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Resumen

Actualmente se emplean microorganismos manipulados genéticamente para portar y
expresar genes heterologos con los que es posible producir proteinas recombinantes de
importancia biomédica y/o industrial. El éxito para la expresion de proteinas recombinantes
radica en las caracteristicas y propiedades de la proteina, asi como el origen del sistema de
expresion utilizado. En los afios 80s el uso de levaduras no convencionales (Pichia
pastoris, Hansenula polymorpha, etc.) como sistema de expresion de proteinas de origen
eucariota ha sido eficiente, debido a que combina caracteristicas de ruta secretora de
proteinas de eucariotas superiores y, al mismo tiempo, como organismo unicelular es facil
de manipular y cultivar en medios no complejos. El modelo es atractivo por sus altos
rendimientos en la produccion de biomasa y, frecuentemente, es posible el escalamiento del
proceso de fermentacidon para la sobre-expresion de producto recombinante. La enzima
superoxido dismutasa tipo Cu,Zn (Cu,Zn SOD), pertenece a una familia de metaloproteinas
que catalizan la dismutacion del anion superoxido a oxigeno molecular y peroxido de
hidrégeno. Mediante su actividad catalitica reduce los dafios que puede ocasionar el radical
superdxido en algunas biomoléculas (ADN, proteinas, lipidos). La enzima tiene un amplio
potencial de aplicacion dentro del sector biomédico como: antiinflamatorio, medicamento
auxiliar en la preservacion de organos susceptibles a transplante, en el tratamiento de
ulceras, artritis reumatoide, etc. Ademas, ha dado excelentes resultados dentro de la
industria cosmetologica al retardar el envejecimiento de la piel y como protector contra los
efectos de la radiacion solar. La Cu,Zn SOD de la levadura marina Debarvomyces hansenii,
presenta mayor actividad especifica y estabilidad al compararla con la correspondiente
obtenida de otras fuentes, como el higado y los eritrocitos de bovino, y Saccharomyces
cerevisiae. La expresion de la secuencia codificante dh sod-!/ (C115), como proteina
recombinante (Cu,Zn SOD de D. hansenii ), fué obtenida al utilizar el sistema de expresion
de P. pastoris (levadura metilotréfica), que utiliza los vectores integrativos pPICZ
(intracelular) y pPICZ(a) (extracelular). A la secuencia dh sod-I se le inserto la caja de
Kozac mediante amplificacion por PCR, utilizando oligos especificos. El producto se clond
en el vector pCR2.1 utilizando como hospedero E. coli. Los fragmentos obtenidos mediante
digestion con Eco RI se subclonaron en los mismos sitios de los vectores integrativos,
verificandose la orientacion del fragmento por andlisis de restriccion con Kpn I. Se
transformd la cepa GS115 de P. pastoris, realizaindose ensayos de fermentacién con
BMMY (medio complejo con metanol). En homogenizados celulares obtenidos mediante
disrupcidén mecénica se determino la presencia de la proteina recombinante inmunoreactiva
(western blot), que demostrd ser bioldgicamente activa mediante Page-Nativa. El sistema
de expresion de P. pastoris resultd eficiente en la expresion intracelular de Cu,Zn SOD
recombinante. Sin embargo, a nivel extracelular la proteina recombinante no fué detectada;
en trabajos futuros sera reevaluado este nivel de expresion.

Palabras clave: P. pastoris, proteina recombinante, Cu,Zn SOD

Vo.Bo. Dr# NomfA\a Y~+Hemandez-Saavedra
Director de Tesis
Investigador Titular A del CIBNOR.



Abstract

Genetically modified microorganisms are currently emploved to carry and express
heterologous genes coding proteins of medical and commercial importance. The success
of expressing a recombinant protein relies on the characteristics and quality of a protein
as well as expression svstems. In the 80s, non-conventional veasts (Pichia pastoris,
Hansenula polymorfa. etc) were successfully used as expression systems for higher
eukaryotic proteins. Those systems are efficient both because of secretory routes of
proteins similar to that of eukarvotes and the ease of manipulation due to its unicellular
nature. Additional advantage is that thev grow on non-complex media. This model is
attractive because of the high biomass production and the feasibility to scale up by
frequent fermentation.

The Cu,Zn superoxide dismutase (Cu.Zn SOD) enzyme belongs to the family of
metaloproteins that catalvzes dismutation of superoxide anion into molecular oxygen
and hvdrogen peroxide. As a result, the damaging effect of superoxide radical on
biomolecules (DNA. proteins. lipids) is reduced. This propertv enables the possible
application of this enzyme in biomedical fields: as anti-inflammatorv drug, in the
preservation of transplant organs. treatment of ulcers. rheumatoid. arthritis. etc.
Besides. it has provided satisfactory results in the cosmetic industry by delaving the
aging of skin and also protecting it from the effects of solar radiation. Among various
sources. the stability and specific activityv of the CuZn SOD from the veast
Debaryomyces hansenii was proved to be superior to SOD obtained from bovine liver,
ervthrocvtes and the veast Saccharomyces cerevisiae.

The sequence encoding di sod-! (Cu.Zn SOD) from D. hansenii was expressed in P.
pastoris. a methvlotrophic veast that uses the integrative expression vectors pPICZ
(intracellular) and pPICZ(a) (extracellular). in the following wav: through PCR
amplification. the Kozac box was into the sequence of dh sod-1 by using specific
oligonucleotides. The Kozac integrated product was cloned in the vector pCR2.1
utilizing the host £. coli. From the clone. the fragment coding dh sod-1 (Cu,Zn SOD)
fragment was digested with Eco RI and subsequently subcloned in the Eco RI sites of
the integrative vectors pPICZ and pPICZ(a). Finally. the fragment orientation was
verified by restriction analysis with Kpn [.

The GS115 strain of P. pastoris was transformed through assays of fermentation in
complex media Bv doing westem blot analysis presence of immunoreactive
recombinant protein was detected on cell homogenates obtained by mechanical
disruption. The enzymatic activitv of protein was checked through Native-PAGE.
However, at extracellular level. in the pPICZ(a) vector. the recombinant protein could
not be detected. This indicated that P. pastoris could be an efficient expression system
for intracellular expression of recombinant Cu, Zn SOD. Future work must be done to
reevaluate the expression level.

Key words: Pichia pastoris, Recombinant proteins. Superoxide dismutase Cu,Zn.
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1. Introduccion

La tecnologia del ADN recombinante

La aplicacidn comercial de la tecnologia del ADN recombinante inici6 a finales de los afios
70, y no fue sino hasta los 80’s cuando logré un mayor impacto y un mejor financiamiento
en el sector farmacéutico para la produccion de proteinas terapéuticas heterdlogas. La
hormona del crecimiento humana y la insulina fueron dos de los primeros productos
recombinantes que se comercializaron; lograr su produccion en una bacteria como E. coli,
constituyo6 una hazafia que permiti6 satisfacer la demanda mundial con un producto seguro
(Gingold, 1997).

Para la eficiente produccion de proteinas recombinantes fue necesario el desarrollo de una
gran variedad de vectores de expresion para su aplicacion en bacterias, hongos
filamentosos, levaduras y células cultivadas. Algunos de estos vectores, asi como los
relativamente nuevos sistemas de expresion de baculovirus, son capaces de proporcionar
altos rendimientos de productos recombinantes lo que depende sin embargo de las
caracteristicas de la proteina que se desea expresar.

Algunas proteinas eucariotas que se producen como recombinante en un sistema de
expresion procariota (E. coli) se obtienen como agregados insolubles, son inestables y
presentan diferentes propiedades de inhibicién (p. ej. Acetilcolinesterasa, Heim et al,
1998), otras son inactivas (p. e€j. 1lbeta-hidroxiesteroide deshidrogenasa y superdxido
dismutasa (SOD) humana (Blum et al., 2000 y Hartman et al., 1986), posiblemente,
debido a la falta de glicosilacion o un plegamiento conformacional correcto. Por lo tanto, la

eleccion de un sistema de expresion para lograr mayores rendimientos de proteina



recombinante depende, principalmente, de las propiedades especificas de la proteina y de
la maquinaria del organismo que la produce.

Muchas proteinas presentes en el cuerpo humano (eritropoyetina, insulina, hepatitis B,
hormona del crecimiento, etc.), poseen un elevado valor farmacéutico. Sin embargo, estas
proteinas suelen estar presentes en cantidades muy pequefias en los tejidos normales y es
sumamente costosa su purificacion. Por ello, desde hace tiempo, se ha venido intentando
su produccién en microorganismos.

El uso de enzimas como catalizadores industriales (biomédicos, cosmetologicos,
farmacéuticos, alimentario) es limitado debido, en parte, a las propiedades de las enzimas,
disponibilidad y costo. Estas propiedades, en particular la especificidad por el sustrato, la
aptitud catalitica y la estabilidad, estan gobernadas por la estructura precisa de la molécula
enzimatica, por lo que se requiere la utilizacion de un sistema de expresion que garantice la
sintesis de manera eficaz y economica para lograr incrementar su nivel de expresion y
obtener una proteina recombinante enzimaticamente util.

Actualmente, la biotecnologia de los farmacos, especialmente los productos de ADN
recombinante, tiene un gran impacto clinico debido a que el tiempo de desarrollo es mucho
menor que la de los farmacos convencionales. Por lo tanto, se ha demostrado que la
aplicacion de la Biologia Molécular como herramienta para identificar nuevos productos
terapéuticos y mejorar el proceso de desarrollo de fiarmacos constituye una buena

alternativa para las industrias farmacéuticas, biomédicas y cosmetologicas.



Enzima Superoéxido Dismutasa (SOD)

Las enzimas superéxido dismutasa, (SODs) (SOD EC 1.15.1.1), son metaloproteinas que
catalizan la dismutacién del anién superdxido en oxigeno molecular y peréxido de
hidrégeno y contienen Cu y Zn, Mn o Fe como grupo prostético natural. La dismutacién
del radical anién superéxido es una funcién molecular de gran importancia para la
evolucidn de organismos aerdbicos ya que reduce los altos riesgos oxidativos producidos
en cadena, iniciados por esteradical libre (Bannister et al., 1988).

Las SODs han sido aisladas de numerosos microorganismos, plantas y animales. La Cu,Zn
SOD se encuentra en el citoplasma, mientras que las Mn y Fe SOD se han observado a
nivel mitocondrial de células eucariotas ( levaduras, plantas y animales) y en células
procariotas tales como bacterias o algas azul-verde (Halliwell y Gutteridge 1999).

Se conoce que los radicales libres de oxigeno y otras especies reactivas estan involucrados
en diferentes enfermedades humanas; Ellos han sido implicados en alrededor de 100
desérdenes patoldgicos, partiendo de artritis reumatoide y shock hemorragico, hasta
cardiomiopatia, fibrosis quistica y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (Halliwell y
Gutteridge, 1999). Estos padecimientos ocurren cuando las defensas antioxidantes de los
organismos son incompletas o deficientes, por lo que no pueden prevenir el dafio oxidativo
ocasionado a las moléculas de ADN, proteinas, lipidos y pequefias moléculas que puedan
ser expresadas en los organismos aerdbicos.

Una de las defensas antioxidantes utilizadas por los organismos aerdbicos son las enzimas.
El descubrimiento de la superéxido dismutasa (SOD) proporcioné muchas bases para el

entendimiento de los mecanismos de defensa antioxidante. La especificidad de la SOD



para remover cataliticamente el anion superdxido (¢O; ") a través de la reaccion 2 O +
2H—» H,0, + O, (McCord y Fridovich, 1969), ha sido frecuentemente utilizada para
investigar el involucramiento de este radical en sistemas bioldgicos. Por ejemplo, en la
industria biomédica se utiliza para prolongar el tiempo de vida de 6rganos aislados para
transplantes, como anti-inflamatorio, en el tratamiento de ulceras, artritis reumatoide, etc.
Recientemente se encontrd6 que cambios en la concentracion de SOD afectan la
susceptibilidad a infecciones e inmunocompetencia de pacientes diabéticos (Uchimura et
al., 1999). En la industria cosmetoldgica se ha utilizado para retardar el envejecimiento de
la piel y para protegerla de los efectos ocasionados por la radiacion solar. Cabe aclarar que
el mecanismo de defensa de un organismo en contra de las especies reactivas de oxigeno
requiere un incremento balanceado en enzimas antioxidantes y no solo de un tipo de éstas
(Scott et al., 1987).

Actualmente la enzima Cu,Zn SOD se obtiene al utilizar como fuente para su extraccion
higado y/o eritrocito de bovino, ademas la levadura Saccharomyces cerevisiae. Sin
embargo en estudios recientes se ha encontrado que la levadura marina Debaryomyces
hansenii puede ser considerada como una fuente altema, dado que la Cu,Zn SOD se
encuentra presente en este tipo de microorganismo en cantidades significativas que pueden
llegar a ser 16 veces mayores que los obtenidos a partir de levaduras convencionales (S.
cerevisiae y Candida sp.). Ademas, la Cu,Zn SOD de D. hansenii presenta caracteristicas
fisicoquimicas comparables a las preparaciones comercialmente disponibles. En lo que
refiere a la actividad especifica, la fuente marina ofrece mayores ventajas sobre otras dado

que exhibe 300 % mayor actividad (Hernandez et al., 1999).



En otros estudios sé clond la secuencia dh sod-1 que codifica para la enzima Cu,Zn SOD
de D. hansenii. Esta secuencia se compard con secuencias de Cu,Zn SOD citosélicas
obtenidas de otras especies, encontrandose que la dk sod-1 presenta de un 55 a 71% de
identidad con otras 15 especies y un 39.4% con la enzima EC SOD humana (Herndndez et
al., 1998). Ademds se encontré que la secuencia dh sod-1 tiene un tamafio de 470 pb, no
presenta intrones, y con toda la informacion que codifica los aminoécidos necesarios para
producir una proteina funcional. En la misma investigacion se subclond la secuencia
codificante dh sod-1 en un sistema de expresion bacteriano (pTcrHis de Invitrogen) para la
obtencidon de proteinas recombinantes, sin embargo, no se obtuvo el éxito esperado
(Hernandez et al., 1998).

Considerando lo anteriormente mencionado, se buscd la expresion de dh sod-1 utilizando
un sistema de expresidon de origen eucariota (P. pastoris), con el fin de proponer una
posible fuente de produccion de Cu,Zn SOD recombinante, de tal manera que, la
disponibilidad, costos y calidad de la enzima puedan ser una buena alternativa dentro de la

industria bimédica, cosmetoldgica y farmacoldgica.

Seleccion del sistema de expresion para de la secuencia dh sod-1. Se

considera que la produccion de una proteina recombinante funcional estd intimamente
relacionada con la maquinaria del organismo que la produce. E. coli ha sido el sistema de
expresion de muchas proteinas, seleccionado porque es genéticamente conocido, facil de
manipular y tiene rapido crecimiento en medios no complejos, etc. Sin embargo, atin

cuando se conocen los procesos de transcripcion, traduccion y de plegamiento de las



proteinas, . coli presenta deficiencias para expresar proteinas recombinantes de origen
eucariota principalmente en la ruta secretora, sobre todo a nivel de modificaciones post-
traduccionales (glicosilacion, formacion de enlaces disulfuro) y muchas veces las proteinas
son recuperadas en forma no-funcional o incompletas (Baneyx 1999).

En investigaciones recientes se utilizan levaduras como hospedero para la expresion de
proteinas recombinantes de origen eucariota. Dado que al igual que E. coli, las levaduras
también son faciles de manipular, su crecimiento en medios no complejos es rapido, son
genéticamente conocidas y sobre todo, se pueden utilizar en procesos econdmicos que
permiten la optimizacion de recursos y mayores rendimientos en la industrializacion de los
productos (proteinas recombinantes) (Eckart y Bussineau, 1996). A diferencia de F. coli
(procariota) las levaduras (eucariota) poseen rutas secretoras de proteina similares a las de
organismos eucariotas superiores y, por lo tanto, el utilizarlas como hospedero para la
expresién de proteinas recombinantes funcionales ha sido exitoso. La levadura mas
comunmente utilizada como sistema de expresién es S. cerevisiae; y sirve como modelo
para estudios de importancia médica y seleccién de compuestos activos para farmacologia
(Sudbery, 1996). Sin embargo, en aifios recientes se ha reflejado el uso de levaduras no-
convencionales como sistema de expresion para proteinas recombinantes (Buckholz, 1993,
Romanos, 1995 y Cregg. et al, 1995).

Para la expresion de genes no propios en levaduras metilotréficas como Pichia pastoris,
Hansenula polymorfa y Kluyveromyces lactis, se han desarrollado parametros clave para
lograr la obtencidon de altos niveles de expresion de los genes, incluyendo calidad y

cantidad de producto especifico ARNm (Royer, 1992).



Los sistemas de expresion de levaduras son particularmente valorados por su habilidad
para secretar proteinas heterdlogas como producto, asumiendo que la ruta secretora permita
eventos post-traduccionales tales como maduracién proteolitica, glicoéilacién y la
formacién de puentes disulfuro (Cregg JM. Et al. 1999). P. pastoris una levadura
metilotréfica, (capaz de asimilar el metanol como unica fuente de carbono), ha sido
utilizada como un excelente hospedero en la produccion de proteinas no propias debido a
que combina las caracteristicas de una maquinaria de secrecion eucariota con el rapido
crecimiento en medios no complejos. Esto es particularmente atractivo dado que los
niveles de secrecion de proteinas enddgenas son bajos y, por lo tanto, las proteinas no
propias secretadas, frecuentemente son las unicas en el sobrenandante del cultivo, lo cual
ofrece una mayor ventaja en procesamiento y purificacién (Cregg y Higgins, 1995). Por lo
anterior, se considera que la cepa recombinante de P. pastoris es mas estable y mas
adaptable en un esquema de produccidn a escala industrial (Brettaver y Casteellino, 1999;
Goeddel, 1991).

Estas ventajas se observaron en la produccion de diferentes proteinas recombinantes como
albumina de suero humana (Barr et al., 1992), invertasa (Tschopp et al., 1987) y el

precursor de insulina (Kjeldsen et al., 1999).



Proteinas recombinantes o heterdlogas.

El término de proteina recombinante o heterdloga es frecuentemente utilizado para
proteinas producidas de un ADN recombinante en una célula hospedero extrafia. E1 ADN
recombinante surge como resultado de estrategias basicas en clonacién molecular; como
insertar un fragmento de ADN de interés en una molécula de ADN (llamada vector), que
es capaz de replicarse independientemente o integrarse al genoma del hospedero. El
resultado es una molécula recombinante, compuesta del ADN insertado unido a la

secuencia de ADN del vector. (Geoggrey, M.C., 1997)

Vector de expresion.

Un vector de expresion es una molécula de ADN (vector) especializada que es construida
para que el gen que contiene pueda ser expresado en una célula hospedero (foranea). La
secuencia a ser expresada es insertada en la relacion correcta de hospedero-especifica
(promotor) y de otras secuencias de regulacion transcripcional, asi como en un correcto
marco de lectura para que la proteina recombinante sea producida.

Ademas debe contener secuencias requeridas para eficientar la traduccidon, como son: un
origen de replicacién, un marcador de seleccién para la propagacion del plasmido y
mantenimiento y un sitio de unién al ribosoma, de tal manera que la expresion del gen esté
sujeta a la manipulacion experimental, para permitir inducir la expresion en el momento
mas favorable del ciclo de crecimiento. Algunos vectores presentan un promotor inducible
y sitios de restriccion (una regién multiple de clonacién) en donde el ADN requerido puede

ser clonado (Goeddel, 1991 y Madigan et al., 1999).



Sistemas de expresion.

Son muchos los factores que influyen en el nivel de expresién de un gen y es preciso
construir un vector en el que todos esos factores estén bajo control. Ademas, debera
seleccionarse para la transformacion el tipo de células mas adecuado para obtener la
expresion. Los requerimientos claves para un buen sistema de expresion se pueden
considerar los siguientes:

v El niimero de copias del gen por célula. En general se fabrica méas producto si estan
presentes muchas copias del gen, que cuando se trata de copias unicas.

v Regulacion y eficacia del promotor. En la region promotora se produce el punto de
inicio de la transcripcion. Para conseguir altos rendimientos de produccion es conveniente
que el vector de expresion posea un promotor de alta eficiencia. Es importante que los
promotores puedan ser regulados y asi regular la expresion del gen clonado con el fin de
maximizar el rendimiento del producto.

v Iniciacion de la traduccion. Con el fin de sintetizar proteina a partir de un ARNm, es
esencial que los ribosomas se unan en el sitio correcto y empiecen a leer en el marco de
lectura adecuado.

v Estabilidad de la proteina. Algunas proteinas son susceptibles de degradacién por
proteasas intracelulares y pueden ser destruidas antes de ser aisladas. Por lo tanto, es
conveniente que la proteina recombinante se fabrique como un producto de fusiéon con una
proteina codificada por el vector. Esto no sélo estabiliza la proteina sino podria simplificar

la purificacion. Las proteinas que se secretan deben tener la secuencia sefial (cadena de
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aminoacidos cortas generalmente hidrofdbicas) si han de atravesar la membrana
citoplasmatica.

Para que el sistema de expresion funcione como un sistema represor-inductor optimizando
el proceso de fermentacion para lograr mayor producto recombinante, el vector de
expresion debera contener el operador controlado por el represor al cual est4 unido el gen
clonado. Esto permitird la disposicién adecuada de la secuencia de los elementos
genéticos: promotor-operador-sitio de union del ribosoma-gen estructural, de manera que

tenga lugar una transcripcion y una traduccion eficientes (Madigan et al., 1999).

Diferencias de los sistemas de transcripcion y traduccion en una célula

(Eucariota y Procariota)

La transferencia de informacion se da en tres pasos: replicacion, transcripcion (sintesis de
ARN (acido ribonucleotido) a partir de ADN(4cido desoxirribonucleotido)) y traduccion o
sintesis de proteinas utilizando un ARNm como molde. Estos pasos se utilizan de manera
similar por todo tipo de células sin embargo, existen algunas diferencias debido a la
organizacion de la informacion genética y al hecho de que los eucariotas poseen un nucleo.
En los procariotas no existe division membranal entre cromosoma y citoplasma. Por lo
tanto, la molécula circular de ADN se localiza en alguna region del citoplasma y
consecuentemente la produccion de ARNm a partir de ADN molde (transcripcion) esta
intimamente ligado al proceso de traduccion en los ribosomas.

En los eucariotas, por lo contrario, existe division membranal entre los cromosomas en un

nicleo y los ribosomas en el citoplasma. Asi, el genoma nuclear con formas genéticas



11

lineales de ADN lleva a cabo la sintesis de proteinas con procesos de transcripcion
(nucleo) y traduccidn (citoplasma) estando fisicamente separados. Ademads, los genes
eucaridticos que codifican para proteinas frecuentemente estan partidos en regiones
codificadoras (exones) separadas por regiones no codificadoras (intrones) que
primeramente se transcriben en un pre-ARNm, que posteriormente por procesamiento

enzimético eliminan los intrones quedando ARNm funcional (Madigan et al., 1999).

Funcionamiento del sistema de expresion de Pichia pastoris

P. pastoris es una levadura metilotrofica. Ha sido manipulada genéticamente para ser un
excelente hospedero en la produccion de proteinas recombinantes. La principal
caracteristica que hace de P. pastoris un sistema de expresidon unico son consecuencia
directa de las propiedades transcripcionales inherentes al promotor presente en sus
vectores, mas comunmente usado para controlar la expresion de genes no propios. Este
promotor es derivado del gen alcohol oxidasa (40X!), que fue aislado, clonado,
transformado, caracterizado e incorporado dentro de una serie de vectores de expresion
integrativos de P. pastoris. Bajo el control de un promotor AOX1, los genes foraneos
pueden ser mantenidos en una expresion cerrada ya que el promotor tiene un
requerimiento virtual de metanol.

La expresion del gene AOX! es controlada a nivel de transcripcion. En células crecidas en
metanol, aproximadamente el 5% de la poli A+ ARN es del gen AOX/. La regulacion del
gen AOX]! se realiza en un proceso de dos pasos: un mecanismo de represion/desrepresion

y un mecanismo de induccién. El crecimiento con glucosa reprime la transcripcion, ain
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en la presencia del inductor (metanol), por esta razon se requiere el crecimiento celular en
presencia de glicerol como unica fuente de carbono. Una vez agotado el glicerol se agrega
el metanol (como tunica fuente de carbono) al proceso de fermentacion para inducir la
expresion. El requerimiento de metanol para la transcripcion del promotor AOX1 es unico
y tiene implicaciones importantes para la produccién de proteinas heterdlogas en cultivos
de fermentacion a gran volumen y alta densidad.

Algunos productos recombinantes obtenidos en el sistema de expresidn de P. pastoris
recientemente son, por ¢jemplo el dominio NA3 de antigeno carcinoembridnico (Hellwing
et al., 1999), los fragmentos de anticuerpos monoclonales cadena sencilla de conejo (scFv)

(Schmitz et al., 1995, Fischer et al., 1999); y precursor de Insulina (Kjeldsen et al., 1999).
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2. Objetivo general

Obtener Cu,Zn SOD recombinante, mediante la expresion de la secuencia dh sod-1 en el
sistema de expresion de Pichia pastoris, utilizando los vectores pPICZ (intracelular) y

pPICZ (o) (extracelular).

Objetivos especificos

® [dentificar la version (a, b 6 c) de los vectores que permitan el uso adecuado del marco
de lectura, para lograr la expresion de la secuencia dh sod-1.

® Subclonar la secuencia dh sod-1, realizando construcciones en los vectores pPICZ y/o
pPICZ() en la version apropiada, segun el objetivo anterior.

® QObtener la expresion de la proteina recombinante (hdh sod-1) mediante la induccién con

metanol.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Microorganismos, plasmidos y enzimas.

Cepas de Pichia pastoris INVITROGEN) | KM71 MUT> ARG . Hospedero para
expresion fenotipicamente sensible

GS115 Mut * his4. Hospedero para
expresion fenotipicamente positivo

GS115/pPICZ/lac Z his4 Mut". Control del
kit

Células competentes de E. coli TOP10

Vectores de clonacion pCR2.1(Invitrogen)
pGEM 3Z+ (Stratagene

Vectores de expresion (Invitrogen) pPICZ (A, B 6 C) intracelular
pPICZa (A, B 6 C) extracelular

Enzimas (GIBCOBRL) Eco RI, Kpn [, Sac [, Ligasa y Taq
polimeresa, fosfatasa alcalina (Sigma)

C115 Secuencia codificante dh sod-1 que expresa
la Cu,Zn-SOD D. hansenii

Anticuerpos ler. Ab Cu,Zn SOD de D. hansenii
2do.Ab  IgGoconejo  conjugado  con
peroxidasa

3.2 Técnicas basicas
3.2.1 Preparacion de células competentes.

A. Método de Cloruro de Calcio (Sambrook, et al. 1989) para bacterias

Se inocularon 50 mL de medio SOB con 100 puL de células (Stock E. coli TOP10 en
glicerol a -80°C). Se Incubaron a 37°C con agitacidn orbital constante de 250 rpm durante
16-20 hrs. Con estas células (500pL) se inocularon 50 mL de SOB. El cultivo se incub6 a
37°C con agitacion orbital constante a 250 rpm durante 3 hrs. Posteriormente las células se
transfirieron a tubos estériles (Falcon 2070), se enfriaron en hielo por 10 minutos y se

recuperaron por centrifugacion a 4000 rpm a 4°C por 10 minutos. Se descartd el
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sobrenadante, el pellet celular sé resuspendidé en 10 mL de CaCl, 0.1M frio. Las células se
recuperaron por centrifugacion 4000 rpm a 4°C por 10 minutos. El sobrenadante se descarto
y el pellet celular se resuspendid en 2 mL de CaCl, 0.1M frié. Las células se distribuyeron
en fracciones de 50 pL en tubos eppendorf de 1.5 mL estériles manteniéndose a 4°C,

durante un periodo no mayor a una hora.

B. De levadura P. pastoris cepa GS115 (Pichia EasyComp™Kit)

(Ausubel et al., 1997).

Colonias aisladas de la cepa GS115, se inocularon en 10 mL de medio YPD (extracto de
levadura 1%, peptona 2%, dextrosa 2%) incubandose toda la noche a 30°C con agitacién
orbital constante a 250 rpm. Del cultivo celular (500pL) se inocularon 10 mL en medio
YPD incubandose durante 4 horas con agitacion orbital constante a 250 rpm. Las células se
recuperaron por centrifugacién a 500 x g por 5 minutos. Se resuspendio el pellet en 10 mL
de solucion [ (sorbitol, etilen glicol y dimetil sulféxido), recuperandose las células por
centrifugacién a 500 x g durante 5 minutos. Posteriormente el pellet se resuspendid en 1

mL de solucidn I. Las células frescas se distribuyeron (50 pL) en tubos estériles.
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3.2.2 Transformacion en células. Método de Shock Térmico (Sambrook
et al. 1989).
A. De E. coli cepa TOP 10

A cada 50 pL de células competentes, se agregd 5 pL de ADN (50ng) y 2uL de B-
mercaptoetanol. Incubandose en hielo durante 30 minutos. Posteriormente se realizd el
choque térmico a 42°C durante 30 segundos en bafio maria, incubandose los tubos en hielo
durante 2 min. Posteriormente se agregaron 250uL. de medio SOC. Incubandose a 37°C
durante 1 hora con agitacidn orbital constante a 225 rpm. Posteriormente se inocularon
200uL de células sobre placas SOB agar con antibiotico (ampicilina para pCR2.1 y zeocina
para pPICZ (o) a una concentracion de 50pg/mL) distribuyéndose gentilmente sobre la
superficie de agar. Las placas se incubaron invertidas a 37°C durante 18 horas. El control

utilizado para este procedimiento se realizé utilizando agua en lugar de ADN.

B. De P. pastoris cepa GS115

Los controles utilizados fueron el control del kit GS115/pPICZ/lac z y uno propio que fue
la transformacién de P. pastoris con el plasmido linearizado sin inserto. Por cada 50 uL de
células competentes se agregaron 3 pL. de plasmido (+ inserto linearizado), agregando 1
mL de solucion II. La reaccion de transformacion se incubo 1 hora a 30°C en bafio Maria,
realizando agitacién en vortex cada 15 minutos. Posteriormente se aplicé choque térmico a
42°C durante 10 minutos. Para finalizar a las células se les agregé medio YPD,

incubandose durante 1 hora a 30°C. Las células se recuperaron por centrifugacion a 3000 x
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g por 5 minutos. El pellet sé resuspendi6 en 150puL de solucion II. Se inocularon 150uL de
células transformadas se placas YPDS (YPD-sorbitol 1M-zeocina 100ug/mL)

distribuyéndose gentilmente sobre la superficie de agar. Las placas se incubaron invertidas

a 30°C durante 2 dias.

3.3 Extraccion y purificacion de ADN plasmidico. Método de Lisis

Alcalina (Sambrook et al. 1989)

Se realizaron minicultivos al inocular colonias unicas (picadas de placas de agar) en 3 mL
de medio SOB con antibidtico. Se seleccionaron 10 colonias transformadas por placa. Los
cultivos se incubaron a 37°C con agitacion orbital constante a 225 rpm durante 18 horas
(Minipreps). Posteriormente las células se recuperaron (1.5 mL de cultivo) por
centrifugacion 14,000 rpm a 4°C durante 2 minutos. Se descartd el sobrenadante y se
realizé un lavado con 1 mL de solucidn I fria (50 mM glucosa, 25 mM tris-Cl pH 8.0, 10
mM EDTA pH 8.0). Se centrifugé 10,000 rpm a 4°C por 1 minuto, descartando
posteriormente el sobrenadante, resuspendiéndose el pellet en 100 pL de solucion I fria. Se
agregaron 200 pL de solucion I (0.2 N NaOH, 1% SDS), mezclandose por inversion. Se
incubd 5 minutos a temperatura ambiente y 5 minutos en hielo. Se adicionaron 150 pL de
solucidn III fria (60 mL de acetato de potasio 5 M, 11.5 mL de 4cido acético glacial y 28.5
mL de agua), se incubd en hielo durante 15 minutos. Después de la incubacién se
centrifugd a 14,000 rpm por 20 minutos a 4 °C, recuperandose los 350 puL de la capa
superior los cuales se transfirieron en un tubo eppendorf estéril. Se realizé una extraccion

con un volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) mezclandose por
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inversion. Se centrifugd 10,000 rpm por 2 minutos a 4°C, recuperandose la capa superior
(este paso se realiz6 unicamente cuando las muestras iban a ser sometidas a digestién con
enzimas de restriccion). Para la precipitacion del ADN plasmidico se utilizaron volimenes
de etanol absoluto preenfriado a -20°C. Centrifugandose a 12,000 rpm durante 15 minutos
a 4°C, se descartd el sobrenadante y el pellet se lavé dos veces con etanol al 70 % frio. Se
centrifugd nuevamente a 10,000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Los pellets de ADN se secaron

en un Speedvac (Eppendorf). El ADN se resuspendié en 50 pL de TE buffer pH 7.5

adicionandose 2 pL de RNAsa (1 pg/pL). Las preparaciones se incubaron a 37°C durante
una hora en baifio Maria. Posteriormente se realizé una cuantificacidn espectrofotometrica
(Abs 260/280) y el ADN plasmidico se visualizo por electroforesis en geles de agarosa-

TBE al 1% pretenido con bromuro de etidio.

3.3.1 Preparacion de ADN plasmidico a mediana escala. Las seis versiones de

plasmidos manejadas por el EasySelect Pichia Expression Kit, versiéon B (pPICZ (ABC) y
pPICZa(ABC)).

Las células transformadas se crecieron en S0 mL de medio SOB con Zeocina a 37°C por 16
horas con agitacion orbital constante a 225 rpm. Las células se recuperaron por
centrifugacion a 12,000 rpm a 4°C por 10 minutos. Posteriormente, la purificaciéon del
ADN plasmidico se llevé a cabo mediante una columna AX100 de Nucleobond (Macherey-
Nagel®), utilizando una modificacién del método de lisis alcalina (Sec. 3.3) segun las
indicaciones del fabricante. El ADN plasmidico purificado se precipité con 1.4 mL de

isopropanol, recuperandose por centrifugacion a 12,000 rpm a 4°C por 15 minutos. El pellet
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se lavo con etanol al 70%, secandose en un Speedvac (Eppendorf). E1 ADN se resuspendio
en 100 pL de TE pH 7.5. Se cuantificé la concentracion de ADN plasmidico
espectrofotométricamente y se visualizé mediante electroforesis en geles de agarosa-TBE al
1 % pretefiidos con bromuro de etidio.

3.4 Subclonacion de la secuencia dh sod-1 en los vectores pPICZ y/o
pPICZa

3.4.1 Integracion de la caja de Kozac en la secuencia dh sod-1 (C115).

Mediante digestién con E£co RI se obtuvo la secuencia codificante dh sod-1 (clonada en el
vector pCR II) que contiene 470 bp que codifica para una proteina teérica funcional de 153
aminodcidos (Hernandez et al. 1997). Este segmento de ADN se utilizé como templado
para incluir la secuencia concenso ANNATGG (caja de Kozac) mediante amplificacién por
PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) utilizando oligos especificos:

Forward: AIl ATG GTG CAG GCG GTG (WN43)

Reverse: ITT IGT IAG ICC IAT IAC ICC ACA (UD42)

La construccién de un nuevo fragmento dh sod-1k es necesaria para incluir el codén de
inicio de la traduccién en el vector intracelular pPICZ(A, B 6 C) utilizados por P. pastoris

para la expresién de proteinas recombinantes.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Para las amplificaciones se utilizé un Termociclador Techne (Cyclogene). Las reacciones

(50uL) contenian 100 pmol de los oligonucledtidos especificos WN43 (forward) y UD42
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(reverse), 10 uM de los cuatro deoxinucledsidos trifosfatos, SpL de tampdn para PCR 10X,
10 ng de ADN y 2 U de Taq polimerasa. La mezcla se cubrié con SOuL de aceite mineral y

se sometieron al siguiente programa:

Ciclos Temp. Tiempo
1 95°C 5'
94°C 5
5 50°C 2'
72°C 3
94°C I
25 50°C 2'
72°C 3
1 72°C 3

Los productos (SuL) se analizaron en geles de agarosa-synergel-TBE al 1%, pretefiidos con

bromuro de etidio.

Clonacion de dh sod-1k en pCR2.1

Los productos de PCR se clonaron en el vector pCR2.1 (Fig. 1) utilizando el Original TA
Cloning ® Kit (Invitrogen) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. La transformacién
se realiz6 por el método de choque térmico (Sec. 3.2.2A) y las transformantes obtenidas se
seleccionaron en placas de SOB/ampicilina. El ADN plasmidico se extrajo por el método
de lisis alcalina (Sec. 3.3). El ADN se digirié mediante enzima de restriccion Eco RI para
identificacién de las clonas positivas. El ADN plasmidico (100uL) se analizé en geles de
agarosa-TAE al 1% preteflidos con bromuro de etidio, para la posterior purificacién del

fragmento mediante el uso del Rapid Gel Extraction Kit (GIBCOBRL) y Kit Gene Clean
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(Bio 101, La Jolla, CA). Los resultados se documentaron mediante fotografia bajo luz UV

en un sistema de fotodocumentacion UVITEC (UVP).

3.4.2 Preparacion de los vectores pPICZ (A, By C) y pPICZa (A, By C)
Desfosforilacion de ADN plasmidico linearizado (Sambrook et al.
1989)(Sigma)

Se digirieron 20 pug de ADN plasmidico con Eco Rl Se realiz6 una extracciéon con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y se precipit6 el ADN con de etanol absoluto
preenfriado a -20°C. El pellet de ADN se resuspendi6 en 90 pL de Tris 10 mM pH 8.3,
adicionandose 10 pL del buffer 10X de fosfatasa alcalina y 1uL de enzima CIP. Para
detener la reaccidn se agregd posteriormente SDS y EDTA (concentracidn final de 0.5 % y
SmM) respectivamente, realizandose una extraccidon con un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). El ADN plasmidico desfosforilado se
precipité con etanol absoluto preenfriado a -20°C durante toda la noche. El pellet de ADN
se seco en un speedvac (Eppendorf) y se resuspendié en S0 pL. de TE pH 7.5. El ADN

plasmidico desfosforilado se visualizé6 mediante una electroforesis en geles de agarosa-TBE

al 1% pretefiidos con bromuro de etidio.

3.4.3 Construccion de los vectores de expresion (Subclonacion)

La construccion se realizo con los vectores pPICZ y pPICZ(o) en sus versiones A, B y

C (fig. 2 y 3). La reaccidn de ligacion se efectud bajo la correlacién inserto:vector de



1:3 y de 1:2, utilizando un kit de ligacion rapida de T4 DNA Ligasa (GIBCOBRL). Con
los productos obtenidos se transformo en E. coli (Sec. 3.2.2A), seleccionando las
transformantes en placas con medio SOB/Zeocina. El ADN plasmidico se recuperd por
lisis alcalina (Sec. 3.3) y se digirid con Eco RI para identificar las clonas positivas.
Posteriormente se llevé a cabo un analisis de restriccién con Kpn [ para verificar la
orientacidn del inserto El esquema de reaccidn fue el siguiente: Albumina acetilada
BSA 10 X 3 pL, Buffer L 10X 3uL; enzima Kpn IS U/ug de DNA; 10ug de DNA. Los
resultados de la digestion se observaron mediante electroforesis en geles de agarosa-
synergel TBE al 1% pretefiido con bromuro de etidio y los resultados se documentaron

mediante fotografia bajo luz UV en un sistema de fotodocumentacion UVITEC (UVP).
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lacZa ATG

M13 Reverse Primer |
,EAG GAA ACA GCT AIG AC|C ATG ATT ACG OCA AGC TTG GTA CCG AGC TOG GAT CCA CTA
| GTC CTT TGT CGA TAC TG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

H/nd i K;.;nl Sacl Bam-il Spe |
1

letXl EC?RI EcoR |
|
G'MACG@CGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTT YA GCC GAA TTC TGC

CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG CGG CTT AAG ACG
Aval
PaeR7 !
EooR v BstX | Not | Xho | Nsi lI Xbal Apa | v

I A
AGATATCCATCACACTGGCGG@GCTCGAGCATGCATCT AGAG(ISOCCAAT TCG|CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC|GGG ATA

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer M13 Forward (-40) Primer
AGT GAG TCG TAT TA CAAT TCA |[CTG GCC GIC GIT TTA (JAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |[GAC CGG CAG CAA AAT {TT GCA GCA CTG ACC CTT TTG /

Fig. 1. Vector pCR2.1 modificado en sitios Eco R/. El producto de PCR insertado es
flanqueado a cada lado por un sitio Eco R/. Ayuda a eliminar modificaciones enzimaiticas del

producto de PCR. (Original TA Cloning Kit. Invitrogen)
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Comments for pPICZa A
3593 nucleotides

Fig. 2. Vector de expresion extracelular. Construcciéon pPICZa-dh sod-I1. El
fragmento dh sod-1 se subcléno en el sitio Eco RI del "polylinker" del vector. En
la barra (dh sod-1) estan indicados (en pares de base) la localizacion relativa de los
sitios Unicos de corte. El vector contiene el promotor 5’AOX, secuencia sefial a-factor
v seis residuos de histidina.(EasvSelect Pichia Expression Kit. Invitrogen)
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Fig. 3. Vector de expresién intracelular. Construccion pPICZ-dh sod-1k. El fragmento
dh sod-1k se subclono en el sitio £co RI del "polylinker" del vector. En la barra (dh sod-
1) estan indicados (en pares de base) la localizacion relativa de los sitios unicos de corte.
El vector contiene el promotor S’AOX y un motivo de seis residuos de histidina. El
fragmento lleva la caja de kozac. .(EasySelect Pichia Expression Kit. Invitrogen)
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3.4.4 Digestion para linearizacion del ADN recombinante

Las clonas positivas se digirieron con Sac I siguiendo las indicaciones del fabricante,
verificandose el corte de las digestiones mediante electroforesis en geles de agarosa-
synergel-TBE 1%, pretefiido con bromuro de etidio. Posteriormente a las preparaciones
de ADN lineal se realizd6 una segunda extraccién con fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1), precipitdindose finalmente con etanol absoluto preenfriado a -
20°C. El ADN se recuperd por centrifugacion y el pellet se lavé con etanol al 70%,
secandose en un Speedvac (Eppendorf) y resuspendiéndose en 10ul de TE pH 7.5 para

posteriormente transformar P. pastoris (Sec. 3.2.2B)

3.5 Obtener la expresion de la proteina recombinante (hdh sod-1)
mediante induccion con metanol.

3.5.1 Activacion de cepas Pichia pastoris

Primeramente se realiz6 la activacién de 3 cepas de Pichia que estaban conservadas en
glicerol, extraidas de EasySelect Pichia Expression Kit (Invitrogen).

KM71 Mut’® his4 cepa control

GS115 Mut " his4 Cepa hospedero.

GS115/pPICZ/lac Z his4 Mut" Control del kit

Las células fueron crecidas en medio YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona, 2%
dextrosa) bajo especificaciones del fabricante. Se Incubd a 30° C con agitacién orbital
constante a 225 rpm durante 48 hrs. Se prepararon placas de YPD de cada cepa para

obtener un stock.
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3.5.2 Determinacion de Fenotipo Mutante

Se seleccionaron por picadura las colonias aisladas de P. pastoris transformada. Para
inocular una placa con MMH (medio Minimo Metanol + Histidina) y una placa con MDH
(Medio Minimo Dextrosa + Histidina). Como control positivo se utilizo la cepa
GS115/pPICZ/lac Z Mut" y como control negativo KM71 Mut® . Las placas se incubaron a
30°C por 2 dias. Posteriormente se observé y determiné como Mut™ aquellas colonias que
crecieron rapidamente en MDH y en MMH y como mutante sensibles aquellas colonias

que crecieron en MDH pero lentamente en MMH.

3.5.3 Expresion de Recombinantes en cepas de Pichia pastoris (GS115)

Se realizé un ensayo de expresion utilizando medios minimos BMGH (100mM fosfato de
potasio, pH 6.0, 1.34% YNB, 0.00004 % de Biotina, 1% de glicerol) para produccién de
biomasa y BMMH (100mM fosfato de potasio, pH 6.0, 1.34% YNB, 0.00004 % de Biotina,
0.5% de Metanol) para inducir la expresion de la proteina, en un volumen de 50 mL. Este
ensayo se llevd a cabo durante 24 horas sin hacer induccién con metanol, solo se considerd
el 0.5% que tenia el medio de origen. Se tomaron alicuotas de SmL cada hora durante las
primeras 6 horas y el resto del muestreo se realizd cada 12 hrs. Los productos fueron
visualizados mediante una electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), utilizando 3/4 partes de sobrenadante y 1/4 parte de LB-
SDS (proteina extracelular).

Posteriormente se realizé un segundo ensayo de expresidon con medio complejo BMGY

(1% extracto de levadura, 2% de peptona, 100mM fosfato de potasio, pH 6.0, 1.34% YNB,
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0.00004 % de Biotina, 1% de glicerol) que disminuye la actividad de las proteasas e
incrementa el crecimiento y BMMY (1% extracto de levadura, 2% de peptona, 100mM
fosfato de potasio, pH 6.0, 1.34% YNB, 0.00004 % de Biotina, 5% de Metanol), que
induce la expresion en un volumen de 100 mL, se inocularon las cepas control y las clonas
transformadas de GS115:

1) GS115/pPICZaC + C115 (extracelular)

2) GS115/pPICZC +Cl115 (intracelular)

3) GS115/pPICZ/lac Z (control del kit)

4) GSI115/pPICZ (control propio)

Colonias unicas de cada cepa se inocularon en 25 mL de BMGY, los cultivos se crecieron
toda la noche a 28-30°C con agitaciéon orbital constante a 250 rpm. Las células se
recuperaron por centrifugacién 3000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. El pellet
celular se resuspendié en 100 mL de medio BMMY. Posteriormente para inducir la
expresion se incubaron nuevamente a 30°C con agitacién orbital constante a 250 rpm. El
proceso de expresion se llevo a cabo durante 120 hrs, induciendo cada 24 hrs con metanol
para mantener una concentracion de 0.5 % en el medio.

Las alicuotas de 5 mL fueron extraidas en los siguientes puntos de muestreo (horas): 0, 6,
12, 24 (un dia) 36,48 (dos dias) 60,72 (tres dias) 84, 96 (cuarto dia) 108, 120 (quinto dia) y
se analizaron los niveles de expresion de la Cu,Zn SOD con el fin de determinar el punto

6ptimo de la induccidn.

Las muestras se conservaron de la siguiente manera: De la transformante para la expresion

extracelular (GS115/pPICZaC + CI115) se transfirio el sobrenadante a un tubo
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conservandose tanto el pellet como el sobrenadante a -80°C; al igual que los controles hasta
su procesamiento posterior. Las muestras de la expresion intracelular (GS115/pPICZC +
C115) se conservaron unicamente los pellets. Posteriormente se realizaron las pruebas de
verificacion de la expresion de la proteina recombinante utilizando SDS-Page; Western blot
y actividad especifica por electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones nativas

(PAGE-Nativa).

3.6 Verificacion de la expresion de Cu,Zn SOD recombinante.

3.6.1 Western blot

La extraccion de proteinas intracelulares se realizé mediante lisis con perlas de vidrio
(0.5mm Sigma), adicionando buffer de rompimiento (50 mM fosfato de sodio, pH 7.4, 1
mM de PMSF, ImM EDTA, 5% glicerol). La ruptura celular fue mediante vortex (8 ciclos
de 30 s vortex y 30 s en hielo), recuperandose el sobrenadante por centrifugacién a 14,000
rpm por 10 min. a 4°C. Las proteinas se cuantificaron por el método de Lowry para realizar
su separacion por SDS-PAGE. El gel de poliacrilamida se transfiri6 a membrana de
nitrocelulosa por el método de transferencia semiseca. El revelado de la proteina
inmunoreactiva se realizd mediante un bloqueo de proteinas inespecificas con leche
semidescremada al 5% (w/v), y posteriormente se identificd con un anticuerpo policlonal
-Anti Cu,Zn SOD de Debaryomyces hansenii y como anticuerpo secundario se utilizo
IgGaconejo conjugado con peroxidasa visualizandose la reaccion por quimioluminiscencia

utilizando como sustrato perdxido de hidrégeno y diaminobencidina.
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3.6.2 Identificacion de actividad por electroforesis en geles de
poliacrilamida bajo condiciones nativas (PAGE-Nativa)

Se prepararon geles en discontinuo de acrilamida-bis. 7.5 %. Se mezclaron 10 pg de
proteina en volumen final de 50 pl de tampdn de carga. De esta mezcla se cargaron 6 pg de
proteina (30 pl) en cada camril del gel. La electroforesis se corrié a 40 V, fase de
empaquetamiento y 80 V fase de corrimiento. La camara se mantuvo en frio a 10°C
durante 4 horas. Finalmente el gel se tiiid con solucidén enzima-especifica para evidenciar

actividad enzimatica.

Tincion para revelar actividad de SOD

Soluciones Stocks 10 X: EDTA, Metionina, NBT y Riboflavina, disueltos en buffer de
fosfatos 50 mM pH 7.8. Se mezclaron 5 mL de cada solucidn protegiéndose de la luz. Se
vertio sobre el gel. Se incubd 30 min. en la oscuridad y a 10°C. Se retird la solucién y se
enjuagdé con agua destilada. Se reveld colocando el gel bajo una lampara de luz blanca

hasta que el fondo se tomé azul violeta y aparecieron bandas blancas.
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4. Resultados

4.1 Identificacion de la version idonea de los vectores de expresion

Se realizé un analisis de los marcos abiertos de lectura de cada una de las versiones de los
vectores pPICZ (A, B y C) y pPICZa (A, B y C), contenidos en el manual de Invitrogen, y
se marco el inicio de la secuencia dh sod-/ mediante la identificacion del sitio de corte Eco
RI. En este analisis se determind que la version C en ambos vectores era favorable para
ubicar la secuencia dh sod-! en fase de lectura y lograr su expresiéon como recombinante.
Secuencia dh sod-1:
sitio de corte
5" TC TGC AGA ATT CGG CTT ATG GTG CAG GC 3’

AG ACG TCT TAA GCC GAA TAC CAC GTC CG
R I R L M V Q A

pPICZA 5’ AAC GAA TTC ACG TGG CCC AGC CGG CCG TCT CGG
ATC GGT ACC TGC AGC CGC GGC GGC CGC CAG CTT
GGG CCC GAA CAA AAACTCATC ¥

pPICZB 5’ ACG AGG AAT TCA CGT GGC CCA GCC GGC CGT CTC
GGA TCG GTA CCT CGA GCC GCG GCG GCC GCC AGC
TTT CTA GAACAA AAACTC ATC 3’

v/ pPICZC 5’ CGA GGA ATT CAC GTC GCC CAG CCG GCC GTC TCG
(@) GAT CGGTACCTC GAG CCG CGG CGG CCG CCA GTC
TAC GTA GAA CAAAAACTCATC3
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4.2 Subclonacion de la secuencia d/ sod-1 en los vectores pPICZ(a) y/o
pPICZ.

4.2.1. Integracion de la caja de Kozac en la secuencia dh sod-1

La secuencia codificante dh sod-1 (C115), que contiene toda la informacion necesaria para
producir una proteina funcional fue obtenida por (Hernandez, et al., 1997). Se le agrego la
secuencia consenso de la caja de Kozac mediante el método de PCR utilizando oligos
especificos. Esta construccion fue necesaria para que los vectores de expresion intracelular
pudieran reconocer el sitio de origen dentro del marco de lectura y con ella dar la sefial de
inicio para la traduccion y expresion de la proteina. El producto de la amplificacion
observado en geles de agarosa al 1%-TAE, pretefiido con bromuro de etidio correspondio al

tamario del inserto esperado 470 pb. (Fig. 4)

M Cl115 KC115

Fig. 4 Producto de amplificacion por PCR. M.
marcador de PM. C115. KC115 (fragmento con
caja de kozac).
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4.2.2 Clonacion de dh sod-1 en pCR2.1 (Cloning ® Kit Invitrogen)

El producto amplificado se cloné en el vector pCR2.1. Se transformé en E. coli (Sec.
3.2.2A). Se caracterizaron enzimaticamente 40 clonas, observandose positivas 8 de la
construccidn con la caja de Kozac y 4 con el segmento dh sod-1 (C115) (Fig. 5). De los 2
métodos de purificacion del segmento que se utilizaron, se obtuvo un mejor resultado de
ligacién con el producto purificado por Rapid Gel Extraction Protocol (GIBCOBRL) que
con el tradicional Gene Clean. Ambos métodos utilizan en mismo fundamento de limpieza
con silica gel, la diferencia es que uno tiene una columna empacada (membrana) y el otro la
utiliza en forma liquida permitiendo que posibles residuos de silica intervengan en los

resultados de los experimentos posteriores.

dh sod-1

Fig. S. Clonas positivas digestion Eco RI. Del 1 al 8 dh sod-1-
kozac. Del 9 al 12 dh sod-1. Electroforesis en geles de agarosa-TBE
1%, preteiiido con EtBr.
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4.2.3 Desfosforilacion de ADN plasmidico linearizado

Se realizo la desfosforilacion de los vectores de expresion con CIP previamente
linearizados con Eco RI. Con este paso se aumentd la eficiencia de ligacion para la
construccion de los vectores de expresion pPICZ (ABC) y pPICZca (ABC) con el inserto
C115, utilizando T4 ligasa, al mismo tiempo se disminuyo el riesgo de autoligacion. Para
verificar la eficiencia de la desfosforilacion, el plasmido linearizado y desfosforilado se
transformo (Sec. 3.2.2A). El criterio a considerar fue, que como TOP10 no tiene sitio de
reconocimiento del vector a nivel cromosomal, atin cuando es un vector integrativo, no
podia integrarse o transformar en esa célula; por lo tanto, el crecimiento esperado en placas
de SOB con Zeocina como antibiotico selectivo deberia de resultar negativo o nulo. En

caso contrario si la desfosforilacion no se hubiera realizado eficientemente el plasmido se
autoligaria y las placas con SOB+Zeocina hubieran presentado crecimiento. El resultado
obtenido fue el esperado, todas las placas resultaron sin crecimiento y los controles tanto
positivo (para viabilidad celular) y negativo (transformacién con agua), presentaron su
comportamiento correcto. Esto garantizo la eficiencia en la hidrdlisis de grupos fosfatos

amino terminal (Fig. 6).

pPICZ
gy S m— S —— 1——- pPICZa

Fig. 6. Vectores linearizados con Eco Rl y
desfosforilades con fosfatasa alcalina (CIP).
Electroforesis en geles de agarosa-TBE al 1%.
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4.2.4 Subclonacion de la secuencia dh sod-1

La secuencia dh sod-1, fue subclonada en el sitio Eco RI de los vectores pPICZ(ABC) y
pPICZa(ABC) (Invitrogen) desfosforilados, asi como plasmidos linearizados sin
desfosforilar y plasmido linearizado extraido por columna Nucleobond (Sec. 3.3.1). Estos
vectores de expresion contienen el promotor AOXI (que induce la expresion de secuencias
extrafias en presencia de metanol 0.5% vy seis residuos de histidina que funcionan como
dominio enlazante de metal en la proteina de fusién traducida). Las 48 construcciones se
realizaron con segmento recuperado con Eco RI y purificados (Gene Clean y Rapid Gel
Extration) siguiendo las indicaciones del fabricante. Se transformé (Sec. 3.2.2A) y la
eficiencia de transformacion observada de la ligacion con plasmido desfosforilado y C115
purificado por Rapid Gel Extraction Protocol fue de aproximadamente 100 clonas por pg
de ADN. Mientras que la eficiencia de transformacion con los otros modelos fue baja o
nula. De las clonas positivas se prepararon Minipreps SOB mas Zeocina con 10 clonas por
vector. Se analizaron enzimaticamente con Eco RI 60 clonas. El resultado se observé en
geles de agarosa-TBE al 1% pretefiidos con bromuro de etidio. Identificando 7 clonas
positivas de pPICZA, 5 de pPICZaA, 5 de pPICZB, 3 de pPICZaB, 8 de pPICZC y 2 de

pPICZaC.

De las clonas positivas obtenidas de cada version se realizé un analisis de restriccién para
verificar la orientacion del segmento bajo el siguiente criterio: si esta en buena orientacién
la construccion se lineariza; y, si esta en orientacidén equivocada la construccion se divide

en dos bandas de x nimero de pares de bases (Fig. 7).
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Posterior al analisis de restriccidn se obtuvieron unicamente 2 clonas positivas de pPICZaC
y pPICZC, 4 de pPICZB, 3 de pPICZaB, 7 de pPICZA y 4 de pPICZaA. Por lo tanto, se
repitid el proceso para obtener mas clonas positivas de los vectores C, que es la version
ideal para la expresion de la Cu,Zn SOD obteniéndose 6 clonas mas de pPICZaC y 3 de

pPICZC.

Fig. 7. Analisis de restriccion Kpn I. (*) representan a las clonas
negativas (inserto invertido). Electroforesis en geles de agarosa-TBE 1%
pretefiido con EtBr.

4.2.5 Linearizacién de las construcciones (pPICZC-KC115 y pPICZaC-
C115)

Las clonas positivas de todas las construcciones se linearizaron con Sac I para transformar
en P. pastoris. Esta enzima corta en un sitio Unico dentro del vector permitiendo dejar
funcional el promotor AOX1 utilizado por P. pastoris para la integracion en el loci

cromosomal y al mismo tiempo regular la expresion de la proteina recombinante. (Fig. 8)
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Fig. 8. Vectores linearizados con Sac /. P-pPICZC;
A y B-pPICZC-KC115; Cy D pPICZaC-C115.
Electroforesis en geles de agarosa-TBE 1% pretefiido
con EtBr.

4.3 Expresion de la enzima recombinante (hdh sod-1) mediante induecion
con metanol

4.3.1 Determinacion fenotipica

Las cepas utilizadas para la transformaciéon fueron GS115 Mut™ y KM71 Mut® . Las
colonias caracteristicas de Pichia pastoris son de color blanco lechoso, no filamentosas y
apariencia suave, circulares uniformes. En las dos cepas hospederos utilizadas se obtuvo
buena eficiencia de transformacion, aproximadamente 30 transformantes por placa. Se
determind el fenotipo mutante de cada transformante. Se recuperaron 15 clonas Mut™ de
pPICZaC y 7 clonas Mut” de pPICZC. El andlisis fenotipico permitié elegir la cepa que
mejor rendimiento en cuanto a crecimiento y expresion de la proteina recombinante tuviera
durante el proceso de fermentacion en un periodo de tiempo mas corto. El criterio fue que
una mutante positiva posterior a la induccién con metanol tarda de 6 horas a 2 dias en
expresar la proteina recombinante, mientras que una mutante sensible tarda de 1 a 6 dias

(Fig. 9). Para identificar cepas multicopias, las clonas positivas se inocularon en medio
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MDH variando la concentracidn del antibidtico de seleccion (Zeocina) de 100 a 125 y 150
png/mL, se esperaba que las cepas con mas copias crecieran en el medio con una

concentracidn de antibidtico de 125 y 150 pg/mL, no obteniendo resultado favorable.

MDH - MMH

o
OBEENDN
?'nnmmmlnﬂ

BnEaEnmn
Q gzl ===
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Fig. 9. Clonas mutantes positivas de GS115-pPICZC-KC115 (9,12,13,18).
GS115-pPICZaC-C115 (24,25,28,30,,41,42,43), GS115-pPICZC (51).
Colonias observadas después de 2 dias de incubacion a 30°C.

4.3.2 Expresion de Cu,Zn SOD Recombinante en cepas de Pichia pastoris

(GS115)

El primer ensayo de fermentacion se realizé utilizando medios minimos no obteniendo una
buena produccién de biomasa y al separar las proteinas por SDS-PAGE no se observo la
banda proteica esperada, probablemente la deficiencia de nutrientes y sobre todo de metales
trazas necesarios para la sintesis de Cu,Zn SOD recombinante causaron estos resultados,

ademas este ensayo se corrid sin realizar induccién con metanol, solo se consider6 el 0.5%
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de la concentracién inicial del medio. Dadas las caracteristicas del promotor AOX1
utilizado por Pichia para la expresion de proteina recombinante, la induccién de metanol
para sostener la concentracion en la disponibilidad de ésta fuente de carbono inductora de
expresion es muy importante. Sin embargo se pretendid unicamente conocer el
comportamiento de P. pastoris en cuanto a expresion, crecimiento y resistencia por
demanda de oxigeno, pH y stress de manipulacién para poder realizar el escalamiento del
proceso. Lo anterior tuvo como finalidad estandarizar las condiciones del proceso de
fermentacion y conocimiento de la levadura.

El segundo experimento de expresién se realizé con medios complejos, observandose un
mayor rendimiento en la produccién de biomasa. El primer paso de la fermentacién que es
considerada la fase de crecimiento se realizé a una concentracién de 1% de glicerol.
Posteriormente se eliminé el glicerol por centrifugacién descartando el sobrenadante y la
biomasa fresca se resuspendidé en medio con 0.5% de metanol y a esa concentracidén se
sostuvo durante 120 horas. La tasa de crecimiento aun cuando no se cuantificé fue
abundante y caracteristica de cepas mutantes positivas utilizadas por P. pastoris.

Antes de realizar la verificacién de la presencia de la proteina recombinante por Westerm
blot. Se cuantificé la concentracidn de proteinas por el método de Lowry, con la finalidad
de estandarizar las concentraciones de proteinas que serian estudiadas por electroforesis en
geles de poliacrilamida tanto en condiciones nativa como desnaturalizantes y, con ello,
descartar la probabilidad de que las diferencias de concentraciones pudieran generar error

de apreciacién en la expresion.
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4.4 Verificacion de la expresion de Cu,Zn SOD recombinante

El anélisis de Western blot demostrd la presencia de Cu,Zn SOD recombinante a nivel
intracelular. Recordando que la enzima Cu,Zn SOD es citdsolica y considerando que el
sistema de expresion de Pichia tiene las rutas metabdlicas para la sintesis de proteinas
similares al resto de los organismos eucariontes, el éxito de la expresion a este nivel era de
esperarse. El reconocimiento por los anticuerpos (Ab Cu,Zn SOD de D. hansenii y
IgGoconejo conjugado con peroxidasa) fue evidente a diferencia de los controles negativos
donde no hubo tal reconocimiento. La concentracién de proteina recombinante fue en
aumento conforme se corrid el experimento. Al realizar las inducciones con metanol
durante la expresién se observdé que ante el agotamiento de metanol disminuia la
produccién de recombinante, pero se sobreexpresa a las 12 horas posteriores a la induccién.
Esto se observo en la intensidad de las bandas identificadas en un Westermn blot realizado
con 10 pL de extracto proteico y la cuantificacion realizada por el método de Lowry.
Posteriormente se realizé un ensayo cualitativo de actividad PAGE-Nativa de la proteina
recombinante y se puede observar 3 bandas (Mn SOD, Cu,Zn SOD y Cu,Zn SODR) a
diferencia de las dos bandas de actividad mostrada por la cepa GS115, lo que indica que es
una proteina activa (Fig. 11) . Ahora el reto sera la purificacion y caracterizacion de la
proteina recombinante.

Sin embargo, en los analisis de Western blot no se observé la presencia de Cu,Zn SOD
recombinante en el sobrenadante. Se esperaba un nivel de contenido proteico tedrico >
30% dado que P. pastoris secreta muy bajos niveles de proteina nativa. La posibilidad de

éxito en la utilizacién de este sistema de expresion extracelular es alto, debido a que la ruta
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secretora de proteinas utilizada por Pichia, asi como la secuencia sefial prepro o factor de
apareamiento (ooMF) de 89 aminoacidos que transporta a la proteina por esta ruta a sido
utilizada para la secrecion de diferentes proteinas con buenos resultados (Cregg, et al,
1995). Desde luego las caracteristicas propias de la proteina, asi como su plegamiento y
modificaciones post-traduccionales juegan un papel importante en la expresion de la misma
como recombinante. Cabe aclarar que el experimento para la expresion de proteina
secretada se realiz6 con una sola clona y por una ocasion, por lo tanto queda mucho trabajo
por realizar para poder concluir que el sistema de Pichia pastoris para la expresion de

Cu,Zn SOD Deb. hansenii a mivel extracelular no es funcional.
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Figura 10. Western blotting. Deteccion de la
proteina recombi-nante inrmunoreactiva. Proteina
fijada en membrana de nitrocelulosa
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Figura 11. Identificacion de actividad enzimatica por el
método de NBT. Electroforesis Page-Nativa 7.5%. Mn
SOD, Cu,Zn SOD Sc. Cu,Zn SOD Dh., GS11S, GS
recombinante en tiempo 0, GSR 24A, 36B, 48C, 60D hrs.
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5. Discusion

La expresion de proteinas recombinantes consiste en cuatro pasos fundamentales:
Clonacion de la secuencia codificante de ADN dentro de un vector de expresion contenido
dentro del promotor y una secuencia de terminacion de la transcripcion; transformacion y
mantenimiento estable de la integracion del vector de expresion dentro del hospedero;
Sintesis de la proteina recombinante, bajo las condiciones especificas de represidn-
induccion y purificaciéon de la proteina recombinante para compararla con su contraparte
nativa.

Para lograr lo anterior se tuvieron que realizar varios ensayos desde elegir el medio de
cultivo ideal para el crecimiento de las células bacterianas donde se realizaria la
propagacion del plasmido y mantenimiento comparando los medios SOB y LB. El medio
SOB, tanto en agar como liquido, resultod ser el mas adecuado por sus rendimientos en la
produccidén de biomasa y debido a la presencia de cationes divalentes como magnesio, por
el aumento de la eficiencia de transformacidon en las células de E. coli (Sambrook, et al.,
1989). Por lo tanto, SOB fue el medio en donde se realizaron todos los trabajos de
crecimiento de células competentes de E. coli TOP10, las transformaciones, y la obtencion
de ADN plésmidico a pequefia y mediana escala.

Por otro lado, se buscé un sistema que estuviera disponible, que con técnicas moleculares
bésicas fuera facil de manipular que los procesos de maduracidén de la proteina fueran
estables y, lo méas importante, que su proceso de escalamiento en la sobreexpresion de la
proteina recombinante a gran volumen y alta densidad fuera sencillo y econdmico(Cregg

JM et al., 2000). En afios recientes Pichia pastoris ha sido utilizada para producir
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aproximadamente 300 proteinas recombinantes y por las caracteristicas de los vectores de
expresion que utiliza resulta un sistema adecuado para probar y lograr la expresion de la
secuencia dh sod-1 (enzima Cu,Zn SOD recombinante).

Dado que los vectores pPICZ son faltantes de origen de replicacion, estos son propagados
como elementos integrativos en el cromosoma de Pichia pastoris donde la recombinacion
de ADN con el cromosoma ocurre via homologia (loci cromosomal y vector linearizado) y
su integracion es direccionada a la regién 5'AOXI dejando el gen AOXI intacto
(Promotor), para la conduccién de la proteina recombinante expresada generando clonas
mutantes positivas (Romanos, M. 1995).

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo, la utilizacién del sistema de
expresion de Pichia pastoris como hospedero (cepa GS115), con sus vectores pPICZC y
pPICZa C construidos como ADN recombinante con la secuencia dh sod-I que codifica a
la enzima Cu,Zn SOD de Deb. hansenii, es funcional para expresar la proteina
recombinante soluble a nivel intracelular identificada con anticuerpos policlonales a través
del ensayo Western blot. Estos anticuerpos no reconocen la Cu,Zn SOD de Pichia pastoris
(control negativo). Lo que nos lleva a concluir que ambas enzimas poseen epitopes
diferentes (Rojas Espinoza, 1996). Entonces, la detecciéon de la enzima inmunoreactiva si
corresponde a la expresada por la secuencia dh sod-I. En el proceso de expresion se
manejaron como controles los proporcionados por el kit y el preparado bajo las mismas
condiciones del proceso con las construcciones propias. En ambos la deteccion de la
enzima Cu,Zn SOD, fue negativa. Al realizar un ensayo para identificar actividad PAGE-

Nativa se observaron 3 bandas de actividad identificadas por el método de NBT
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(quimioluminiscencia), que correspondian a la Mn SOD, a la Cu,Zn SOD de Pichiay ala
Cu,Zn SOD recombinante, Lo anterior se confirmé mediante el control de Pichia que solo
presenta dos bandas. Ademas, ello indica que la proteina Cu,Zn SOD recombinante es
activa. Y con ello se confirma que la expresién de una proteina recombinante de origen
eucariota tiene una mayor posibilidad de ser expresada correctamente en un sistema del
mismo origen. Por otro lado, en un ensayo realizado con una clona, para la expresion
extracelular (pPICZaC) de la enzima, la presencia de Cu,Zn SOD recombinante en el
sobrenadante del cultivo no se detecté por Western blot.

Tedricamente el punto donde se logré observar una mayor expresion de enzima
recombinante fue 12 horas después de realizado el pulso de induccion (36 horas), tomando
en cuenta que las células en ese tiempo se encuentran en fase de crecimiento log y estan
fisiolégicamente activas, a diferencia de las muestras analizadas dentro de la fase
estacionaria (60, 96 y 120 horas), donde se considera que el rendimiento celular es

aproximadamente un 50 %.
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6. Conclusion

La secuencia codificante dh sod-1 proviene de un organismo eucariota una levadura marina
D. hansenii, por lo tanto, se busco su expresion como proteina recombinante en un sistema
similar (Pichia pastoris). Se confirmé que este fragmento constituido por 470 pb, que
codifica para una proteina de 153 aminoacidos con un PM tedrico de 15.9 KDa, no
contiene intrones, y es capaz de ser expresada como una proteina heteréloga del tipo Cu,Zn

SOD inmuno- y enzimaticamente activa, identificada como proteina soluble intracelular.

Las transformantes obtenidas de Pichia indica poseer copias Unicas de vector de expresion
por célula, por lo que para la sobre-expresion se deberan construir cepas multicopias

sobreproductoras de enzima recombinante Cu,Zn SOD.

La expresion extracelular de la Cu,Zn SOD recombinante inmunoreactiva en P. pastoris no
se logro identificar, a través de Western blot en las condiciones experimentales descritas en
este trabajo. Por lo tanto, se debera analizar el proceso de fermentacion para optimizar
condiciones de secrecion considerando que el vector de expresion extracelular que se
utiliza cuenta con la secuencia sefial de 89 aminoacidos para conducir la secrecion
(Invitrogen). Para el caso de la enzima Cu,Zn SOD (metaloproteina), la primer
consideracion para este fin debera ser la disponibilidad de Cu y Zn que estén presentes en
el medio en concentracion suficiente sin llegar a tener niveles toxicos para la célula.
Podemos hipotetizar que los procesos post-traduccionales pueden también afectar el

rendimiento en la produccién de la enzima secretada.



47

La seleccion de Pichia pastoris como hospedero en procesos de escalamiento de expresion
a gran-volumen y alta densidad, es factible para establecer un sistema de expresidn que sea
capaz de producir gran cantidad de enzima recombinante Cu,Zn SOD de forma soluble y
funcional a nivel intracelular.

Los vectores de expresion integrativos pPICZ (intracelular) y pPICZo (extracelular)
utilizados por P. pastoris para conducir la expresion de la Cu,Zn SOD recombinante
facilitaron la produccién de cepas transformadas GS115 Mut+, ya que el vector
linearizado en regiones de homologia con el genoma, estimula grandemente la frecuencia
de integracidn en el loci cromosomal inmediato al sitio de corte. Con este principio la
recombinacién homologa P. pastoris tiene la ventaja de formar cepas multicopias
sobreproductoras de Cu,Zn SOD recombinante, donde el obtener cepas multicopias
dependera del método de transformacion utilizado (EasySelect Pichia Expression Kit,
Invitrogen). Por lo tanto, utilizando electroporacion para transformar podemos suponer que
tendriamos clonas multicopias y no copias unicas como las obtenidas con una
transformacion por métodos quimicos. Considerando que clonas multicopias de la
secuencia dh sod-/ aumentarian la expresion de Cu,Zn SOD recombinante habra que

verificar dicha suposicion.
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7. Perspectivas

Construir cepas multicopias de Pichia pastoris, (por el método de electroporacion), con el

fin de sobreproducir la enzima Cu,Zn SOD de D. hansenii como recombinante.

Purificacién de la proteina recombinante Cu,Zn SOD de D. hansenii obtenida a nivel
intracelular utilizando métodos cromatograficos con columnas de afinidad y realizar la

comparacion con su contraparte nativa.

Lograr obtener el volumen requerido de enzima, para caracterizacion estructural. Con el
fin de determinar si las variaciones en sus sitios de unién a histidinas del Ion Cu™"
participan en ¢l aumento de la actividad presentada por la enzima Cu,Zn SOD de Deb.
hansenii en comparacion con enzimas Cu,Zn SOD extraidas de otras fuentes y son

comercialmente disponibles.

Comparar la actividad y caracteristicas de la enzima recombinante Cu,Zn SOD de humano
(higado) obtenida de otros sistemas de expresion (Lactococus lactis, Sheng 2000) (otras
levaduras utilizando el promotor gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), Yoo
HY et al. 1999) ambas enzimaticamente activas, con la enzima Cu,Zn SOD de D. hansenii
como recombinante obtenida en este trabajo. Con el fin de determinar si la levadura marina
Debaryomyces hansenii es una fuente alternativa viable de la enzima Cu,Zn SOD con
mayor actividad, asi como valorar el sistema de expresion en cuanto a la expresion de una

proteina enzimaticamente util. Los rendimientos en la produccién de Cu,Zn SOD
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recombinante de diferentes fuentes de extraccidn y diferentes sistemas de expresion hace de
esto un reto interesante para obtener mayor produccidon de enzima a bajo costos. Para
entonces, ofrecer una altemativa mas atractiva al sector industrial en las areas biomédica,

farmacéuticas, cosmetoldgicas y alimentaria.

Realizar otros experimentos con el objetivo de lograr la expresion de Cu,Zn SOD
recombinante a nivel extracelular. Dentro de los factores a considerar estan: el niimero
de copias del casette de expresion, el fenotipo Mut+ (sitio y modo de integracion
cromosomal del vector de expresidn), la composicidén del medio en este caso buscar
niveles de concentracion de Cu y Zn disponibles sin ser téxicos, o bien utilizar algunos
inhibidores para evitar el dafio celular (Sreekrishna K. et al. 1997), variar el pH del
medio, ya que la fermentacién puede ser conducida en un amplio rango de pH (3.0 -
6.0), y un crecimiento prolifico a bajo pH sin afectar a la enzima minimiza los riesgos
de contaminacién microbiana y por ultimo, ajustar la actividad proteolitica y parametros

propios de la fermentacidn, para optimizar las condiciones del medio y el crecimiento.
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Apéndice 1.

Determinacion de proteinas por el método de Lowry (1951)

Preparacion de curva estandar:

NO.DETUBO | uGBSA** | uL STD* | uL AGUA
1 0 0 200
2 2 2 198
3 4 4 196
3 6 6 194
5 8 8 192
6 10 10 190
7 15 15 185
8 20 20 180

*Concentracion en el espectro
** Estandar BSA 1mg/mL.

Reactivos requeridos para cuantificar proteinas.

Soluciones stocks

A. Na;CO;3/NaOH 0.2 N 3%

N32C03
NaOH

Agua destilada

15 gr.

500mL

56



57

B. CuSO4 2%

CuSOq4 2gr.

Agua destilada 100mL
C. Tartrato de Nay K 4%

Tartrato de Nay K 4 gr.

Agua destilada 100mL
Disolver los reactivos por agitacion hasta obtener soluciones cristalinas.
Preparacién de las muestras.
Preparar dilucién 1:20 de cada muestra, agregar 200 pL de la dilucion en cada tubo, para el
blanco agregar 200 pL. de agua destilada. Preparar la solucién D (48 mL. de solucién A ,
1.0 mL de solucién C , 1.0 mL de solucién B). Reposar por 10 minutos a temperatura
ambiente y agregar 100 uL de reactivo Folin & Ciocalteu's Phenol. Reposar media hora a

temperatura ambiente en la oscuridad y realizar la lectura al espectro en Abs 750 nm

Reactivos requeridos para electréforesis en gel de poliacrilamida NATIVA-PAGE
Soluciones stocks
Acrilamida-bisacrilamida 30%
Acrilamida 60 gr.
Bisacrilmida 1.6 gr.

Disolver en 200 mL de agua destilada. Filtrar con papel wathman No.1 y almacenar a 4°C.
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A. 1.5M Tris/HCL, pH 8.8
Tris base 45.41 gr.
Agua destilada 250 mL
Ajustar el pH 8.8 con HCL.
B. 0.5M Tris/HCI, pH 6.75
Tris base 15.13 gr.
Agua destilada 250 mL
Ajustar el pH 6.75 con HCI

C. Tampon de corrimiento (5X)

Tris base 6.05 gr.
Glicina 28.5 gr.
Agua destilada 1000 mL

Ajustar el pH a 8.3 con HCI. Mezclar 100 mL de buffer 5X con 400 mL de agua destilada
para tener una concentracion 1X

D. Tampon de carga

Tris/HC1 0.5 M S5mL
Glicerol 4 mL
Azul de bromofenol 500pL

E. Persulfato de Amonio 10 %

F. N,N,N,N,-Tetramethylethlenediamine (TEMED)



7.5% corrimiento

Preparacion del gel de corrimiento y empaquetamiento.

4% empaquetamiento

Acrilamida/bis 2.5mL 1.3 mL
Buffer 8.8 25 mL

Buffer 6.8 2.5mL
H20 destilada 4.5mL 6.1mL
PSA 10 % 100 pL 100pL
TEMED 10uL 10puL
Total del monémero | 10 mL 10 mL

Preparacion de geles para electroforesis SDS-PAGE

15% corrimiento 4% empaquetamiento
Acrilamida/bis 30% 5.0mL 1.7mL
Buffer 8.8 2.5mL
Buffer 6.8 1.25 mL
SDS 10% 100pL 100 pL
H20 destilada 23mL 6.8 mL
PSA 10 % 100 L 100puL
TEMED 4uL 10pL
Total del mondmero 10 mL 10 mL
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Preparacion de solucion para evidenciar actividad enzimatica (Manchenko, 1994).
Superoxido Dismutasa (SOD)

Soluciones stocks (10X)

EDTA 0.066 gr.
Metionina 3.8 gr.
NBT 0.12 gr.
Rivoflavina 0.014 gr.

Buffer de fosfatos 50 mM pH 7.8 400 mL
Disolver cada reactivo en 100 mL de buffer de fosfatos 50 mM pH 7.8
Mezclar 5 mL de cada solucion stock en una botella ambar, vertir sobre el gel y dejar
incubar en oscuridad 30 minutos a 10°C, retirar la solucién y enjuagar con agua destilada;
para el revelado, colocar el gel bajo una lampara de luz blanca hasta que el fondo se torne

azul violeta y aparezcan bandas claras.

Medios

Soluciones stocks.

10X YNB (13.4% base de nitrogeno para levaduras con sulfato de amonio sin
aminoécidos).

Disolver 134 gr. de YNB base de nitrégeno para levaduras con sulfato de amonio sin
aminoacidos en 1000 mL de agua y esterilizar por filtracion. Calentér la solucién para
disolver completamente el YNB en agua. Almacenar a 4°C.

500X Biotina (Biotina 0.02%): Disolver 20 mg. de biotina en 100 mL de agua y esterilizar

por filwracion. Almacenar a 4°C. La vida 1til de esta solucién es aproximadamente un afio.
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100X Histidina (0.4% Histidina): Disolver 400 mg. de L-histidina en 100 mL de agua.
Calentar la solucidn si es necesario a una temperatura no mayor de 50°C. Esterilizar por
filtracion y almacenar a 4°C. La vida 1til de esta solucidn es aproximadamente un afio.

10X Dexwrosa (20% Dextrosa): Disolver 200 gr. de D-glucosa en 1000 mL de agua.
Esterilizar en autoclave por 15 min. La vida util de esta solucion es aproximadamente un
aflo.

10X Metanol (5% Metanol): Mezclar S mL de metanol con 95 mL de agua. Esterilizar por
filtracion y almacenar a 4°C. La vida 1til de esta solucidn es aproximadamente dos meses.
10X Glicerol (10% Glicerol): Mezclar 100 mL de glicerol con 900 mL de agua. Esterilizar
por filtracion o autoclave. Almacenar a temperatura ambiente. La vida util de esta solucion
es mas de una afio.

1M Buffer de Fosfato de Potasio, pH 6.0

Combinar 132 mL de 1M K,;HPO,, 868 mL de 1M KH,PO, y confirmar que el pH este en
6.0 =+ 1( si s necesario ajustar el pH, usar acido fosfoérico o KOH). Esterilizar en autoclave

y almacenar a temperatura ambiente. La vida 1til de esta solucion es mas de un afio.



Medios usados por Pichia

Medio Descripcion Aplicacion

YPD o YEPD Medio complejo y rico Crecimiento general y

almacenaje

YPDS+Zeocina YPD consorbitoly Zeocina | Seleccién de transformantes

Pichia Zeo®

MGYH Medio minimo conteniendo | Expresion intracelular:
glicerol e histidina Generacion de biomasa previo a

induccién con metanol

MDH Medio minimo conteniendo | Determinacidn de fenotipo Mut
glucosa e histidina

MMH Medio minimo conteniendo | Determinacién de fenotipo Mut.
metanol e histidina Expresion intracelular de

proteina deseada.

BMW Medio minimo amortiguado | Expresion secretada: Usado para
conteniendo glicerol e | el control de pH en el medio y
histidina generar biomasa.

BM Medio minimo amortiguado | Expresidon secretada: usado para
conteniendo  metanol e | controlas pH del medio e inducir
histidina la expresion de la proteina

deseada.

BMGY Medio complejo amortiguado | Expresion secretada: Control de
conteniendo glicerol pH en el medio, disminuye la

actividad de proteasas y genera
biomasa

BMMY Medio complejo amortiguado | Expresion secretada: Control de
conteniendo metanol pH en el medio, disminuye la

actividad de proteasas e induce
la expresion.

YPD o YEPD Medio de extracto de levadura, peptona y dextrosa (1 Lt)

1% de extracto de levadura

2% peptona

2% dextrosa
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Disolver 10 g de extracto de levadura y 20 g de peptona en 900 mL de agua. Nota: Agregar
20 g de agar si se desea hacer placas. Esterilizar en autoclave por 20 min. y adicionar 100
mL de stock 10 X dextrosa.

El medio liquido es almacenado a temperatura ambiente y las placas a 4°C.

YPD + Zeocina.

1% de extracto de levadura

2% peptona

2% dextrosa

1+ 2% de agar

+ 100 pg/mL de Zeocina

Disolver 10 g de extracto de levadura y 20 g de peptona en 900 mL de agua. Nota: Agregar
20 g de agar si se desea hacer placas. Esterilizar en autoclave por 20 min., enfriar
aproximadamente a 60°C y adicionar 100 mL de stock 10 X dextrosa y 1 mL de100 mg/mL

de Zeocina.

El medio liquido con zeocina se almacena a 4°C en la oscuridad. Su vida util es de una a

dos semanas.

Agar YPDS+ Zeocina
1% de extracto de levadura
2% peptona

2% dextrosa
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1M de sorbitol

2 % de agar

100 pg/mL de Zeocina

Disolver 10 g de extracto de levadura, 182.2 g de sorbitol y 20 g de peptona en 900 mL de
agua. Agregar 20 g de agar. Esterilizar en autoclave por 20 min., enfriar aproximadamente
a 60°C y adicionar 100 mL de stock 10 X dextrosa y 1 mL de Zeocina 100mg/mL..
Almacenar las placas conteniendo Zeocina a 4°C en la oscuridad. La vida 1til es de una a

dos semanas.

MGYH Medio minimo de glicerol mas histidina (1 1t)

1.34% YNB

1% glicerol

4 x 10~ % de biotina

1 0.004 % histidina

Combinar asépticamente 800 mL de agua estéril con 100 mL de 10X YNB, 2 mL de 500X
de biotina, 100 mL de glicerol y 10 mL de 100X histidina. Almacenar a 4°C. La vida util

de esta solucion es aproximadamente dos meses.

MDH Medio Minimo Dextrosa mas Histidina
1.34% YNB
2 % dextrosa

4 x 10 > % de biotina
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+ 0.004 % histidina

1.5 % de agar

Combinar asépticamente 800 mL de agua estéril mas agar con 100 mL de 10X YNB, 2 mL
de 500X de biotina, 100 mL de 10X dextrosa y 10 mL de 100X histidina. Después de

mezclar vaciar las placas inmediatamente. Almacenar a 4°C durante varios meses.

MMH Medio Minimo de Metanol mas Histidina (1 1t)

1.34% YNB

0.5 % Metanol

4 x 10 % de biotina

+0.004 % histidina

1.5 % de agar

Combinar asépticamente 800 mL de agua estéril mas agar con 100 mL de 10X YNB, 2 mL
de 500X de biotina, 100 mL de 10X Metanol y 10 mL de 100X histidina. Después de

mezclar vaciar las placas inmediatamente. Almacenar a 4°C durante varios meses.

BMGH y Medio Minimo de Glicerol
BMMH Medio Minimo de Metanol (11t)
100 mM de fosfato de potasio, pH 6.0
1.34% YNB

1 % de glicerol o0 0.5 % Metanol

4 x 10 > % de biotina
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+ 0.004 % histidina

Esterilizar en autoclave 690 mL de agua por 20 min. Enfriar a temperatura ambiente,
adicionar 100 mL de fosfato de potasio, 100 mL de 10X YNB, 2 mL de 500X de biotina,
100 mL de 10X Glicerol, para BMMH, agregar 100 mL de 10X Metanol en lugar de
glicerol, y 10 mL de 100X histidina. Mezclar y almacenar a 4 °C. La vida util del medio es

de aproximadamente dos meses.

BMGY y Medio Complejo con glicerol

BMMY Medio Complejo con Metanol (11t)

1 % Extracto de Levadura

2% Peptona

100 mM de fosfato de potasio, pH 6.0

1.34% YNB

1 % de glicerol 0 0.5 % Metanol

4% 10 % de biotina

+0.004 % histidina

Disolver 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona en 700 mL de agua. Esterilizar en
autoclave por 20 minutos. Enfriar a temperatura ambiente, adicionar 100 mL de fosfato de
potasio, 100 mL de 10X YNB, 2 mL de 500X de biotina, 100 mL de 10X Glicerol, para
BMMH, agregar 100 mL de 10X Metanol en lugar de glicerol, y 10 mL de 100X histidina.

Mezclar y almacenar a 4 °C. La vida 1til del medio es de aproximadamente dos meses.
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Buffer de rompimiento

50 mM de fosfato de sodio, pH 7.4

1 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride)

1 mM EDTA

5 % de Glicerol

Preparar la solucién stock de el inhibidor de proteasa, siguiendo recomendaciones del

fabricante.

Para un litro disolver lo siguiente en 900 mL de agua deionizada. 6 g de fosfato de sodio
monobasico, 372 mg. de EDTA, 50 mL de glicerol. Utilizar NaOH para ajustar el pH y
llevar a un volumen final de 1 Lt. Almacenar a 4 °C. Antes de ser usado adicionar el
inhibidor de proteasa.

YNB Base de Nitroégeno para Levaduras sin aminoacidos. (11t)

Fuente de nitrégeno: 5 g de sulfato de amonio

Vitaminas: 2pg de biotina, 400pg pnatotenato de calcio, 2ug de Acido Félico, 2000pg de
Inositol, 400ug de Niacina, 200 pg Acido aminobenzoico, 400 pg Hidroclorato de
Piridoxina, 200 pg Rivoflavina, 400pg hidroclorato de Tiamina.

Compuestos agregados como elementos trazas: ISOOpg de Acido Bérico, 40pg de Sulfato
de cobre, 100png de Ioduro de Potasio, 200png Cloruro férrico, 400pg Sulfato de
manganeso, 200png Molibdato de sodio y 400ug de sulfato de Zinc.

Sales: 1 g de fosfato de potasio monobasico, 0.5 g de sulfato de magnesio, 0.1 g cloruro de

sodio y 0.1 g cloruro de calcio. Se esteriliza por filtracion .
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Medio SOB (1 Lt)

20 g de Triptona

5 g de Extracto de Levadura

0.5 g de NaCl

10 mL de KC1250 mM

Mezclar en 900 mL de agua. Ajustar a un pH de 7.0, llevar a un volumen final de 990 mL.
Esterilizar por autoclave y enfriar a temperatura ambiente, y agregar 10 mL de una
solucidon estéril de MgCl, 1 M antes de usarse. Para placas de agar agregar en el primer

paso 20 g de agar.

Medio SOC (1 Lt)
Adicionar al medio SOB, 20 mL de una solucion estéril de glucosa 1M por litro de medio.

Soluciones utilizadas para preparar las células competentes de Pichia y transformar.

(The Pichia EasyComp™Comp)

COMPONENTE | DESCRIPCION

Solucion I Solucion de sorbitol, conteniendo etilenglicol y DMSO para la
preparacion de células competentes.
Solucién II Polietilenglicol para la transformacion de cé€lulas competentes

Solucién OI Solucidn de sales para lavado y plaqueo de células transformadas.
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Apéndice 2. Secuencia de bases nucleotidicas y aminoacidos de dh sod-1
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Apéndice 3. Diagramas de Flujo de la Metodologia

Seleccion de la version del vector de expresion

TC TGC AGA ATT CGG CTT ATG GTG CAG GC
AG ACG TCT TAA GCC GAA TAC CAC GTC CG

B

R I R L M V Q A

Inicio de secuencia dh sod-1

Se realiz6 la seleccion de la version de los vectorespPICZ (a, b 6 ¢) y pPICZa(a, b 6 ¢),
que permitira a la secuencia dh sod-1 quedar en un correcto marco de lectura. La version
seleccionada fué C en ambos.



Subclonacion lera Etapa
Integracion de la caja de Kozac

—

Secuencia dh sod-1
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Células comp. de
E. coli

Transformacion
Shock térmico
42°C/ 30 s.

|
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-
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plasmidico
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Subclonacion 2da. Etapa
Linearizacion de los vectores pPICZ y pPICZa

Células comp. de

[ Vectores pPICZ y
E. coli

pPICZa.

Shock térmico
42°C/ 30 s.

N
{ Seleccion Zeocina 1

|

' Transformacion

s R
Extraccion de
plasmidico
Minipreps
Lisis Alcalina
\ o

I

Llinearizacion con
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I

Desfosforilar pPICZ
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Subclonacion 3era Etapa.
Construccion pPICZ y pPICZa (ADN recombinante)

pPICZ y pPICZa Fragmentos
Linearizados Cl15K yCl115
Ligacion .
pPICZ+C1 15K CCIUIZ‘S CO;I.lp. de
oPICZa+C115 - cont

" - -

N

Transformacion
Shock térmico
42°C/ 30s.

1

[ Seleccidn Zeocina I

I

Extraccidn de
plasmidico
Minipreps

Lisis Alcalina

I

Digestion con
Enzimas de
Restriccion

|

Analisis de restriccion y
linearizacion
PPICZ-C115K
pPICZa-C115

J




Expresion de Cu,Zn recombinante

74

F
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Ceélulas comp. de PPICZ-C115K
Pichia pastoris pPICZa-C115
GS115 . Linearizados
Transformacion
Shock térmico
42°C/ 10min

|

Seleccion con
zeocina 100ug/mL

!

Determinacion
fenotipica

U

Fermentacion por

F

|

120 horas
Intracelular. Lisis con Sobrenadante
perlas de vidrio Extracelular
Cuantificacion
método de Lowry
Verificacion:
SDS-PAGE

Western-blot
PAGE-Nativa
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