cepa GS115 Pichia
pastoris, obteniéndose 8 clonas recombinantes productoras de la isoforma de 22 kDa de
HGH-V. Bajo las condiciones de expresidn ensayadas en tubos con 10 ml de medio de
cultivo, se obtuvo una produccién de (.42 mg/l, y una pureza del 20 %; esta wltima
expresada en términos del porcentaje correspondiente a la banda de 22 kDa, respecto del
total de las proteinas resueitas por SDS-PAGE. El medio de cultivo de las fermentaciones
fue ensayado en busca de actividad biolégica de 1a hormona, empleando células Nb2. Estas
células proliferan clonalmente cuando son estimuladas con HGH. El resultado obtenido
reveld que 1a HGH-V producida en Pichia pastoris es biologicamente activa.

A B—)

Dr. Hugo ﬂ Barrera Saldafia Bé%(gnés Revol de Mendoza
ASESOR CO-ASESOR




Hormona Variante del Crecimiento Humano.

INTRODUCCION

CAPITULO1

1.  INTRODUCCION.
1.1 LA FAMILIA GENICA hGH-hPL.

El grupo de genes de la familia de la hormona del crecimiento humano (HGH) se
ubica en una regién de aproximadamente 50 kpb localizada en el brazo largo del cromosoma
17 entre las bandas q22-q24 (George y cols., 1981; Hirt y cols.,1987), y consiste de 5 genes de
secuencia altamente conservada que se encuentran alineados en la misma orientacién
transcripcional. En la direccién 5°a 3°, estos genes son: hGH-N (hormona normal del
crecimiento humano), hPL-1 (lactégeno placentario 1), hPL-2 (lactégeno placentario 2), hGH-
V (hormona variante del crecimiento humano) y hPL-3 (lactégeno placentario 3) (Seeburg y
cols., 1982; Chen y cols.,1989; Barrera-Saldaiia, 1998). De éstos, solo hGH-N es expresado en

la hipofisis, mientras que el resto lo hace en la placenta (Figura 1).

17 22 - q24

Expresion

Figura 1. El locus hGH-hPL del genoma humano. Se muestran la localizacién del complejo multigénico hGH-

hPL en el cromosoma 17 humano entre las bandas q22 — q24, los genes y su expresion tejido-especifica.
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INTRODUCCION
1.1.1 PRODUCTOS DEL GEN hGH-N.

Del transcrito primario del gen hGH-N se derivan tres RNAms maduros que dan
lugar a cuatro isoformas de HGH-N (Tabla 1). Del primero de estos ultimos se deriva una
isoforma de 22 kDa de 191 residuos aminoacidicos, de la cual recientemente se ha identificado
una segunda isoforma glicosilada de 24 kDa (Haro y cols., 1996); un segundo RNAm es
responsable de la isoforma de 20 kDa, cuyo menor tamafio se debe a la carencia de los 25
residuos entre la posicion 32 y la 46 de la isoforma de 22 kDa, (176 residuos aminoacidicos).
Como resultado de la utilizacién de un sitio alternativo de “splicing” localizado en el segundo
intrén del transcrito primario de este gen, se genera un tercer RNAm que se traduce en la
cuarta isoforma de 17,5 kDa, descubierta en 1987 por Lecomte y cols., y en la que se pierden

40 residuos aminoacidicos.

Tabla 1. Isoformas generadas por "splicing alternativo" del transcrito primario del gen hGH-N.

RNAm PM de la proteina | Longitud Caracteristicas / Origen
hGH 22K 22 kDa 191 aa | Isoforma activa y mas abundante
hGH 22K 24 kDa 191 aa Glicosilacién de la isoforma activa
hGH 20K 20 kDa 176 aa Delecién de los residuos 32 - 46
hGH 175K 17.5kDa 151 aa | “Splicing” alternativo en el intrén 2

1.1.2 LA FUNCION BIOLOGICA DE HGH-N.

El producto principal del gen hGH-N es la isoforma de 22 kDa, la cual es responsable
del crecimiento postnatal y es un importante regulador del metabolismo de carbohidratos,

lipidos, nitrégeno y minerales (Murray y cols., 2001), tal y como se menciona a continuacién:

a) Sintesis de proteinas: La GH incrementa el transporte de aminoécidos hacia el interior de

las células musculares. Los animales tratados con esta hormona muestran un equilibrio
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b)

d)

INTRODUCCION
positivo de nitrégeno y una disminucién en los niveles plasmiticos de aminoécidos y urea,

cambios que en algunos tejidos se acompafian de un aumento en la sintesis de RNA y
DNA.

Metabolismo de carbohidratos: En el higado la GH incrementa el glucégeno,
probablemente por la activacién de la gliconeogénesis a partir de aminodcidos. La
hiperglicemia que se presenta después de la administracion de GH es el resultado
combinado de una disminucién en la utilizacién periférica de glucosa y de un aumento en
su produccion hepatica por la via de la gluconeogénesis.

Metabolismo de lipides: La GH favorece la liberacidn de 4cidos grasos y glicerol del
tejido adiposo y aumenta la oxidacion de éstos en el hepatocito.

Metabolismo de minerales: En combinacién con IGF-I, la GH promueve un equilibrio

positivo de calcio, magnesio y fosfato, y causa retencién de sodio, potasio y cloro.

1.1.3 PRODUCTOS DEL GEN hGH-V.

El gen de interés para el presente trabajo, hGH-V, difiere del gen hGH-N en 35

posiciones nucleotidicas dispersas en la regién codificante que resultan en 15 cambios

aminoacidicos, de los cuales 13 se encuentran en la proteina madura (Secburg y cols.,1982).

Otra diferencia reportada respecto a la proteina HGH-N de 22 kDa, ademas de su expresion

placentaria, es su punto isoeléctrico mas basico (HGH-N pI=5.1, HGH-V pl=8.2).

Del gen hGH-V también se derivan varias isoformas (Tabla 2). Aunque el RNAm

mis abundante de este gen en la placenta a término es el que codifica para una isoforma de 22

kDa, una especie menos abundante del RNAm retiene el intrén D y se predice que codifica

para una proteina de 26 kDa ( Cooke y cols., 1988). Ambos transcritos, conocidos como hGH-
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V1 y hGH-V2, respectivamente, han sido sublocalizados en las vellosidades placentarias

desde la 9* semana de gestacién (Cooke y cols.,1988; Liebhaber y cois., 1989). También, de la
proteina de 22 kDa se genera una isoforma de 25 kDa por glicosilacién en el residuo de
asparagina de la posicion 140 ( Ray y cols.,1989; Frankenne y cols.,1990).

Recientemente han sido reportados dos nuevos RNAms del gen hGH-V: uno de ellos
emplea un sitio aceptor de "splicing" altemativo localizado en el exén 3, del que se predice la
produccién de una proteina de 20 kDa. El otro, conocido como hGH-V3, es generado por el
uso de un sitio donador de "splicing” alternativo localizado al final del exén 4, del cual se

predice la produccion de una proteina de 24 kDa (Boguszewski y cols.,1998).

Tabla 2, [soformas generadas por "splicing” alternativo del transcrito primario del gen hGH-V.

RNAm PM de la proteina | Longitud Caracteristicas / Origen
hGH-V1 22 KDa 191 aa Isoforma activa y més abundante
hGH-V1 25KDa 191 aa Glicosilacién de la isoforma activa
hGH-V2 26 KDa 230 aa Retencion del intrén D
hGH-V3 24KDa * 219aa Delecion de 4 pb al final del exén 4
hGH-V4 20KDa * 176 aa Delecioén de los residuos 32 a 46

* Las proteinas de 20 y 24 KDa aiin no han sido identificadas en la placenta o en la circulacién materna.

1.1.4 LA FUNCION BIOLOGICA DE HGH-V.

Durante el embarazo, la HGH de la pituitaria (HGH-N) desaparece progresivamente de
la circulacién matena hasta alcanzar valores indetectables a la 24°-25" semana, siendo
reemplazada por la HGH placentaria (HGH-V). La concentracién de esta ultima se incrementa
sostenidamente hasta el final del embarazo y aproximadamente una hora después del parto, al
faltar la placenta, sus niveles circulantes caen dramaéticamente hasta valores indetectables

(Frankenne y cols.,1988; Evain-Brion y cols.,1994; ver Figuras 2 y 3).
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Interesantemente, se ha encontrado que en casos de retardo em el crecimiento

intrauterino (IUGR), los niveles circulantes de HGH-V medidos entre la 31* semana y la

fecha del parto, son menores que los reportados para embarazos normales (Mirlesse y

cols.,1993; Chowen y cols.,1996; Pardi y cols., 1997), (Tabla 3).

» BGH-V or
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Figura 2. Valores séricos promedio (¢ DS) de Figura 3. Valores séricos de HGH normal y
HGH normal y variante en mujeres hasta la semana variante medidos hasta las 48 horas después del
40 del embarazo.' pam.l

Recientemente, se ha demostrado por anilisis de regresién miltiple que los niveles
séricos matemos de HGH-V, IGF-I e IGFBP-3, dan cuenta del 40% de la variaci6én de peso al

nacimiento ( McIntyre y cols.,2000), lo cual sugiere que la HGH-V lleva a cabo un papel clave

durante la gestacién humana.

Tabla SEVaIOtes séricos maternos de HGH-V en embarazos con y sin retardo en ¢l crecimiento intrauterino
(TUGR).

Complicaciones en el embarazo Niimero de sujetos |HGH-V (mU/L)
Ninguna 53 265 +£1.2
IUGR 22 149 + 1.6
IUGR (idiopética) 14 153+ 23
IUGR (toxemia) 6 15.1 £ 3.8
IUGR (anormalidad cromosémica) 1 12.5
IUGR (infeccién materna) 1 12.4
! T

omado de: Frankenne F; J Clin Endocrinol Metab. 66(6):1171-1180.

Mediciones realizadas desde la 33* semana de gestacion hasta el término del embarazo. Tomada de:
Evain-Brion D; 1994. Acta Pediatr Suppl! 399:49-51.
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Sin embargo, aunque la funcién de la HGH-V no esti claamente definida, su

actividad biolégica ya ha comenzado a ser estudiada, al igual que en el caso de otras hormonas

relacionadas a GH, y se ha clasificado en dos categorias generales:

a) Actividad Somatogénica.
Estd implicada en el crecimiento lincal de hueso y en el metabolismo de los
carbohidratos; estos efectos son mediados en parte por la generacién local y hepatica de IGF-I.
| La actividad somatogénica de la HGH-V ha sido estudiada por estimulacién de la
ganancia de peso corporal en ratas hipofisectomizadas, reportindose un incremento lineal

comparable al estimulado por la HGH-N (Mc Leod y cols., 1991).

b) Actividad Lactogénica.

Incluye la estimulacién de la lactacién y las funciones reproductivas (Cooke y
cols.,1989). La actividad lactogénica de esta misma hormona ha sido estudiada en cultivo
celular, transfectindo vectores de expresién para células eucaridticas y determinindo la
respuesta mitogénica de células Nb2 al medio de cultivo. Se reporta una respuesta paralela a la
generada por HGH-N, pero significativamente menor (Nickel y cols., 1990; Mc Leod y cols.,

1991).
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12 SISTEMAS DE EXPRESION DE PROTEINAS HETEROLOGAS.

Cuando se quiere producir proteinas de organismos complejos utilizando organismos
mas simples, como bacterias o levaduras, (gj., hormona del crecimiento, insulina, factor VIII,
efc.), se requiere de un sistema de expresién. Tipicamente, dicho sistema esta constituido por
un vector de expresién y un hospedero. El vector de expresién porta el DNAc que codifica
para la proteina de interés y tiene la capacidad de permanecer dentro del huesped, ya sea como
elemento episomal (fisicamente independiente del DNA cromosémico) o bien integrado
establemente al genoma. En cualquier caso, el huesped puede ser inducido a expresar el DNAc
portado por el vector para producir finalmente la proteina deseada.

Inicialmente surgieron los sistemas de expresién bacterianos, y Escherichia coli fue
¢l modelo por eleccion para la gran mayoria de las aplicaciones, debido a que se conocia
mucho de su biologia y de su genética. Otras bacterias como Bacillus subtilis también han sido
utilizadas como hospederos. Sin embargo, a medida que comenzaron a producirse proteinas
cada vez méis complejas, las capacidades de los sistemas de expresiéon basados en bacterias
fueron sobrepasadas, principalmente debido a que éstas no pueden realizar los plegamientos
correctos o llevar a cabo modificaciones postraduccionales como el procesamiento
proteolitico, la glicosilacién y la formacién de puentes disulfuro requeridos para que dichas
proteinas conserven su actividad biolégica.

La necesidad de producir proteinas complejas biologicamente activas llevé al
desarrollo de sistemas de expresién basados en lineas celulares de mamiferos, que si bien
pueden lievar a cabo plegamientos correctos y modificaciones postraduccionales, han tenido. el
inconveniente de presentar bajos niveles de expresion, ademéas de un alto costo por su cultivo

y prolongado tiempo de generacién.
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En la bisqueda de sistemas de expresién alternativos que permitieran combinar, por

mn lado, el corto tiempo de generacién caracteristico de las bacterias (aproximadamente 20
minutos para E. coli), y por otro, la capacidad de poder llevar a cabo plegamientos correctos y
modificaciones postraduccionales similares a los de las células eucariéticas, se ha optado por
el uso de levaduras como sistemas de expresién de proteinas heter6logas.

Los primeros sistemas de este tipo estaban basados en la levadura Saccharomyces
cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe; sin embargo también se ha evaluado la utilidad de

Hansenula polymorpha y mas recientemente, de Pichia pastoris.

13  EL SISTEMA DE EXPRESION BASADO EN Pichia pastoris.

El sistema de expresién de proteinas recombinantes basado en Pichia pastoris y
comercializado por Invitrogen Co.,, fue desarrollado por el Salkk Institute

Biotechnology/Indutry Associates (SIBIA) y la compaitia Phillips Petroleum.

1.3.1 Caracteristicas generales del sistema.

Pichia pastoris es una levadura metilotréfica capaz de utilizar el metanol como
fuente tnica de carbono. El primer paso de su metabolismo en los peroxisomas implica la
oxidacién a formaldehido, una reaccién catalizada por la enzima alcohel oxidasa en la que
participa ¢l oxigeno molecular. Durante esta reaccién también se genera perdxido de
hidrégeno.

Hay dos genes en Pichia pastoris que codifican la alcohol oxidasa : AOX1 y
AOXZ.‘ Estos exhiben un 97% de similitud, sin embargo AOX1 es el principal responsable

de la actividad alcohol oxidasa de la célula y su expresidn es altamente regulada e inducida a
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muy altos niveles por el metanol (Ellis y cols., 1985; Koutz y cols., 1989). Aprovechando

esta particularidad, el promotor de ziOXI es empleado para dirigir la expresién del gen que
codifica para la proteina deseada.

La expresion heterdloga en Pichia pastoris puede ser intracelular o extracelular; esta
ultima requiriendo de la presencia de una secuencia seflal (SS) que dirija a 1a proteina hacia la
ruta secretoria. Una de las SS con que la se ha obtenido mayor éxito es el pre-propéptido del
factor a de Saccharomyces cerevisiae (Cregg y cols., 1993; Scorer y cols., 1993).

Pichia pastoris presenta muchas de las ventajas que tienen los sistemas de expresién
eucaridticos mas eficientes, tales como las modificaciones postraduccionales, el
procesamiento proteolitico y el plegamiento adecuado de las proteinas; ademas es casi tan
facil de manipular como E. coli y tiene la ventaja adicional de presentar niveles de expresién
de proteinas heterdlogas de 10 a 100 veces més altos que Saccharomyces cerevisiae. Una lista
parcial de ejemplos que documentan la expresidn exitosa de proteinas en Pichia pastoris

puede consultarse en el Anexo 1.

1.3.2  Caracteristicas del vector de integracién pPIC9,

El “origen de replicacién” es una secuencia relativamente corta que se encuentra en
los vectores de clonacién que les confiere la capacidad de ser reconocidos por la maquinaria
de replicacion de la célula hospedera, de manera que cuando €l genoma es duplicado durante
la divisién celular, el DNA del vector también se duplica. Un vector tipico para introducir
genes en P. pastoris es pPICY. Este, contiene un origen de replicacién del tipo ColE1, que le
permite multiplicarse y permanecer como elemento episomal en E. ¢oli . Sin embargo, pPICS

no tiene elemento alguno que pueda llevar a cabo esta funcién en levaduras, por lo cual
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requiere integrarse permanentemente en el genoma del hospedero, generalmente por medio

de una recombinacén homéloga. Este vector se denomina “vector de integracién”.

pPIC9 cuenta con dos marcadores de seleccién: el elemento Amp™ que confiere
resistencia a ampicilina cuando se propaga en E. coli, y el gen his 4, que permite el
crecimiento de las levaduras auxotréficas para histidina medios carentes de este
amino4cido, cuando han sido transformadas exitosamente con el vector. Asf, la expresion de
estos marcadores del vector permiten seleccionar a las células hospedero que lo han captado.

pPIC9 también contiene un sitio de clonacién miltiple (MCS), flanqueado antes por
la region codificante para la SS y después por otra que es un terminador de la transcripcién
(TT).

La regién conocida como 5° AOX1 es empleada como promotor para dirigir la
expresion de la unidad transcripcional codificadora de la proteina de interés en P. pastoris, y
junto con otra referida como 3’ AOXI, constituyen secuencias que son empleadas para llevar
a cabo la recombinacién homologa en el locus AOX1 de la levadura.

Una representacidn grafica y detallada de los elementos que integran al vector pPIC9

puede consultarse en el Anexo 2.

13.3 Recombinacion homoéloga en el locus AOXI1.

Al igual que en S. cerevisiae, el DNA lineal puede generar cepas transformadas de
Pichia pastoris mediante recombinacién homéloga entre el DNA transformante y regiones de
homologia localizadas dentro del genoma de la levadura. Los eventos de inserci6n en el locus

AOX1 se originan a partir de un entrecruzamiento entre el locus y cualquiera de las tres
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regiones AOX1 del vector: el promotor AOX1, la regién TT de AOX1 o la secuencia 3’

AOXI1 (ver Figura 4).

=
g
&
=
Q
<
t

Genoma de Pichia pastoris

.

_mﬁ——

5 AOX1 mw ¥

5 AOXI1 TT 3’ § PAOXI1 hGH -V TT HIS4 3" AOX1

Figura 4. Recombinacién homéloga en Pichia pastoris. Se muestra el resultado de la insercién génica del
cassette de expresion para HGH-V en el locus AOX1 en el genoma de Pichia pastoris.

1.4 IMPORTANCIA DE LOS PRODUCTOS RECOMBINANTES GENERADOS
POR LA BIOTECNOLOGIA.

El uso de productos recombinantes presenta importantes ventajas si se le compara con
el uso de material purificado a partir de sus fuentes naturales. Esto es particularmente claro en
el caso de proteinas humanas, ya que generalmente no se dispone de grandes cantidades del
tejido fuente del principio activo. Ademas, los productos de origen recombinante estan libres
de contaminantes bioldgicos, como es el caso de los virus HCV y HIV, que afios atris

infectaron a pacientes que recibieron insulina o factor VIII purificado de cad4veres.

11
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Adicionalmente, una vez que se ha establecido un sistema de produccién

recombinante como proceso industrial, generalmente los costos de produccion se reducen y el

producto final es més barato que el mismo producto purificado.

1.5 PRODUCCION Y COMERCIALIZACION DE LAS HORMONAS DEL
CRECIMIENTO HUMANO DE INTERES MEDICO.

De acuerdo con la revista electrénica espafiola PMFARMA (www.pmfarma.com), la

industria farmaceutica mundial tiene ingresos hasta por 3.5 millones de délares tan solo en la
produccion de hormonas y 1a HGHr ocupa un lugar preponderante.

Genentech produce GH humana (PROPTROPINA) desde 1985.Actualmente otras
industrias se han sumado a la tarea de producirla, por ejemplo: Lilly (HUMATROPE), Biotech
(BIO-TROPIN), Novo Nordisk (NORDITROPIN), Serono (SEROSTIM), etc. En México,
Probiomed planea comercializar a corto plazo HGHr producida mediante un nuevo proceso
biotecnoldgico, desarrollado y licenciado por nuestro laboratorio.

Si bien la isoforma de 22 kDa de HGH-N estd ampliamente comercializada, no
sucede lo mismo con el resto de ellas (HGH-N 20 kDa, HGH-V 20 y 22 kDa). Por lo que
respecta a la GH-N de 20 kDa, Adelman y cols. en 1983, usando mutagénesis mediada por
oligonucleétidos, lograron generar la delecidn de los aminoacidos 32 — 46 de un sistema de
produccion de HGHr, construido previamente para la produccién microbiana de la isoforma de
22 kDa. Por otro lado, Uchida y cols. en 1997 construyeron un sistema de produccién
empleando a E. coli como hospedero y al gen de la proteasa neutra de Bacillus
amyloliquefaciens, cuya sefial de secrecién fue modificada. El producto recombinante tenia

puentes disulfuro y su PM fue de 20, 270.5 +/- 3.7 daltons.

12
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Fn cuanto a HGH-V, la isoforma de 22 kDa ha sido producida en su forma activa (no

glicosilada) en E. coli por Igout y cols., en 1993, empleando el plismido pIN-Ill-omp A3.
Ellos reportan una produccién menor que la de HGH-N a pesar de emplear el mismo sistema

de expresién.

13
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1.6 JUSTIFICACION.

A pesar de que se ha acumulado evidencia de que los niveles bajos de 1a hormona del
crecimiento de expresion placentaria durante el embarazo se han asociado con retardo del
crecimiento infrauterino, ain se desconoce el papel especifico que lleva a cabo la HGH-V
durante la gestacién humana.

Sin duda, el disefio de estrategias que permitan esclarecer los eventos bioldgicos en
los que participa la HGH-V, asi como la comparacién de sus propiedades biolégicas (gj.
adipogénesis en fibroblastos 3T3, mitogénesis en células Nb2, etc.,) con las de otras hormonas
de la familia hGH-hPL, requiere de un sistema eficiente de produccion de la proteina HGH-V.
Aunque ésta ha sido exitosamente producida desde 1993 por Igout y cols., no se encuentra
disponible comercialmente.

Por lo anterior, se propuso ¢l desarrollo de un sistema recombinante para producir la
HGH-V. Este sistema estd constituido por el DNAc de la hormona, el vector de expresion

para levaduras pPIC9 y la cepa GS115 de Pichia pastoris.

14
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OBJETIVOS

CAPITULO II

OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL: Clonar el DNAc de hGH-V en el vector pPIC9 y producir la
proteina correspondiente en el sistema de Pichia pastoris.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.1 Disediar oligonucledtidos que permitan amplificar selectivamente la secuencia
codificante completa del gen hGH-V.

2.2  Sintetizar a partir d¢ RNA placentario humano, el DNAc de hGH-V por RT-PCR y
clonarlo en el vector pBS IL KS.

23  Subclonar el DNAc de hGH-V en el vector de expresion para levaduras pPIC9 y
verificar la integridad y la fase de lectura del DNAc por secuenciacion.

2.4  Insertar el vector pPICO9hGH-V en el genoma de la cepa GS115 de Pichia pastoris por
recombinacién homologa.

2.5  Producir la HGH-V recombinante en cultivo de levaduras y verificar su secrecién al
medio de cultivo.

2.6  Evaluar la actividad biolégica de la HGH-Vr mediante un bioensayo en cultivo

celular.

15
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CAPITULO IN

3. MATERIAL Y METODOS.

3.1 MATERIAL.
Se requirid de los siguientes productos:

A) QuiMicos.

Los reactivos para la preparacién de soluciones y medios de cultivo fueron adquiridos
a Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO. EUA) y Merck de México (Monterrey, N.L.).

Las diferentes enzimas de restriccion utilizadas, asi como la T4 DNA ligasa fueron
adquiridas a New England Biolabs (Beverlyy, MA. EUA). La transcriptasa reversa
(TR/MMLYV) y los iniciadores para PCR provinieron de Gibco-BRL-Life Technologies,
Inc.(Gaithersburg, MD. EUA). La Tag DNA polimerasa fue comprada a Perkin Elmer-Cetus
(Alameda, CA. EUA) y los desoxirribonucleésidos trifosfatados (dNTPs) se adquirieron a

Promega Co. (Madison, WI. EUA),

B) BIOLOGICOS.

La cepa Top 10 de E. coli y la GS115 de Pichia pastoris, asi como el vector de
expresion pPIC9, fueron adquiridos a Invitrogen Co. (Gaithersburg, MD. EUA). La linea
celular Nb2 etflpleada en los ensayos de actividad bioldgica, fue amablemente proporcionada

por la Dra. Ma. del Carmen Clapp, del Centro de Neurobiologia de 1a UNAM.
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C) INFRAESTRUCTURA.

Ademés, se utilizd el equipo y la infraestructura disponible en la U.L.LE.G. que se
menciona a continuacién:

Un sistema de purificacién de agua por ésmosis reversa (RopureST) de la marca
Barnstead que alimenta a una méiquina de fabricacién de hielo modelo Commercial Ice System
marca Comelius, dos ultracongeladores So-Low de Environmental Equipment (Cincinati,
Oilio, EUA) que se mantienen a -70 °C, termocicladores PTC-100 (capacidad para 60 tubos) y
minicycler (capacidad para 16 tubos) de la marca MJ Research (Waltham, MA. EUA),
secuenciador automatizado modelo /R 4200 de la compafiia LI-COR (Lincoln, NE. EUA),
centrifugas y ultracentrifugas de la marca Beckman-Coulter (Fullerton, CA. EUA) modelos:
Allegra 21R, Optima TLX, TJ-6, J2-MI y L5-50E y de 1a marca Eppendorf (Barkhausenweg,
Hambﬁrgo, Alemania) modelos: 5414, 5415C y 5402, dos sistemas de esterilizacién por calor
himedo Market Forge (Sterilmatic), incubadoras Shel Lab SL (Sheldon Manufacturing Inc.)
modelos: 1535 y 1330GX y agitador orbital (ORBIT) de Lab Line. Asimismo, se usd un
sistema de digitalizacién y analisis de imdgen GEL DOC 1000/PC de la marca BIORAD
(Hercules, CA. EUA), espectrofotémetro de 1a marca Beckman-Coulter (Fullerton, CA. EUA)
modelo Du-70, balanzas de la marca OHAUS modelos Analytical Plus y Precision Standard,
potenciometro digital de la marca ORION modelo 420 A, concentrador al vacio CENTRIVAP
de la marca LABCONCO (Kansas City, MO. EUA), fuentes de poder para electroforesis de la
marca Gibco-BRL-Life Technologies Inc. (Carisbad, CA. EUA) modelo 500 High Current,
camaras de electroforesis horizontal de la marca BIORAD (Hercules, CA. EUA), campana de
extraccién y gabinete de bioseguridad nivel I de la marca LABCONCO (Kansas City, MO.
EUA). Para el procesamiento de datos se utilizd una microcomputadora Apple modelo

Powerbook 1400cs/333. Los programas requeridos para el anilisis y manipulacién de
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secuencias nucleotidicas fueron: Amplify versién 2.53 (Bill Engels, ©1992, Madison, WL

EUA), DNA Strider™ version 1.3 (© Ch. Marck & C.E.A. Service de Biochimie Département

de Biologie-Institut de Recherche Fondamentale-CEA-FRANCE), Oligo versién 4.0 (© 1992

Wojciech Rychlik, National Bioscience, Inc., Plymouth, MN. EUA), CLUSTAL X Multiple

sequence Alignment program versién 1.8 (®Des Higgins & Toby Gibson), y para la captura

de datos se utilizé Microsoft OFFICE 2001 en la edicién para Macintosh (Microsoft Co.).

3.2 METODOS.

En la Figura 5 se esquematiza la estrategia general que se siguié para llevar a cabo

cada uno de los objetivos planteados en el presente trabajo.

Xho I Eoo &
_— T
RT-PCR ~649ph

W ¥ DNAc de hGH-V
x/‘:mﬂ

DNAe de WGILY
J ~ 54 phy

.» .

Ligacién del DNAc hGH-V

X5 con el vector
Pickia pastoris e -
recombinanie
Caracterizacién - :g &
por PCR o i %
SDS -PAGE -
Verificacion de la expre sion

- B
— — — c—
— —— a— Produccién
Electroforesis en gel de HGH-V
agaresa de los productes
de PCR

Figura 5. Estrategia general. Se muestran las diferentes etapas experimentales desarrolladas.
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3.2.1 Disefio de oligonucleétidos para amplificar selectivamente la secuencia codificante
completa del gen hGH-V.

Para el disefio de los iniciadores se tomé como base la secuencia de 747 pb reportada
por Igout y cols., en 1988, correspondiente al DNAc de hGH-V, cuyo mimero de acceso en el

GenBank es M38451.

3.2.1.1 Caracteristicas de disefio dependientes de la secuencia.

5’ CACCTAGCGGCARTGGCTGCAGGCTCCCGGACGTCCCTGCTCCTGGCTTTTGGCCTGCTCT
GCCTGTCCTGGCTTCAAGAGGGCAGTGCCHTECCAACCATTCCCTTATCCAGGCTTTTTGACA
ACGCTATGCTCCGCGCCCGTCGCCTGTACCAGCTGGCATATGACACCTATCAGGAGTTTGAAG
AAGCCTATATCCTGAAGGAGCAGAAGTATTCATTCCTGCAGAACCCCCAGACCTCCCTCTGCT
TCTCAGAGTCTATTCCAACACCTTCCAACAGGGTGAAAACGCAGCAGAAATCTAACCTAGAGC
TGCTCCGCATCTCCCTGCTGCTCATCCAGTCATGGCTGGAGCCCGTGCAGCTCCTCAGGAGCG
TCTTCGCCAACAGCCTGGTGTATGGCECCTCGGACAGCAACGTCTATCGCCACCTGAAGGACC
TAGAGGAAGGCATCCAAACGCTGATGTGGAGGCTGGAAGATGGCAGCCCCCGGACTGGGCAGA
TCTTCAATCAGTCCTACAGCAAGTTTGACACAAAATCGCACAACGATGACGCACTGCTCAAGA
ACTACGGGCTGCTCTACTGCTTCAGGAAGGACATGGACAAGGTCGAGACATTCCTGCGCATCG
TGCAGTGCCGCTCTGTGGAGGECAGCTGTGECTTCTAGCCCGGGTGGCATCCCTGTGACCCCT
CCCCACTGCCTCTCCTGCTCGTGGAAGGTGCTACTCCAGTECCCCCGCCCGAATTC 3°

La region subrayada de 654 pb corresponde a la secuencia codificante del gen hGH-V.
Esta se traduce en una proteina de 217 residuos aminoacidicos, sin embargo los primeros 26
residuos corresponden a la secuencia sefial de secrecién que es removida posteriormente por
modificacién postraduccional, de manera que la hormona biolégicamente activa comienza con
Phe (regién sombreada TTC) y tiene una longitud de 191 aa.

Como se describird més adelante, el vector de expresién pPIC9 cuenta con una sefial
de secrecion propia derivada de Saccharomyces cerevisie que es utilizada por Pichia pastoris
para dirigir la proteina hacia el medio de cultivo. Por esta razén, el oligonucleétido "sentido”
(5”) se disefi6 de manera tal que se apareara al 100 % con los primeros codones de la proteina

madura. En tanto, ¢l oligonucledtido "antisentido" (3”) se ubicé en la regién 3’ no-traducible.
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3.2.1.2 Caracteristicas de disefio dependientes del vector de expresién,
La localizacién de las enzimas de restriccién de corte inico en el sitio de clonacion

miultiple en pPIC9 se muestran a continuacién:

Xhol Seiial de corte SnaBlEcoR1 Avrll Not [
I | | |

I |
CTC GAG AAA AGA GAG GCT GAA GCT TAC GTA GAA TTC CCT AGG GCG GCC GCG AAT TAA
Leu Glu Lys Arg Glu Als Glu_Als Tyr Val Glu Phe Pro Arg Ala Ala Ala Asn ***

Secuencia seiial de secrecién,

Los iniciadores fueron disefiados tomando en cuenta las caracteristicas del vector de
expresién pPIC9 y de 1a secuencia codificante de la proteina madura de HGH-V.

Para evaluar la formacion de diplex y de estructuras secundarias, asi como las
caracteristicas fisicoquimicas de los primers y el probable producto de amplificacién, se
empled el programa OLIGO 4.0 (© 1992 Wojciech Rychlik, National Bioscience, Inc.,

Plymouth, MN. EUA.) y AMPLIFY 2.53 (Bill Engels, ©1992, Madison, W1. EUA).

3.2.2 Extraccién y cuantificacién de RNA total de placenta humana.
3.2.2.1 Extraccién de RNA.

A partir de tejido placentario fresco, se hicieron miltiples cortes de los cotiledones en
fragmentos pequeifios, los cuales fueron colocados rapidamente en hielo y lavados varias veces
con amortiguador SSC 1X [ Na Cl 0.15 M, citrato de sodio 0.015 M, pH 7.4] para eliminar la
sangre. Posteriormente se elimind el exceso de liquido, se colocaron en tubos conicos de 50 ml

y se almacenaron a-70 °C.

10g de tejido placentario fresco se homogenizaron en una licuadora a velocidad alta

durante 5 minutos en la solucién de lisis [ 25 ml de fenol-Sevag 1:1 (v/v) + 25 ml de buffer de

20



Hormona Variante def Crecimiento Humano,

MATERIAL Y METODOS

extraccién: Tris pH 8.0 0.2 M, EDTA 0.025 M, LiCl 0.1 M, SDS 1%]. El homogenizado se
centrifugé a 3000 rpm durante 20 minutos a 4°C, y una vez recuperada la fase acuosa se le
agreg6 proteinasa K a una concentracién final de 50 pg/ml y se incubé durante 1 hora a 37 °C.

A continuacién se realiz6 una extraccion con un volimen de fenol-Sevag [1:1 v/v], se
centrifugd a 3000 rpm durante 20 minutos a 4°C y se recuperd la fase acuosa. Se realizaron
dos extracciones adicionales con un volimen de cloroformo-alcohol isoamilico (49:1). A la
fase acuosa se le adicionaron 2.5 volumenes de etanol al 100% y se incubé durante 12 horas a
-20 °C, para posteriormente centrifugar a 3000 rpm durante 25 minutos a 4°C y resuspender la
pastilla en 5 ml de agua tratada previamente con DEPC. Se agregaron 2 volimenes de acetato
de sodio 2M pH 4.0 y se incub6 a -20°C durante 2 horas.

Posteriormente se centrifugé a 3000 rpm durante 25 minutos a 4 °C y la pastilla se
resuspendié en 5 ml de agua-DEPC. Se agregd acetato de sodio 2M pH 6.0 a una
concentracidn final de 0.2 M y dos volimenes de etanol al 100% y se incubé a -20 °C durante
12 horas. Se centrifugd a 3000 rpm durante 25 minutos a 4°C y se lavé la pastilla con etanol al

70%. Finalmente, la pastilla se resuspendié en 100 pl de agua-DEPC.

3.2.2.2 Cuantificacién del RNA,

La concentracién del RNA se determiné por espectrofotometria leyendo la absorbancia
a 260 nm, teniendo en cuenta que las lecturas deben ser mayores de 0.05 para asegurar la
significancia. El RNA puro presenta una relacion de absorbancia 260/280 nm cercana a 2.0, y
para estimar la concentracién de RNA se asume que una solucién de RNA de 40 pg/ml tendra

una absorbancia de 1.0 a 260 nm.
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Para la determinacién de la cantidad del RNA extraido, se hizo una dilucién 1:250 con
agua-DEPC, se ley6 la absorbancia a 260 nm y el valor obtenido en la lectura multiplicado por
10 se reportd como la concentracion del RNA en la muestra, expresado en mg/ml. Para
verificar la calidad de]l RNA obtenido se llevé a cabo una electroforesis en gel de agarosa

(1%)-isotiocianato de guanidina y se tifié con bromuro de etidio.

3.2.3 Sintesis del DNAc de hGH-V por RT-PCR y caracterizacién del producto
amplificado con la enzima Bgl/II.

La enzima TR/MMLYV es una DNA polimerasa de origen viral capaz de catalizar in
vitro la polimerizacion de desoximmibonucledsidos trifosfatados, empleindo RNA como
templado para la retrotranscripcion. De esta manera se obtuvo una copia de cadena sencilla de
DNA a partir del RNAm de hGH-V. Posteriormente, la T4 DNA polimerasa se utilizé para
sintetizar la cadena complementaria y amplificar la secuencia de interés obteniendo millones
de copias de cadena doble.

Adicionalmente, se procedi6 a demostrar la existencia del sitio Bgl I para descartar
posibles productos de amplificacidn derivados de los genes de lactégenos placentarios, los
cuales guardan una alta similitud con hGH-V pero carecen de dicho sitio. Cabe mencionar que
el gen hGH-N presenta el sitio de restriccién para Bgl II en la misma posicién, sin embargo su

expresidn esté restringida a células de hipéfisis.

3.2.3.1 Sintesis de la primera cadena de DNAc de hGH-V por retrotranscripcion.

Se colocaron 4.5 pg de RNA total de placenta humana en un tubo eppendorf de 0.5 ml

y se incub6 a 65°C por 10 minutos, posteriormente se mantuvo en hielo por 10 minutos mis y

se agregé una mezcla de reaccién de acuerdo con la Tabla 4. A continuacién la reaccién se
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mantuvo a 42°C durante una hora en un termociclador y los productos de la reaccién se

almacenaron a — 20 °C hasta su uso.

Tabla 4. Condiciones de reaccion para la sintesis de la primera cadena de DNAc de hGH-V,

REACTIVOS VOLUMEN CONCENTRACION FINAL
Buffer 5X 6.0 pl 1 X
DTT 0.1M 2.0 ul 6.6 mM
Primer 3’ SuM 2.5 ul 0.41 uyM
dNTP’s 10 mM 1.5 ul 0.5 mM
RT/MMLV 200 U/ul 2.0 ul ~90 Ul/ugdeRNA
Agua-DEPC cbp 30 pl

3.2.3.2 Amplificacién del DNAc de hGH-V por PCR.

Se preparar6 una mezcla de reaccién de acuerdo con la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de la reaccién de PCR para la amplificacién del DNAc de hGH-V.

REACTIVOS VOLUMEN CONCENTRACION FINAL
Buffer 10 X 2.5 w 1 X

MgCl; 25 mM 1.5 ul 15 mM

dNTP's 10 mM 0.75 pl 300 uM

Primer 5° 5 puM 2.5 ul 05 uM

Primer3° 5 pM 2.5 ul 05 M

DNAc s ul

Agua-mQ 10 ul cbp 25 pul

Se mezclé perfectamente y se agregd 0.25 pl de la preparacién comercial de Taqg DNA
polimerasa que contiene 5 U/pl.

Finalmente se adicion6 una gota de aceite mineral estéril para evitar la evaporacion y el
tubo se colocd en el termociclador.
Las condiciones de amplificacién en el termociclador empleadas para sintetizar el

DNAc de hGH-V se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Programa de amplificacién empleado para sintetizar el DNAc de hGH-V,
PASO TEMPERATURA °C TIEMPO

1 94 5 min.

2 94 30 seg.

3 59 45 seg.

4 72 1 min.

5 30 ciclos ,
6 L 72 N ' 5 min. '
7 FIN

3.2.3.3 Caracterizacion con ia enzima Bg/ II.

Los primers disefiados amplificaron in silico (Amplify 2.53) un fragmento de 649 pb
"del gen hGH-V, el cual al ser digerido con 1a enzima Bgl/ I (DNA Strider 1.3) generd dos

fragmentos de 425 y 224 pb. Las condiciones de reaccién se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones de reaccién para la digestién de los productos de PCR con Bgl II.

REACTIVOS VOLUMEN CONCENTRACION FINAL
Prod. PCR (20 ng/pl) 8.0 ul 16 ng/ul
Buffer NEB 3 10 X 1.0 pl 1 X
Bglll 10 000 U/ml 1.0 ul 10 U/ug DNA
i\_gua mQ - cbp 10 pl

3.24 Clonacién del DNAc de hGH-V en el vector pBS II KS (+) por “Vector T”.

Durante la PCR, la Taq DNA polimerasa normalmente adiciona un solo nucleétido
(generalmente una adenina) en el extremo 3’ de las cadenas dobles de DNA. Esta propiedad de
la enzima es aprovechada en la técnica de clonacién por Vector T, en la cual el vector es
digerido con una enzima de restriccién que deje los extremos "romos" y posteriormente se
adiciona también un solo nucleétido (timina) en sus extremos 3" para lograr la

complementariedad con los productos de PCR. Posteriormente ambos fragmentos son ligados
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y los vectores recombinantes son propagados en bacterias por transformacién (Sambrook y

cols., 1989).

La clonacion se inicié con la obtencién de DNA plasmidico de PBS II KS(+) a partir
de colonias de E. coli (cepa Top 10) portadoras del plasmido con el fin de disponer de
suficiente material para comenzar con el proceso de clonacién, de acuerdo con la siguiente

técnica (Sambrook y cols., 1989).

3.2.4.1 Preparacion de DNA plasmidico a pequefia escala (MINIPREP).

Se propagd un cultivo a partir de una colonia de las bacterias portadoras del plasmido
durante 16 horas a 37 °C y a 250 rpm en 3 ml de medio LB c/ampicilina. Se empastillaron las
células mediante centrifugaciones susesivas a 6000 rpm durante 5 minutos y se eliminaron los
sobrenadantes. La pastilla de células se resuspendié en 100 pl de la solucion I fria [Glucosa 50
mM, Tris-HC1 pH 8.0 25 mM, EDTA pH 8.0 10 mM] y se incubd en hielo durante 5 minutos.

Se agregaron 200 ul de la solucién II recien preparada [NaOH a 0.2 N, y SDS al 1%],
se mezclé rapidamente por inversién y se incubé en hielo por 5 minutos. Posteriormente se
adicionaron 150 pl de la solucién III fria [Acetato de Amonio 7.5 M), se mezcl6 al vértex y se
incubé durante 5 minutos més en hielo.

A continuacidn se centrifugé a 14 000 rpm durante 10 minutos, se transfirié el
sobrenadante a un tubo nuevo y se realizé una extraccién con 1 vohimen de fenol:Sevag (1:1
viv).

Se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 minutos, se transfirié el sobrenadante a un tubo
nuevo y se precipité el DNA plasmidico agregando 2.5 volimenes de etanol al 100% e

incubando a -20°C durante 2 horas.
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Posteriormente se centrifugé a 14 000 rpm durante 10 minutos y se removié
completamente el sobrenadante, ademés se dejé el tubo invertido sobre una toalla de papel
para eliminar cualquier residuo de etanol. Se lavé la pastilla con 500 pl de etanol al 70% y se
dejé secar completamente a 37°C. Finalmente la pastilla se resuspendié en 50-100 pl de TER

[Tris-HC] pH 8.0 10mM, EDTA pH 8.0 ImM, RNAsa 20 pg/ml],y se almacené a -20°C.

3.2.4.2 Digestion de pBS I1 KS(+) cont Ece RV,

Se realizé una primera digestién de 10 pg de pBS II KS(+) con Eco RV , en un
volimen final de 40 pl, y se realizaron dos digestiones mas de manera secuencial, tomando la
mitad de la digestién previa hasta verificar la digestién total del pldsmido por su incapacidad
de generar colonias al transformar E. coli Top 10, garantizando de esta manera que el

plasmido estuviese completamente digerido.

3.2.4.3 Preparacién del Vector “T”.

Se tomaron 10 pL (62.5 ng/uL) de plasmido digerido (3" digestién) y se procedid

como se describe en la Tabla 8 para la adicién de "T" al vector linearizado.

Tabla 8. Condiciones de reaccién para Ia adicién de "T* al vector pBS linearizado con Eco RV.

REACTIVOS VOLUMEN CONCENTRACION FINAL
DNA lin pBS I KS(+) 62.5 ng/ul 10 pl 25 ng/ul
Buffer PCR 10X 2.5 ul 1X
Mg Cl, 25 mM 2.0 ul 2 mM
dTTPs 10 mM 2.5 ul 1mM
DNA Polimerasa Tag 5 U/pl 0.25 pl 0.05 U/ul
| Agua mQ Cbp 25 pl
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La mezcla de reaccién se incubdé a 72 C durante 30 minutos y los productos de la

reaccién se almacenaron a -20 °C hasta su utilizacién.

3.2.4.4 Ligacién del DNAc de hGH-V al vector pBS I1 KS(+).

La ligacién de un fragmento de DNA a un vector linearizado involucra la formacién
de nuevos enlaces fosfodiester entre los residuos de fosfato localizados en los extremos 5° de
una doble cadena de DNA y los grupos hidroxilo de los extremos 3" del vector. Esta reaccién
puede ser catalizada in vitro en presencia de ATP por enzimas llamadas DNA ligasas.

Para favorecer la generacion de vectores recombinantes se empled una relaciéon molar

1:7 de vector:inserto;. otros detalles de la reaccién de ligacion se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Condiciones de reaccién para la ligacién del DNAc de kGH-V al vector de clonacién pBS II KS(+).

REACTIVOS VOLUMEN CONCENTRACION FINAL
Agua mQ cbp 30 ul
Buffer de ligacion ~ 5X 6 ul 1 X
Vector T 25 ng/ul 4 pl 3.33 ng/ul
DNAc hGH-V 25 ng/ul 6 ul 5.0 ng/ul
Ligasa 0.5-2 U/l 3ul 0.05- 0.2 U/ul

La reaccién de ligacién fue incubada a 37 °C durante 2 horas y el producto fue

almacenado a -20 °C hasta ser utilizado en la transformacion.

3.2.4.5 Transformacién con células calcio-competentes E. coli Top 10.

Durante la reaccién de ligacién se generan moléculas quiméricas formadas por el
vector y el DNAc, sin embargo el mimero de éstas es muy reducido y pueden encontrarse
mezcladas varias formas alternativas. Para facilitar el aislamiento y analisis de las quimeras, se

llevé a cabo un proceso de propagacién-amplificacion durante el cual los productos de la
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ligacién fueron transformados en bacterias pre-tratadas con CaCl, mediante un choque térmico
a 42 °C. Una vez dentro de las bacterias, los vectores recombinantes son duplicados a la par
que ¢l DNA genémico, y cada vez que la bacteria se divide se genera una produccién clonal de

los vectores recombinantes, los cuales pueden ser aislados y caracterizados individualmente.

A) Preparacion de células calcio-competentes.

Se inoculd una colonia de E. coli Top 10 en 50 ml de medio LB y se incubd durante
toda la noche a 37°C en agitacién ( 250 rpm). Se tomaron 4 ml del cultivo para inocular 400
ml de medio LB y s¢ incubd en las mismas condiciones hasta alcanzar una DOggo nm de 0.375.

Se repartié el cultivo en alicuotas de 50 ml en tubos de polipropileno previamente
enfriados y se mantuvieron en hielo por 5-10 minutos. Se centrifugaron las células a 4500 rpm
durante 15 minutos a 4°C. Cada pastilla se resuspendié en 10 ml de CaCl; 0.1 M previamente
enfriado, y se mantuvieron las células resuspendidas durante 30 minutos sobre hielo.
Posteriormente se'centrifuguaron a 4500 rpm durante 15 minutos a 4°C. Finalmente, cada
pastilla se resuspendié en 2 ml de CaCl; 0.1 M frio y se repartié en alicuotas de 250 pl en
tubos de polipropileno previamente enfriados, los cuales fueron congelados en nitrdgeno

liquido y almacenados inmediatamente a -70 °C (Sambrook y cols., 1989).

B) Transformacion.

La transformacion se llevé a cabo mezclando 1/3 del volimen de ligacién (~ 35 ng de

DNA del vector) con 100 pl de células competentes, de la manera siguiente:

Se agreg6 la alicuota de la reaccién de ligacion a un tubo estéril de polipropileno y se

coloco en hielo por 10-15 minutos. Se descongel6 rapidamente un vial de células competentes
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y se transfirieron 100 pl al tubo de la reaccién de ligacién y se incubé por 10 minutos méis en
hielo. Se dié un choque térmico a 42°C por 90 segundos y posteriormente se agregé 1 mi de
medio LB estéril y se incubé a 37°C en agitacioén (250 rpm) durante una hora. Finalmente, se
plaqued en medio LB sdlido conteniendo ampicilina (50 pg/ml) y X-gal (800 pg/ml) e IPTG
(800 pg/ml) y se incubd a 37°C durante 12-16 horas. Adicionalmente se llevé a cabo una

transformacion en paralelo con 1 ng de pBS I KS (+) como testigo de transformacién y para

verificar la eficiencia del proceso.

3.2.4.6 Seleccion de colonias portadoras de plismidos recombinantes.

El vector pBS Il KS (+) lleva un segmento corto del DNA de E. coli que contiene las
secuencias reguladoras y codificante de los primeros 146 aminoicidos de la enzima B-
galactosidasa (lac Z), y embebido en esta regidn se encuentra el sitio de policlonacién que no
afecta el marco de 1ectu;a del extremo aminoterminal de la B-galactosidasa. Este tipo de
vectores son utilizados en cepas de E. coli que codifican para el extremo carboxiterminal
faltante de la enzima. Ninguno de los dos fragmentos de la B-galactosidasa son activos de
manera independiente y solo se produce la enzima activa cuando se lleva a cabo la
complementacioén (referida como a- complementacion) entre las secuencias del vector y la
bacteria. Las bacterias Lac” que resultan de la a-complementacién son facilmente reconocidas
debido a que forman colonias aziles en precencia del sustrato cromogénico X-gal y del
inductor /PTG. Sin embargo, la insercién de un fragmento de DNA en el sitio de policlonacién
impide la a-complementacién. Por lo tanto, las bacterias portadoras de plismidos

recombinantes daréin lugar a la formacion de colonias blancas.

29



Hormona Variante del Crecimiento Humano.

MATERIAL Y METODOS

Para determinar cuales de las colonias blancas obtenidas por tamizaje en el medio de
seleccién (Agar LB/Amp) eran portadoras de plismidos recombinates, cada una de ellas se
transfirié a medio LB/Amp (4 ml) y se incubaron por 16 horas a 37 °C. Posteriormente se
llevé a cabo la extraccién del DNA plasmidico por miniprep (3.2.4.1)'y se efectué una
electroforesis en agarosa al 0.8% . Por comparacién con la migracién del plasmido pBS II KS
(+) se determiné cuales de las clonas candidatas contenfan plasmidos recombinantes
(portadores del DNAc de hGH-V) que al tener un peso molecular més alto por contener un

fragmento adicional de DNA, migraban de manera retrasada atraves del gel.

3.2.4.7 Caracterizacion enzimitica de los plismidos recombinantes.

Los plasmidos recombinantes seleccionados de acuerdo al criterio anterior se
sometieron a una exaustiva caracteri;acién con endonucleasas de restriccién para determinar
si el inserto que ‘contenian correspondia en tamaiio al DNAc de hGH-V, y para determinar su
orientacién dentro del pldsmido, ya que la clonacién de productos de PCR por Vector “T”
genera recombinates en los cuales el inserto puede estar en cualquiera de las dos onientaciones
posibles.

a) Verificacion de la clonacién del DNAc de hGH-V.

Para verificar la prescencia del inserto en los pldsmidos recombinantes, 450 ng de cada
uno de ellos se sometieron a una doble digestién con las enzimas XAo I y Eco RI, en un

volimen de reaccién de 15 pl.

b) Demostracion de la existencia del sitio Bg! II.

Para descartar posibles productos de amplificacién derivados de los genes de

lactégenos placentarios, los cuales debido a su alta similitud pudieron haber sido
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coamplificados con hGH-V, se aprocedi6é a demostrar la existencia del sitio de corte para la
enzima Bgl II, digiriendo 450 ng de cada vector recombinante con dicha enzima en un

volimen de reaccién de 15 pl.

c) Determinacién de la orientacién del DNAc dentro del vector pBS II KS (+).

El vector pBS II KS (+) presenta sitios Wnicos de reconocimiento para las
endonucleasas de restriccién Xho I y Eco Rl flanqueando al sitio Eco RV, el cual fue
utilizado para generar extremos "romos” durante la generacion del vector T. En consecuencia,
cualquier fragmento de DNA que sea clonado por vector T, estard tambien flanqueado por los
sitios de reconocimiento para dichas enzimas, Dado que los primers empleados para la sintesis
del DNAc de hGH-V por RT-PCR presentan estos mismos sitios de reconocimiento, el
producto de la PCR presenta también sitios de restriccién Xko 1 y Eco Rl en sus extremos, y
por lo tanto, los recombinantes generados por vector T contienen ahora dos sitios de
reconocimiento para cada enzima. La posicién relativa de entre cualquiera de éstos dos sitios
nos permitid inferir la orientacién del DNAc en los vectores recombinantes.

Como puede observarse en la Figura 6, dependiendo de 1a orientacién del DNAc dentro
del vector, dos sitios de restriccién Xho I puden quedar flanqueindo al DNAc (opcién B) o
bien pueden quedar hacia el mismo lado (opcidn A).

Debido a que se utilizaron los sitios Xho I y Not I para transferir el DNAc al vector de
expresion pPICY, la opcién A resultd la correcta, ya que al cortar con estas enzimas se libera
un fragmento de 685 pb que contiene al DNAc de hGH-V con los extremos adecuados para la
ligacién. En la opcién B, el DNAc estaria contenido en un fragmento de 670 pb con sitios Xho
I en ambos extremos. La reaccién de digestién con Xho I se llevé a cabo bajo condiciones

estandar con 450 ng de los vectores recombinantes, y en un vohimen de reaccién de 15 pl.
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Figura 6. Orientacién del DNAc de hGH-V en el vector pBS II KS(+). Se muestran las dos orientaciones
posibles, A y B, que pueden resultar de la ligacion del DNAc con el vector “T”, asi como los fragmentos
generados por la digestién de los plasmidos recombinantes con Xko /, de 35 y 670 pb, los cuales permitieron
inferir la orientacién del DNAc.

3.2.5 Subclonacién del DNAc de hGH-V al vector de expresion para levaduras pPIC9 y
verificacion de la fase de lectura del DNAc por secuenciacion.

3.2.5.1 Subclonacién del DNAc de hGH-V al vector de expresion para levaduras pPICS.

Para transferir el DNAc de hGH-V del plasmido pBS 1I KS(+) al vector pPIC9, el
primero fue digerido con Xho 1 y Not I para liberar el cassette de expresién. Dicho cassette de
expresién fue posteriormente ligado en el vector de expresion pPIC9 previamente cortado en

los mismos sitios (ver la Figura 7).
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Figura 7. Estrategia de subclonacién en pPIC9. El DNAc de hGH-V fué previamente sintetizado por RT-PCR
a partir de RNA de placenta humana y clonado en pBS por “vector T”, Los vectores recombinantes pPICO9hGH-
V1 fueron analizados por digestibn enzimdtica con Sal I para descartar clonas derivadas de productos
parcialmente digeridos con Xho L

Cepas portadoras de ambos vectores fueron incubadas a 37°C (250 rpm/24 horas) en
medio LB (4 ml). Posteriormente se realizaron extracciones de DNA plasmidico a pequefia
escala, y la cantidad y calidad de éste se determiné por espectrofotometria (A 260 mum /A 280 am)
y mediante electroforesis en gel de agarosa.

Se realizaron digestiones preparativas con las enzimas Xko I y Not 1, con 9 pg de los
vectores pBShGH-V y pPIC 9, en un volimen de reaccién de 50 pl. Posteriormente, 1 pl de
cada reaccion de digestion (~180 ng de DNA) fueron resueltos por electroforésis en gel de
agarosa al 0.8 % para verificar la eficiencia del corte de las endonucleasas. A continuacién se
realizé una electroforesis preparativa utilizindo el resto de la reaccién de digestién, y una vez
resueltas las bandas de interés (el DNAc de 685 pb y el vector de 7981 pb) se procedi6 a

cortarlas del gel para su recuperacion.
Ambos fragmentos fueron purificados (QIAEX II Gel extraction Kit) de acuerdo con

las instrucciones proporcionadas por la compafiia QIAGEN. Una vez purificados, se
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cuantificaron por espectrofotometria (A 260 sam X 50) y se ligaron de acuerdo con las

condiciones descritas en la Tabla 10, a una relacion molar inserto:vector de 14:1.

Tabla 10. Condiciones para la reaccién de ligacién del DNAc de hGH-V a pPIC9.

REACTIVOS VOLUMEN CONCENTRACION FINAL
AguamQ chp 30 uL
Buffer de ligacion 5X 6 uL 1 X
Vector pPIC9 (Xho UNot ) 50 ng/uL 10 pL 16.5 ng/uL
DNAc hGH-V(Xho I/Not T) 60 ng/uL 10 pL 20.0 ng/pL
Ligasa 0.5-2U/uL 3 puL 0.05- 0.2 U/uL

La ligacién se llevé a cabo a 37 °C durante 2 horas. Se empleé DNA de pPIC9
digenido con Acc I como testigo de ligacidn y una vez verificada ésta por electroforesis en gel
de agarosa al 0.8 %, 1 y 3 pl de la reaccién de ligacion entre pPIC9 y el DNAc de hGH-V

fueron utilizados para transformar células Ca ™ competentes E. coli Top 10 (seccién 3.2.5.5).

3.2.5.2 Seleccion de colonias portadoras de plismidos recombinantes.

Para determinar cuales de las colonias obtenidas por tamizaje en el medio de seleccion

(agar LB/Amp) eran portadoras de plasmidos recombinates, cada una de ellas se transfirié a .
medio liquido ILB/Amp (4 ml) y se incubaron a 37 °C/250 rpm durante 16 horas.
Posteriormente se llevé a cabo la extraccion de los DNAs plasmidicos por miniprep (3.2.4.1),
y 1 ug de cada uno de ellos se linearizaron con la enzima Sa/ L, en un volimen de reaccién de
10 pl. A continuacidn se realizé una electroforesis en agarosa al 0.7% , y por comparacioén con
la migracién del plasmido pPIC 9, se determiné cuales de las clonas candidatas contenian
.plz'lsmidos recombinantes (portadores del DNAc de hGH-V), que al tener un peso molecular
miés alto, por contener un fragmento adicional de DNA, migraban de manera retrasada atraves

del gel.
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3.2.5.3 Caracterizacién enzimatica de los plasmides recombinantes.

Los plasmidos recombinantes seleccionados de acuerdo al criterio anterior, se
sometieron a una exaustiva caracterizaciéon con endonucleasas de restriccién para verificar que
el inserto que contenian correspondia en tamafio al DNAc de hGH-V, para verificar la
presencia del sitio adicional Bg/ II en los pldsmidos portadores del DNAc de hGH-V, y para
diferenciar la construccién de pPIC9hGH-V de la de pPICShGH22K, previamente construida

(Escamilla y cols., 1996) con la que guarda una alta similitud.

a) Estimacion del tamafio del inserto en los plismidos recombinantes.
Los plasmidos que presentaron migracién retrasada por electroforesis en agarosa al

0.7% fueron sometidos a una doble digestién con las enzimas Xko 1 y Not 1, empleando 1 pg

del DNA plasmidico en un volimen de digestién de 10 pl.

b)  Demostracion de la existencia de un sitio adicional Bg/ II en los plismidos
recombinantes,

El plasmido pPIC9 posee dos sitios de restriccién Bgl 11, lo cual genera dos fragmentos
(5620 y 2403 pb) al ser digerido con dicha enzima. Por otra parte, el DNAc de hGH-V cuenta
con un sitio interno Bgl I, por lo tanto, los plismidos portadores del DNAc ganaron un sitio
Bgl 11 y generaron tres fragmentos de 4651, 2403 y 1612 pb (Amplify 2.53). Para demostrarlo
experimentalmente, se digirié 1 ug de DNA de los plasmidos recombinantes en un volimen de

reaccion de 10 pl.
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) Caracterizacion de los vectores de expresién pPICShGH-V y pPICOhGH22K con
Xba 1.

Dada la alta similitud de las secuencias del DNAc¢ de hGH-N y hGH-V, se hizo
necesario establecer un mecanismo de difrenciacién entre ambos vectores y se encontrd que al
digerir el vector pPICS9hGH-V con la enzima Xba I se generan 2 fragmentos de 7862 y 804 pb
(DNA Strider 1.3), mientras que el vector pPICO9hGH-22K genera 2 fragmentos de 7212 y
1377 pb (Escamilla y cols., 1996). Esto permitié diferenciar ambas construcciones al resolver
los fragmentos por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % . La digestién con Xba I se llevé a

cabo bajo condiciones estindar empleando 1 pg de DNA de los vectores recombinantes en un

volimen de reaccién de 10 pl.

3.2.5.4 Verificacion de la fase de lectura del DNAc por secuenciacién.

El vector recombinante pPICOhGH-V construido fue proporcionado al servicio de
secuenciacién de la ULIE.G., donde se amplificé por PCR todo el cassette de expresién
utilizando los primers AOX 1 (5’-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3’, y 5’-
GCAAATGGCATTCTGACATCC-3). Dicho cassette de expresiéon consta del DNAc de
hGH-V fusionado a la secuencia codificante para la sefial de secrecién. Este fue secuenciado
en ambas cadenas (LICOR, DNA Sequencer Long Read IR 4200) y la secuencia obtenida fue
comparada con las del GenBank (BLASTN) y con la secuencia del vector pPIC9 (CLUSTAL X
1.8), para verificar la integridad del DNAc de hGH-V y su marco de lectura abierto con la

secuencia seilal de secrecién.
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3.2.6 Integracibén del vector pPIC9hGH-V al genoma de Pichia pastoris.
3.2.6.1 Preparacién del DNA para transfeccién.

El DNA plasmidico de pPIC9hGH-V fue linearizado con la enzima Sac I como paso
previo a la transfeccién de levaduras Li*-competentes de Pichia pastoris. La digestién se llevé

a cabo con 10 pg del vector, en un vohimen de reaccién de 50 pl.

3.2.6.2 Preparacion de levaduras competentes con LiCL

Levaduras de la cepa GS115 de Pichia pastoris fueron pretratadas con LiCl como paso
previo a la transfeccién, de acuerdo con la siguiente técnica (Invitrogen Co.)

Se crecié un cultivo de la cepa en 50 ml de YPD [extracto de levadura 1%, peptona
2%, glucosa 2%] a 30°C /250 rpm hasta alcanzar una DQgoo de 0.8 - 1.0; posteriormente las
células se cosecharon centrifugando a 4,500 rpm/10 minutos y se lavaron con 25 ml de agua
destilada estéril. Después de eliminar ¢l sobrenadante, las células fueron resuspendidas en un
ml de LiCl 100 mM y transferidas a un tubo de microcentrifuga. Las células fueron
empastilladas centrifugando a 14,000 rpm/10 segundos, se decant6 el sobrenadante y las
células fueron resuspendidas en 400 pL de LiCl 100 mM. Finalmente, se prepararon alicuotas
de 50 pL de la suspension celular en tubos de microcentrifuga. Sin embargo, las alicuotas
requeridas fueron utilizadas inmediatamente, ya que no se recomienda almacenarlas para su

uso posterior.
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3.2.6.3 Transfeccién de levaduras Li* competentes de Pichia pastoris.

Para cada proceso de transfeccién se tomé una alicuota de 50 pl de células Li'-
competentes, se centrifugé a 14,000 pm/10 segundos, se eliminé el sobrenadante ¥ se
agregaron los siguientes reactivos en ¢l orden mencionado: 240 ul de PEG al 40%, 36 pul de
LiCl a 1M, 25 pl de DNA de cadena sencilla a 2 mg/ml (ebullido 5 minutos y mantenido en
hielo) y 10 pg del DNA plasmidico linearizado de pPIC9hGH-V en un voliimen méximo de
50 pl. Se mezcl6é completamente en ¢l vortex aproximadamente durante 1 minuto y los tubos
se incubaron a 30 °C sin agitacién. Posteriormente se llevé a cabo un choque térmico a 42 °C
durante 25 minutos. En seguida, los tubos fueron centrifugados a 14,000 rpm/10 segundos y se
elimind la solucién de transfeccion, las pastillas de células fueron inmediatamente
resuspendidas en 1 ml de agua estéril y alicuotas de 100 pul fueron plaqueadas en medio
selectivo RDB [sorbitol 1M, glucosa 1%, YNB 1.345 %, biotina 4 X 10 M, aminoacidos
0.005%] e incubadas a 30°C durante 5-7 dias hasta observar la aparicién de colonias de

levaduras transfectadas.

3.2.6.4 Extraccién de DNA genémico de las levaduras transfectadas.

Las colonias que se desarrollaron en el medio selectivo fueron transferidas a placas de
agar YPD ¢ incubadas a 30 °C/24 horas. Posteriormente se realizé la extraccién de DNA
genomico de cada una de ellas para efectuar un anilisis por PCR para determinar la presencia
del casette de expresién en el genoma de la levadura y asi comprobar la insercién del
“cassette” de expresion del DNAc de hGH-V.

Para la obtencién del DNA genémico de las levaduras se realizd lo siguiente: cada

colonia que creci6 en el medio selectivo fue transferida a placas de agar YPD y posteriormente
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inoculada en medio YPD (2 ml), incub4ndo a 30 °C/250 rpm por 24 horas. Posteriormente las
células fueron cosechadas centrifugando a 14,000 rpm/10 segundos y la pastilla fue lavada con
500 pl de agua ultrapura estéril. Las levaduras se resuspendieron en 300 pl de amortiguador de
lisis TSNT por agitacién leve en vortex. A continuacién, se agregaron 650 pl de fenol y los
tubos se mantuvieron en agitacién suave durante 5 minutos. Posteriormente se realizé una
extraccién con 150 pl de Sevag y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion se agregaron 300 pl de amortiguador TE pH 8.0, se mezclé por inversién durante
10 segundos y se centrifugd a 14,000 rpm/5 minutos. Luego se separd la fase acuosa y se
agregaron 1.5 volimenes de etanol absoluto para precipitar el DNA. Se centrifugé a 14,000
rpmy/5 minutos, se eliminé el sobrenadante y se lavé la pastilla con etanol al 70% . La pastilla
fue secada al vacio durante 5 minutos, resuspendida en 500 pl de amortiguador TE pH 8.0 y
almacenada a -20°C.

La integridad del DNA genémico fue verificada por electroforesis en gel de agarosa
(0.8%) y la cantidad y pureza por espectrofotometria, leyendo 1a absorbancia a 260 y 280 nm

(el valor del primero suele ser de casi el doble del segundo).

3.2.6.5 Verificacion de la insercion del gen hGH-V en el genoma de Pichia pastoris
mediante PCR.

Para evidenciar la presencia del casette de expresion en las levaduras transformadas se
llevé a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa utilizando DNA genémico de dichas

levaduras y los iniciadores 40X propercionados por Invitrogen Co.

Los detalles de la reaccion de PCR se muestran en la Tabla 11 y el programa utilizado

para la amplificacién en 1a Tabla 12
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Tabla 11. Condiciones de la reaccién de PCR para evidenciar Ia insercién del cassette de expresién de hGH-V

en ¢l genoma de P. pastoris.

REACTIVOS VOLUMEN CONCENTRACION FINAL
Buffer 10X 25 ul 1 X
MgCl, 25mM 1.5 u 1.5 mM
dNTPs 10mM 0.75 ul 300 uyM
Primer §° 5uM 25 u 0.5 yM :
Primer3” 5uM 25 u 0.5 yM
DNA 200 ng/pl 1 ul 8.0 ng/ul
Agua-mQ 14 cbp 25 pl

Se mezcld perfectamente y se agregd 0.25 ul de la preparacién comercial de Tag DNA

polimerasa que contiene 5 U/pl.

Finalmente, se adicion6 una gota de aceite mineral estéril para evitar la evaporacién y

el tubo se colocé en el termociclador.

Tabla 12, Programa de amplificacién para los iniciadores AOX1.

CICLOS TEMPERATURA (°C) TIEMPO

1 94 5 min

2 94 59 seg
3 60 1 min
4 72 2 min
5 26 ciclos

6 72 7 min

7 FIN

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador MJ Research Inc.,
modelo PTC-100. Una vez terminada la reaccién, se retir6 el aceite mineral y se tomé una
alicuota de 5 pl y los fragmentos amplificados fueron resueltos por electroforesis en gel de

agarosa al 0.8 % .
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3.2.7 Produccién de la HGH-V recombinante en cultivo de levaduras.

3.2.7.1 Cinéticas de crecimiento con glicerol y metanol come inica fuente de carbone.

Las cepas de Pichia pastoris portadoras del DNAc de hGH-V fueron incubadas a 30
°C/250 rpm en 10 ml de medio BMGY [buffer de fosfato de potasio 100 mM, YNB 1.34%,
biotina 4 X 10° M, glicerol 1%, extracto de levadura 1%, peptona 2%] en tubos cénicos de 50
ml, y se siguié la cinética de crecimiento leyendo la DO eo0 durante 48 horas.
Adicionalmente, se realizé el mismo experimento en medio BMMY [buffer de fosfato de
potasio 100 mM, YNB 1.34%, biotina 4 X 10° M, metanol 1%, extracto de levadura 1%,
peptona 2%]. En ambos casos las cepas fucron crecidas previamente en YPD, empastilladas y

resuspendidas a una DO inicial de 1.0,

3.2.7.2 Induccibn de la expresién con 1% de metanol.

Para inducir 1a expresién de las cepas GS115HGHV-22K, cultivos crecidos en BMGY
durante 48 horas fueron empastillados y resuspendidos a una DO ¢ am = 10 en 10 ml de
medio BMMY. Posteriormente fueron incubados a 30 °C/250 tpm durante 96 horas,
alimentando el cultivo con metanol cada 24 horas (1% v/v) para compensar las pérdidas por
evaporacion.

Para determinar el efecto del pH sobre la estabilidad del la hormona en el medio de
cultivo, se realizaron inducciones similares en BMMY a pH 4.0 y 5.0, preparados con buffer

de citrato de sodio 0.1 M y a pH 6.0, 7.0 y 8.0 con buffer de fosfato de sodio 0.1 M.
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3.2.7.3 Didlisis y cuantificacion de las proteinas totales del medio de cultivo.

Al finalizar e] periodo de induccién de 96 horas, los cultivos fueron centrifugados a
4,000 rpm/15 minutos para eliminar la biomasa. El medio de cultivo fue dializado 2 4 °C
contra agua ultrapura (400:1) con 4 cambios de agua cada 6 horas.

Una vez concluida la dialisis, los medios de cultivo fueron llevados a un volimen de
15 ml con agua ultrapura y se determinaron las proteinas totales por el método de Bradford,

construyendo una curva de calibracién con BSA de 1-10 pg/ml en volimenes finales de

reaccién de 2 ml. Para cada caso se emplearon 10 pL del dializado (Bradford, 1976).

3.2.7.4 Verificacién de la expresién por SDS-PAGE y estimacién de pureza por
densitometria.

Para evidenciar la produccién de HGH-V, el volimen equivalente a 1 ml del medio de
cultivo fue precipitado y resuspendido en buffer de muestra para SDS-PAGE, como se
describe a continuacion:

Se agregaron 1.5 voliumenes de metanol absoluto al volimen equivalente a 1 ml del
medio de cultivo y se mezclé por inversién. A continuacién se adicioné un volimen de
cloroformo, se mezclo por inversién y se centrifugd a 12,000 rpm durante un minuto a
temperatura ambiente. Se descarté el mayor volumen posible de la fase orginica dejando las
proteinas precipitadas la interfase y se agregé un volimen de metanol absoluto. Se
centrifugd a 12,000 rpm/ 2 minutos, se decant6 el sobrendante y la pastilla se secé durante 5 -

10 minutos en un evaporador al vacio (adaptado de Wessel y cols., 1984)

La pastilla fue resuspendida en 20 pl de buffer de muestra para SDS-PAGE y

posteriormente fue sometida a desnaturalizaciéon a 100 °C durante 5-10 minutos.
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A continuacién cada una de las muestras s¢ sometieron a electroforesis en condiciones
desnaturalizantes en geles discontinuos (5/15%) de poliacrilamida. Una vez concluida ésta, los
geles fueron fijados durante 20 minutos [metanol 50% v/v, &cido acético 10% v/v, en agua
ultrapura] y tefiidos con azil de Coomasie durante una hora [Azil de Coomasie 0.5% m/v,
metanol 50%, é&cido acético 10%, en agua ultrapura] y posteriormente destefiidos hasta
alcanzar el contraste deseado [metanol 5% v/v, 4cido acético 7% v/v, en agua ultrapura).

Para hacer una estimacién de la pureza de la proteina, la imagen del gel se digitalizé
mediante el sistema GELDOC 1000 (Biorad) y se sometié a densitometria utilizando el
programa Molecular Analyst de la misma compafiia. Una vez determinada la abundancia
relativa de HGH-V, se estim6 la produccién total en mg/l, empleando el valor de las.proteinas

totales determinado por ¢l método de Bradford.

3.2.8 Evaluacion de la actividad bioldgica de la HGHVT.

Una gran cantidad de bioensayos para determinar actividad bioldgica de hormonas del
crecimiento y proteinas estrechamente relacionadas (PLs y PRLs) han sido descritos en la
literatura biomédica. En general pueden dividirse en dos grandes grupos: los que emplean el
receptor de hormona del crecimiento, para medir la actividad somatogénica, y los que emplean
el receptor de la prolactina, en cuyo caso se determina la actividad lactogénica.

En el presente trabajo se propuso evaluar la actividad lactogénica de la HGH-V
producida en Pichia pastoris frente al receptor de la prolactina de rata en las células Nb2,
midiendo la proliferacién celular inducida por dicha honmona (adaptado de Tanaka y cols.,

1980).
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3.2.8.1 Propagacion de los cultivos.

Los cultivos de células Nb2 se expandieron clonalmente en medio de Fischer
suplementado con suero de caballo (10%), suero bovino fetal (10%), 2-mercaptoetanol (10
M), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 pg/ml).

La incubacién se llevé a 37 °C en atmésfera de 5% CO;-95% aire; el tiempo de

duplicacion bajo estas condiciones fue de 24 horas.

3.2.8.2 Determinacion de la curva de proliferacién de células Nb2 con HGH (Humatrope,
de Eli Lilly & Co.).

Aproximadamente 24 horas antes del ensayo, las células Nb2 se transfirieron a medio
de Fischer suplementado,como ¢l anteriormente descrito, pero con 1% de suero bovino fetal.

Posteriormente, las células se colectaron por centrifugacién (3000 rpm/3 minutos) y se
resuspendieron a una densidad de 0.5 — 1.0 X 10° células/ml en el medio de Fischer
anteriormente descrito (sin suero bovino fetal), suplementado con HGH, en cajas de cultivo de
24 pozos.Se ensayaron diluciones logaritmicas de HGH desde 10° hasta 10 ® ng/ml en PBS
(0.01M) ya pH 7.4,

Los cultivos fueron incubados a 37 °C en atmdsfera de 5% CO0,-95% aire durante 48
horas y posteriormente se determind la proliferacién celular por conteo directo en cimara de
Neubauer.

3.2.8.3 Medicion de la proliferacion de células Nb2 por reduccién del MTT (Bromuro de
3-[4,5-Dimetiltiazol-2-ilo]-2,5-difeniltetrazolio).

Para disponer de una metodologia que permitiera determinar la proliferacién celular de
forma maés répida, se procedié a estandarizar el ensayo de reduccién del MTT (Mosmann,

1983).
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Las células Nb2 se resuspendieron a una densidad de 6 X 10°, 3 X 10°, 1.5 X 10° y 7.5
X 10* por ml en medio de Fischer bajo las condiciones anteriormente descritas para el ensayo.
Se adicion6 MTT a una concentracién final de 0.5 mg/ml y los cultives se incubaron a 37 °C
en atmoésfera de 5% CO,-95% aire durante 4 horas. Al término de la incubacién, los cristales
de formazan derivados de la reduccién del MTT por la succinato deshidrogenasa mitocondrial
de las células vivas fueron disueltos con 1 volimen de alcohol-icido (HCI 0.04 N en
isopropanol) y se determiné la absorbancia a 570 nm. Adicionalmente, ¢l medio de cultivo
libre de células fue incluido como control negativo para descartar la presencia de agentes

reductores extracelulares.

3.2.8.4 Evaluacion de la actividad lactogénica de la HGH-Vr producida en Pichia
pastoris,

Para evaluar la actividad lactogénica de la HGH-V producida en Pichia pastoris, el
medio de cultivo libre de células fue dializado y la hormona cuantificada por densitometria en
gel, como se describe en la secciones 3.2.7.3 y 3.2.7.4. Se ensayaron diluciones logaritmicas
seriadas del medio de cultivo desde 1000 ng/ml hasta 0.1 ng/ml de HGH como se describe en
la seccién 3.2.8.2.

La medicién de la proliferacién celular determinada mediante el ensayo de reduccién
del MTT fue expresada como el promedio de tres repeticiones y graficada en términos del
porcentaje de proliferaciéon respecto del control negativo. En el ensayo se incluyeron, como
controles positivos: suero fetal bovino (16%), HGH-N (Humatrope, 2 mg/ml), y HGH-N
producida en Pichia pastoris; y como controles negativos, el medio de Fischer libre de suero

y medio de cultivo dializado estéril libre de HGH.

45



Hormona Variante del Crecimiento Humano.

RESULTADOS

CAPITULO IV
4, RESULTADOS.

41 Disefio de oligonnclettidos para amplificar selectivamente la secuencia codificante
completa del gen hGH-V,

La estrategia de clonacion en el vector de expresion consisitié en usar los sitios de
restriccién Xho 1y Eco Rl, para lo cual éstos se incluyeron en las secuencias de los primers
sentido y antisentido, respectivamente. Sin embargo, el sitio Xho I se encuentra inmerso en la
parte final de la secuencia sefial de secrecién y su utilizacién implicaba perder dicha secuencia,
de manera que fue necesario incluir en el “primer” los codones existentes desde Xho 1 hasta el

sitio de corte (Leu-Glu-Lys-Arg).

4.1.1 Caracterfsticas de los primers disefiados.

Los primers empleados presentaron las siguientes caracteristicas:

a) Primer sentido. (v5)

Longitud: 37 —bases =5’-AACACTCGAGAAAAGATTCCCAACCATTCCCTTATCC-3’
Tm (50 mM Na") =59°C

% GC =43 %

b) Primer antisentido. (v3)

Longitud: 26 —bases =5"-AGCGAATTCCACGAGCAGCAGACGCA-¥

Tm (50 mM Na") =58°C

%GC =57 %
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4.1.2. Anilisis de la formacién de estructuras secundarias.
Con el programa Oligo 4.0, se verificd que en todos los casos el valor de AG para la
formacién de las estructuras secundarias se encontrara por encima de — 10 kcal/mol para limitar

la estabilidad de los diplex y plegamientos.

4.1.3 Localizacién de los sitios de apareamiento de los primers en la secuencia del DNAc.
Como puede verse en la Figura 8, el "primer” sentido se alinea a la mitad del segundo

exo6n del gen hGH-V y contiene un sitio de corte para la enzima X%o 1, mientras que el "primer”

antisentido se alinea mas all4 del sitio de terminacién de la transcripcién y contiene un sitio de

corte para la enzima Eco Rl

Xhe I
5° AACACTCGAGAAAAGAIBICCAACCATTCCCITATCC

CACCTAGCGGCARTGGCTGCAGGCTCCCGGACGTCCCTGCTCCTGGCTTTTGGCCTGCTCTGCCTGTCCTGGE
TTCAAGAGGGCAGTGCCICCAACCATTCCCTTATCCAGGCTTTTTGACAACUCTATGCTCCECACCCETCE
CCTGTACCAGCTGGCATATGACACCTATCAGGAGTTTGAAGAAGCCTATATCCTGAAGGAGCAGAAGTATTCA
TTCCTGCAGAACCCCCAGACCTCCCTCTGCTTCTCAGAGTCTATTCCAACACCTTCCAACAGGGTGAAAACGC
AGCAGAAATCTAACCTAGAGCTGCTCCGCATCTCCCTGCTGCTCATCCAGTCATGGCTGAAGCCCATGCAGCT
CCTCAGGAGCGTCTTCOCCAACAGCCTGOTGTATIGCACCTCAGACAGCAACGTCTATCACCACCTGARGAAC
CTAGAGGAAGGCATCCAAACGCTGATCTGEAGECTGOAAGATGGCAGCCCCCGGACTGGACAGATCTTCAATC
AGTCCTACAGCAAGTTTGACACAAAATCGCACAACGATGACGCACTGCTCAAGAACTACGGGCTGCTCTACTG
CTTCAGGAAGGACATGGACAAGGTCGAGACATTCCTACGCAT CATACAGTGCCGCTCTATGGAGGGCAGCTAT
GGCTTArAGCCCGEGTEECATCCCTGTGACCCCTCCCCACTGCCTCTCCTGGTCGTGGAAGGTGCTACTCCAG
TGCCCCCGCCCGAATTC 37

5" AGCGAATTCCACGAGCAGCAGACGCA ¥’ Gen Bank: M38451
Eco /I

Figura 8. Alineamiento de los primers v3 —v5 en la secuencia de hGH-V.Se muestran en colores verde y rojo
cada uno de los exones que forman ¢l gen hGH-V. En la parte superior ¢ inferior izq., s¢ nmestran los primers
disefiados y se ha subrayado la zona en la cual se alinean durante la PCR.

De acuerdo con el analisis computacional, estos primers amplifican de manera selectiva la
secuencia codificante del gen hGH-V corespondiente a la proteina madura; con ¢l programa

Amplify 2.53 se predice que ¢l producto de PCR tendrd una longitud de 649 pb.
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4.2 Extraccion y cuantificacién de RNA total de placenta humana.

Las alicuotas de RNA extraido se diluyeron y se cuantificaron por espectrofotometria
leyendo la absorbancia a 260 nm. Adicionalmente, se evalud la calidad de la muestra por
electroforesis en gel de agarosa-tiocianato de guanidina al 1% (Figura 9). Se obtuvieron

aproximadamente 2 mg de RNA total a partir de 10 g de tejido placentario fresco.

28S —

S8S—

Figura 9. Electroforesis del RNA en gel de agarosa-isotiocianato de guanidina tefiido con bromure de etidio.
Los primeros 4 carriles de izq-der. corresponden a 1pl (~ 1 pg) de diluciones 1:20 de las 4 alicuotas mantenidas a -
70°C; los carriles restantes corresponden 3 una muestra de RNA de placenta de concentracion conocida (250
ng/carril).

4.3 Sintesis del DNAc de hGH-V por RT-PCR y caracterizacion del producto de
amplificacién con Bg! I1.

Los RNAs extraidos de la placenta sirvieron como templados para sintetizar la primera
cadena del DNAc de hGH-V, utilizando para ello el primer 3’, previamente disefiado.
4.3.1 Sintesis y amplificacién de cadenas dobles de DNAc de hGH-V por PCR.

Después de llevar a cabo la reaccién de PCR, se analiz6 el producto amplificado por
electroforesis en gel de agarosa, y como puede observarse en la Figura 10, se obtuvo una banda

unica del tamafio esperado.
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A+ Pst1

1,700pb ___

805pb

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del producte de PCR generado con v3 y v5. A la izquierda
del marcador de peso molecular se muestra la banda de 649 pb obtenida por PCR correspondiente al DNAc de hGH-
V; su tamatio coincide con el estimado por el programa Amplify 2.5.3.

4.3.2 Caracterizacion con la enzima Bg! I1.

En la Figura 11 puede observarse que el producto amplificado de 649 pb, generado con
los iniciadores disefiados, es digerido con la enzima Bg/ II en dos fragmentos, uno de 425 y el

otro de 224 pb, lo que aporta evidencia de su identidad.

At+Pst1

14,055 —
1,700 —

805

_ — 649
516 — 425

339
— 224

150 —

Figura 11. Digestion con Bgl II. A la derecha del marcador de peso molecular se muestran los productos de 425 y
224 pb, que evidencian la presencia del sitio Bg! Il en la posicién esperada en el producto de PCR (de 649 pb).
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44 Clonacion del DNAc de hGH-V en el vector pBS II KS (+) por la técnica vector T.

Se realizaron extracciones de DNA plasmidico de pBS II KS(+) a pequeiia escala, se
determiné su concentracién espectrofotométricamente (95 ng/pL) y posteriormente se verificé su
calidad por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % y linearizindolo con la enzima Eco RV
(Figura 12).

Se llevé a cabo la preparacién del vector T con el plismido anteriormente mencionado, su
ligacion con el DNAc de hGH-V y la transformacién de células E. coli Top 10 con el producto de

la ligacién tal y como se describe en la seccién de materiales y métodos.

A+ Pst]

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de DNA del plismido pBS II KS (+). A la derecha del
marcador de PM (A + Pst I) se muestra DNA del plismido cortado con la enzima Eco RV (carril 2) y sin cortar
(carril 3), a la misma concentracién (95 ng/uL).

44.1 Selecciéon de colonias portadoras de plismidos recombinantes.

Se obtuvieron 30 colonias blancas de E. coli Top 10 capaces de crecer en medio selectivo
(agar LB/Amp). Se extrajo el DNA plasmidico de cada una de ellas y se analizé por electroforesis

en gel de agarosa al 0.8%, empleando DNA plasmidico de pBS I KS(+) como testigo. De las 30
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clonas candidatas obtenidas, 14 presentaron migracién retardada durante la electroforesis, lo cual
evidencia en éstas, la presencia de un fragmento adicional de DNA (Figura 13). Las 16 clonas
restantes fueron descartadas de la caracterizacién subsecuente, debido a que migraron de forma

similar al plasmido pBS II KS(+) sin inserto.

A+ Pst 1

2,133 —
1,986 ——

Figura 13. Tamizaje de clonas candidatas a portadoras del DNAc de hGH-V. Los DNA plasmidicos de las
clonas se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Se observa la migracion retrasada de las clonas de
los carriles 3,5,6,7,10 y 11, respecto al testigo pBS II KS(+) en los carriles 2 y 12. Las clonas de los carriles 4, 8 y 9
migran de manera similar al testigo, lo cual evidencia que estas \iltimas no son portadoras del DNAc.

4.4.2 Caracterizacion de los plasmidos recombinantes.

a) Estimacién del tamafio de inserto. Los 14 plismidos recombinantes obtenidos fueron
sometidos a una doble digestion con Xho 1y Eco Rl, con el fin de estimar ¢l tamafio del inserto.

En la Figura 14 se observa que el fragmento liberado correspondié en tamafio al DNAc de interés
(~ 636 pb).
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A+BsE Tl

o — ]
3,676 — [ b8} |
2,323 _ M‘Huh-_-“n-
702 —

Figura 14. Estimacién del tamafio del inserto en los vectores pBShGH-V. Se muestran siete clonas (carriles 2 al
8) cuyos DNAs liberan un fragmento del tamafio esperado (~636 pb) al digerirlos con las enzimas que se
encuentran flanqueando al DNAc (Xho 1 y Eco RI). En el carril 9 se observa el plasmido pBS II KS(+) cortado en los
mismos sitios y en el carril 10 se muestra el mismo plésmido sin digerir.

b) Demostracion de la existencia del sitio de restriccion Bg! II en los recombinantes.

Las 14 clonas seleccionadas que liberaban el fragmento de 636 pb con las enzimas Xho Iy
Eco RI fueron sometidas a digestion con Bgl II para descartar posibles productos de
amplificacién de los genes de lactégenos placentarios, en los cuales no se encuentra el sitio Bg/
II. En todos los casos se demostr6 que los insertos de los vectores recombinantes contenian dicho

sitio (ausente en el pBS I KS (+), como puede observarse en la Figura 15.

A+ Pstl 3 . 7 8 9 101112

2,133 —
1,700 —

805 ___

Figura 15. Caracterizacién de los recombinantes con Bgl/ II. En los carriles 4, 6, 7, 8, 11 y 12 se observan los
vectores recombinantes lincarizados con la enzima Bgl II . Se aprecia que migran mds retrasados que el testigo pBS
11 KS(+) linearizado con Eco RV (carril 3); adicionalmente se muestra la migracion del plismido testigo sin digerir
(carriles 2,5,9 y 10).
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) Determinacibén de la orientacion del DNAc dentro del vector pBS II KS (+).
Los 14 vectores recombinantes fueron digeridos con Xho I (seccion 5.3.4.7¢c) para
determinar la orientacién del DNAc dentro de cada uno de ellos. Dependiendo de dicha

orientacion, se liberaria un fragmento de 670 pb o bien uno de 35 pb.

Figura 16. Determinacién de orientaciones con Xko 1. En los carriles 4, 5 y 6 se observa la presencia de un
fragmento de 670 pb (opcién A) y en los carriles 7 al 10, su ausencia (opcién B). En los carriles 2 y 3 se muestra
DNA de pBS II KS(+) sin digerir y linearizado con Eco RV, respectivamente.

De las 14 clonas analizadas, 7 correspondian a cada una de las dos posibles orientaciones

dentro del plasmido pBS II KS(+), (Figura 16).

4.5 Construccion del vector de expresién pPICO9hGH-V,

4.5.1 Subclonacién del DNAc de hGH-V en PICY.

Se realizaron preparaciones de DNA a pequefia escala de los vectores pBShGH-V y
pPICY. Para subclonar el DNAc de hGH-V en pPIC9 se realizaron digestiones preparativas de
ambos vectores con las enzimas de restriccién Xho I y Not 1. Posteriormente, los fragmentos
fueron resueltos por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % (Figura 17), separados del gel con

ayuda de un bisturi y purificados mediante el estuche QLAEX II Gel extraction Kit.
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A+ BstEI

8,445 —

6,369
3,675

2,323 —

702 S

Flgura. 17. Electroforesis preparativa previa a la subclonacién en pPICY. El fragmento liberado de 685 pb (Xho
I/Not 1 ) que se muestra en el carril 2 correspondiente al DNAc de hGH-V fue cortado del gel y purificado (QIAEX
II Gel extraction Kit), como también lo fue el vector pPIC9 cortado en los mismos sitios {carril 4). En los cariles 3 y
5 se observa DNA sin digerir, de pPIC9 y pBShGH-V (clona # 24), respectivamente.

* Se opt6 por utilizar el sitio Not I para la subclonacién debido a inconsistencias en el corte de pPIC9 con Eco RL

Una vez que se llevd a cabo la purificacion de los fragmentos de 685 pb (DNAc) y 7981
pb (pPIC9), se procedié a ligarlos. Posteriormente, la reaccién de ligacién se utilizé para
transformar células E. coli Top 10 calcio-competentes (1 x 10° transformantes/ug de DNA), tal y
como se describe en la seccién 3.2.4.5. Las placas de agar LB/Amp utilizadas como medio de
seleccién para los recombinantes fueron evaluadas en busca de colonias bacterianas resistentes al
antibiético.

13 colonias crecieron en el agar selectivo y cada una fue transferida a medio de cultivo
liquido (LB/Amp) para realizar la extraccién del DNA plasmidico a pequefia escala, y analizarlo.

Previamente a la electroforesis, €l DNA plasmidico fue digerido con Sal L En la Figura 18 se
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puede observar el retraso en la migracién de los plasmidos recombinantes, indicando la presencia

de un inserto en el vector pPIC9

10 2 13781410 5010

T S PSS ————

Figura 18. Seleccién de recombinantes pPIC9hGH-V por electroforesis en gel de agarosa 0.7%. En los carriles
4 al 16 se muestran los pldsmidos recombinantes lincarizados con Sal L. Se observa la migracion retrasada respecto a
pPIC9 linearizado con la misma enzima (carril 3). Adicionalmente, en el carril 2 a la derecha del MPM A+Pst L, se
muestra DNA de pPIC9 sin digerir.

4.5.2 Caracterizacién enzimética de los plismidos recombinantes.

a) Estimacién del tamaifio del inserto en los recombinantes.

Aproximadamente 1pg de cada plasmido recombinante seleccionado de acuerdo al criterio
anterior fue digerido con las enzimas Xho I y Not 1, y los fragmentos liberados fueron
comparados en tamafio frente al DNAc de hGH-V, resolviéndolos por electroforesis en gel de
agarosa al 0.8%, y como puede verse en la Figura 19, dichos fragmentos resultaron del tamaiio

esperado.

Figura 19. Estimacién del tamafio de inserto en los recombinantes pPIC9hGH-V. Se muestran 5 plismidos
recombinantes (cariles 2 al 6) liberando un fragmento de igual tamaiio al DNAc de hGH-V (carril 7) al digerir con
las enzimas Xho 1 y Eco R1.
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b) Demostracién de la existencia de un sitio adicional Bgl II em los plismidos
recombinantes.

La ganancia de un sitio adicional Bg! II en los plasmidos recombinantes pPICO9hGH-V, se
evidencié por digestién con dicha enzima. La electroforesis de los fragmentos (Figura 20) indicd
la presencia de una banda adicional de 1612 pb en los vectores recombinantes. Este resultado

confirmo la presencia del sitio Bg! Il en el inserto.

Figura 20. Demostracién de la ganancia de un sitio Bgl II en los recombinantes pPIC9hGH-V. En el carril 3 se
muestran las bandas de 5620 y 2403 pb generadas al digerir el plismido pPIC9 con la enzima Bg/ II, mientras que en
los carriles 4 al 7 se muestran las bandas generadas por la digestién de los recombinantes pPICO9hGH-V con la misma
enzima (4651, 2403 y 1612 pb). En el carril 2 se muestra el plasmido pPIC9 linearizado con la enzima Sal 1. Los
mimeros a ambos lados del gel indican el tamaflo en pares de bases (pb).

c) Caracterizacién de los vectores pPICShGH-V y pPIC9hGH22K con Xba 1.

El vector recombinante pPIC9hGH-V es muy silimar a otro denominado pPICO9hGH-22K,
elaborado por Escamilla en 1996, el cual se ha empleddo desde entonces en el laboratorio, de
manera que se tomo la precaucién de verificar que no contaminara la preparacién de pPICOhGH-
V, previo a la transformacién de Pichia pastoris. La diferencia entre ellos radica en los DNAc
que portan. En el primer caso se trata de hGH-V y en el segundo de hGH-N, aunque ambos
codifican para isoformas de 22kDa. A pesar de que también son muy similares en tamafio

(pPICOhGH-V tiene 8666 pb y pPICO9hGH22K, 8587 pb), éstos pudieron diferenciarse por su

56



Hormona Variante del Crecimiento Humano.

RESULTADOS

patrén de digestién con la enzima Xba I, generando fragmentos de 7862 y 804 pb en el caso de

pPICOhGH-V y de 7212 y 1377 pb en el caso de pPICShGH22K (ver Figura 21).

A+Pst 1

1700 __
1159 — 1377
805 — — 804

Figura 21. Diferenciacién entre pPIC9hGH-V y pPIC9hGH22K con Xba L. En los carriles S y 7 se muestran los
fragmentos de 7862 y 804 pb generados al digerir el vector pPICO9hGH-V con la enzima Xba L, y en el carril 6, los
fragmentos de 7212 y 1377 generados por la digestién de pPIC9hGH22K con la misma enzima. La diferencia mds
clara se da entre los fragmentos liberados de 804 y 1377 pb, respectivamente. En los carriles 3 y 4 se muestra pPIC9
linearizado con Sal I, y en el carril 2 pPIC9 sin digerir.

4.5.3 Secuenciacién del vector pPIC9hGH-V para verificar su integridad y la fase de
lectura,

Se gener6 una secuencia de aproximadamente 1140 pb, la cual fue comparada contra el
contenido no redundante de la base de datos del GenBank, dindo como resultado 189 secuencias,
todas ellas correspondientes a secuencias codificadoras para hormonas del crecimiento de
diversas especies. Posteriormente, un alineamiento local entre la secuencia reportada de hGH-V y
la derivada del inserto contenido en el vector pPICO9hGH-V, demostrd la integridad de la

secuencia codificadora para HGH-V y su correcto marco de lectura.
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4.6 Integracion del vector pPIC9hGH-V al genoma de Pickia pastoris por recombinacién
homéloga y verificacién de su integracién por PCR.

4.6.1 Preparacién del DNA para transfeccién.

Para transfectar las levaduras, el vector pPICO9hGH-V fue previamente linearizado con la
enzima Sac L Dicha linearizacién se verific por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %, como

se puede apreciar en la Figura 22.

A+Pst ]
14,055 —

5,080 —

1,700

Figura 22. Linearizacién del vector pPIC9hGH-V con Sac L. En los carriles 2 al 5 se mmestran alicuotas de Ia
reaccion de digestidn del vector con Sac I (~100 ng ). En los carriles 6 y 7 se observa la migracién del mismo vector
sin digerir.

4.6.2 Transfeccién y seleccién de recombinantes,

Se prepararon levaduras Li*-competentes, y después se llevé a cabo la transfeccién de las
mismas con 10 ug de DNA del vector, como se describi6 en las secciones 3.2.6.2 y 3.2.6.3. Se

utiliz6 agar RDB para plaquear y seleccionar a las levaduras transfectadas por su capacidad para
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sintetizar histidina (propiedad conferida por el vector de expresidn que les permite crecer en un
medio carente de este aminoicido, como el RDB). Se obtuvieron de 3-5 colonias por placa de
agar RDB y fue necesario realizar tres procesos de transfeccién para reunir un grupo de 12
colonias que posteriormente fueron sometidas a tamizaje por PCR para determinar la presencia

del casette de expresién.

4.6.3 Andilisis por PCR de las levaduras transfectadas.

Se extrajo DNA genémico de 12 clonas transfectadas con el vector pPICO9hGH-V, asi
como de la cepa sin transfectar, por la técnica denominada TSNT (Seccién 3.2.6.4). Se
obtuvieron hasta 2.5 mg de DNA genémico a partir de un cultivo de 24 horas de 2 mL de YPD.

Para evaluar la calidad del DNA se llevé a cabo una electroforesis en agarosa al 0.8%
(Figura 23) y se determind la relacién de absorbancia a 260/280 nm, la cual fue de 2.044. Ambos
resultados indicaron que el DNA era de buena calidad.

Se demostro la presencia del casete de expresion en 9 de 12 clonas seleccionadas por su
capacidad para crecer en el medio selectivo RD, mediante PCR utilizdndo los primers 40X1 Al
amplificar los DNAs genémicos con los primers AOX! se observdé una banda de
aproximadamente 1 kpb correspondiente al casete de expresién, mientras que la banda de 2 kpb
correspondiente a la amplificacién del gen nativo se observé claramente en la cepa sin transfectar
y muy sutilmente en las cepas transfectadas (Figura 24).

Como controles durante la PCR, se utiliz6 DNA gendmico de Pichia pastoris sin

transfectar (negativo) y DNA plasmidico de pPIC9hGH-V (positivo).
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A+BstE I

Figura 23. DNA gen6émico de Pichia pastoris. Electroforésis en gel de agarosa al 0.8% de DNA gen6mico de cepas
GS115 de Pichia pastoris transfectada con el vector pPICO9hGH-V.

A+BstE IT
8454 __
2,323 —<
2kb
702 — 1kb

Figura 24. Andlisis por PCR de las cepas transfectadas. Ea el carril 2 se mmestra un fragmento de ~ 2 kpb
correspondiente al gen nativo AOX1 de la levadura, y en el carmril 3 el fragmento de ~1 kpb cormrespondiente al
cassette de expresion derivado del plasmido pPICO9hGH-V. Los carriles del 4 al 7 corresponden a los productos
amplificados derivados de 4 cepas recombinantes transfectadas con el vector en donde se demuestra la presencia del
cassette de expresién.

4.7 Produccién de la HGH-V recombinante en cultivo de levaduras.
4.7.1 Cinéticas de crecimiento con glicerol y metanol como twnica fuente de carbono.

Dos clonas de Pichia pastoris portadoras del DNAc de hGH-V (GS115HGH-V22K),
seleccionadas al azar, fueron crecidas con glicerol (1%) como tnica fuente de carbono, y con
metanol (1%). No se observaron diferencias en la proliferacién celular entre las dos cepas

(medida en términos del incremento de la D.O. 600 um), ni entre éstas y la GS115SHGH-22K
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(productora de HGH-N) empleada como control. Sin embargo, como ya se ha descrito, la
proliferacién celular es favorecida cuando el glicerol constituye la fuente de carbono (Figura 25).

0 5 10 15 20 25 20 35 40 45 50

Tiempo (Hrs.)
L—O—Seriel—l—Seriez Serie3 —%— Seried —#¥— Serie5 —8— Seriet

Figura 25. Cinéticas de crecimiento con glicerol 0 metanol como fuente de carbono. Las cepas de Pichia
pastoris productoras de HGH-N y HGH-V mmestran cinéticas de crecimiento similares en ambos casos. Sin
embargo, la proliferacion celular es mas alta cuando el glicerol constituye la fuente iinica de carbono.

Serie 1 Control Serie 3 Cepa V-3 Serie 5Cepa V-2
Serie 2 Cepa V-2 Serie 4 Control Serie 6 Cepa V-3
La cepa control utilizada es la GS115HGH-22K, productora de la isoforma de 22kDa de

HGH-N.

4.7.2 Induccién de la expresién con 1% de metanol.

Las 9 cepas de Pichia pastoris portadoras del DNAc de HGH-V fueron sometidas a
ensayos de expresidén, como se describe en 1a seccién 3.2.7.2. En la Figura 26 se muestra la
produccién de HGH-V por parte de dos de las cepas construidas (carriles 2 y 3). Se puede

observar una banda de aproximadamente 22 kDa que no esta presente en el carril correspondiente
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a la cepa sin inducir. Las dos cepas ensayadas bajo las mismas condiciones de cultivo (BMMY,
pH 7.0, metanol 1% por 96 horas) tuvieron niveles de expresién diferentes, pero ninguna de las

cepas productoras de HGH-V alcanzaron los niveles de produccién de HGH-N.

66 kDa —

24kDa —
20kDa —

14kDa |

Figura 26. Produccion de HGH-Vr en Pichia pastoris. Se nuestra la produccién por parte de dos de las cepas
construidas, en los carriles 2 y 3, y la produccién de HGH-N bajo las mismas condiciones de cultivo en el carril 4. El
carril 5 corresponde al control negativo (induccién con glicerol 1% v/v).SDS-PAGE (5/15 %) teiiido con Azl de
Coomasie.

Adicionalmente se realizaron ensayos de expresién a pH 4, 5, 6, 7 y 8, y como puede
observarse en la Figura 27, los mejores resultados se obtuvieron a pH 8. Sin embargo, la
protedlisis de la hormona es muy acentuada, por lo cual en adelante se trabajé a pH 7. Un ensayo
similar se llevé a cabo con la cepa productora de HGH-N, y como puede observarse en la Figura

28, ésta ultima es alin mas susceptible a degradacién que la HGH-V, a pH 8.
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66 kDa —

24 kDa —
20 kDa

14 kDa

Figura 27. Evaluacién del efecto del pH sobre la estabilidad de HGH-V en el medio de cultive. Se observa que a
pH 8 la produccién es mayor que a valores de pH mds bajos, sin embargo la proteélisis es evidente. El control (+)
corresponde a HGH-N. El gel comesponde a uno de poliacrilamida (5/15%) con SDS tefiido con Azil de Coomasie.

66kDa — |

24kDa — |
20kDa __

14 kDa

Figura 28. Evaluacién del efecto del pH sobre la estabilidad de HGH-N en el medio de cultivo. Se observa que a
valores de pH 6 la protedlisis es evidente, especialmente a pH 8. El gel corresponde a uno de poliacrilamida
(5/15%) con SDS teiiido con Azil de Coomasie.

4.7.3 Cuantificacién de la HGH-V producida en Pichia pastoris.

Se indujo la expresién de HGH-V por parte de las cepas construidas en BMMY, a pH 7,
durante 96 horas por adicién de metanol (1%, v/v). Los medios de cultivo libres de células fueron
dializados como se describe en la seccién 3.2.7.3 y las proteinas totales se cuantificaron por el
método de Bradford. El valor de las proteinas totales en el medio de cultivo varié de 35 — 40

mg/L entre las 8 cepas productoras de HGH-V.
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Las proteinas del medio de cultivo fueron resueltas por electroforesis en condiciones

desnaturalizantes (3.2.7.4) y la cepa que produjo la banda més intensa a la altura de 22 kDa fue
seleccionada para los ensayos de actividad biolégica.

Para llevar a cabo la cuantificacién por densitometria, medios de cultivo con HGH-N ¢

HGH-V fueron analizados por SDS-PAGE y diluidos hasta que la intensidad de la banda de 22

kDa fue lo suficientemente intensa para quedar dentro de una curva estandard realizada con una

formulacién comercial de HGH-N (R? = 0.9872, ver Figura 29).

GH-N GH-V Humatrope (Lilly)

Figura 29. Cuantificacién por densitometrfa. S¢ muestran los resultados de la cuantificacion por densitometria de
las hormonas HGH-N y V producidas en Pichia pastoris. La curva estindar se preparé con HGH-N comercial
(Humatrope, Lilly), y el anilisis de la imagen se llevé a cabo con el programa Molecular Analist (Biorad).

Bajo las condiciones anteriormente descritas, se obtuvo una produccién mixima de 4.3
mg/l para HGH-N y de 0.42 mg/l para HGH-V, es decir, aproximadamente 10 veces menos para
esta Gltima empledndo el mismo sistema de expresién. En cuanto a la pureza, expresada en
términos del porcentaje correspondiente a la banda de 22 kDa, respecto del total de las proteinas

resueltas por SDS-PAGE, fue del 35 % para HGH-N (pH=7) y de 16.8 al 23.5 % para HGH-V
(pH=7).
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4.8 Evaluacion de la actividad lactogénica de HGHVT en cultivo de células Nb2.

48.1 Determinacién de ia curva de proliferacién de células Nb2 con HGH (Humatrope, Eli
Lilly & Co.).

Se ensayaron diluciones logaritmicas seriadas desde 10 ® hasta 10 ®* ng/ml de HGH
(Humatrope) en PBS (0.01M) pH 7.4, y en la Figura 30 se puede apreciar que bajo las
condiciones del ensayo, la respuesta de proliferacién de las células Nb2 a la induccién con HGH
se aprecia desde 10™ ng/ml. Este wltimo valor se estableci6 como el minimo requerido para

obtener una respuesta medible de proliferacién celular.
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Figura 30. Curva de proliferacién celular por induccién con HGH (Humatrope). Se muestran los resultados de
dos determinaciones independientes. La escala de la derecha representa el mimero de céhulas/ml X 10%. Las lincas
rectas superior e inferior corresponden a los controles positivo y negativo, respectivamente.

4.8.2 Medicién de la proliferacion de células Nb2 por reduccion del MTT.
Se estandarizé el ensayo de reduccién del MTT para medir la proliferacién, diluyendo

1:2 de forma seriada una poblacién celular de densidad conocida (600, 000 células/ml). La

absorbancia del formazan, medida a 570 nm, se grafic contra el mimero de células (Figura 31).
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Figura 31. Correlacion entre niimero de células y el formazén producide por reduccién del MTT. Sc nmestra
¢l promedio de 2 ensayos + 3 DS,

4.8.3 Evaluacién de la actividad lactogénica de la HGH-V producida en Pichia pastoris.

Para evaluar la actividad lactogénica de la HGH-V y HGH-N se utilizaron
concentraciones de 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125,1.562 y 0.781 ng/ml. Como puede observarse en la
Figura 32, la respuesta de proliferacién inducida por ambas hormonas es evidentemente mayor a
la del control negativo, lo cual indica que éstas son biolégicamente activas en el presente modelo.
En ambos casos, la proliferacién celular inducida por las hormonas recombinantes producidas en
Pichia pastoris es inferior a la inducida por la HGH estindar (Humatrope) a las mismas

concentraciones.
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Figura 32, Evaluacién de la actividad lactogénica de hGH-V, Se muestra la proliferacién inducida a 50, 25, 12.5,
6.25, 3.125,1.562 y 0.781 ng/mL de HGH-N, V y Humatrope.

En la Figura 32 también puede observarse que la proliferacién inducida por HGH-V es

mayor a la inducida por HGH-N. Para venficar dicha observacién, se realiz6 una curva de

proliferacién celular con 100, 10, 1 y 0.1 ng/ml de HGH-N, HGH-V y Humatrope. Como puede

observarse en la Figura 33, a las concentraciones anteriormente ensayadas ( 50 ng/ml), la HGH-

V induce una proliferacién mas alta que HGH-N. La curva obtenida con HGH-N muestra una

pendiente similar a la de Humatrope, mientras que la pendiente de la curva obtenida con HGH-V

es claramente inferior. Estas diferencias, previamente reportadas, se han atribuido a la diferente

afinidad de ambas hormonas por el receptor de la prolactina (Mac Leon y cols.,1990).
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Figura 33. Curva de proliferacion de HGH-N, HGH-V y Humatrope. Se mmestra la media de dos
determinaciones simultineas + DS,
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CAPITULO V

DISCUSION.

5.1 CLONACION MOLECULAR.

En el presente trabajo se propuso clonar el DNAc del gen hGH-V por RT-PCR a partir
de tejido placentario humano, para lo cual se disefié un par de iniciadores para PCR que
permitieran amplificar ¢l DNAc de hGH-V, pero sin amplificar los DNAc derivados de los
éenes que codifican para lactégenos placentarios (hPLs), cuyos niveles de expresién en la
placenta a término llegan a ser de diez a mil veces més altos que los de hGH-V (Chen y cols.,
1988).

Para lograrlo, se realiz6 un alineamiento de los DNAc de hGH-V y los hPLs y se
eligié una zona de minima similitud hacia la regién 3’ no traducible. La eleccién de la zona
para situar el primer sentido, hacia la region 5°, estuvo limitada a la regién del codén que
codifica para el primer aminoacido en la proteina madura, y como puede verse en la seccién
de resultados, los inciadores disefiados presentaron la &speciﬁcidad requerida para amplificar
unicamente el DNAc de hGH-V, como fue confirmado al digerir el producto amplificado con
la enzima Bg! Il (presente en todos los transcritos de hGH-V y ausente en los hPL).

Sin embargo, los primers v3 y v5 no discriminan entre los cuatro transcritos derivados
de hGH-V y, tedéricamente (Amplify 2.53p) se amplificarian fragmentos de 649 pb (hGH-V1),
905 pb (hGH-V2), 648 pb (hGH-V3) y 604 pb (hGH-V4), y considerando que partimos de
RNA total de placenta humana, cabria esperar que estuvieran representados todos los

transcritos de hGH-V.
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El DNAc de la clona # 24 subclonado en pPIC9 fue identificado, por secuenciacién en

ambas cadenas, como el correspondiente al transcrito 1 de hGH-V.

La presencia de los transcritos V2 y V4 fue descartada debido a que no se liberaron
productos de 905 6 604 pb respectivamente, de las clonas obtenidas por digestién con Xko Iy
Eco R1. Como la diferencia de 4 pb entre el los transcritos V1 y V3 no puede ser apreciada
durante la migracién electroforética, ni evidenciada por digestién enzimética, y dado que solo
se secuencid una de las 14 clonas obtenidas, existe la posibilidad de encontrar clonado en
alguna de ellas el transcrito V3.

Durante el disefio de los primers, se introdujeron los sitios de restriccion Xho Iy Eco
RI con la intencién de clonar directamente el producto amplificado en el vector pPICY, sin
embargo se presentaron algunas inconsistencias en el corte de dicho vector con la enzima Eco
RI, de manera que se opté por clonar el producto amplificado en el vector pBS T KS (1) y
posteriormente llevar a cabo una subclonacién en pPIC9, aprovechando la compatibilidad

entre los sitios de restriccion de ambos vectores.

5.2 PRODUCCION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE.

En el presente trabajo se reportan niveles de produccién de hasta 0.42 mg/l para HGH-
V y 4.3 mg/l para HGH-N, una diferencia de 10 veces, empleando el mismo sistema de
expresion y bajo las mismas condiciones de cultivo. La variacién de los niveles de produccion
de HGH-V entre las ocho cepas analizadas fue de 0.33 - 0.42 mg/l, mientras que la pureza
varié de 16.8 - 23.5 %. Esta diferencia entre clonas que expresan la misma proteina (variacién

clonal), parece ser inherente al proceso de recombinacién que se lleva a cabo en cada una de
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ellas, que aunque es un evento dirigido al locus AOX 1, el sitio preciso donde se lleva a caba

no puede ser controlado.

Por otra parte, reportes previos estiman que la produccién de HGH-N llega a ser de
hasta 12 mg/l; sin embargo en el presente trabajo se alcanzaron niveles maximos de 4.3 mg/l.
Una de las posibles explicaciones a dicha variacién reside en la metodologia empleada para
cuantificar la proteina. En ¢l presente trabajo, las proteinas totales del medio de cultivo
dializado se resolvieron por SDS-PAGE y la proteina de 22 kDa fue cuantificada por
densitometria empleindo HGH estiandard (Humatrope) y BSA para trazar una curva de
calibracién (R? = 0.9872). De esta manera se elimina la interferencia de la peptona del medio
de cultivo que provoca una sobreestimacién de la produccién cuando el valor de las proteinas

totales se emplea para estimar la produccién de HGH en términos de la pureza.

La diferente susceptibilidad a degradacién que parecen presentar ambas hormonas en
el medio de cultivo puede deberse a las diferencias fisico-quimicas de ambas estructuras y de
como ésta es afectada por el pH del medio. La HGH-N tiene un punto isoeléctrico tedrico

estimado de 5.1 yla HGH-V de 8.2 (Mac Vector 6.5.3).

5.3 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA HGH-Vr.

Actualmente se dispone de diversas metodologias ttiles para evaluar la actividad
biolégica de hormonas del crecimiento y péptidos estructuralmente relacionados. En primer
lugar, la actividad puede medirse frente al receptor de la GH (actividad somatogénica) o

frente al receptor de la prolactina (actividad lactogénica). Asi mismo, la fuente del receptor

71



Hormona Variante del Crecimiento Humano.

DISCUSION

puede ser de la misma especie o bien de especies que se encuentran mas abajo en la escala
evolutiva.

En los ensayos de uni6n al receptor, se mide la cantidad de la GH de interés necesaria
para desplazar de los receptores €l 50% de GH estandard geuera:lmente marcada con I'”, Este
tipo de ensayos tiene la ventaja de poder emplear homogenados de tejido de la misma especie
como fuente de receptores, pero su limitante radica en el hecho de que la unién al receptor,
aunque es un evento determinante de la actividad biolégica, no siempre es una condicién
suficiente; por ejemplo, la HGH debe inducir la dimerizacién de receptores en las células
blanco para iniciar la sefializacion intracelular a través de la activacién de una tirocinacinasa
por los dominios intracelulares.

Una variante de estos ensayos emplea células completas que expresan los receptores
en la membrana, teniéndo la ventaja de medir una respuesta fisiologica que garantiza no solo
la unién al receptor, sino la activacion de la cascada de sefializacion intracelular mediada por
la hormona de interés. Sin embargo, la disponibilidad de lineas celulares que expresen el
receptor deseado es limitada.

En el presente estudio se utilizé la linea celular Nb2, derivada de linfoma de rata, para
demostrar la actividad lactogénica de la HGH-V producida en Pichia pastoris. Estudios
previos que documentan la actividad lactogénica de la HGH-V en este mismo modelo se han
llevado a cabo transfectando el gen hGH-V en células GC (Nickel y cols.,1989) 6 en C127
(MacLeod y cols., 1990), y evaluando la actividad lactogénica de la hormona secretada al
medio de cultivo. Cabe mencionar que en los ensayos de transfeccién se producen todas las
isoformas fisiologicamente posibles derivadas del transcrito primario, y la respuesta medida
es el resultado del sinergismo de todas las variantes frente al receptor en cuestiéon. En nuestro

/
caso, demostramos la actividad lactogénica de solo la isoforma de 22 kDa de HGH-V.
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En la Figura 33 puede observarse que la proliferacion de las células Nb2 es dosis

dependiente de 1 — 100 ng/ml de HGH-V. Dosis méas altas que permitieran calcular la
cantidad de hormona necesaria para alcanzar la mitad de la respuesta méixima (ECsp), no
pudieron ser ensayadas debido a limitaciones propias del sistema de expresién (420 ng/ml).
Sin embargo, una vez que se ha demostrado que ésta es biologicamente activa, su produccién
en volimenes de fermentacién mayores al aquf utilizado (10 ml), y su purificacién a partir del
medio de cultivo, permitirdn disponer de mayor cantidad de la hormona para determinar dicho
parametro.

También en la Figura 33 pude apreciarse que las pendientes de proliferacién inducidas
por HGH-N y HGH-V son gvidentemente diferentes. HGH-V induce una respuesta de
proliferacién mas plana que HGH-N. Esto tiltimo puede explicarse por 1a menor afinidad de la
HGH-V por ¢l receptor de la prolactina.

Otros modelos celulares para medir la actividad somatogénica, como la linea celular
Ba/F3-hGHR, que expresa en la membrana e] receptor de la GH humana (Ishikawa y cols.,
2000) o el modelo de adipogénesis de fibroblastos 3T3F442A, no se encuentran disponibles o

se encuentran en proceso de estandarizacion en nuestro laboratorio.
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CONCLUSIONES Y APORTACIONES

CAPITULO VI

CONCLUSIONES,

Las diferencias de expresion entre las cepas construidas productoras de HGH-V
pueden deberse a la variacién clonal, previamente descrita.

La produccién 10 veces menor de HGH-V por parte de las cepas construidas respecto
a la cepa productora de HGH-N, puede explicarse en parte por el hecho de que esta
ltima es multicopia para ¢l cassette de expresién.

Las isoformas de 22 kDa de HGH-N y HGH-V producidas en Pichia pastoris

muestran diferente grado de susceptibilidad a protedlisis en el medio de cultivo. Uno
de los factores asociados a dicho evento es el pH.

Tanto la HGH-V producida en Pichia pastoris como la HGH-N son biolégicamente
activas frente al receptor de la prolactina de rata.

APORTACIONES.

Se disefié un par de iniciadores (v3 y v5) que permitieron amplificar selectivamente la
secuencia codificante de hGH-V correspondiente a la proteina madura.

Se construyd el vector pBSIIKS(+)hGH-V que contiene la secuencia codificante para
HGH-V clonada por vector T, en ambas orientaciones.

Se construy6 el vector de expresién pPICShGH-V22kDa portador de la secuencia
codificante para HGH-V (verificada por secuenciacién en ambas cadenas).

Se construyé la cepa de GS115 Pichia pastoris productora de HGH-V: GS115HGH-
V22kDa.

Se estandariz$ la metodologia para evaluar la actividad lactogénica de hormonas del
crecimiento en células Nb2.
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CAPITULO VII

7. ANEXOS.

ANEXO 1 Ejemplos que documentan la expresién exitosa de proteinas en Pichia pastoris.
ANEXO 2. Mapa grifico de pPIC9.

ANEXO 3. Mapa de sitios de restriccién de pPBShGH-V1.

ANEXO 4. Mapa de sitios de restriccién de pPICShGH-V1.

ANEXO 5. Caracterizacién enzimatica de pPICShGH-V1.
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ANEXQS

Ejemplos que documentan la expresion exitosa de proteinas en Pickia pastoris.

PROTEINA Niveles de Forma de Referencia
Expresion (g/1) | Expresion en el
sistema
ENZIMAS -
Invertasa 2.3 Secretada Tschopp y cols., 1987
Lisozima bovina c2 0.55 Secretada Digany cols., 1989
Streptocinasa activa 0.08 Intracelular Hagenson y cols.,1989
ot-amilasa 2.5 Secretada Paifer y cols.,, 1994
Pectatoliasa 0.004 Secretada Guo y cols., 1995
Fosforibulocinasa 0.1 Intracelular Brandes y cols., 1996
ANTIGENOS
Ag Pertussis P69 3.0 Intracelular Romanos y cols., 1991
Toxina tetanica FC 12.0 Intracelular Clare y cols., 1991
HIV-1 gp120 1.25 Intracelular Scorery cols., 1993
PROTEINAS REGULADORAS
TNF 10.0 Intracelular Sreekrishna y cols,1989
EGF de ratén 0.45 Secretada Clare y cols., 1991
IFN a2b humano 04 Intracelular Garcia y cols., 1995
PROTEINAS DE MEMBRANA
CD38 humana soluble |0.05 Secretada Fryxell y cols.,, 1995
Receptor de serotonina | 0.001 Secretada Weiss y cols., 1995
de ratén
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Mapa grifico de pPIC9
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ANEXO 3

Mapa de sitios de restriccién de pBShGH-V1
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ANEXO 4
Mapa de sitios de restriccién de pPICO9hGH-V1
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Caracterizacién enzimética de pPIC9hGH-V1

..

Marcador de peso
2. pPIC9 sin digerir

3. pPIC9 digerido

4. pPICOhGH-V1 (clona 1)

pPICO9hGH-V1/Nci 1

3017
1182
983
927
699
696
523
351
179
72
35

1(2)

molecular

T ——- .- e ——— — — — |

5. pPICOhGH-VI (clona2)
6. pPIC9hGH-V1 (clona 3)
7. pPIC9hGH-V1 (clonad)

pPIC9hGH-V1/Rsa I

1881,1565
1290,813
638,438
432,429
413
251
180
115
74
67
58
22

pPIC9hGH-V1/Hae 11

1385,1234
742,587
512,501
458,434
395,392
343,337
267,219

209,
124 2)
123,99
80,64
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