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Resumen

La hormona de crecimiento humano (hGH1), es una proteina producida
en la gladndula pituitaria y exhibe extensos efectos fisiolégicos en el
cuerpo humano, sus aplicaciones pueden ser tanto terapéuticas como
estéticas. Comercialmente se produce en cultivos de células de mamifero
y en Escherichia coli (E. coli.) La finalidad del trabajo, como parte de un
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proyecto global, fue establecer un sistema control de expresion de la hGHI1
en E. coli, que pueda ser utilizado como comparativo contra otros sistemas
de expresion dentro del grupo de trabajo, tanto microbianos como lo es
Bacillus thuringiensis (1) y sistemas vegetales como los cultivos de raices
transformadas (4, 2).

Primero se obtuvo el gen de la hGH1, mediante PCR a partir del vector pBS-
hGH1. El producto de restriccion se insertd en el vector de expresion bacteriano
pProEx HTb entre los sitios de restriccion EcoRIl y Xhol. Dicho vector presenta
la ventaja de incluir una marca de seis Histidinas en el extremo amino terminal
a la secuencia codificante para la proteina heterdloga, plasmido denominado
“PEONGHIs”. El plasmido pEOhGHis se clond en E.col/i DH5a mediante choque
térmico para obtener la cepa E. coli pEOhGHis. Se realizd una fermentacion
en lote para determinar la cantidad de proteina total especifica producida
(116ng/QL), la cual se dio de manera asociada al crecimiento y potenciada
por la adicidn del inductor IPTG. Se identificod el fragmento 6xHis-hGH1 con
un tamafo de 29.5 kDa.

Introduccion

Una de las estrategias comuUnmente utilizadas para favorecer la recuperacion
y purificacion de proteinas heterdlogas, es el uso de una marca de histidinas
en la proteina, lo que a la vez puede facilitar su deteccioén, y generalmente
sin afectar su estructura ni actividad bioldgica (7,3). El vector pProEX HTb
(Invitrogene, EUA), es un vector de expresion bacteriana inducible, que incluye
una la secuencia para una marca de 6 Histidinas que se afladen a la proteina
clonada en el extremo amino terminal.

La marca de 6XHis resulta ser uno de los sistemas de adicidn de marcas
a proteinas mas econdmico y por su secuencia pequefia disminuye la
probabilidad de producir efectos negativos en la estructura y expresion de
la proteina (9); ello lo hace un método bastante atractivo para la purificacion
de proteinas heterdlogas, ademas de que es facilmente escalable (10). La
proteina de interés, es la hormona del crecimiento humana isoforma 1 (hGH1),
también conocida como somatotropina. Es un polipéptido de cadena unica
de 22 kDa, conformada por 191 aminoacidos, estabilizada por dos puentes
disulfuro, desempefa un papel importante en el metabolismo, la sintesis de
proteinas y la proliferacion celular (8). E. coli ha sido el microorganismo de
produccion comercial de la hGH desde los afos 80. En sistemas bacterianos,
la proteina no es producida en su estructura funcional, ya que no se realiza
la formacion de puentes de disulfuro, con lo que se afecta el plegamiento;
para ello se desarrollan alternativas que buscan favorecer la recuperacion,
purificacion y el plegamiento in vitro de las proteinas heterdlogas a partir de
sistemas procariotas (6).

Metodologia

Se extrajo el gen de hGH]1, a partir del plasmido pBluescript-hGH (pBS-hGH1)
mediante amplificacién por PCR. Para ello, se disefiaron los siguientes oligos:
directo:

5~ ATAGAATTCTCAAGGCCCAACTCCCCG-3 y reverso:
5-CGGCTCGAG GGATGCACTTAATTTTAT-3

que amplifican un fragmento de 833 pb a una temperatura de 58 °C.
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Se afladieron secuencias para enzimas de
corte EcoRl en el 5'y Xhol en el 37, con
las cuales posteriormente se digirio el
amplificado. El producto de restriccion se
ligd en el vector de expresion bacteriano
pProEx HbTM previamente digerido
con las mismas enzimas, siguiendo el
protocolo de T4 DNA Ligasa (15224-
041, Invitrogene, EUA) en una relacion
inserto:vector 3:1; el plasmido resultante
se denomind “pEOhGHIs”. La mezcla de
ligacion se corrid en un gel de agarosa
para identificar la banda de interés de
5534 pb, que corresponde a la unién
del gen de hGH1 al vector pProEX HTb;
finalmente, se clond por choque térmico
en E.coli DH5a utilizando 2QL de la mezcla
de ligacion y las clonas transformantes
se analizaron por digestion enzimatica
y PCR.

Para la fermentacion en lote, se empled un birreactor Applicon de 3L, el cual
estd equipado con sensor de temperatura integrado, una hélice tipo Rushton
de seis paletas para el mezclado y un difusor de aire tipo “L”, electrodo de
pH (Z001023510, Aplisens) y de oxigeno disuelto (Z71202API0, Applikon). Se
suministrd aire pasado a través de un filtro estéril de 45Qm (Midisart 2000,
Sartorius, Alemania). Se ajustaron los pardmetros de control de manera
automatica y manual cuando fue necesario desde la computadora mediante
el software BioXpert version 1.15. La temperatura se mantuvo constante a 37
2C mediante circulaciéon de agua a través de la chagueta. La velocidad de
agitacion se controld manualmente para lograr una saturacion de oxigeno
en el reactor superior al 20%, ésta varid entre 400 y 900 rpm. El flujo de aire
se inicid en 1vvm y se aumentod a 1,5 vvm cuando se requirié para mantener
la demanda se oxigeno por encima del 20%. Para el control de la espuma, se
adicionaron gotas de una suspensién 1:1v/v de antiespumante (Mazu-DF 7911,
Mazer, México) cuando fue necesario. El volumen de operacidn del reactor fue
de 1.5 L y se utilizé medio de cultivo LB. Los reactivos fueron obtenidos de
Becton, Dickinson and Company (EUA). El medio fue preparado y esterilizado
junto con el reactor en autoclave a 121 2C por 15 minutos; posteriormente
se adiciond en condiciones de esterilidad, el indculo y ampicilina para una
concentracion de 100 Qg/mL. El indculo se prepard en un matraz Erlenmeyer
de 500 mL, con 135 mL de medio, y fue inoculado con una asada de un cultivo
de agarinclinado y se incubd a 37 ¢C con agitacion por 12 horas. El bioreactor
se inoculd con el cultivo de 150 mL de 12 horas y la primer muestra fue tomada.
La toma de muestra se llevo a cabo cada hora por 11 horas. Cuando la densidad
oOptica del cultivo fue de 0.7, se afadid el inductor (IPTG a una concentracion
final de 0.6 mM). Se realizaron las determinaciones de densidad 6ptica a 600
nm, en peso seco, SDS-PAGE (5) y ensayos tipo Elisa (KAQ108], Invitrogene,
EUA) para detectar la aparicidon y cuantificar la proteina hGH1.

Resultados

La descripcion grafica de la estrategia para la construccion del vector
PEONGHis, se muestra en la Figura 1, donde se observa que el gen hGH1 se
encuentra inserto en el vector pBS-hGH1 entre los sitios EcoRIl y Xhol y es
clonado en el vector pProEX dentro de esos mismos sitios.
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Figura 1

Esquema de la construccidon del vector
PEOhGHis.

Figura 2

Amplificacion por PCR del cDNA de
hGH1. M, marcador de peso molecular
(DNA ladder 1kb, Biolabs), hgh:
amplificado del gen hGH1 a partir del
vector pBS-hGH. Gel de agarosa 1%,
corrimiento a 100V por 45 minutos.

Figura 3

Mezcla de ligacién para obtener el
vector pEOhGHis. M, marcador de peso
molecular (DNA ladder 1kb, Biolabs),
3:1 mezcla de ligacidon en proporcion
inserto: vector 3 a 1. Gel de agarosa 1%,
corrimiento a 100V por 60 minutos.
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Primeramente se amplificé exitosamente por PCR el gen hGH1, partiendo del
vector pBS-hGH1, como lo muestra la Figura 2, se obtuvo un producto de
833 pb, correspondientes al gen de hGH1 incluyendo las secuencias de las
enzimas EcoRl y Xhol.

1000 plr

Una vez amplificado el gen y digerido con las enzimas EcoRI y Xhol tanto
el producto de PCR como el vector pProEX HTb, se realizd la ligacion entre
ambos. De la mezcla de ligacion, se identificé la banda que corresponderia
al tamano del vector esperado de 5.5 kb, que se muestra en la Figura 3; las
demas bandas que aparecen en el gel pertenecen a la ligacidn del gen entre
si mismo.
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Las clonas resultantes luego de la transformacion se aislaron y analizaron para
verificar la presencia del vector de interés, los resultados de la caracterizacion
del vector pEOhGHis se muestran en la Figura 4.
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Como se observa en la Figura 4.A, se obtuvieron los fragmentos esperados
para la construccion del vector pEOhGHis. Linealizado con la enzima EcoRl, se
obtuvo una banda de 5534 pb, la enzima EcoRV corta en tres sitios diferentes
del vector, por ello, se obtienen los fragmentos de 626 pb, 1114 pb y 3794pb, vy
para la liberacion del gen de hGH se utilizé EcoRl y Xhol, dando como resultado
4713 pb que corresponden al resto del plasmido y 821 pb correspondientes
al gen de hGH1 (el cambio en el tamafio del gen de 833pb a 821pb es debido
a que luego del corte con las enzimas se pierden algunas bases unidas a la
secuencia). Con los anteriores resultados y la Figura 4.B, se comprueba que
la secuencia inserta en el vector pEOhGHis es en efecto el gen de la hGH1.

Ya que el vector pPEOhGHis es un vector inducible, se esperd que el cultivo en
la fermentacion, llegara a una densidad 6ptica de 0.7 para afladir el inductor
IPTG y ello diera lugar a la sintesis de la proteina hGH1. El tiempo de adicién
del inductor se encuentra sefalado en la Figura 5 por una flecha roja a las 3.5
horas. La mayor acumulacion de biomasa fue entre las 6 y 7 horas con 1.95
g/L, después de este tiempo empieza el decaimiento celular.

Figura 4

Caracterizacion del vector pEOhGHis
por restriccion y PCR. A. Corte del
vector pEOhGHis con las enzimas EcoRl,
EcoRV vy liberacién del fragmento hGH1
con EcoRIl y Xhol. M, marcador de peso
molecular (DNA ladder 1kb). Gel de
agarosa 1%, corrimiento 100V, por 60
minutos B. Amplificaciéon por PCR del
gen hGH a partir del vector pEOhGHis,
Ctrl-, control negativo el vector pProEX
HTb. Gel de agarosa 1%, corrimiento a
100V por 25 minutos.
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Figura 5

Gréafica con los resultados de

peso seco

y densidad dptica de la fermentacion en
lote de la cepa E. coli pEOhGHis.

Figura 6

Gréafica con los resultados de peso
seco y cuantificacién de hGH de la
fermentacion en lote de la cepa E. coli
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PEOhGHis.

Como se muestra en la Figura 5, mediante los datos de peso seco y densidad
Optica se pudo graficar el perfil de crecimiento de la cepa pEOhGHis,
identificando las fases de adaptacion (0-2h), crecimiento exponencial (2-5 h),
desaceleracion (5-7 h) y la estacionaria (7-11 h) caracteristicas del crecimiento
microbiano.
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La produccion de hGH se determind a partir de cada muestra y como se
aprecia en la Figura 6, la sintesis de la proteina se inicia durante la fase de
crecimiento exponencial, mas se dispara al afadir el inductor al cultivo, la
maxima cantidad de proteina hGH1 detectada fueron 1.16 ng/QL de cultivo
acumulados al final de la fermentacioén. Si bien es un valor bajo de produccion,
es una cantidad suficiente para ser utilizado como un control positivo y de
comparacion dentro del grupo de trabajo.
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Se logré detectar mediante el andlisis SDS-PAGE la banda correspondiente
a la proteina hGHI1 ligada a los seis residuos de Histidina, con un tamafo
aproximado de 29.5 kDa, como se muestra en la Figura 7, con una banda
destacada con una flecha; se observa que aumenta de tamafo en los distintos
carriles, es decir, que hay mayor acumulacién de dicha proteina respecto al
tiempo, lo cual coincide con los datos de la cuantificacion de hGH; ademas,
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no se aprecia la banda de la proteina en el control negativo (vector pProEX
HTb ni en una muestra del tiempo 1 (antes de la induccién), con lo cual
puede deducirse que efectivamente, la banda sefalada corresponde a la de
la proteina hGH1- ligada a los seis residuos de Histidina.

t+7 t+G t+5 t+4 t+3 t+2 t+1  sfinducc pPROEX Mpm

S ——; 4 Da
=—42.7kDa
29.5 kDa 346 kDa Figura 7
-> —
M =27 kD2 Gel de poliacrilamida con las muestras

de proteina de E. coli pEOhGHis. Mpm
marcador de proteinas de amplio rango
2-212 kDa (New England, Biolabs),
pProEX es el control negativo, s/
inducc es la muestra del tiempol aldn
sin inductor; t+1 a t+7 son las muestras
después de la induccién. Corrimiento a
80V por una hora y luego 100V por tres
horas en una fuente de poder (Enduro
power supply, 250V, Labnet, USA).

Conclusiones

- Los primers diseflados para amplificar el de hGH1 funcionan correctamente,
proporcionando un producto de 833 pb.

- El plasmido pEOhGHis incluye el gen de hGH1 ligado a la secuencia de 6
Histidinas (6xHis-hGH1) y se encuentra clonado en E. coli.

- La cepa de E. coli que contiene el plasmido pEOhGHis es resistente a la
ampicilinay produce la proteina hGH1 de manera asociada al crecimiento
y con ayuda del inductor.

- El tamanfo del péptido 6xHis-hGH1 es de 29.5 kDa.
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