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Propésito y Método de Estudio: La hormona recombinante del crecimiento bovino
(BGHr) ha sido usada desde hace ya varios afios para aumentar la produccién lechera en
ganado bovino y caprino. Sin'embargo nunca se ha inducido la lactopoyésis en esta titima
especie usando la hormona caprina (CHGH) pues ésta no estd atn disponible en el
mercado. Ya que la secuencia nucleotidica de la BGH y la CHGH difieren en un aminoécido
en la posicién 129 y ya que en nuestro laboratorio se cuenta con una cepa de {a levadura
metilotréfica Pichia pastoris que expresa BGHr abundantemente, en este trabajo nos
propusimos construir una nueva cepa de esta levadura que produzca CHGHr
bioldgicamente activa. Para lograr ésto se realizé una mutagénesis sitio-dirigida por PCR
para cambiar el citado codén 129. Este producto fue clonado por Vector-T en pBS para
verificar su identidad e integridad por secuenciacién nucleotidica. Confirmadas ambas
caracteristicas, se utilizd para substituir la region correspondiente (cassette de expresion)
del plasmido pPICSbGH. El pldsmido pPIC9chGH se caracterizd y se utilizd para
transformar levaduras mediante |a técnica de cloruro de litio. La insercidn génica se
confirmé por PCR. Se realizaron fermentaciones con las clonas candidatas y se indujo la
expresion con metanol. Las proteinas secretadas al medio fueron visualizadas en geles de
poliacrilamida tefiidos con Coomassie. El medio fue precipitado con 40% de sulfato de
amonio y eluido a través de una columna de cromatografia de filtracién en gel para
posteriormente ensayar su actividad bioldgica induciendo adipogénesis en fibroblastos de
ratén.

Contribuciones y Conclusiones: La mutagénesis permitié obtener un vector de
integracién y que expresa la CHGHr. La fermentaclén revelé en el medio la presencia de
una proteina de 22Kda, la cual es secretada Unicamente en las levaduras inducidas con
metanol, alcanzando producciones de hasta 3.6 mg/L a nivel matraz. Precipitando con
40% de sulfato de amonio se logré aumentar la pureza en un 30% y con la cromatografia
de filtracién en gel se pudo visualizar que |a mayor parte de fas GHs se encontraban en su
forma monomeérica. La diferenciacidn adipocitica de los fibroblastos de ratén confirmé la
actividad biolégica de la proteina heteréloga producida. En conclusién, se logrd la
produccién de CHGHr biolégicamente activa en Pichla pastoris. Este resultado abre nuevas
perspectivas para utilizar CHGHr en la industria del ganado caprino.

\S—

Dr. Hugo[Alberto Barrea Saldaiia
Asesor
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CAPITULO 1

ANTECEDENTES.

1.1. Definicion de Biotecnologia.

La Biotecnologia se puede definir como la manipulacion genética de
microorganismos, plantas y animales para hacer productos que beneficien al
hombre. La Biotecnologia contribuye a areas tan diversas como la
produccion de alimentos, la degradacion de desperdicios, la mineria y la
medicina. Los logros recientes incluyen a las plantas y animales
transgénicos (aquellos que en el laboratorio se les introdujo un nuevo gen) y
la produccion de medicamentos por cultivos de células de plantas y de

animales, genéticamente uniformes (http://encarta.msn.com) .

Es en las universidades de Stanford y California en los Estados Unidos
donde se desarrollarcn las técnicas para introducir genes de origen humano
a bacterias para producir asi proteinas de gran valor médico. Esto resulto en
el establecimiento de firmas comerciales (entre ellas Genentech, Biogen,
New England BioLabs, Cetus, y Genex) que producen una gran cantidad de
sustancias obtenidas a partir de genes para una variedad de propdsitos,

principalmente médicos y ecoldgicos. Luego, la Biotecnologia experimenté
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tes
otro auge a raiz de la decisién tomada por la Suprema Corte de los Estados

Unidos en 1980 de que "un organismo vivo hecho por el hombre es un

asunto patentable."(http://www.britannica.com/)

1.2. Historia de la Biotecnologia.

La biotecnologia no es algo nuevo. Los microorganismos han sido
utilizados para producir pan, cerveza, vinagre, yogurt y queso por mas de
cuatro mil afios. Los romanos ya conocian la cerveza y el vino también era
popular entre ellos (referencias al vino y al vinagre estan incluso en la

Biblia).

Por lo general, la contaminacion del alimento con microbios resulta en
putrefaccién. Sin embargo, ocasionalmente el crecimiento microbiano
resulta en cambios benéficos tales como sabor y textura mejorada y lo que

es mas importante, en una preservacion mejor y prolongada.

El etanol fue el primer producto quimico producido con la ayuda de la
biotecnologia. Hasta hace un siglo no se sabia que los microorganismos
estaban involucrados en la produccion del alcohol y del vinagre. El
descubrimiento se hizo cuando unos comerciantes franceses buscaban un
método para prevenir que el vino y la cerveza se agriaran cuando se
transportaban a grandes distancias. Le pidieron a Louis Pasteur ayuda.

Pasteur encontré que las levaduras convierten azlcares en alcohol en


http://www.britannica.com/
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condiciones anaerdbicas. Tal proceso se conoce como fermentacion. La
descomposicion ocurre después cuando un grupo de bacterias convierte el
alcohol en vinagre. La solucién fue calentar el alcohol lo suficiente para
matar a la mayoria de los microorganismos presentes, un proceso que no
afecta el sabor del vino ni la cerveza y que se conoce como pasteurizacion

(Primerose, 1993).

En el siglo XX, durante la segunda guerra mundial, los alemanes
producian glicerol para explosivos utilizando levaduras. Eran capaces de
manufacturar mil toneladas por mes. Mientras que los britdnicos
desarrollaron, también a mediados del siglo XX, la fermentacion acetona-
butanol utilizando el Clostridium acetobutylicum. Hoy en dia el acido citrico
es producido utilizando al Aspergillus niger, un microorganismo aerébico. En
1940 se tuvieron disponibles por primera vez las preparaciones purificadas
de la penicilina y sus fenomenales propiedades curativas, utilizando al
Peniciflium notatum, mientras que a partir de Streptomyces griseus se

produjo otro antibiotico Gtil, la estreptomicina (Jacobs, 1985).

La era moderna de la biotecnologia tiene su origen en 1953 cuando el
bioguimico norteamericano James Watson y el biofisico inglés Francis Crick
presentaron su modelo de doble hélice del DNA. Desarrollos posteriores
permitieron al genetista norteamericano Stanley Cohen y al bioquimico

también norteamericano Herbert Boyer, remover un gen especifico de una



pSion en

Antecedentes
especie bacteriana e insertarlo en otra, marcando el inicio de la ingenieria

genética. (Cohen, 1973)

A la habilidad de unir moléculas de DNA in vitro a partir de diferentes
fuentes se le conoce como ingenieria genética o tecnologia del DNA
recombinante. Esta tecnologia no esta confinada a los microorganismos, sino
que células vegetales y animales o incluso plantas o animales completos

(referidos como transgénicos ) pueden ser modificados (Primerose, 1993).

Esta nueva tecnologia ha puesto a disposicion de los investigadores,
herramientas para producir moléculas tales como proteinas de utilidad
terapéutica, vacunas de subunidades o proteinas con funciones hormonales
(Watson, 1992).El resultado de la investigacion biotecnoldgica encausada a
la salud ha tenido un profundo impacto en la medicina, mejorando las

estrategias de diagnostico, tratamiento y prevencion de enfermedades.

Entre las proteinas mas estudiadas por su repercusion terapéutica y
biotecnoldgica, se encuentran las hormonas del crecimiento (GHs). El
tratamiento con GH en humanos con enanismo hipofisiario y en nifios con

]

sindrome de Down, son sdlo un ejemplo de los usos médicos de esta

hormona (Castells, 1992).
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1.3. Hormona del crecimiento.

En los mamiferos, la GH es una proteina compuesta de
aproximadamente 190 residuos aminoacidicos. Es sintetizada en los
somatropos de la hipéfisis anterior, interviniendo como un factor endocrino
Importante en el crecimiento somatico posnatal y durante la lactacion.
Participa en el metabolismo del nitrogeno, minerales y carbohidratos,
favorece la lipdlisis y tiene efectos hiperglucémicos, actuando como
antagonista de la Insulina. Pertenece a la superfamilia de las
hematopoietinas y esta relacionada con la prolactina y lactégenos

placentarios (Bauman, 1985).

En su forma inmadura, la GH posee un péptido sefial que la dirige a
través de la membrana del reticulo endoplédsmico hacia una cisterna, donde
el péptido sefal es removido y la proteina funcional es finalmente secretada
hacia el exterior, dentro del torrente sanguineo. En su forma madura tiene
un peso molecular aproximado de 21,000 daltons. Cuatro residuos de
cisteina de la GH interactian para establecer dos puentes disulfuro que
estabilizan su estructura tridimensional bioldgicamente activa (Bauman,

1985).
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1.4. Aplicacién de la GH en la ganaderia.

En animales de produccion, como ganado porcino, bovino, caprino,
etc., el tratamiento con GH exdgena ha mejorado la produccion
significativamente, al aumentar la eficiencia de conversion alimenticia, la

tasa de crecimiento, la ganancia de peso y la produccion de leche y carne.

Los efectos galactopoiéticos de la GH bovina (BGH) estdn bien
establecidos y se han estudiado ampliamente gracias a su produccion por la
tecnologia del DNA recombinante, Numerosos estudios en ganado lechero
han encontrado incrementos en la produccion de leche, y en el
aprovechamiento del alimento, dando lugar a un mejor y mas eficiente uso
de los recursos (McBride, 1988). Animales que se encuentran en el periodo
de lactancia y que son tratados con la BGHr, obtienen los nutrientes
adicionales requeridos para producir mas leche y soportar el incremento en
la demanda de nutrientes por parte de la glandula mamaria gracias al
metabolismo coordinado por la hormona en varios 6rganos y tejidos del
cuerpo (Bauman 1985). La GH incrementa el uso de la glucosa para la
sintesis de leche en la glandula mamaria. Esta disponibilidad aumentada de
la glucosa para sintetizar la leche resulta de ajustes en todo el cuerpo e
incluye el aumento en la neoglucogénesis hepatica y la reduccién del uso de
glucosa en otros tejidos. Parte de estos efectos son debidos a la propiedad
de la GH de alterar la respuesta tisular a sefiales especificas como la

insulina, destinando Ia glucosa para la sintesis de leche (Chalupa, 1989). Por
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lo tanto, los efectos galactopoiéticos de la BGH no se ejercen directamente
sobre la glandula mamaria (la glandula no posee receptores), sino mas bien
son el resultado de una reparticion homeorética de los nutrientes a la
glandula. Una respuesta mamogénica a BGH ha sido observada en vaquillas
pre-pubertas (Sejrsen, 1986); sin embargo, cuando es administrada en
cabras en lactacion tardia, la BGH no estimulé la sintesis de DNA (Lee,
1989), incluso aunque el factor de crecimiento asociado, el factor de
crecimiento I parecido a la insulina (IGF-I), es un potente mitégeno
mamario in vitro (Winder, 1989). Estos efectos no estén restringidos al
ganado bovino; la BGH derivada de pituitaria ha mostrado ser
galactopoiética en borregas (Fleet, 1988), y GH ovina ha mostrado ser
galactopoiética en cabras (Capra hircus). (Mephan, 1984). Por las cualidades
antes mencionadas de la GH, se ha estudiado extensamente para su uso en

ganado bovino productor de leche y carne (tabla 1).

Tabla 1. Incremento en la produccion de leche de vaca en respuesta a
BGHr

Estados U"hidof  CINERA HHolsteins FE
Holsteins, Friesians, Jerseys
Sud Afnca Fnesnans, Jerseys

Brasu Holstems, Cruzas 4-10
. A ' a B "\”L‘V\Jf ;- - CQ =¥,

Zimbabwe Holsteins, Cruzas 4-10
Rusi = Blackand White | 2-10

Jamaica Jamalcan Hope -

(Phipps, 1991)
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Para ganado caprino, Knight en 1990 reporté incrementos en la
produccion lactea de hasta el 23%. En dicho trabajo, cabras en la semana
19 de lactacion fueron tratadas diariamente con 0.15 mg/kg de BGH
inyectadas subcutdneamente, ademas una glandula mamaria fue ordefiada
2 veces al dias y la otra 3 veces para comparar la produccion estimulada por

la ordena (figura 1).

16 — : BGH en cabras

12
kg/sem

-6 -2 2 6 10 14 18 22
Semanas de tratamiento

Grupo BGH @ Incremento de

=

‘ hasta 23%
/
I
:

Grupo control

Inicio del tratamiento

Figura 1.- Uso de la BGH en cabras. Se ha reportado un incremento de hasta el
23% en la produccion de kg de leche por semana usando la BGH.
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La aplicacién de BGH provocé un incremento inmediato y sostenido de
aproximadamente 23%, mientras que las glandulas ordefiadas 3 veces al dia
produjeron aproximadamente 14% mas que las glandulas ordefiadas 2
veces representando una cantidad considerable que puede verse reflejada
en ganancia econdmica, lo que hace rentable un tratamiento de esta

naturaleza.

Hasta ahora, se han reportado tratamientos con GH exdgena de origen
bovino en cabras, por lo que el tratamiento con la GH caprina podria ser un
modelo interesante para compararlo con los resultados obtenidos a partir de

la BGH.

1.5. Situacion ganadera en Nuevo Leon

Debido a sus caracteristicas geograficas, el estado de Nuevo Leén
resulta propicio para la explotacion del ganado caprino, sin embargo, esta
actividad ha quedado muy rezagada. Los datos de la SAGAR sobre la
produccién ganadera en México durante el afio de 1999, pone en evidencia
que la produccion lechera de ganado bovino en Nuevo Ledn dista mucho de
ser de las mas importantes del pais, colocando a este estado en el lugar 28
a nivel nacional. Por otro Iago, el ganado caprino en Nuevo Leon figura entre

los primeros de la nacién, aunque lejos de ser el lider (Tabla 2).
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Tabla 2.- Comparacién entre la poblacién caprina y la bovina en el pais en

1999.
I-- l--
PUEBLA 1 404,718 DURANGO 217 585
3‘ SAN L ' OSI 8 3 PUEBLA 183 176
=5 ZACATECAS = 558, 900 - it fudinie JALISCO 165‘,892
7 GUANAJUATO 496 654 7 GUANAJUATO 142,146
L8[ COAHUILAL | [1492,946 | 181 [1 VERACRUZ 1 107,642
9 MICHOACAN 455,346 9 AGUASCALIENTES 73,000

11

296,188 BAJA CALI,FORNIA N 47 880

-— 9
J YUCATAN-.,i % 405
17,690

115,911
5,100

14,467

11 315

31 QUINTANA ROO 1,565

Fuente: Centro de Estadlstm Agropecuaria (CEA), con Informaaon de las Delegaciones SAGAR 2000.
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1.6. Ventajas de la leche de cabra.

La leche de cabra tiene muchas ventajas sobre la de vaca, resaltando
la composicidn y estructura de su grasa. El tamafio promedio de los glébulos
de grasa de la leche de cabra es de 2 um, a diferencia de las 2 2 - 3 Y2 ym
de los glébulos de grasa de la leche de vaca. Estos glébulos de grasa mas
pequefios proporcionan una dispersién mejor, y una mezcla mas homogénea
de la grasa en la leche. La capacidad de hacer crema a partir de leche va
mas alla del simple tamafio fisico de los globulos grasos. El agrupamiento de
los glébulos es favorecido por la presencia de una aglutinina en la leche de
vaca ausente en la leche de cabra, por lo tanto creando una capacidad
cremosa pobre, especialmente a temperaturas mas bajas (National Goat

Handbook).

La homogeneizacion natural de la leche de la cabra es, desde un punto
de vista de salud humana, mucho mejor que el producto lacteo
mecanicamente homogeneizado de la vaca. Parece ser que cuando los
glébulos grasos son rotos mediante procesos mecanicos, permite que una
enzima asociada a la grasa de la leche, conocida como xantina oxidasa se
libere y pase a través de la pared intestinal. Una vez en la circulacion
sanguinea, esta enzima es capaz de crear dafio al corazén y a las arterias,
favoreciendo a la aterosclerosis. Debe hacerse notar que este efecto no es

un problema con leche sin homogeneizar natural de la vaca. En la leche sin

1



homogeneizar esta enzima se excreta normalmente del cuerpo sin mucha

absorcion (USDA Handbook #8).

Otra diferencia significativa con la leche de vaca es la mas alta cantidad
de acidos grasos de cadena corta en la leche de cabra. La leche de cabra
también tiene un contenido mas bajo del acido ordtico, lo que puede ser
significativo en la prevencion del sindrome del higado graso (National Goat

Handbook).

La composicion de proteina de la leche de vaca y de cabra es bastante
similar, aunque la tipica alfa-s-1- caseina de la leche de vaca esta ausente
en la leche de cabra y la formacién de caseina cuajada bajo la accion de la
renina es diferente. La leche de cabra forma escamas mas finas mas
rapidamente que la leche de vaca, la cual tiende a formar terrones grandes
y mas lentamente. Esto mismo sucede en el estdbmago, y demuestra por qué
la leche de la cabra es mas facil y rapidamente digerida (National Goat

Handbook).

La leche de cabra tiene mayores cantidades de vitamina A que la leche
de vaca. Ademas, las cabras convierten todos los carotenos en vitamina A,
dando lugar a una leche mas blanca. Los niveles de vitamina B son resultado
de la sintesis en el rumen de cabras y vacas, y son independientes de la
dieta. La leche de la cabra es alta en riboflavina, pero los niveles de

vitamina B12 son mayores en la leche de vaca. Los niveles del niacina son

12
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mas altos en la leche de cabra. Los niveles de vitamina C y D de la leche son
bajos y practicamente iguales para las vacas y las cabras. En cuanto a la
lactosa, los niveles en la leche de vaca son mayores, aunque no muy

significativamente (Nutritive Value of Foods, National Goat Handbook)."

Referente a la composicion mineral, los porcentajes del calcio y fosforo,
y mas importante, potasio y magnesio, en leche de cabra son mas altos que
en la leche de vaca. Es también una fuente importante de zinc, iodo y
selenio. Esta riqueza en elementos minerales convierte esta leche en una
mejor opcién para la alimentacion de nifios recién nacidos. También es rica
en vitaminas del grupo B (Nutritive Value of Foods). En la tabla 3 se

muestra una comparacién entre las leches de vaca, cabra y humana.

Tabla 3.- Comparacién de la composicion de la leche
de vaca cabra ‘ humana / 100 g

amma (mg)

\<,|n o'];l"L !Ir-

Niacina (mg) _ .36 AL .1

Vitamina E

Fuente: "Composntion f Food, Dairy and Egg Products" Agncultural Handbook No. 8-1,
Agricultural Research Service, Washington, D.C.; USDA, 1976
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Cuando un nifio recién nacido no es alimentado por su madre, se utiliza
leche de reemplazo (por lo general leche de vaca). Incluso aunque esta
leche resulta satisfactoria, del 2 al 7% de los ninos que la consumen
demuestran una alergia a la leche de vaca. Esta intolerancia puede ser
digestiva, cutanea, reSpir?toria (asma) e incluso sintomas neuroldgicos
(trastornos del suefio). La solucion es sustituir esta leche por los productos
substitutos compuestos de proteina hidrolizada. Puesto que el costo de tales
productos es alto, algunos especialistas utilizan con éxito la leche de cabra

(Nutritive Value of Foods, National Goat Handbook).

Una cabra bien alimentada y ordefiada correctamente puede producir
hasta un galon de leche por dia. Aunque no puede reemplazar por completo
a la leche de vaca, es una excelente opcion natural para aquellos que son
intolerantes a la leche de 'vaca, aunado a la calidad de sus subproductos

tales como quesos y dulces.

1.7. Antecedentes del la bGH en la ULIEG.

Trabajos previos en nuestro laboratorio se dieron a la tarea de clonar el
DNAc del gen de la BGH (Amaya, 1988). Actualmente se cuenta con el DNAc
de la BGH insertado en un vector de expresion para ser producido en
levaduras, especificamente en el vector pPIC9, en la levadura Pichia pastoris

(Gallardo, 1999).
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1.8. Sistema de expresion con Pichia pastoris.

1.8.1. Caracteriasticas generales de Pichia pastoris.

Como un eucariote, P. pastoris tiene muchas ventajas tales como el
procesamiento, plegamiento y modificacion postraduccional de las proteinas,
mientras que es tan facil de manejar como E. coli o Saccharomyces
cerevisiae. Es mas facil, mas sencillo y menos costoso de usar que otros
sistemas de expresion eucariotes tales como baculovirus o cultivos de tejido
de mamifero, y generalmente proporciona mayores niveles de expresion.
Como levadura, comparte las ventajas de las manipulaciones genéticas y
moleculares con Saccharomyces y tiene la ventaja agregada de niveles de
expresion de proteinas heterdlogas de 10 a 100 veces mayores que ésta.
Estas caracteristicas hacen de Pichia un sistema de expresion muy Uil

(Cregg, 1993).

1.8.2. Pichia pastoris como levadura metilotroéfica.

Pichia pastoris es una levadura metilotréfica capaz de metabolizar
metanol como (nica fuente de carbono. El primer paso en el metabolismo
del metanol es la oxidacion del metanol a formaldehido usando el oxigeno
molecular y la catdlisis de la enzima alcohol oxidasa. Ademds del
formaldehido, esta reaccion genera peroxido de hidrogeno. Para evitar la

intoxicacion con este ultimo, el metabolismo del metanol se lleva a cabo en
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un organelo especializado llamado peroxisoma, el cual secuestra productos
toxicos para la célula. La enzima alcohol oxidasa tiene una pobre afinidad
por el Oy, Y Pichia pastoris compensa esto produciendo una gran cantidad de
esta enzima. El promotor que regula la expresion de esta enzima es el que

se usa para conducir la expresioén de la proteina heteréloga (Ellis, 1985).

1.8.3. Expresion.

La expresion del gen AOX1 estd controlada al nivel de la transcripcion.
En células que crecen en presencia de metanol, aproximadamente el 5% de
los RNAs que tienen sefial de poliA provienen del gen AOX1. La regulacién
del gen AOX1 es un proceso de dos pasos: un mecanismo de
represion/desrepresién, mas uno de induccién (Johnston, 1987).
Brevemente, el crecimiento en glucosa reprime la transcripcion, incluso en la
presencia de metanol. Por esta razon, se recomienda crecer en presencia de
glicerol para una induccién optima con metanol. Debe hacerse notar que el
crecimiento en glicerol (desrepresion) no es suficiente para generar incluso
niveles minimos de expresion del gen AOXI; el inductor, el metanol, es

necesario para producir niveles de expresion de AOX1 detectables.

1.8.4. Vector de transformacion e integracion.

Existen varios vectores de expresion para el sistema inducible por el

promotor AOX1, unos para la produccién intracelular de la proteina de
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interés y otros para lograr que ésta sea secretada al ambiente extracelular.
En este trabajo se usé el plasmido de expresion-secrecién pPIC9, cuyo mapa
se ilustra en la figura 2. Este vector tiene la secuencia senal de secrecién de

Saccharomyces cerevisiae (factor a) que dirige las proteinas producidas

hacia el medio extracelular (Cregg, 1993).

Al igual que en Saccharomyces cerevisiae, el DNA lineal puede generar
transformantes estables de Pichia pastoris, via recombinacion homéloga
entre el DNA transformante y regiones de homologia con éste, presentes en
el genoma. Las clonas resultantes muestran una gran estabilidad del
material integrado. Los vectores de expresion mas comunmente usados
llevan el gen HIS4 para seleccion por auxotrofismo y estan disefiados para
ser linearizados con una enzima de restriccion tal que las recombinantes
sean generadas por recombinacion en el locus AOXI o en el HIS4. Sin
embargo, los eventos de entrecruzamientos sencillos (que resultan en
inserciones) son mucho mas probables que los eventos de entrecruzamiento
doble (que resultan en reemplazamientos). Los eventos de multiples
inserciones ocurren espontaneamente de 10 a 100 veces menos

frecuentemente que los eventos de insercion sencilla (Romanos, 1992).

1.9. Similitudes de las GHs caprina (CHGH) y la bovina.

La GH caprina tiene una gran similitud con la del bovino, difiriendo solo

en un aminodcido en la posicion 129, donde hay un cambio de una glicina
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(en BGH) por una valina (en CHGH). El DNAc de la BGH contiene el coddn
GGC que codifica para el aminoacido glicina, mientras que el DNAc de CHGH

contiene el codén GTT, que codifica para el aminoacido valina (Tabla 4).

HIS4

ColE1

3'AOX1

Figura 2.- Vector de expresién y secrecion pPIC9. 5' AOX1.- fragmento del
promotor de la alcohol oxidasa y sitio donde se asienta el primer AOX1 5';
SS.- Secuencia sefial de secrecion del factor a; MCS.- Sitio de clonacion
multiple; 3' AOX1 (TT).- fragmento de terminacién de la transcripcién 3'y
sitio donde se asienta el primer AOX1 3'; HIS4.- marco de lectura del gen
que codifica para la histidinol deshidrogenasa; 3' AOX1.- fragmento 3' de

AOX1: ColEl.- origen de replicacion para E. coli; Amp'.- gen de resistencia
a ampicilina.

18
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Tabla 4. Principal diferencia entre la CHGH y la BGH.

nuc/aa CHGH
436/119 466/129
atc ctg gcg ctg atg cgg gag ctg gaa gat gTT acc ccc cgg gct ggg cag atc ctc

I L A L M R E L E D V T P R A G Q I L

BGH
436/119 466/129
atc ctg gcc ctg atg cgg gag ctg gaa gat gGC acc ccc cgg gect ggg cag atc ctc

I L A L M R E L E D 6 T P R A G 0@ I L

El DNAc de |la BGH difiere en un 3% de la secuencia nucleotidica del
DNAc de la CHGH, sin embargo por la degeneracion del cédigo genético,

esto se reduce al Unico cambio aminoacidico arriba indicado.

Se sabe que existen cuatro variantes del gen de la somatotropina
bovina. (Wood, 1989). Estas variantes se presentan por la combinacion de
dos posibles aminoacidos N terminales, los cuales pueden ser alanina o
fenilalanina (Lingappa, 1977). No se sabe si hay elementos genéticos
responsables de este acontecimiento. Ademas existen dos variantes alélicas
debido a dos aminoécidos posibles en la posicion 126: leucina o valina
(Seavey, 1971). Cuando el ganado lechero Holstein es inyectado con la
forma recombinante de BGH para aumentar la produccion de leche, una
mayor respuesta ocurre en las vacas inyectadas con la variante de valina
126 con respecto a la variante del leucina 126 (Eppard, 1992). Esto es
importante, puesto que si un sdlo aminoacido puede significar un cambio en

la respuesta de animales de la misma especie que son tratados, entonces un
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cambio aminoacidico entre especies también pudiera ser significativo.
Finalmente, la cercania que existe entre los aminoacidos 126 y 129 aportan
un argumento mas para este trabajo, ya que sugiere que ese dominio

pudiera estar involucrado en la respuesta del organismo.

1.10. Mutagénesis Sitio - Dirigida.

Una de las herramientas que ha aportado la tecnologia del DNA
recombinante es la mutagénesis sitio - dirigida. En esta técnica el objetivo
es cambiar la secuencia nucleotidica de un DNA dado por otra deseada. Es
posible cambiar especificamente uno 0 mas nucleétidos con diferentes fines.
Una de las formas de  realizar esta mutagénesis es utilizando un
oligonucledtide que en la parte interior del mismo lleve los cambios
deseados (Wallace, 1981). Este se apareara en el DNA blanco a pesar de las
ambigliedades debido a la similitud en el resto de su secuencia. Si a este
fragmento de DNA blanco en el que se le ha apareado este iniciador
mutagénico se le aparea otro en el extremo opuesto y es sometido a una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), el producto amplificado llevara
la mutacion deseada. Al clonar el producto amplificado, se obtendran

finalmente los cambios propuestos inicialmente.

Tomando en cuenta que solo un cambio aminoacidico distingue a la

BGH de la CHGH, debiéndose esto a dos nucleotidos en el codén 129, se
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propuso realizar una mutageénesis sitio = dirigida del DNAc de BGH para dar

lugar a una secuencia que codifique para la CHGH.

1.11. Justificacion.

Ya que hasta ahora se ha tratado al ganado caprino solo con BGH para
aumentar su produccion lechera, se espera que la produccién de CHGH
redunde en mejores resultados, evitandose posibles rechazos inmunes al ser

la nueva hormona una proteina idéntica a la enddgena.

1.12. Objetivo general.

Obtener la secuencia nucleotidica que codifique para la GH caprina por
medio de mutagénesis sitio - dirigida del DNAc de la bovina, producirla en el

sistema de expresidn de Pichia pastoris y verificar su actividad adipogénica.

1.13. Objetivos especificos.

1) Disefiar un oligonucledtido iniciador de la Reaccion en Cadena

de la Polimerasa (PCR) que contenga los cambios nucleotidicos

necesarios para convertir el codén de glicina de la posiciéon 129

en uno para valina.
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2)

3)

4)

5)

' Antcentes
Realizar PCR y clonar el producto amplificado en el plasmido
pBS SK para secuenciar y comprobar que la mutaciéon fue
introducida.
Transferir por subclonacion el producto mutagenizado clonado
en pBS a pPIC9bGH por substitucion.
Introducir éste al genoma de Pichia pastoris e inducir su
expresion para producir la nueva proteina.
Verificar su actividad biolégica por ensayos de diferenciacion de

adipacitos.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Area de trabajo, reactivos y equipo.

El trabajo experimental se desarrollé en el laboratorio de Biotecnologia
de la Unidad de Laboratorios de Ingenieria y Expresion Genéticas del

Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UANL.

Los reactivos usados proceden de Sigma Chemical Co. (St. Louis Mo,
EUA), Merck de México (Monterrey, NL). Las enzimas de restriccion y
modificacion fueron adquiridas en New England Biolabs (NEB) y Bethesda

Research Laboratories (BRL). La DNA Taq Polimerasa procede de Promega.

Las cepas XL-1Blue de E. cofi, GS115 de P. pastoris y los marcadores

de peso molecular proceden del cepario y genoteca de la ULIEG

Se utilizaron durante el desarrollo de este trabajo de tesis: un horno de
microondas GoldStar MA-857M, microcentrifugas Eppendorf 5402 y 5415,
fuente de poder BioRad 200/2.0, placa agitadora Corning PC320, congelador

So-Low Enviromental Equipment, campana clase II Labconco Co, bascula
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digital Sartorius 1206MP, balanza analitica Mettler modelo AE 163, block de
calentamiento Thermoline 16600 modelo OB17615, camara de electroforesis
horizontal FotoDyne, Centrifugas Beckman Modelos Allegra y L5-50E, un
termociciador PTC-100 de M] Research, camara de electroforesis vertical
Miniprotean II de BioRad, incubadora con agitacion Orbit Line catdlogo no.
3526 y un espectrofotomoetro UV/Vis DU70, un cromatégrafo de baja
presion BioLogic LP Low Pressure System de BioRad, la resina Sephacryl HR
100 de Sigma, un documentador de imagenes GelDoc 1000 de BioRad con el

software Molecular Analyst 1.5.

El procesamiento de los datos fue realizado en una computadora IBM
Personal Computer 300GL, el software Office 1997, Adobe Photoshop 5.0 y
el programa usado para la conexion a Internet fue el Explorer 5.0. Los
programas computacionales de biologia molecular empleados fueron:
Amplify 1.2, DNA Strider 1.3, Oligo 4.0 en una computadora Power

Macintosh 6100/66.

Los programas utilizados via Internet fueron Entrez y Blast 2.0

(National Center for Biotechnology Information).

2.2, Estrategia general.

Con la finalidad de alcanzar los objetivos propuestos, se procedio

conforme a la siguiente metodologia: se localizé el sitio exacto en el DNAc
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de la BGH para ubicar el codon que codifica para la glicina en la posicién
129, usando el programa computacional DNA Strider 1.3. Una vez obtenida
la secuencia involucrada, se usé al programa Oligo 4.0 para disefiar el
cebador mutagénico. Con éste programa se calculé su temperatura 6ptima
tedrica de apareamiento para la PCR. Como cebador antisentido se utilizo
uno ya en uso en el laboratorio para esa area del gen de la BGH. Se
introdujo la secuencia de estos cebadores y del plasmido pPIC9bGH en el
programa Amplify 1.2, el cual es un simulador de PCR que predice el
comportamiento de los cebadores en una secuencia dada. La secuencia del
producto amplificado teérico se introdujo nuevamente en el programa DNA
Strider 1.3 para elaborar un mapa de restriccion, seleccionando las enzimas

de restriccion utiles para la clonacién en el vector de expresion.

El oligonucledtido mutagénico se mandd a sintetizar y junto con su
pareja se utilizaron para llevar a cabo la PCR. El producto amplificado fue
clonado por sustitucion en el vector pPICO9bGH. Se encontré una enzima de
restriccion capaz de distinguir la presencia del producto de PCR
mutagenizado, del de tipo silvestre (por pérdida de un sitio) en las clonas de
E. coli obtenidas después de la ligacion. El DNA de las clonas que mostraron
el patron de digestion esperado fue introducido por recombinacion homologa
al genoma de Pichia pastoris y para fermentar el medio con las cepas
resultantes se usaron las {:ondiciones optimizadas para la producciéon de
BGHr usadas en nuestro laboratorio. Obtenida la hormona tras la

fermentacion se procedié a su recuperacion del medio para semipurificarla y
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a ensayar su actividad adipogénica por medio de la capacidad de estimular
diferenciacién adipocitica de fibroblastos de raton. En la figura 3 se muestra

un esquema de la estrategia seguida.

Diseiio del Clonacion por
oligonucledtido —» PCR vector T
mutagénico en pBS

¥

Subclonacion por I Verificacion de la

sustitucion en mutagénesis por
pPICSbGH secuenciadon

Tramfom1acnon
Fermentacion
levaduras

Bioensayo in vitro — Semipuriﬁca'cién
de la proteina

Figura 3.- Estrategia general. Se sefialan los pasos desde el disefio del

oligonucledtido mutagénico, hasta el bioensayo de la hormona.
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2.3. Metodologia.

2.3.1. Diseiio del oligonucleétido mutagénico.

Para llevar a cabo la PCR mutagénica, fue necesario disefiar un
oligonucledtido que introdujera el cambio para modificar la secuencia
aminoacidica. La PCR se llevé a cabo usando el vector de expresion
pPICSbGH como templado construido en este laboratorio en 1999 por

Gallardo y cols. Un mapa de este vector es mostrado en la Figura 4.

Xho
EcoR

3" AOX1 (TT)

pPICObGH

8572 pb HIS4

Stu'I

ColE1

Bgl 11

3'A0X1

Figura 4.- pPIC9bGH. Plasmido de expresién y secrecion al medio extracelular
conteniendo el DNAc de la BGH (Gallardo, 1998).
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Revisando las secuencias en los programas computacionales se
arrojaron los resultados que fueron la pauta para disefiar el oligonucledtido.
El iniciador se diseiié sobre la zona de interés dejando los nucleétidos a
cambiar en la zona central del mismo para evitar que afecte su funcion al

momento de la PCR (Figura 5).

a)

ctgatgcgggagctggaagatggcacccecccgggectgggcagatectcaa
37 cttctacaétggggggcccgacc 5’

b)

ctgatgcgggagctggaagatggcaceccecgggetgggecagatectcaa
cttctacéétggggggcccgacc &7

DNA Pol
c)

DNA Pol

ctgatgcgggagctggaagatgttacc
gactacgccctcgaccttctacaatggggggcccgace 57

Figura 5.- Esquema representativo de los eventos que ocurren durante una
mutagénesis sitio-dirigida por PCR. a).- Durante el apareamiento
inicial, el oligonucledtido mutagénico se aparea imperfectamente, pero
logra hibridarse. Durante la extension (b) la polimerasa (DNA Pol)
transcribe toda la hebra complementaria a partir del oligonucledtido
mutagénico, y al ser transcrita en el siguiente ciclo de extension (c), la
polimerasa introduce la mutacién deseada.

Durante el andlisis de la secuencia se localizaron sitios de restriccién
Gnicos en el vector para disefiar la estrategia de clonaciéon. En este caso,
resulté que a una distancia de 10 pb del sitio del codén 129, se encontré un

sitio de restriccion Unico en el vector de expresion. Dicho sitio se incluy6 en
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el oligonucledtido, y se revisaron las caracteristicas y condiciones de la
enzima en el manual de la casa comercial para encontrar el nimero minimo
de bases para cortar en un extremo. Fue necesaria la presencia de 4 bases

para que la enzima cortara de manera optima.

El oligonucledtido sentido, se escogié de entre algunas secuencias de
uso comun en nuestro laboratorio. El producto amplificado con este juego
debia incluir a los 2 sitios de restriccién Gnicos para permitir la subclonacién
en el vector existente. Como el oligonucledtido mutagénico ya contaba con
uno, era necesario que su pareja flanqueara una regién que contuviera el
otro sitio. Se encontré uno que arrojaba condiciones de Tm muy similares a
las del oligonucleétido mutagénico, el cual se hibridaba en el exdon 1II y
ademas flanqueaba un sitio de restriccidon Unico. Se procedié a usar el
programa computacional Oligo 4.0 para analizar las estructuras secundarias
entre estos oligonucledtidos para ver su compatibilidad en una PCR.
Resultaron ser compatibles en teoria y se calcularon las condiciones en que
este par de oligonucleétidos fueran capaces de generar un producto
amplificado. Tedricamente generarian una banda de amplificacion de una
longitud de 345 pb, y los sitios de restriccion Gnicos liberaban un fragmento

de 133 pb. (Figura 6).

Se hizo una revision final en el programa computacional Blast 2.0 para

verificar su especificidad. Una vez confirmado que los oligonucledtidos eran
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apropiados en teoria en todos los requisitos, se procedié a mandar sintetizar

el oligonucledtido mutagénico.

Apal Xmal

/

< 9bGH

exon II mientras que el primer 9bGH se aparea en el exén V, dando
lugar a un producto amplificado de 345 pb. Se esquematizan también
los sitios donde las enzimas de restriccion liberan el fragmento de 133

pb que se usd para subclonar. Antes del exdn II se encuentra la
secuencia que codifica para el factor a.

2.3.2. PCR mutagénica.

Ya con el oligonucledtido mutagénico, se procedié a llevar a cabo la
PCR. Se calcularon las temperaturas de apareamiento tedricas 6ptimas con
las siguientes formulas: Typ= 0.3 Ty + 0.7 Tr - 14.9 donde T €S la
temperatura de fusion mas baja de los oligonucledtidos y Ty es la

temperatura de fusion del fragmento amplificado.
Para calcular la temperatura de fusion del fragmento amplificado se usé

la siguiente ecuacién (Eeles, 1993): Tpe= 16.6 log(X*) + 0.41%GC - 675/L

+ 81.5 donde (X*) es la concentracion molar del K* en el ensayo de PCR,
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%GC es el porcentaje de guaninas-citocinas en el fragmento amplificado y L

es la longitud del fragmento amplificado.

Con los resultados de estas ecuaciones se disefi6 el programa de PCR

que se muestra en la tabla 15:

Tabla 5.- Condiciones usadas en la PCR mutagénica.

| gelofiNe

emperatura ( v JUracion t mir

Desnaturalizacion prolongada 94
Apareamiento 64 ’ 1
30 veces al paso 2 - 4
PR R S R N T T A T

Fin

La reaccién de PCR se preparé de acuerdo a las condiciones mostradas

en la tabla 6.

Tabla 6.- Concentracion de los reactivos usados en la PCR mutagénica.

Agua‘M“'Q T AANT f" 120 & Tiri-“: A=Y T 12.,95‘ YT /A ‘ :

Buffer

7 Folimerasa:

DNA 100 ng/pL =7 - 4ng/ul
*Volumen final de reaccién 25 uL. h )

® Buffer 10X: KCI 500 mM, Tris-HCI 100 mM, pH 9.0 y Tritén X-100 al 1.0%
(Promega)

¢ Buffer de almacenamiento A: Tris-HC! 50 mM, pH 8.0, NaCl 100mM, EDTA
0.1 mM, DTT 5mM, glicerol 50% y Tritdn X-100 1.0% (Promega)
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El siguiente paso fue la técnica de clonacién del fragmento

amplificado.

2.3.3. Clonacién del producto amplificado por medio de la

técnica Vector T.

El producto amplificado se clono en un vector para revisar su
integridad, determinar su secuenciacién, verificar que el marco de lectura se
haya conservado, ya que este producto se utiliza}ia para expresion y deberia
seguir codificando los aminoacidos de interés, excepto el codon 129. Para
lograr la clonacion, se utilizd la técnica de vector T, la cual tiene su
fundamento en la propiedad de la DNA Taq polimerasa de agregar en los
extremos de DNA de cadena doble una base en el extremo 3'. En los
extremos de los productos amplificados, se ha encontrado que la polimerasa
incorpora preferentemente una Adenina (Bhat, 1991), por lo que al vector
de clonacion se le agregan con ayuda de la DNA Taq polimerasa timinas,
después de linearizarlo con una enzima que genere extremos romos,

haciendo compatibles los extremos del vector y del producto amplificado. El

protocolo de esta técnica se describe a continuacion:

El vector de clonacién para el producto de la PCR mutagénica que se
seleccioné fue el plasmido pBS SK (Figura 7). Este plasmido fue propagado
en la cepa de E. coli XL 1-Blue, y después de realizar la extraccién del DNA

plasmidico se verificé su calidad y cantidad en un gel de agarosa al 0.7%. La
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enzima que se escogié para linearizar el pldsmido y generar extremos romos

fue Eco RV. Se someti6 a digestioén en las condiciones que se describen en la

tabla 7.

La reaccion se dejé a 37°C por toda la noche (entre 12 y 16 h) con
el fin de que se lleve a cabo una digestion total para evitar que quedaran
vectores sin digerir, pues estos serian un ruido importante al transformar en
pasos posteriores. Al concluir este tiempo, se realizé un gel de agarosa al

0.7% para verificar que el plasmido hubiera sido digerido completamente.

Origen f1 (+)

lacZ

amp SMC

Origen ColE1

Figura 7.- Vector de clonacion pBS SK. Origen fi(+).- Origen del fago
filamentoso f1; lacZ.- provee la a-complementacion para la seleccion de

colonias azul/blanco; SMC.- sitio de multiclonacion; Origen ColEl.-
origen de replicacion plasmidico; amp'.- gen de resistencia a ampicilina.
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Tabla 7.- Condiclones de dl ‘ estlén del vector de clonaclén
d*mquu ) Con

Agua Mth - 48.5 =

“RERETYE 'y ox

DNA 0.7 ugluL S 0.07 ug/uL
?Volumen final de reaccion 70 pL.
b Buffer 10X NEB 2: NaCl 50 mM, Tris-HCI 10 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1mM, pH

7.9 @ 25°C (New England BiolLabs).

€A partir de un stock 100X (10 mg/mL) provisto en la compra de la enzima.
9New England BioLabs.

Una vez comprobada la digestion se realiz6 una extraccion fenol-
sevag para eliminar algin inhibidor de la DNA polimerasa. Dicho
procedimiento consistié en agregar 1 volumen de fenol-sevag a la digestion,
centrifugar 5-7 min a temperatura ambiente a 14000 rpm. Se separo la fase
acuosa y se precipitdé con 0.1 volumen de acetato de sodio 3M y 2.5
volimenes de etanol al 100% y se dejo toda la noche a -70°C.
Posteriormente se centrifugd a 4°C por 10 min a 14000 rpm. Se hizo un
lavado breve y suave con 200 pL de etanol al 70% y se centrifugd 5-7 min a
14000 rpm. Se eliminé el sobrenadante y se dejé secar por espacio de 20-
30 min. La pastilla se resuspendi6 en 10pL de TE y se realizd una
electroforesis en gel de agarosa al 0.7% para verificar la integridad y
cantidad del vector. El siguiente paso fue la adicién de timinas para preparar
el vector T. Las condiciones de la reacciéon de vector T se describen en la

tabla 8. Se agregd una gota de aceite mineral para evitar evaporacién y se

uso6 el termociclador para dejar la reaccién a 72°C por 2 h.



Una vez concluida la reaccién se procedid a repetir la extraccion
fenol-sevag como se describié antes, pero esta vez se hizo a la par la
extraccion al producto amplificado para que ambas partes llevaran el mismo
tratamiento. Ademas se realiz6 esto mismo a un tubo con vector linearizado
sin el tratamiento de la adicion de timinas que sirvi6 como control de
transformacién en pasos posteriores. Al final del tratamiento se realizé una
electroforesis en gel de agarosa para verificar la calidad y cantidad de DNA
recuperado por medio de una semicuantificacion por medio del programa
computacional Molecular Analyst 1.5 y el Gel Doc 1000 de BioRad usando
como control DNA plasmidico de concentracién conocida. Este uitimo
contiene una lampara de luz ultravioleta y la imagen es captada por una
camara de circuito cerrado que transfiriere la imagen a la computadora, al
programa Molecular Analyst 1.5. En este Ultimo, se pueden hacer calculos

cualitativos y semicuantificativos.

Tabla 8. Sintesis del Vector T.

?Volumen final de reaccion 25 pL.

b Buffer 10X: KCl 500 mM, Tris-HCl 100 mM, pH 9.0 y Triton X-100 al 1.0%
(Promega).

¢ Buffer de almacenamiento A: Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, NaCl 100mM, EDTA
0.1 mM, DTT 5mM, glicerol 50% y Tritén X-100 1.0% (Promega).
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2.3.4. Ligacion del vector T y del inserto mutagenizado y

transformacion en E. coli.

2.3.4.1. Ligacion.

Una vez semicuantificado el DNA se procedié a realizar la ligacion de
los productos purificados. Se realizaron calculos para ajustar la reaccion de
manera que se tuvieran 3 moléculas de inserto por 1 de vector. Ya que el
tamaio del producto amplificado es de 345 pb y el vector pBS es de 2985
pb siendo aproximadamente 8.7 veces mas grande (2985 / 345), se
necesita menos cantidad de inserto para que la cantidad de moléculas sea
igual. 100 ng de vector contiene la misma cantidad de moléculas que 11.5
ng de inserto (100 / 8.7). Se escogio la relacion molar 1:3 Vector:Inserto,

por lo que para 100 ng de vector se necesitaron 34.5 ng de inserto.

Se calcularon las reacciones de ligacion como se describe en la tabla 9
y se agregaron controles al experimento para comparar los resultados en la
transformacion. Dichos controles consistieron en ligar el vector romo, es
decir sin el tratamiento con Ts, para ver la eficiencia de la incorporacion de
Ts en el vector tratado con timinas. Otra forma en que también se evalud la
incorporacion de Ts en el vector fue ligar el vector T sin inserto. Y un tercer
control que se uso6 fue ligar el vector romo con inserto, para verificar la

incorporaciaon de As en el inserto.



Tabla 9.- Condiciones de las ligaciones.

Desc escripcion del reactivo, VT: Vector T; VR Vector Romo, Ins Inserto, BSX.
Buffer de ligacion 5X; Lig: Ligasa

El volumen de reaccién fue de 10ul y se llevé a cabo por toda la noche
a 16°C. Bajo estas condiciones se pusieron a ligar aproximadamente 450 ng
de Vector T con 140 ng de inserto y 400 ng de Vector Romo con 140 ng de

inserto guardando aproximadamente la relacion de 3:1. Al realizarse en un

volumen de 10 pL, la concentracién total de DNA era de aproximadamente
50 ng/pL. Una vez completadas las 12 a 16 h, se procedi6 a realizar la

transformacion.
2.3.4.2. Transformacion en E. coli.

Se utilizaron células competentes recién preparadas con una eficacia de
6 X 108% cel/pg de DNA superenrrollado. Se procedié a transformar a las
bacterias con el producto de la ligacién, usando 1/3 de la ligacién, siendo
esto aproximadamente 206 ng de DNA ligado. La transformacién consistid
en agregar el DNA a transformar a 100-120 ulL de bacterias competentes en
un tubo eppendorf de 1.5 mL en hielo. Se incubé por 30 min en hielo y se

procedid a aplicarle un choque térmico a 42°C por 90 segundos.
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Inmediatamente después se |les agregé 1 mL de medio LB (sin antibidtico) y
se dejaron crecer por 1 hr a 37°C con agitacién suave. Una vez concluido
este tiempo, se centrifugd por 3 min a 14000 rpm, se elimind la mayor parte
del sobrenadante (dejando solo aproximadamente 100 pL) y el resto se
resuspendié y se sembré en una placa conteniendo el antibiético (marcador
de seleccion) adecuado. De las colonias resultantes se escogieron las clonas
que potencialmente podian haber insertado el fragmento de interés. El
vector pBS lleva un segmento de DNA derivado del operon /lac de
Escherichia coli que codifica para el fragmento amino terminal de B-
galactosidasa. Este fragmento, cuya sintesis puede ser inducida por
isopropil-tio-ﬁ-D-galactosid(; (IPTG), es capaz de complementarse de
manera intra-alelica (a) con una forma defectuosa de p-galactosidasa
codificada por el hospedero. Bacterias expuestas al inductor (IPTG)
sintetizan ambos fragmentos de la enzima y forman colonias azules cuando
son plaqueadas en medio que contiene el sustrato cromogénico 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-p-D-galactosido (X-gal). La insercion de un DNA extrafio en el
sitio de policlonacion del plasmido inactiva el fragmento amino-terminal de

B-galactosidasa evitando la a-complementacién. Bacterias llevando

plasmidos recombinantes, por lo tanto, dan lugar a colonias blancas.
2.3.5. Caracterizacion de las clonas candidatas.

Todas las colonias blancas fueron levantadas y crecidas en medio LB

toda la noche y posteriormente se les realizd una extraccion del DNA
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plasmidico. La primer caracterizacion consistié en una electroforesis en gel
de agarosa al 0.8%, donde se hace evidente una migracion retrasada en
comparacién con el vector solo, ya que las clonas llevan 345 pb mds. Las
clonas que migraron de manera retrasada fueron sometidas a digestiones
analiticas con una enzima que liberé fragmentos de tamafio conocido y
permitieron diferenciar positivamente la insercién del fragmento deseado.
Ademds con esta enzima se dedujo la direccion en la que se introdujo el
fragmento, ya que al ser una ligacion por Vector T, el fragmento pudo
insertarse en ambas direcciones. La enzima que se usd para confirmar la
insercion y para deducir la orientacion fue Pvu II, cuyos patrones de

digestién se muestran en la tabla 10.

Tabla 10.- Tamaiio de los fragmentos liberados al digerir los productos del
vector T con la enzima de restriccion Pvy II.

2513 2513 2513
174 289

El término 5'-3' o0 3'-5' se refiere a en que orientacion quedaron dichos
extremos del DNAc de bGH con respecto a la orientacién del vector. En la

figura 8 se muestran mapas de dichos plasmidos.
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Ori f1 Ori fl

pBS 5'-3'

3302 pb

OriE OriE

Figura 8.- Posibles vectores derivados de la clonacién por vector T. En esta
figura se muestran los dos vectores resultantes dependiendo de la
insercion del producto amplificado. La orientacion del producto de PCR
se indica de 5' a 3' en referencia al DNAc de bGH.

Confirmada la insercion del fragmento y deducida la direccién, se
procedié a secuenciar por el método de Sanger modificado para comprobar
que el marco de lectura se mantuvo integro a excepcion de las bases a

mutagenizar.

2.3.6. Subcionacion en el vector de expresion pPICO9bGH.

Realizada la secuenciacion y confirmada la integridad del marco de
lectura se procedid a subclonar el inserto en el vector de expresion
pPIC9bGH. Se usaron las enzimas Apa I y Xma I para liberar el fragmento
que contenia la zona del codén 129 y de igual manera al digerir la clona
secuenciada con estas enzimas se liber6 el mismo fragmento, pero
mutagenizado. Dicho fragmento liberado resulté tener una longitud de 133

pb. Lo primero que se llevd a cabo fue una digestion preparativa del



pPICO9bGH con ambas enzimas bajo las condiciones descritas por la casa
comercial y su posterior electroforesis en gel de agarosa al 0.7%. Debido al
tamano del vector pPIC9bGH (8572 pb) al liberarse un fragmento de 133 pb
fue imposible visualizar ambos fragmentos en el gel y diferenciarlo por
migracion en el gel, pues se comportaba electroforéticamente igual que el
plasmido linearizado debido a la concentracién tan baja de agarosa en el
gel. Sin embargo, en el caso de la clona secuenciada, al realizar la doble
digestion se liberaban mas fragmentos de tamafio suficiente para comprobar

que ambas enzimas habian digerido correctamente (Figura 9).

Ori f1

pBS 5'-3'

3302 pb ' X v 2904
- X 3 p 3 )

Orie

Figura 9.- Doble digestion de la clona pBS 5'-3". A indica los sitios Apa I en el
vector, mientras que X se refiere a los sitios de restriccion para la
endonucleasa Xma 1. En la tabla adjunta se muestran los tamafios
liberados en pares de bases (pb).

Ya que ambos DNAs se digirieron bajo las mismas condiciones y en la

clona secuenciada fue obvio que la doble digestion se llevé a cabo, se

dedujo que pPIC9bGH también habia sido digerido. Una vez obtenidas las
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digestiones se procedié a purificar el fragmento de 133 pb a partir de
extraccion de la banda en gel. Después de la digestion analitica, se deposité
la digestion en un gel de agarosa al 2.0% con un pozo suficientemente
grande para depositar todo el contenido de la digestion y en el gel al
revelarlo en presencia de bromuro de etidio y luz ultravioleta se evidencio
una gran banda que concordaba con el tamafo de 133 pb. Se extrajo el DNA
a partir de la banda como a continuacion ‘se describe: Se corté la banda de
interés, usando una hoja de bisturi nueva en un transiluminador con una
longitud de onda alta, para que no dafie el DNA. La banda se deposité en un
tubo eppendorf de 0.6 mL al que previamente se la habia introducido fibra
de vidrio siliconizada y se le habia perforado el fondo con una aguja. Este
tubo se introdujo en un tubo eppendorf de 1.5 mL y al tubo de 0.6 se le
agregd 50 pL de agua MiliQ estéril. Esto se centrifugé por 6 min a 12000
rpm. Al tubo de 1.5 mL se le agregaron 200 pL de agua. Se agregaron
posteriormente 50 plL de fenol y 50 pL de sevag, se agito en vortex y se
centrifugé a 12000 rpm por 10 min. La fase acuosa se trasladé a un tubo de
1.5 mL y se le agregaron 2.5 vol de etanol al 100% y 0.1 vol de acetato de
sodio 3M. Se mezclé bien y se dejd precipitando a -70°C por toda la noche.
Posteriormente se centrifugé a 12000 rpm por 10 min a 4°C. Se elimino el
sobrenadante y después de evaporar los restos de etanol, se resuspendioé en
TE. Finalmente se realizd, una electroforesis para verificar la calidad y

cantidad de DNA recuperado.
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Una vez semicuantificados el vector y el fragmento se procedié a
realizar la ligacion de éstos. Ahora el vector (64.5 veces mas grande que el
inserto) requeriria una menor cantidad de el fragmento de 133 pb para
guardar la relacion molar de 1:3 Vector:Inserto. Las condiciones de ligacion

se describen en la tabla 11.

Tabla 11, Condiciones de ligacién de pPIC9bGH digerido y la banda 133
mutagenizada purificada.

Equivalente a 10

Equivalente a 0 ng

Ligacié
Volumen final de 10 L.

Tras la ligacion se realizé una electroforesis para verificar la misma y
una vez confirmada por su comportamiento electroforético diferente
comparado con el del carril de DNA sin ligar, se procedié a transformar con
1/3 de la ligacion. De las colonias que crecieron se procedid a tamizarlas con
la enzima diagnéstica que nos diferenciaba entre pPICSbGH intacto y el
mutado. Ya que la CHGH difiere sdlo en un aminoacido en el codén 129 con
la bGH, estos 2 plasmidos son indistinguibles uno del otro al ser digeridos
con endonucleasas de restriccion, excepto por algunas enzimas cuyo sitio se
ve afectado en la mutagénesis. Ejemplos de estas enzimas son Nfa IV, Mae
III y Ban 1. Esta dltima es la que se usd para caracterizar y produjo un

patron de bandas apropiado para distinguir entre pPICO9bGH y pPIC9chGH
(Tabla 12).



Tabla 12.- Digestiéon de los plasmidos pPIC9bGH y pPIC9chGH con la
endonucleasa de restriccion Ban I. Tamaiio de los fragmentos
liberados en pares de bases.

El patron electroforético sigue siendo muy similar, pero
especificamente las bandas de 601 y 679 son distinguibles en un gel de
agarosa al 1.5% esto fue lo que nos diferencié clonas positivas a la insercion
del fragmento de interés con las que no lo eran. Las condiciones en que se

realizo la digestion analitica se describen en la tabla 13.

Tabla 13.- Condiciones de la digestion analitica con la endonucleasa de
, restriccién Banl.

Buffer NEB4" 10X S

' DNAlp.g/p.L 2 133 ng/ul

‘15 uL volumen final.

bBuffer 4 de New England Biolabs (Acetato de potasio 50mM, tris-acetato
20 mM, acetato de magnesio 10 mM, DTT 1mM, pH 7.9 @25°C).

“Enzima Ban I, New England Biolabs,



Lo Ultimo que se realizd para caracterizar las clonas candidato positivas
a la digestion con Ban I, fue una digestion con 6 enzimas que contienen
multiples cortes para verificar la integridad del vector, principalmente las
enzimas Apa I y Xma I que fueron las que abrieron el camino para la
introduccion del fragmento. Dichas enzimas fueron ademds de las ya
mencionadas: Pvu II, Msp 1, Bgl 11 y Nci 1. Las condiciones de digestion se
realizaron segun las indicacionesc de cada enzima. Todas estas enzimas
generarian un patrén electroforético idéntico al de pPIC9bGH, por lo que las
digestiones se hicieron a la par con este Ultimo pldsmido, para eliminar
cualquier clona con patron electroforético aberrante.

Las clonas que resultaron positivas a la digestion con las enzimas se
consideraron para realizar la transformacion de las levaduras. A estos

plasmidos se les asignd el nombre pPIC9chGH.

2.3.7. Transformacion de levaduras.

Lo primero que se hizo fue digerir el DNA de pPIC9chGH con la enzima
Sac I para linearizar el plasmido y prepararlo para que se llevara a cabo la
insercion génica en el genoma de P. pastoris y semicuantificarlo. Para
insertar el DNA que ahora codifica para la hormona del crecimiento caprino,
se usd el método de transformacién de levaduras con cloruro de litio, el cual
es una version modificada del procedimiento descrito para S. cerevisiae
(Gietz, 1995). El acetato de litio no funciona con Pichia pastoris por lo que

debe usarse exclusivamente cloruro de litio. El procedimiento que se siguio
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se describe a continuacién: se prepararon levaduras competentes incapaces
de crecer en un medio carente de histidina, en este caso se usd la cepa
GS115. Primeramente, se crecid un cultivo de P. pastoris en 50 ml de YPD
(1% extracto de levadura, 2% peptona, 2% dextrosa) a 30°C con agitacion
de 250 rpm hasta alcanzar una densidad optica de 0.8 - 1.0. se cosecharon
las células por medio de una centrifugacion a temperatura ambiente. (1500
rpm por 10 min) y se lavaron con 25 ml de H,O estéril. Se repitio la
centrifugacion. Se decantd el agua y se resuspendieron las células en 1 ml
de LiClI 100 mM. Se transfirid la suspension celular a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml y se empastill6 a maxima velocidad por 15 seg y
se removié el LiCl. Finalmente, las células se resuspendieron en 400 pl de
LiCl 100 mM. Esto debe usarse inmediatamente para transformar, de otra
manera, se reduce la capacidad de transformacion considerablemente. De

esto se tomaron 50pL de células para cada transformacion. Se hirvié DNA de

cadena sencilla por 5 min y se colocé en hielo inmediatamente. Se

centrifugaron los 50ul de la solucién de células-cloruro de litio y se elimind el
sobrenadante con una pipeta. Se agregaron los siguientes reactivos en el
siguiente orden: 240 pL de Polietilenglicol 50% (PM 3350), 36 pL de LICl 1M,
25 pL de DNA cadena sencilla a 2 pg/pL, 5-10 pg de DNA plasmidico
linearizado en 50 pL de agua esteril. Se agitd en vortex cada tubo
vigorosamente hasta que la pastilla celular se mezclé completamente, se
incubé el tubo a 30°C por 30 min sin agitaciéon. Se le aplicé un choque
térmico en un bafio de agua a 42°C por 20-25 min. Se centrifugaron los

tubos a 6000 rpm por 3 min y se removid la solucién transformante con una



pipeta y la pastilla se resuspendié suavemente en 1 mL de agua estéril. Se

usaron de 25 a 100 plL de esta solucion para plaquear. En 3-5 dias crecieron

las colonias transformadas.

2.3.8. Caracterizacién de las clonas recombinantes.

Para caracterizar las clonas que crecieron en las placas carentes de
histidina, fue necesario realizar una PCR con unos iniciadores que flanquean
al gen AOX1, y que al llevarse a cabo la insercidon génica, el gen insertado
queda flanqueado por estas mismas secuencias, ya la PCR da lugar a dos
productos amplificados, uno del gen AOX! intrinseco de la levadura y otro
del gen de interés que esta flanqueado por estas regiones. Es importante
llevar a cabo esta PCR porque algunas veces puede haber reversion
espontdnea de His™ a His* y crecer en ausencia de histidina o puede ser que
el fenémeno de recombinacion incorpord el gen de histidina, pero no el gen

de interés.

Las condiciones de la PCR se muestran en la tabla 14. Para el DNA a usar
como templado se usod la técnica de PCR directo descrito por Linder et al. en
1996 usando liticasa para liberar el DNA de las clonas. A continuacion se

describe el protocolo de esta técnica: se tomd con un palillo de dientes
i

estéril una colonia de una placa y se resuspendié en 10 pL de agua estéril.

Se le agregaron 5 plL de una solucidn de 5U/uL de liticasa (Sigma), se
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mezcl6 y se incubd a 30°C por 30 min. La muestra se colocé a -80°C por 15

min y se tomaron 5 pl para la reaccién de PCR.

abla 14.- Co centracién de los reactivo usados e Ia PCR.

DNA , - 5.0 -

4Volumen final de reaccion 25 plL.

b Buffer 10X: KCl 500 mM, Tris-HCI 100 mM, pH 9.0 y Tritén X-100 al 1.0%
(Promega)

¢ Buffer de almacenamiento A: Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, NaCl 100mM, EDTA
0.1 mM, DTT 5mM, glicerol 50% y Tritén X-100 1.0% (Promega)

Otro procedimiento para comprobar la identidad de las clonas
mutagenizadas, fue realizar una PCR con oligonucleétidos que amplifican el
DNAc de bGH a partir de DNA genémico de la levadura candidata. Esta PCR
da lugar a un producto que al digerirlo con la enzima diagndstica hace
evidente la diferencia nucleotidica al liberar fragmento de diferentes
tamafios. La secuencia de los oligonucleétidos usados es la siguiente
(Gallardo en 1999): 97: 5’ ccgctcgagaaaagattcccagecatgtecttgtc 3° 'y 98:

5’ ggcectaggctagaaggegeage 3.

La PCR da a lugar un fragmento de 597 pares de bases,
correspondientes al DNAc de bGH, el cual, al ser digerido por Ban I libera el

siguiente patrén de bandas, dependiendo si se trata de bGH o de la



mutagénesis que da origen a chGH: pPIC9bGH: 321, 198 y 78. pPIC9chGH:
321 y 276. La diferencia en los tamanos es debida a la pérdida de un sitio de
restriccion originada por la mutagénesis. Esta diferencia en tamafios es
evidente en un gel de agarosa al 1.0%. Las clonas que resuitaron positivas
para los experimentos de PCR se tomaron para el siguiente paso, que es lo

correspondiente a la frementacion.

2.3.9. Fermentacion con clonas recombinantes.

Una vez que las clonas fueron caracterizadas para la insercion génica, se
procedié a hacer una fermentacion para confirmar la expresiéon dé la
proteina de interés. Se utilizaron las condiciones oOptimas determinadas
previamente en el laboratorio para BGHr. Se utilizé el buffer BMGY o BMMY,
el cual estd compuesto de 1% Extracto de levadura, 2% Peptona, 100mM
del buffer, 1.34% YNB (base nitrogenada de levadura), 4x107 Biotina, 1%
Glicerol/0.875% Metanol. El buffer que se uso fue el de citratos pH 5.15.
BMGY se refiere a que la fuente de carbono sera el Glicerol, mientras que

BMMY su fuente de carbono sera el Metanol.

El experimento se realizo como a continuacion se describe:
Primeramente se estridé en una placa de medio YPD la cepa de levadura
y se dejo creciendo a 30°C. Se inoculé una colonia en 2 ml de BMGY y se
dejé crecer toda la noche con agitacion de 250 rpm a 30°C. A partir de este

tubo se inoculé un matraz de 250 mL con 50 mL de medio BMGY. Se
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monitored en espectrofotometro hasta que alcanzé una ODgyo de 4 - 5 y de
ahi se tomoé el volumen necesario para iniciar la fermentacion a una ODsoo
aproximada de 1.4. El volumen necesario se deposité en un tubo Falcon de
50 mL y se centrifugé a 6500 rpm por 7 min. Se decanté el medio y la
pastilla se resuspendio en 50 mL del medio BMMY, El medio con la pastilla
resuspendida se transfirié6 a un matraz de 250 mL y se dejé agitando a 250
rpm a 30°C. El experimento consisti6 de 3 matraces para cada clona:
induccion y un duplicado y un control sin inducir. Este Ultimo matraz fue con
medio BMGY. Se alimentaron las levaduras cada 24 h por 120 h, con
metanol a las inducidas y con glicerol al control sin inducir. Al momento de
alimentar, también se tomaron muestras de cada matraz para monitorear la
ODeggo. A un tubo eppendorf de 1.5 mL con 990 uL de medio, se le agregaron

10 ul del matraz y asi se repitio para cada uno de los matraces.
Todas la muestras fueron leidas en el espectrofotémetro y se registraron
sus densidades a lo largo del experimento. Concluidas las 120 h, se

empastilld y recuperaron los medios. Los medios se almacenaron a ~20°C y

se procedio a recuperar la proteina recombinante.

2.3.10. Semipurificacion de la proteina recombinante.

Para recuperar la proteina recombinante del medio de cultivo se siguid la

siguiente estrategia:
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El medio fue precipitado usando 40% de sulfato de amonio a 4°C en un
vaso de precipitado usando agitacion suave. El sulfato de amonio
correspondiente para precipitar el medio no fue agregado todo de una vez,
sino que se fracciond en 5 partes y se iba agregando poco a poco. Una vez
disuelta la primera fraccién se agregd la siguiente y asi sucesivamente. Una
vez agregado el sulfato de amonio en su totalidad, se dejo el precipitado por
2-4 h extra sin agitacién a 4°C. Cumplido este tiempo, el medio precipitado
fue transferido a tubos de policarbonato para ser centrifugado en una
ultracentrifuga a 30,000 rpm por 30 min. El sobrenadante se eliminé por

decantacion y la pastilla resultante fue resuspendida de 500 uL de PBS pH

7.1 por cada 50 mL de medio inicial.

Para la purificacion se escogié el método de Filtracion en Gel o
Cromatografia de Exclusion por Tamafo (Size Exclusion Chromatography).
Se usa la resina Sephacryl HR S-100 y se empacé en una columna de vidrio.
Usando un sistema de cromatografia de baja presion, se eluyé después de
depositar 250 plL de la proteina precipitada. La columna que se usé tenia un
tamafo de 1.4/45 cm, el eluente fue PBS pH 7.1 con un flujo de 0.4 mL/min
y se contaba con un sistema de deteccion de absorbancia a 280 nm. Las
fracciones se recolectaron y fueron visualizadas en geles de policarilamida

en condiciones desnaturalizantes.
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2.3.11. Semicuantificacion de la proteina recombinante.

Para tener un estimado de la cuantificacion de la proteina recombinante
se procedié a realizar una electroforesis en gel de poliacrilamida usando un
control cuantificado y con las herramientas del programa computacional

Molecular Analyst 1.5 se compard la densidad éptica registrada.

2.3.12, Ensayos de actividad biologica.

Para confirmar la actividad bioldgica de la hormona producida se
realizaron una serie de ensayos descritos a continuacion. Estd demostrado
que las GHs de varias especies promueven la conversién adipocitica de
preadipocitos de ratén (fibroblastos 3T3 de la linea celular F442A). Estas
células poseen receptores para GH y cultivadas en un medio con minima
actividad adipogénica (bajo contenido de suero), al afadir alguna GH de
interés, se puede determinar la actividad bioldgica de ésta, mediante su
capacidad de diferenciar preadipocitos a adipocitos. Este proceso involucra
cambios morfoldgicos, bioquimicos y geneticos. Los fibroblastos acumulan
triglicéridos en el citoplasma, los cuales pueden ser detectados con Rojo
Oleoso. La diferenciacion es acompafiada por un gran incremento en la
actividad de enzimas involucradas en la sintesis de acidos grasos Yy

triglicéridos, entre ellas la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa {(GPDH).

52




2.3.12.1. Propagacioén de los pre-adipocitos.

Para determinar el efecto adipogénico de una GH, se midié la actividad
de la GPDH en los extractos proteicos de las células expuestas a la hormona
(Maorikawa, 1982; Morikawa, 1984) se usé como base el protocolo descrito
por Juarez-Aguilar y cols (1999):

Las ceélulas 3T3-F442a se propagaron en Medio Eagle modificado por
Dulbecco-Vogt [DMEM, glucosa 4 g/l, suplementado con 5% (v/v) de suero
de ternera] hasta que se alcanzo la confluencia, en botellas de cultivo
celular de 25 cm% Se cosecharon las células por tripsinizacion, para lo cual
se agregaron 3-4 ml de solucién de tripsina a la botella y se incubd a 37°C
por 5 min. Se desprendieron completamente las células y se centrifugé a
3,000 rpm por 5 min. Se retird el liquido con micropipeta, teniendo cuidado
de no eliminar las células empastilladas. Se resuspendieron éstas en 1-3 ml
de DMEM suplementado con 10 % de suero de ternera. Se sembraron las
células en las placas, colocando 500! por pozo. Se incubaron las células por
4 dias a 37°C y en una atmdsfera con 5 % de CO,. Al cumplirse el cuarto dia
de incubacién (96 h), se hizo el cambio de medio a DMEM suplementado con
1.75% (v/v) de suero de gato, 0.25% (v/v) de suero de ternera, insulina a 5

pg/ml, transferrina a 5 pg/ml, EGF a 0.01 ng/ml, biotina a 1.0 uM,

triyodotironina a 1x10-2 M y p-mercaptoetanol a 40 pM (500-1000 pl de
medio por pozo) y 200 ng de CHGH. El testigo positivo de diferenciacion es

el mismo medio pero adicionado 200 ng de HGH. El control negativo fue el

cultivo sin suplementar la hormona. Se incubaron las células por 7 dias y
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con los cultivos se practicaron dos tipos de determinaciones: la actividad
especifica de GPDH en extractos celulares y la tincién con Rojo Oleoso de las

células adipociticas.

2.3.12.2. Tincién con Rojo Oleaso.

Las células fueron lavadas con PBS y fueron fijadas con formalina al
10% por 30 min. Fijadas las células, se procedio a tefirlas con la solucién de
Rojo Oleoso durante 30 min. Las células tefiidas fueron lavadas con PBS tres

veces y se procedio a observarlas en el microscopio.

2.3.12.3, Cuantificacion de lipidos.

Se cuantificaron los lipidos por la metodologia descrita por Juarez-
Aguilar en 1995. Al cultivo celular tefiido se le extrajo el rojo oleoso con
1000 pL de isopropanol. Primero se agregaron 500 pL a la placa, se
recuperaron en un tubo eppendorf y después se agregaron otros 500 uL que
se sumaron a los recuperados previamente, El espectrofotdmetro se ajusté a
510 nm y se calibré a cero con isopropanol. Posteriormente se determinaron

las absorbancias de los extractos.



2.3.12.4. Obtencion de los extractos celulares para
cuantificar la actividad de la glicerol 3-fosfato

deshidrogenasa (GPDH).

E! grado de diferenciacion alcanzado por los cultivos, se evalud
mediante la determinacion de la actividad de la GPDH de los extractos
celulares, de acuerdo al procedimiento de laboratorio que se describe a

continuacion.

2.3.12.4.1. Obtencion de extractos celulares y

cuantificacion de proteinas.

A continuacion se describe la metodologia descrita por Gamou y cols en
1990 para la obtencion de extractos celulares y cuantificacion de proteinas:
una vez alcanzados los 7 dias, se elimind totalmente el medio de cultivo de
cada pozo. Se agregaron 400 pl de tripsina (0.025%) a cada pozo, se agitd
en circulos suavemente y se incubd a 37°C por 5 min, se agité nuevamente,
y se revisO en el microscopio que las células estuvieran totalmente
desprendidas. Se agregaron a cada pozo 600 pl de PBS 1X frio y la
suspension celular se transfirio en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml. Se
centrifugé a 5000 rpm en microcentrifuga por 5 min a 4°C y se descartoé el
sobrenadante con cuidado. Se agregdé 1 ml de PBS 1X frio a cada tubo y se

mezcid una vez por inversion, se centrifugd y se descartd el sobrenadante



procurando eliminar el liquido en su totalidad. Se afadieron 100 ul de buffer
de extraccién (Triton X-100 0.5 %, Tris-Cl 10 mM, MgCl2 1 mM, KCl 20 mM,
DTT 0.2 mM y glicerol 10 %) helado por tubo y se resuspendié por pipeteo
suave (puntillas de 200 pl). Se congel6 a -70°C por 10 min, se descongeld a
temperatura ambiente por 5 min, y se colocaron los extractos en hielo. Se
mezclaron suavemente y se repitio la congelacion a -70°C por 10 min.
Después de centrifugar a 12,000 rpm por 30 min, se conservd el
sobrenadante a -70°C. La cuantificaciéon de proteinas se llevé a cabo por el
método de Bradford, realizando una curva de calibracién con un estandar de
BSA (albumina sérica bovina) a 2 pg/ul, preparada en buffer de extraccion.
Se determind la concentracion de cada extracto, se mezclaron 10 pl de
extracto con 1990 pl de reactivo de Coomassie, se mezclo la solucion, se
incubdé por 5 min. y se midié la absorbancia en un espectrofotéometro a una
longitud de onda de 595 nm. En base a las absorbancias de las muestras y

de los estandares, se calculé la concentracion proteica en cada extracto.

2.3.12.4.2. Cinética enzimatica para calcular

actividad especifica de GPDH.

La GPDH es una enzima clave en la lipogénesis. La unidad enzimatica
para la GPDH estd definida como la conversion de 1 pmol de DHAP
(Dihidroxiacetona Fosfato) a GP (glicerol fosfato) por min a pH 7.4 vy a
259C, Para esto se oxida el NADH (Nicotinamida adenina dinucleotido

reducido). La presencia de NADH en la reaccién puede ser medida por la
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absorcion a 340 nm: el decremento en la absorcion indica la oxidacion del
NADH a NAD (Nicotinamida adenina dinucleétido oxidado). Para cuantificar
la actividad especifica de cada extracto (degradacién de NADH/mg de
proteina/min) y determinar el efecto de la GH, eés necesario hacer una curva
de calibracion con GPDH purificada, pero bajo las condiciones de reaccién en
las cuales se evalia la actividad enzimatica de los extractos. Para cada
reaccion se mezclaron: 806 Hl de mezcla de reaccién + GPDH diluida en
buffer de extraccion (1 miliunidad/pl) + buffer de extraccion para completar
1000 pl. Las reacciones fueron incubadas en tubos de microcentrifuga de 1.5
ml a 25°C por 5 min. Transcurrido el tiempo de incubacién, se trénsﬁrieron
100yl de la reaccion a otro tubo previamente cargado con 11 pl de SDS al
20%, y se mezclé el contenido. Los 900 pl restantes se incubaron otros 40
min. Transcurrido el segundo tiempo de incubacién, se detuvo la reaccion
con 100pl de SDS 20% y se ajustod a cero la absorbancia a 340 nm con 800
pl de mezcla de reaccion (sin NADH ni DHAP) + 200 pl buffer de reaccion
(en celda de cuarzo de 1 cm de longitud). Las reacciones detenidas a los S
min se consideraron como el tiempo cero o inicial, y las reacciones detenidas
a los 40 min como el tiempo final. Para los extractos celulares se procedid
igual, pero las reacciones se hicieron con 20 ug de proteina ( menos de 100
pl), y se completé con buffer de reaccion a 1 ml. Se determiné de igual
manera el cambio de abs/min , dividiendo el resultado entre 6.22x107 | x
cm/nmol y después entre la cantidad de proteina en microgramos y

finalmente multiplicado por 1000 para sacar la actividad especifica por mg
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de proteina en nanomoles de NADH/min/mg de proteina y asi se determino

el equivalente en miliunidades de GPDH.

Formula para determinar nm de NADH por minuto por pg de proteina:

- A 1 1 1
Actividad = —Abs 340 nm X 5 X — X ——
t (min) 3 _T¥om_ I (cm) g de
6.22 X 10 nmol proteina

donde AAbs 340 nm es la diferencia de absorbancia (to-tana), 6.22 X 1073

es el coeficiente de extincion molar, | (cm) es la longitud de la celda del

espectrofotémetro, t (min) es el tiempo de incubacion en min.

58



xpresion en Pichia

{OI7S

Resuldos

CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1. Diseiio del oligonucleétido mutagénico.

Una vez analizadas las secuencias de los DNAcs de la BGH y de la CHGH
y que se encontrd el area exacta donde los cambios nucleotidicos generan el

cambio aminoacidico, se establecid la secuencia a usar en el oligonucleétido

mutageénico, la cual resulté ser la siguiente:|5' ccagcccggggggtaacatcttc 3'.

Dentro de este oligonucleétido se indican en negritas los cambios en

nucleétidos que dieron lugar al cambio aminoacidico deseado.

Para el disefio del cebador mutagénico se emplearon los programas
computacionales Oligo 4.0 y Amplify 1.2. Con el primero se calcularon la
temperaturas medias de fusién tedricas (en la figura 10 se muestran las
caracteristicas del iniciador mutagénico y del que se usé como su pareja). Las
temperaturas de fusion medias (Tm) son muy parecidas, lo que resultd ser

muy util al momento de calcular la temperatura de apareamiento de la PCR,

porque se empleé una temperatura alta que redunddé en una mayor

especificidad.

59



Oligonucledtido: 85

5' CTGCACCAGCTGGCTGCTGACAC 3'
Longitud 23-mer

Tm 75.6 °C
AG(25°C) -45.4 kcal/mol
1/E 4.91 nmol/A260

34.7 ng/R260
Oligonucleétido: 9bGH
5' CCAGCCCGGGGGGTAACATCTTC 3'

Longitud 23-mer

m 75.4 °C
AG(25°C) -50.6 kcal/mol
1/E 4.70 amol/A260

33.4 pg/A260

Figura 10.- Datos sobre los oligonucledtidos usados en la
PCR mutagénica. Se incluyen los datos mas
relevantes sobre los oligonucledtidos, arrojados por el
programa computacicnal Oligo 4.0.
Posteriormente, con del programa computacional Amplify 1.2 se simulé
una PCR para estimar el tamafio del producto y para obtener parametros tales
como la Tm del fragmento y el contenido de guaninas - citocinas, (Gtiles en el

calculo de la temperatura de apareamiento tedrica. En la figura 11 se

muestran los resultados arrojados por este programa.

pPIC9bGH

Figura 11.- Simulaciéon de la PCR. Mapa del plasmido pPIC9bGH y los sitios donde
tedricamente los oligonucleétidos seleccionados para la PCR mutagénica
se aparearian. Las lineas pequeiias indican 100 pb, las medianas 500 pb

y las grandes 1000 pb. El DNA¢ de bGH se encuentra entre el 1150 y el
1750.
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Los triangulos representados en la figura 11 indican que el cebador 85

presenta una buena capacidad de servir como iniciador (primabilidad) y una
buena estabilidad comparado con el cebador mutagénico, pero a pesar de este
ultimo, el producto de amplificacion se predice con una buena intensidad,

indicada por e! grosor de la banda.

A continuacion se muestran los resultados provenientes también del
programa Amplify 1.2 sobre la primabilidad y estabilidad, asi como una tabla
donde se muestran los resultados de los calculos realizados con la formula

descrita en el apartado 2.3.2.

Resultados del programa Amplify 1.2
Cebador: 85

Primabilidad = 99%
Estabilidad de apareamiento = 78%

5’ 3'
CTGCACCAGCTGGCTGCTGACAC

FEEREE TERV TR vl
acgctgtgcteccgggctcagcacctgecatcagetggectgectgacaccttcaaagagtttgagcgecaccta

1261 1283
Cebador: 9bGH
Prim;;ilid;;_= 89%
Estabilidad de apareamiento = 78%

1582 1604

I I
tcctggeectgatgegggagetggaagatggcaccececegggetgggecagatectcaagecagacctatga
FEEELEE el
GARGATGTTACCCCCCGGGCTGG
3 5
Longitud del fragmento 345 (incluyendo cebadores)

Cebador izquierdo: 85 : Cebador derecho: 9bGH
Secuencia blanco de 1283 a 1582 contenido de GC = 58.0%
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Tap Tmp | Tmf
64.93 754  81.73 345 58

Con estos parametros se programd el termociclador con las condiciones

descritas en el apartado 2.3.2.

3.2. PCR mutagénica.

En la figura 12 se muestra un gel de agarosa al 2% mostrando el

resultado de la PCR.

amplificacion a partir del plasmido pPICO9bGH. En el primer carril se
muestra al marcador de peso molecular, en el siguiente el control negativo
y los siguientes son productos de amplificacién.

Es importante notar que el producto amplificado se muestra en el gel
como una banda unica, indicando que las condiciones usadas fueron muy
apropiadas. Esto es importante porque reduce las probabilidades de que al

hacer la clonacion en al Vector T se incorpore algin producto no deseado.
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En la figura 13 se muestra el gel de las minipreparaciones que sirvieron

para identificar las clonas que habian insertado el fragmento de interés.

4505

1700

1093
805

516

Figura 13.- Identificacion de clonas recombinantes. Gel de agarosa al 0.8%

donde se muestra la migracion retardada de las clonas positivas a la
insercién. 1: A + Pst I; carriles 2 y 20: pBS sin inserto; carriles 4 y 10:

clonas descartadas por migracion aberrante. El resto de las clonas fueron
positivas a la Insercion del fragmento de 345 pb (pBS+PCR85-bGH).

Las 15 clonas que resultaron positivas a la insercion del fragmento fueron
sometidas a una digestién analitica con la enzima Pvu II, cuyo patréon de
digestion nos ayudo a conocer la direccion en que se insert6 el fragmento de
interés. 8 tuvieron el inserto en la orientacién 5’-3' y 7 tuvieron el inserto en la

orientacién 3'-5’ (figura 14).

Una vez confirmada la orientacion se escogié una de las clonas que tenia
la direccién 5’-3’ (clona 9) y se le determind su secuencia. Esta resulté ser
como se esperaba, conservando su secuencia nucleotidica y la aminoacidica
codificada integra, excepto, por supuesto, en la posicién correspondiente a los

nucledtidos mutagenizados. En la figura 15 se muestra una foto de la
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autorradiografia de la secuenciacion donde se muestran los cambios

nucleotidicos introducidos por la mutagénesis.

1 3 4 5 6 7 9 101112 13 141516 17 P

Figura 14.- Caracterizacion de plasmidos recombinantes. Gel de agarosa al
1.5%. Carriles 1-15: clonas digeridas con Pvu II mostrando patrones de
digestion diferente. Clonas 1, 6, 9, 10, 11, 12, 14 y 15: orientacién 5-3’.
Clonas 3, 4, 5, 7, 13, 16 y 17: orientacién 3'-5’. Carril (P): pBS sin
inserto digerido con Pvu II. El marcador es A + Pst I y a la derecha se

muestran los tamaiios en pares de bases.

...ggatcctggccctgatgcgggagctggaagatgTTaccceeecgggctag. ..

L~ ’-—_‘

tt cccggg

Xmal

Figura 15.- Confirmacion de la mutagénesis. Secuenciacion donde se
muestra la inserciéon de los nucledtidos deseados. A solo 5 bases
de la mutacion se puede apreciar el sitio de restriccion Xma I

(c/ccgga).
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3.4. Subclonacion en el vector de expresion pPIC9bGH.

Una vez comprobada la mutagénesis, se procedié a la subclonacion en el
vector de expresion pPICO9bGH. Para lograr ésto, se tomdé la clona
mutagenizada secuenciada (clona 9) y se digirié con las enzimas Xma I y Apa
I, las cuales liberarian el fragmento de 133 pares de bases de interés. En la
figura 16 se muestra el resultado de la digestion preparativa de la clona

secuenciada.

M Digestion

2000 - - 2904
1200 -
800 -
400 -
- 240
200 -
2433
100 -

Figura 16.- Purificacién de la banda mutagenizada. Gel de agarosa al 2.0%
donde se muestra la digestion preparativa de la clona secuenciada
liberando los fragmentos esperados y entre ellos, el de 133 pares de
bases.

La figura 17 muestra el resultado de la purificacién del fragmento de 133

pares de bases, previo a la subclonacién en el vector de expresion pPICO9bGH.
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Figura 17.- Banda de 133 pb purificada. Gel de agarosa al 2.0% mostrando el
resultado de la purificacion de la banda mutagenizada. En el carril 1 se
puede apreciar la banda de tamaiio esperado, ademas de estar libre de
cualquier otro DNA contaminante, mientras que en el carril 2 se muestra
el producto amplificado digerido con Xma I y Apa I, mismas que liberan el
fragmento de 133 pb, asi como otro de 240 pb. El marcador usado es el
Low DNA Mass Ladder de Gibco BRL y se indican los tamaios en pares de
bases.

En cuanto al vector de expresién pPIC9bGH, sélo se le realizé la digestion
preparativa pero no se purificé. En la figura 18 se muestra el resultado de la
digestion preparativa. Esta se realizé en conjunto con otros DNAs para estar

seguros de que la digestion se llevo a cabo, ya que la liberacion de fragmento

no es obvia en esta situacion.

Concluidas las 4 de ligacién se procedi6é con la transformacién usando el

método previamente descrito. El volumen final de la ligacién fue igual a 10 plL
y para la transformacion se usaron 3 pL de la ligacién diluidos con 7 pL de

agua para dar un total de 10 plL.
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Figura 18.- Digestién preparativa del vector de expresiéon pPIC9bGH. En el
carril 6 se muestra el vector sin digerir y en el carril 5 se muestra con la
doble digestion. Los carriles del 1 al 4 son otros vectores que bajo las
mismas condiciones con las mismas enzimas revelaron actividad de las
dos endonucleasas (Xma I y Apa 1) al ser evidentes los fragmentos que
liberan, lo que indicd que en el vector de nuestro interés también se habia
llevado a cabo la doble digestion, aunque no fueran evidentes los
fragmentos pequenios liberados.

Transcurridas 16 h después de la transformacion, la placa mostré
crecimiento de una gran cantidad de colonias. Ya que en este caso no estaba
disponible la seleccién azul-blanco, se procedid a escoger al azar colonias para
realizar extraccién plasmidica. Después de crecer las colonias en tubo de
ensayo y realizarl la minipreparacion plasmidica como antes descrito, se
procedié a realizar una digestion analitica con la enzima diagnéstica Ban 1,
cuyo patrén de digestion libera fragmentos que permiten diferenciar pPIC9bGH
de pPIC9chGH, ya que debido a que ambos plasmidos son de tamaiio idéntico,

la diferenciacién por migracion retardada es imposible.
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Resltados
La digestion analitica se realizd como se describié previamente en la
seccién 3.6., y en la siguiente figura se muestran los resultados de la

caracterizacién de las clonas recuperadas de la placa.

Figura 19.- Basqueda de pPIC9chGH. Gel de agarosa al 1.5% donde se muestra la
digestién analitica de un juego de colonias con la endonucleasa de
restriccion Ban 1. Es evidente que la clona 7 muestra los patrones de
digestién esperados para la clona mutagenizada. El resto de las clonas
muestran el patrén idéntico a pPICS9bGH, excepto por las clonas 3, 6y 8
que muestran un patron aberrante incompatible con pPIC9bGH o
pPIC9chGH.

De este tamizaje con la enzima diagnostica se obtuvieron al menos 4

clonas que resultaron positivas a la digestion con Ban 1.

El siguiente paso fue la digestion analitica con seis endonucleasas mas
para corroborar la integridad del vector, asi como para comprobar que los
sitios de clonacion (Xma I y Apa I) no se hubieran perdido por el proceso de

clonacién. En la figura 20 se muestra el gel de algunas de estas digestiones.
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Figura 20.- Caracterizacion exhaustiva. Gel de agarosa al 1.5% donde se aprecia
una digestion analitica de dos clonas positivas a la digestion con Ban I.
Carriles 2, 5 y 8= pPIC9bGH digeridas con las enzimas sefaladas en la
parte inferior del gel; carriles 3, 6 y 9, asi como los carriles 4, 7 y 10 son
dos clonas digeridas con las enzimas sefialadas. Ambas resultaron

positivas a la mutagénesis asi como a la caracterizacién exhaustiva con
las seis enzimas mencionadas. Los marcadores son pBR322 + Hae IIl y A

+ Pst 1.

Finalmente, al menos tres clonas resultaron positivas a la caracterizacion

con las enzimas de restriccion y estas fueron denominadas pPIC9chGH. A

estas clonas se les realizé6 una mediana escala para obtener suficiente cantidad

del plasmido para almacenar y para transformar a las levaduras.

3.5. Transformacion de levaduras.

La transformaciéon de P. pastoris con el plasmido pPIC9chGH, se llevd a

cabo como se describio en el punto 2.3.7, y dio lugar a 68 colonias que

crecieron en medio carente de histidina. De estas colonias se levantaron 14 al

azar y se les realizd la extraccibn de DNA gendmico para proceder con la

caracterizacion.
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3.6. Caracterizacion de las clonas recombinantes.

Los DNAs gendmicos aislados fueron sometidos a una PCR con los
oligonucledtidos 97 y 98, realizandoseles posteriormente una digestion
analitica con la enzima Ban I, tal y como se describié en el punto 2.3.8. La

figura 21 muestra los resultados.

M 1 2 3 4

Figura 21.- Caracterizacién de las clonas de P. pastoris. El carril 1 muestra el
plasmido mutagenizado después de ser digerido con la enzima Ban 1. El
carril 2 muestra DNA gendmico de levadura que contiene en su genoma el
DNAc de la BGH. Carriles 3 y 4 muestran DNA gendmico de clonas de
levaduras transformadas con el plasmido mutagenizado y puede verse
que se comportan igual que éste, confirmando asi la mutagénesis.
Marcador: pUC19 + Hae III.

3.7. Fermentacion con clonas recombinantes.

Se realizaron fermeptaciones con clonas recombinantes productoras de
HGHr, de BGHr y de CHGHr para llevar a cabo una comparacion. En la figura
22 se muestra una grafica comparando el crecimiento de las clonas de HGHr,

BGHr y CHGHr, el cual fue relativamente similar entre las tres.
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Figura 22.- Comparaciéon de cinética de fermentacion. Grafica donde se puede
comparar el comportamiento de las cepas en el medio que mostré ser mas
apropiado para el crecimiento de la cepa productora de CHGHr (194). La
grafica incluye la desviacion estandar de 3 repeticiones de cada experimento.

En la figura 23 se muestra la fermentacion usando las condiciones

éptimas para BGH, que resultaron ser también las mejores para CHGH.

M 1 2 3 4
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Figura 23.- Fermentacion de BGH, HGH y CHGH recombinantes. Gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 15% donde se observa una
comparacion entre las clonas fermentadas. Carril 1: BGH, carril 2:
HGH, carril 3: clona 194 de CHGH, carril 4: control negativo.

En la figura 24 se muestra un gel en el que se aprecia el resultado de un
experimento de fermentacién-induccion, donde se obtuvieron los mejores

niveles de produccién de CHGHr (de hasta 3.6 mg/L).
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Figura 24.-Produccion de CHGHr. Gel desnaturalizante de poliacrilamida al
15% mostrando la produccién de la CHGHr, Los carriles del 1 al 5 son
alicuotas de los medios de la misma cepa, tomadas a 24, 48, 72,96 y
120 h, respectivamente.

3.8. Semipurificacién de la proteina recombinante.

En la figura 25 se muestra un gel donde se puede comparar el medio

antes y después de precipitar con sulfato de amonio al 40%.

Kda
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45—

24 —

17—

Figura 25.- Precipitacién con sulfato de amonio. Gel de poliacrilamida al 15%. En
el carril 1 se muestra el medio antes de precipitar con sulfato de amonio y
en el carril 2 el mismo medio después de la precipitacion.

73



Resulao
En la figura 26 se muestran los perfiles de los carriles con y sin

precipitacion. Se logré mejorar en un 42% la pureza de la proteina en el

medio (59.1/41.4 = 1.42. Hay 42% mas CHGHr con respecto al total que en el

medio sin precipitar).
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Figura 26.- Comparacion de los perfiles del medio fermentado
antes y después del tratamiento con sulfato de
amonio. a) Perfil del carril del medio sin precipitar
mostrando 41.4 % de pureza correspondiente a la CHGHr.
b) Perfil del carril de la muestra precipitada con sulfato de
amonio al 40%, donde ahora se muestra una pureza de
59.1%.

Después de ésto, se procedio a pasar la muestra por una columna de

filtracion en gel.
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En la figura 26 se muestran los perfiles de los carriles con y sin
precipitacion. Se logré mejorar en un 42% la pureza de la proteina en el
medio (59.1/41.4 = 1.42. Hay 42% mas CHGHr con respecto al total que en el

medio sin precipitar).
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Figura 26.- Comparacion de los perfiles del medio fermentado
antes y después del tratamiento con sulfato de
amonio. a) Perfil del carril del medio sin precipitar
mostrando 41.4 % de pureza correspondiente a la CHGHr.
b) Perfil del carril de la muestra precipitada con sulfato de
amonio al 40%, donde ahora se muestra una pureza de
59.1%.

Después de ésto, se procedié a pasar la muestra por una columna de

filtracion en gel.
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En la siguiente figura se muestra un perfil de la cromatografia por

filtracion en gel donde se evidencian los picos correspondientes a las

proteinas.
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Figura 27.- Perfil de elucion de la columna de Sephacryl HR-100. El pico
encontrado en la fraccion 28 corresponde a proteinas de mayor peso
molecular, entre las que se encuentran las formas de aglomerados de GH.
Cada fraccidn es lo correspondiente a 2 mL.

La fraccion 38 fue donde se encontré la mayor cantidad de GH. Los
demas picos corresponden’al resto de proteinas de mayor y menor tamaiio,

asi como a los productos de degradacion de la GH.

3.9. Semicuantificacion de la proteina recombinante.

Se realiz6 un gel de poliacrilamida de estas fracciones y se procedio a
semicuantificar la proteina como se describid en el punto 2.3.10.1. En la figura
28 se muestra este gel. Con los datos derivados de estos ensayos se logré
obtener un estimado de la cantidad de proteina y se pudo entonces disefiar el

experimento de diferenciacion adipocitica.
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Figura 28.- Semicuantificacibn de la CHGHr. Gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 15% mostrando la semicuantificacion de la proteina
recombinante. En los carriles 5, 6 y 7 se muestran 100, 500 y 1000 ng de
HGH comercial cuantificada. El carril 1 muestra la fraccion donde se
alcanzé el mayor pico después de la cromatografia y el 2 corresponde al
control negativo (medio sin inducir), mientras que en los carriles 3 y 4 se
muestra el medio después de haber sido precipitado con sulfato de amonio
al 40% y antes de pasarlo por la columna.

3.10. Ensayos de actividad biologica.

Como ya se describio, se realizaron los experimentos de diferenciacién
adipocitica usando la HGH como testigo positivo, CHGHr como muestra
problema y el medio de la cepa productora de CHGHr sin inducir pasado por
los mismos procesos a los que se sometié CHGHr, como testigo negativo. En
cuanto a lo referente a la tincién con rojo oleoso, tanto las células que fueron
expuestas a CHGHr como a HGH mostraron mayor diferenciacién cuando se

comparan con el control del medio sin inducir. En la figura 29 se muestra la
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grafica correspondiente a 3 repeticiones del experimento con la desviacion

estandar.
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Figura 29.- Ensayo comparativo de actividad biolégica. En esta grafica se
muestra la cantidad de rojo oleoso que retuvieron las células expuestas a

las hormonas del crecimiento por 7 dias comparadas con el control
negativo. Se incluyen 3 repeticiones y su desviacion estandar

|
|
|

En lo referente a la actividad de la GPDH, también los extractos celulares
provenientes de los experimentos en los que se suplementd el medio de
cultivo con CHGHr y HGH mostraron mayor actividad que el medio sin inducir
y en la grafica de la figura 30 se muestran estos resultados provenientes de 3

repeticiones y su desviacidn estandar.
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Figura 30.- Actividad especifica de la GPDH. En esta grafica muestra la actividad
del GPDH de los cuiltivos celulares expuestos a las hormonas del
crecimiento de la cabra y la humana. Corresponde a 3 repeticiones y se
incluye la desviacion estandar.
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Discusién

CAPITULO 4
DISCUSION

La técnica de mutagénesis sitio-dirigida mediada por PCR resulté muy
efectiva para convertir la region que codificaba para BGH en una que
codifica para CHGH. Esto fue confirmado con la secuenciacion del inserto del
vector de clonacién portador del producto de la PCR mutagénica. Ademas,
mostré que el empleo de la enzima Tag DNA polimerasa es adecuado para
estos propodsitos siempre y cuando se trate de fragmentos de tamafio
pequeiio, pues se sabe que la 7ag es propensa a introducir errores en la
secuencia debido a su baja fidelidad durante Ia sintesis (Gallardo, 1999). Ya
que el fragmento que nosotros generamos durante este experimento se
reduce a 133 pares de bases, la baja fidelidad de la Tag no fue de tanta
trascendencia, ya que esta polimerasa tiene un indice de error de 285x10°®
(Tindall,1988). La caracterizacion con endonucleasas de restriccion confirmé
que [a subclonacion en el vector de expresion también se llevé a cabo como
se esperaba, ya que los sitios Xma I y Apa I se conservaron después de la
ligacién, demostrando que no hubo degradacién de los extremos 5’, ni en el
inserto ni en el vector. La PCR con los iniciadores 97 y 98, y la posterior
digestion con la enzima diagnéstica, corrobord que no se inserté mas de un
fragmento, ya que las bandas que liberé esta digestion fueron del tamafio

esperado.
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codifica para CHGH. Esto fue confirmado con la secuenciacion del inserto del
vector de clonacién portador del producto de la PCR mutagénica. Ademas,
mostrd que el empleo de la enzima Tag DNA polimerasa es adecuado para
estos propdsitos siempre y cuando se trate de fragmentos de tamaiio
pequeno, pues se sabe que la Tag es propensa a introducir errores en la
secuencia debido a su baja fidelidad durante la sintesis (Gallardo, 1999). Ya
que el fragmento que nosotros generamos durante este experimento se
reduce a 133 pares de bases, la baja fidelidad de la Tag no fue de tanta
trascendencia, ya que esta polimerasa tiene un indice de error de 285x10®
(Tindall,1988). La caracterizaciéon con endonucleasas de restriccidon confirmoé
que la subclonacion en el vector de expresion también se llevé a cabo como
se esperaba, ya que los sitios Xma I y Apa I se conservaron después de la
ligacion, demostrando que no hubo degradacién de los extremos 5’, ni en el
inserto ni en el vector. La PCR con los iniciadores 97 y 98, y la posterior
digestioén con la enzima diagnodstica, corrobord que no se inserté mas de un
fragmento, ya que las bandas que liberé esta digestion fueron del tamafio

esperado.
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Discsio’n

La transformacion de levaduras por el método de esferoplastos o por
electroporacién se reportap como las mas eficientes (Cregg, 1985); sin
embargo, la técnica de esferoplastos requiere al menos de 5 dias para
preparar las células ademas de un nimero alto de reactivos, lo que la hace
una técnica costosa, ademas de laboriosa. La electroporacion requiere
contar con el electroporador. En cambio, la técnica de cloruro de litio se
realiza en un dia, no requiere la preparacion de reactivos costosos y es

sencilla de ejecutar.

Las condiciones de fermentacion Optimas para esta proteina se
acercaron mas a las 6pt;mas para BGHr que a las de HGHr, ambas
ensayadas en nuestro laboratorio por Gallardo (1999) y Sanchez (1998),
respectivamente, lo que era de esperarse por la similitud entre las dos GHs

de rumiantes.

La cantidad de proteina heteréloga obtenida en el mejor de los ensayos
fue aparentemente mayor a la cantidad de proteina obtenida de la
fermentacion de la cepa productora de BGHr, aunque no mayor a la de
HGHr. No estd claro si esto puede ser efecto del cambio aminoacidico, el
cual le pudiera conferir mayor estabilidad en el medio de cultivo, o si es
debido Unicamente a que la cepa de la levadura aqui construida y
seleccionada contiene un mayor niimero de copias del cassette de expresion

en comparacion con la de BGH.
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Discusion

La semipurificacion de la proteina tras precipitacion selectiva con
sulfato de amonio al 40% y su paso por la columna cromatografica de
filtracion en gel fue una opcién, aunque aparentemente no la mejor,
resultando Util para separar las formas monoméricas de los agiomerados de
GH, asi como otros productos de degradacién. En la literatura se reporta la
purificacién de GHs con columnas de intercambio anidnico o con columnas
de afinidad con anticuerpos monoclonales. Ya que nuestro laboratorio no
contaba en esos momentos con dichas columnas, se opto por usar estas
opciones, sin embargo, queda mucho por hacer para estandarizar en el

laboratorio este tipo de purificacion.

Algo similar sucede con los bioensayos. La cuantificacion de la
diferenciacion adipocitica, por medio de la extraccion del rojo oleoso fijado
en el cultivo y por la medicion de la actividad de la GPDH, arrojo resultados
preeliminares que deben ser confirmados con mas repeticiones. Queda
pendiente también ensayar la CHGHr, una vez que se produzca en
cantidades suficientes y seJ logre una purificacién que permita elaborar un
inyectable, en animales de laboratorio, tales como roedores carentes de
pituitaria y cuantificar los efectos que resulten de la aplicacion de la
hormona; asi como realizar pruebas de comportamiento en cabras
productoras de leche para probar si la CHGHr tiene [a capacidad

lactopoyética ampliamente demostrada para el caso de la BGH.
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Conclusiones

CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Se logré construir un iniciador mutagénico capaz de convertir la
glicina en el codon 129 de la BGH en valina, para dar asi lugar a la
CHGH.

La DNA polimerasa Tag pudo ser usada para la construccion del
cassette de expresion mutagenizado sin problema alguno,
seguramente debido al tamaiio pequefio de la region de DNA
involucrado, menester corroborar la integridad por secuenciacion.

La técnica de transformacion de levaduras por medio del uso de
cloruro de litio es una metodologia sencilla y econémica, que arrojéo
resultados favorables en un menor tiempo en comparacion con otras
técnicas descritas.

Las condiciones de fermentacion que resultaron mds adecuadas para
la produccion de CHGHr en Pichia pastoris fueron: medio BMMY
buffer de citratos pH 5.15, % de metanol de 0.875, iniciando con
una biomasa de 1.4 ODsoo por 5 dias de induccién en un matraz de
250 mL con 50 mL de medio con una agitacién de 250 rpm, mismas

que fueron optimizadas en nuestro laboratorio para BGHr.
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onlnes
La técnica de bioensayo para corroborar la actividad biolégica de la
CHGHr arrojé resultados que sugieren que ésta tiene la actividad
esperada, sin embargo, hacen falta otros ensayos en animales de
laboratorio y posteriormente en cabras para que los resultados sean
contundentes.
Por Ultimo, este trabajo aportd el vector de expresion pPIC9chGH,
que contiene la secuencia que codifica para la CHGH con su
expresion regulada por un promotor inducible por metanol, asi como
cepas de levadura que contienen insertado en su genoma este vector
y que al ser alimentadas con un medio suplementado con metanol,
excretan la CHGHr al medio de cultivo en forma abundante, activa y

con estructura muy seguramente idéntica a la natural.
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