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GLOSARIO
€aCl, .. Cloruro de Calcio

SDNA.- DNA obtenido de RNAm a través de una reaccién con transcriptasa

reversa.
CHLCN.- Acetonitrilo

CNBr.- Bromuro de Cianégeno

DEAE.- Dietilaminotetraetil

D.l.- Didmetro interno

GRAS.- Generalmente Reconocido Como Seguro
HC.- Acido Clorh{drico

HPL.- Proinsulina humana

HELC=CLAP.- Cromatografia Liquida de Alta Precisién
M.- Molaridad

MRE].- Gene que codifica para una proinsulina de rata con cambios en 2 residuos
de aminodcidos en la region que codifica para la cadena B, esto con el fin de
humanizarla, una adicién en el extremo 5° de un sitio de restriccién para la

enzima EcoRI y un codon para metionina.

MMRPI.- Gene de proinsulina que codifica para las cadenas A y B humanas y el
péptido C de rata.

mut L.- cepa de E. coli la cual es deficiente en su sistema de reparacién,
NazS8405.- Tetrationato de Sodio

NH4HCO);3.- Bicarbonato de Amonio

PB10.- Cepa de E. coli (tript6fano mas) derivada de una K12 triptéfano menos.

Pl.- Proinsulina



PMMRPI.- Vector derivado del fago M13mp18 que codifica para el gene

humanizado de proinsulina,
pW.- Vector derivado del pBR322 que codifica para la proteina de fusi6n TrpLE.

PW-MMRPI.- Vector derivado del pBR322 que codifica para la protefna de fusién
TrpLE-Proinsulina.

trpE.- Gene que codifica para la protefna E de tript6fano

trpLE.- Gene hibrido que codifica para el péptido de fusién TrpLE el cual, fue
originado de la fusién del gene que codifica para el péptido lider de tript6fano
con el gene que codifica para la protefna E de triptéfano.

$tpLE-MMRPI.- Gene hibrido que codifica para la protefna de fusién TrpLE-

Proinsulina.

Yvm.- Administracién de un litro de aire por min, por cada litro de medio de

cultivo.



DISENO Y CONSTRUCCION DE UN SISTEMA GENETICO PARA LA
PRODUCCION DE PROINSULINA HUMANIZADA EN Escherichia coli.

INTRODUCCION

La produccién de insulina humana fue uno de los primeros logros
comerciales de la tecnologfa del DNA recombinante. El procedimiento original
fue basado en la sfntesis de las cadenas A y B de insulina en experimentos por
separado, como fusiones quiméricas con un fragmento de la proteina §-
galactosidasa en E. coli K12 (fig. 1) (Goeddel et al, 1979). Dos procesos de
fermentacién y varios pasos de purificacién son necesarios para obtener en forma
soluble las cadenas A y B. Una vez que se producen estas dos cadenas es
necesario que se asocien en su forma correcta para obtener insulina funcional.
Este es uno de los problemas principales de esta tecnologfa, ya que el niimero de
combinaciones que se pueden obtener entre las cadenas A y B durante este
proceso de asociacién es muy grande (fig. 2). Aun asf, si este proceso se trabaja
bajo condiciones de asociacién controladas (fig. 3) puede dar rendimientos
aproximados del 70%, lo cual hace rentable esta tecnologfa (Goeddel et al, 1979;
Frank y Chance, 1983; Cruz, 1991).

Una segunda metodologia desarrollada mas tarde para obtener insulina
recombinante, es la que se lleva a cabo a través de la produccién de proinsulina
humana (el precursor natural de la insulina) en un solo proceso de fermentacién
en E. coli (fig. 4). Ambos métodos producen preparaciones equivalentes de
insulina, pero tomando en cuenta que este tGltimo método reduce los procesos
de fermentacién y los pasos de purificacién, se puede decir que el método para
producir insulina a partir de proinsulina es el mds atractivo. Sin embargo, la
produccién de proinsulina en E. coli no ha sido bien documentada en la
literatura, especialmente los protocolos de fermentacién, asi como los
procedimientos detallados de purificacién, ni los rendimientos.

Por otra parte el grupo de investigacién de los Dres. Bolivar y Valle han
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estado interesados por varios afios en la produccién de insulina humana usando
microorganismos recombinantes. Este ha reportado la produccién de insulina
humana usando las cadenas A y B producidas con la tecnologia del DNA
recombinante (Balbis et al, 1988; Cruz et al, 1990; 92;). Asl, en este trabajo se
presenta la produccién y procesos de purificacién de proinsulina producida en E.
coli, la cual codifica para las cadenas A y B humanas y el péptido C de rata.

IIL-ANTECEDENTES
2.1. INSULINA

La insulina (fig. 1) es una hormona hipoglucemiante que favorece los
mecanismos de transporte de glucosa hacia el interior de la célula (Harper, 1978).
La deficiencia de esta hormona produce la enfermedad llamada Diabetes
mellitus, la cual se controla mediante la administracién de insulina. La insulina
es una hormona peptidica de la cual se conoce su estructura tridimencional, asi
como sus propiedades fisicoqufmicas (Klostermeyer y Humbel, 1966). Esta
hormona es producida en las células-8 de los islotes de Langerhans en el
péncreas (Tager et al, 1981), esta formada por dos cadenas peptidicas; A y B,
unidas entre s{ por dos puentes disulfuro. Es sintetizada como un
precursor llamado preproinsulina, este consta de un péptido sefial que
permite la excreci6n de la proteina através de la membrana del reticulo
endopldsmico. También posee un péptido “conector” o C, situado entre las
cadenas A y B. Cuando la preproinsulina atravieza la membrana, el péptido
sefial es removido, quedando solo las cadenas B, C y A, ( la Proinsulina) unidas
por enlaces peptidicos. El péptido C favorece el doblamiento adecuado de Ia
molécula en la que quedardn unidas las cadenas A y B mediante puentes
disulfuro. Posteriormente, el péptido C es removido generando asf la
molécula de insulina madura. Hasta la fecha la(s) enzima(s) encargada(s) de
remover in vivo el péptido. C son desconocidas. Sin embargo, desde 1971 se
conoce que las enzimas Tripsina y Carboxipeptidasa B pueden llevar a cabo la

conversion de PI a insulina in vitro (Kemmler et al, 1971). Por esta razon y



porque la produccién de insulina humana a partir de PI es un método mas
barato y mas rdpido que la produccién de las cadenas A y B por separado, esta
tecnologia esta siendo investigada en diferentes clases de microorganismos y
bacterias entre las cuales se encuentran Bacillus subtilis, Saccharomyces

cerevisiae y E. coli.

Cabe mencionar que en el laboratorio, ya se cuenta con un cDNA de
proinsulina de rata el cual fue obtenido por (Vichido y Bolivar, 1982 ) y que
ademds, a este cDNA ya se le hicieron modificaciones en la cadena B con el fin
de hacerla méds parecida a la humana (Sénchez, 1985). Dando como resultado un
gene hibrido de PI rata/humano (MRPI), el cual es el gene con el que se va a

llevar a cabo este trabajo.

2.2. INGENIERIA GENETICA EN E. coli
2.2.1. ASPECTOS GENERALES

Escherichia coli es una bacteria Gram (-) aislada del intestino humano. Este
es uno de los microorganismos mejor caracterizados genéticamente y por esta
razon el mds utilizado para la clonacién de genes. Virtualmente, todas las
herramientas de la ingenierfa genética y sus procedimientos han sido
desarrolladas y perfeccionadas en este microorganismo. Consecuentemente,
contintia siendo el organismo de primera eleccién para la clonacién inicial y la
caracterizacién de la gran mayorfa de los genes provenientes de diferentes
fuentes. Pero ésto no necesariamente significa que sea el microorganismo
adecuado para la produccién comercial de protefnas. Frecuentemente, algunos
de los inconvenientes que se encuentran cuando se piensa en E. coli como un
microorganismo para producir a nivel industrial son: a) las consideraciones de
salud en los productos obtenidos a partir de este microorganismo, ya que E. coli
es una bacteria gram (-), que no es considerada como GRAS (Generalmente
Reconocida Como Segura) y b) no realiza modificaciones post-traduccionales por
lo que protefnas que requieren de alguno de estos procesamientos no pueden ser

producidas en E. coli. Sin embargo, la lista de genes heter6logos clonados y
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expresados en E. coli contintia creciendo. Por otro parte, es importante
mencionar que las caracterfsticas de crecimiento de este microorganismo son
bien conocidas, por lo que es posible, producir a nivel industrial hasta 150 gr de
peso seco del organismo por litro, en un medio relativamente simple (Nicaud et
al, 1986). En general la produccién de insulina y de muchas proteinas
heter6logas en E. coli se basa en la utilizacion de un promotor fuerte tal como P,
del bacteriofago lamda (Ptashne, 1986) 6 el promotor Trp del operon de
triptéfano (Yanofsky et al, 1981; Yansura, 1990). Por otra parte, para evitar la
degradacién y facilitar la acumulacién y/o la purificacién de las proteinas
heter6logas se utilizan péptidos acarreadores tales como; TrpE o TrpLE los
cuales permiten la formacién de .cuerpos de inclusién (Yanofsky et al, 1981;

Yansura, 1990; Georgiou y Bowden, 1991).

2.22 PROMOTOR DE TRIPTOFANO Y PEPTIDO ACARREADOR TrpLE.

La expresién de una protefna de fusién constituye un sistema facil y ripido
para lograr la sintesis de una protefna en particular, no es un sistema tan
elegante como la secrecién al medio de cultivo, pero sigue siendo comunmente
utilizado. Este sistema presenta algunas ventajas sobre la excrecién de proteinas
al medio de cultivo, como por ejemplo; para muchas protefnas o péptidos
pequeiios, las fusiones parecen ser la tinica manera practica para acumular
niveles adecuados de protefna y también la manera de eliminar pérdidas debido
a protedlisis. Sin embargo, proteinas mucho més grandes pueden también
beneficiarse de este principio. Una segunda ventaja de una fusién con respecto a
una expresion directa, es que los problemas debidos a la pobre iniciacién de la

traduccién pueden ser evitados.

En los qltimos aiios, las fusiones con péptidos truncados, que sirven “como
acarreadores” como por ejemplo TrpE o TrpLE, se han utilizado exitosamente
para producir més de 30 proteinas o péptidos (Yansura, 1990). El alto nivel de
expresi6n de la mayorfa de estas fusiones puede atribuirse a dos factores: el

primero; es que el promotor del operon de trp es relativamente fuerte



comparado con el promotor P el cual es uno de los promotores mas fuertes, pero
ademds el promotor del oper6n de trp se puede controlar dependiendo de la
cantidad de tript6fano que se le agregue al cultivo, y la segunda; es que las
fusiones con los péptidos TrpE o TrpLE producen péptidos insolubles, que
comunmente forman cuerpos de inclusion resistentes a proteélisis. En términos
de expresion, las fusiones con trpE y trpLE parecen ser comparables, siendo la
diferencia principal a nivel de control transcripcional. Mientras que las fusiones
con el péptido TrpE se encuentran bajo el control de un represor y de un
atenuador, las fusiones con el péptido TrpLE solo tienen el control de la
represién porque al hacer la fusion de trpL con trpE se elimina la atenuacién
que ejerce trpL. La fusién trpLE tiene deleciones en el final del fragmento de
DNA que codifica para el péptido lider y la parte inicial del gene del péptido
trpE  (fig. 5) (Yanofsky et al, 1981; Yansura, 1990).

2.2.3. CUERPOS DE INCLUSION

La agregaci6n de protefnas fue documentada por primera vez en células de E.
coli crecidas en presencia de anilogos de amino4cidos que causaban la formacién
anormal de proteinas. Posteriormente, se observé que las protefnas
recombinantes sobreproducidas algunas veces se encuentran en forma insoluble
dentro de la célula huesped. Estos agregados son conocidos como cuerpos de
inclusién. Cuando las células se observan al microscépio, los agregados aparecen
como 4reas altamente refréctiles, y por esta razon también se llaman cuerpos
refrictiles. Los cuerpos de inclusién se han observado en bacterias Gram (-) y
Gram (+) como B. subtilis.. La formacién de cuerpos de inclusién en E. coli esta
bien documentada, se ha demostrado que una gran cantidad de protefnas
heter6logas se acumulan en forma insoluble en el citoplasma. Entre los
productos biol6gicos més significativos que forman cuerpos de inclusién son: la
somatotropina de bovino, la uroquinasa y la interleucina 2. (Georgiou y

Bowden, 1991).



OBJETIVO GENERAL

Utilizando como sistema de produccién a Escherichia coli diseilar y

construir un sistema genético para sobreproducir la hormona proinsulina.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Disefiar y construir secuencias de DNA que codifiquen para una

molécula de proinsulina que contenga las cadenas A y B humanas.

2.- Colocar al gene estructural de proinsulina humanizada, bajo control de
las sefiales de regulacién del promotor de triptéfano y lograr su expresién en

Escherichia coli

3.- Disefiar la purificacién de proinsulina producida en E. coli.

IIL-ENFOQUE EXPERIMENTAL
3.1. PRODUCCION DE PROINSULINA EN E. coli
RESUMEN.-

El gene hibrido de proinsulina, el cual cuenta con las cadenas A y B humanas,
y el fragmento que codifica para el péptido C de rata (MMRPI), fue obtenido de
un gene de proinsulina hibrido rata/humano (MRPI), el cual cuenta con cuatro. -
modificaciones en la cadena B. Estas modificaciones colocaron un sitio de
restriccién para la enzima EcoRI en el extremo 5° y un codon para un residuo de
metionina en seguida del sitio de restriccién, asi también, se cambiaron dos
residuos de aminoécidos con el fin de humanizar esta cadena (Sidnchez, 1985).
Este gene MMRPI, fue clonado y fusionado en fase con el gene {rpLE y expresado
como una proteina de fusién TrpLE-PI, en E. coli. En la unién entre las dos

protefnas, hay un residuo de metionina (Sdnchez, 1985) que permite que la



proinsulina sea liberada de la fusién por medio de una reaccién con Bromuro
de Ciandgeno (CNBr). La fusién se expresé en la cepa PBI0 tript6fano (+)
la cual es un derivado de la cepa K12 triptéfano () de E. coli. La produccién de
la protefna de fusién se indujo por medio de una disminucién de tript6fano y
de glucosa del medio minimo M9. La proteina de fusién dentro de la célula,
formé cuerpos de inclusién, los cuales fueron solubilizados con Acido Férmico,
y digeridos con Bromuro de Cianégeno, los productos fueron sulfonados,
purificados por intercambio iénico y cromatografia liquida de alta precisién
(HPLC) (Cruz et al, 1990; 91; 92; Gosset et al, 1993). Por tltimo se comprobé la

secuencia de aminoacidos de la PL

3.1.1. MATERIALES Y METODOS
3.1.1.1. CONSTRUCCION DEL GENE MMRPI

Este trabajo se inici6 con el gene MRPI el cual fue construido por (Sanchez,
1985). Este gene hibrido fue clonado en el fago M13mp18 para una posterior
manipulacién, con el propésito de cambiar la secuencia del gene de rata para
producir un gene (MMRPI) que codificara para las cadenas A y B humanas. Para
poder realizar la conversién del gene MRPI al gene MMRPI, las secuencias
de los genes MRPI y el de PI humana (HPI) se compararon para visualizar
sus diferencias en codones (fig. 6). Una vez realizada esta comparacién, se
encontré6 que existfan dos diferencias importantes en el gene MRPI con
respecto al gene HPI; una enel codon30 de lacadenaB,y la segunda en el
codon 69 en la cadena A. Por esta razon se sintetizaron dos
oligonuclestidos de 27 bases cada uno, para ser utilizados en la generacién de
mutaciones dirigidas en el bacteriofago M13 (Sambrook et al, 1989) que
permitieran efectuar los cambios deseados (fig. 7). Estos oligonucle6tidos fueron
sintetizados por la unidad de sintesis de acuerdo a la técnica convencional
usando un Modelo 394 (Applied Biosystems). El oligonucleétido 1 lleva una
secuencia que porta el cambio de base para crear la mutacién enel codon 30, Ia

cual cambié el residuo del aminoicido Serina por Treonina. Asi mismo, este



oligonucledtido lleva otro cambio para crear una mutacién silenciosa en el
codon 32, la cual di6 lugar a la creacién de un sitio de restriccién para la enzima
Nrul, facilitando asf la localizacién de las colonias mutadas. De la misma
manera, el oligonucleétido 2, lleva un cambio de base para crear una mutacién
en el codon 69, la cual permitié cambiar el residuo del aminoacido Aspértico por
Glutdmico. También este oligonucleétido lleva otro cambio para una
mutacién silenciosa en el codon 68 la cual di6é lugar a la creacién de un sitio de

restriccién para la enzima Tagl.

3.1.1.2. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pW-MMRPI

El plasmido pW precursor del plismido pW-MMREPI (fig. 8), codifica para
el péptido acarreador TrpLE de 191 aminoicidos (Yanofsky et al, 1981; Yansura,
1990). Esta construccién elimina la atenuaciéon  y s6lo deja la
represién en el promotor de frp como sistema de control, permitiendo asf
una transcripcién y traducciéon mayor. También el gran tamaiio de la
proteina que se produce y sus propiedades hidrofébicas permiten asegurar
una alta probabilidad de formacién de cuerpos de inclusién. Este vector pW
fue digerido con la enzima de restriccién EcoRl en el buffer H (ambos de la
compaiifa boehringer mannheim), a 37°C durante 2 hrs (Sambrook et al, 1989),
después con la mezcla de digestion se hizo una electroforésis en gel de agarosa al
1.2%, la banda de interés fue cortada del gel y la extraccién del DNA de la agarosa
se llevé a cabo con la técnica de GlassMax. Por tiltimo el vector fue defosfatado
para evitar que se ligara sobre sf mismo (Sambrook et al, 1989). El gene MMRPI,
fue aislado y purificado del vector pMMREPI (fig. 8) con la enzima de restriccién
EcoRI (con la técnica antes mencionada), y clonado (Sambrook et al, 1989) en el
vector pW (fig. 8). Una vez clonado el gene MMRP], este qued6 en fase con el
gene que codifica para el péptido TrpLE y bajo el control de las sefiales de
regulacién del promotor de trp (Fig. 8). Se sabia con anterioridad que una vez
clonado el gene MMRPI en el vector, este gene iba a quedar en fase porque asf
fue diseiiado (Sdnchez, 1985).
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3.1.1.3. CEPA Y MEDIO DE CULTIVO

La cepa PB10 tript6fano (+) (De Anda y Valle, 1992) es un derivado de la cepa
K12 tript6fano (-) de E. coli.. Esta cepa se transformé con el vector pW-MMRPI de
acuerdo con la técnica reportada por Sambrook et al, 1989. Esta cepa
transformada, fue crecida en 20 ml de medio Luria (Sambrook et al, 1989) a 37°C
hasta saturacién. Posteriormente, estos 20 ml se usaron como inéculo para 1 L de
medio mfnimo M9 (Sambrook et al, 1989), suplementado con 4 g/L de glucosa y
2 g/L de casaminoécidos, a una velocidad de agitacién de 500 rpm, con un vvm
de aire, a 37°C durante 7 hrs. Las células se recolectaron por centrifugacién

durante 5 min.

3.1,1.4. ENRIQUECIMIENTO DE LOS CUERPOS DE INCLUSION

Las células fueron recolectadas por centrifugacion y resuspendidas en 50 ml
de buffer de lfsis (10mM Tris/HCl pH 7, 1mM de EDTA ylmM de 8-
mercaptoetanol). Una vez resuspendidas, para recuperar los cuerpos de
inclusion, las células se lisaron por medio de sonicacién a 4°C aplicando 5 pulsos
de un minuto cada uno, se centrifugaron durante 10 min a 15300 g y se
decanté el sobrenadante. El precipitado se lavé por medio de 3 ciclos de
resuspensién y centrifugacién en las mismas condiciones; asi mismo este proceso

permiti6 el enriquecimiento de los cuerpos de inclusién.

3.1.1.5 PURIFICACION DE PROINSULINA.
3.1.1.5.1 INTERCAMBIO IONICO, DESALADO Y HPLC.

La fraccién enriquecida en cuerpos de inclusién, se solubilizé con &cido
férmico al 70%. Posteriormente el rompimiento de la fusién TrpLE-Met-Pl, se
llev6 a cabo con CNBr (Cruz et al, 1990; 91; 92). Los productos resultantes se
convirtieron a su forma sulfonada por medio de sulfitélisis oxidativa (Cruz et
al, 1990; 91; 92), este proceso duré 14 horas a temperatura ambiente. La solucién
se dializ6 en bolsas de celulosa Spectra/por con un cut-off de 1000, inicialmente
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contra agua y finalmente contra un buffer de Tris/HCI 10mM pH 8. En esta parte
del procedimiento se formé un precipitade el cual fue separado por
centrifugacién a 3840g durante 5 min. El precipitado y el sobrenadante se
analizaron en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 11% (Sambrook et
al, 1989), encontrindose pricticamente toda la PI en el sobrenadante (fig. 14.B).
La PI en su forma sulfonada se purific6 con el sistema de Purificacién Avanzada
de Protefnas 650E de Waters Equipment, utilizando una columna AP-1 waters,
empacada con un soporte de Protein-Pak 40 Hr de DEAE, equilibrada con buffer
(Tris/HCI 20mM pH 8) y eluida en un gradiente no lineal de NaCl de 0-.5 M en
el mismo buffer, durante un periodo de 90 min a un flujo de 1.5 ml/min (fig.
15.A) (Cruz et al., 1992). Posteriormente, las fracciones (56.3, 59.2 y 62.0) que
contenfan un péptido con un peso molecular aproximado al de PI se desalaron
en una columna de 2X100 ¢m, empacada con Biogel Aca 204, con un buffer de
NH4HCO3; 20mM, a un flujo de 30 ml/hr, y més tarde las fracciones colectadas
se analizaron en un gel no desnaturalizante de poliacrilamida al 11% para
analizar su recuperacién (Sambrook et al, 1989). Ya desaladas las fracciones de
interés se liofilizaron. Estas fracciones liofilizadas y un estandar de PI humana de
Sigma como control, fueron usados para verificar la existencia de PI en esas
muestras. El sistema de HPLC utilizado fue de Waters, con una columna Nova-
Pack C8 con un D.I. de 3.9 mm y una longitud de 150 mm. La fase mévil usada
fue; eluente A= 0.05% de &cido férmico, eluente B= eluente A + acetonitrilo al -
60%. El eluente B fue suplementado con un gradiente lineal de 12-60% en un

tiempo de 60 min, a un flujo de 1 ml/min.

3.1.1,5.2, SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA PROINSULINA
PURIFICADA.,

La proteina obtenida después de la purificacién por HPLC fue usada en
secuencia de aminodcidos para comprobar que efectivamente era PI. Esto se llevé

a cabo por medio de una reaccién de Edman (Edman y Begg, 1967), usando un
Pro-sequencer Milligen 660. La muestra fue adsorbida en una membrana pVDF.P
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y la reaccién se desarrollé automdticamente. Esta parte del trabajo fue

desarrollada por la unidad de sintesis y secuenciacion de péptidos.

3.1.1.5.3. DIGESTION DE LA PROINSULINA CON TRIPSINA PARA
ANALIZAR LA LIBERACION DE LAS CADENAS A YB.

Para llevar a cabo la digestién de PI con tripsina, primeramente cabe
mencionar que las muestras de interés se desnaturalizaron, posteriormente
estas muestras se diluyeron a una proporcién de 5-10 mg/ml de proteina en un
buffer de NH{§HCO3 0.1 M con 0.1 mM de CaCl; y el pH se ajust6 de 8 a 8.5 con
NH;3. La tripsina se agregd en una proporcién de 1% con respecto a la cantidad de
protefna a hidrolisar. La tripsina se prepar6 a una concentracién de 10 mg/ml en
una solucién de HCl 0.1 M. Una vez que se agregd la tripsina, las muestras se
incubaron a 37°C durante una hora y después de ese tiempo se volvi6é a agregar
la misma cantidad de tripsina y las muestras se incubaron a 37°C toda la noche
(Allen, 1983). Por ultimo las muestras tratadas fueron cargadas en un gel de
poliacrilamida al 22% con 5% de bis-acrilamida, en el cual se utiliz6 a las cadenas

A y B sulfonadas, digeridas y no digeridas como controles.

3.1.1.5.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA PARA CADENA A

Realizada la digestion de las muestras con tripsina la mitad de 1a digestién
se utilizé para el gel y la otra mitad se guard6 para la cromatografia liquida, la
cual se realizé bajo las siguientes condiciones: para detectar la cadena A, se
utilizaron las condiciones sefialadas por Wetzel et al, 1981: eluente A= acetato de
amonio 50 mM pH 7.1, B= eluente A + acetonitrilo al 68.57%, el eluente B se
aplicé con un gradiente no lineal de 5-68.57% de acetonitrilo el cual es mostrado
con la linea punteada en la figura 18, en un tiempo total de 35 min, con un flujo
de 1 ml/min, en una columna C8 de fase reversa, la cual tiene un D.I. de 3.9 mm
y una longitud de 150 mm, el volumen utilizado de muestra fueron 50 ul. En
este sistema, también se utiliz6 a cadena A sulfonada como control. Aquf cabe
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mencionar que también se realizé la cromatograffa liquida para cadena B en la
. cual no se detecté ningtin péptido que tuviera el mismo tiempo de retencién que

el estandar control de cadena B.

IV.-RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1. PRODUCCION DE PROINSULINA EN E. coli
4.1.1. CONSTRUCCION DEL GENE MMRPI

El gene MRPI de proinsulina fue mutagenizado (materiales y métodos), para
obtener un gene MMRPI de proinsulina el cual contard con la secuencia que
codifica para las cadenas A y B homoélogas a las humanas. Una vez que se
llevaron a cabo las dos reacciones de mutagénesis, el vector mutado pMMRPI el
cual es un derivado de un fago M13, se utilizé para transformar la cepa de E. coli
mut L (Kramer et al, 1984), la cual es deficiente en su sistema de reparacién, lo
que nos confiere una ventaja a la hora de transformar esta cepa con fagos M13
mutantes los cuales no se encuentran 100% hibridizados en la regién que se
desea mutar. Las colonias obtenidas fueron crecidas en 3 ml de medio Luria
hasta la fase estacionaria para purificar el vector de interés. Para iniciar la
biisqueda, primero se hizo una reaccién de digestién con la enzima de restriccién
Nrul (fig. 9.A) y posteriormente con la enzima Taql (fig. 9.B), més tarde las
muestras de DNA que tenfan el patrén de restriccién esperado en electroforesis
de poliacrilamida al 7%, fueron seleccionadas para ser secuenciadas utilizando el
método de Sanger (Sambrook et al, 1989); de csta manera se comprob6 que las

clonas escogidas tuvieran tinicamente las mutaciones correctas.

Es importante mencionar que el sistema de mutagénesis utilizado dié un
resultado positivo de aproximadamente el 507%, esto aunado a que la mutacién
deseada no se tuvo que clonar como serfa el caso si se hubiera utilizado PCR para
mutar, se puede decir que este sisterna es muy conveniente cuando se quiere

utilizar un sole oligonucleétido para mutagenizar.
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4.1.2, FERMENTACION

El gene MMRPI fue ligado de acuerdo a la técnica reportada por (Sambrook et
al, 1989) en el vector pW, obteniéndose el plismido pW-MMRPI el cual llevaba
el gene de proinsulina en ambas orientaciones. Una vez identificada la
orientacién correcta del gene MMRPI (fig. 10) (lo cual se llevé a cabo por anilisis
de restriccién y electroforesis en gel de poliacrilamida al 7%), se transformé con
el plismido pW-MMRP! la cepa PB10 de E. coli, posteriormente, se preparé el
in6culo (materiales y métodos) y la fermentacién se llevé a cabo en medio
minimo M9. Durante la fermentacién se tomaron muestras cada hora durante 6
hrs y se analizaron en un gel de poliacrilamida. La figura 11 muestra un gel de
poliacrilamida desnaturalizante al 11% de las muestras que se tomaron durante
la fermentacién, desde la fase inicial hasta la fase estacionaria la cual se alcanz6 a
las 7 horas. Para preparar las muestras se tomaron alicuotas de 1 ml durante cada
hora de la fermentacién y se centrifugaron para recuperar las células, las células
fueron ajustadas a una misma densidad éptica con mezcla litica, después se
sonicaron y finalmente fueron calentadas para eliminar la formacién de
aglomerados protéicos. Posteriormente se aplicaron 5 jil de muestra a un gel de
poliacrilamida desnaturalizante al 11% (fig. 11). Asf mismo, en esta misma figura
se observé que esta cepa transformada con el pldsmido pW-MMRPI, no mostré
expresién de la protefna de fusién durante las 2 primeras hrs del crecimiento. La
induccién del promotor de frp empezé a la tercera hora de la fermentacién,
observdndose un alto nivel de la proteina de fusién  TrpLE-PL
Posteriormente en un andlisis densitométrico el cual, consiste en hacer un
barrido de las protefnas totales para cuantificar las bandas en los diferentes
tiempos y después calcular el % de la banda de interés con respecto al % total
obtenido de las proteinas, se encontré como resultado que la proteina de fusién
constituye alrededor del 20% de las proteinas totales de la célula. Por otra parte,
se hizo una comparacién de la cepa PB10 sin el vector pW con la cepa
PB10  transformada con el vector pW y con el vector pW-MMRPI
respectivamente (fig. 12). Esta comparacién se llevé a cabo para asegurarnos que
la proteina de fusién TrpLE-PI fué producida correctamente. En la figura 12, en el
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primer carril, podemos observar la cepa PB10 como patrdn, en el siguiente carril
(2), podemos observar que apareci6 una nueva banda, la cual no se presenta en
la cepa PB10 control, esta banda presenté un peso molecular aproximado de 22
000 Da, el cual era el esperado para el péptido TrpLE. As{ mismo, en el ultimo
carril puede observarse una nueva banda con un peso molecular aproximado de
32 000 Da, el cual era el esperado para la proteina de fusién TrpLE-PI, la cual
esta formada por el péptido TrpLE de 22 000 Da y PI, la cudl tiene un peso
molecular aproximado de 9 600 Da.

4.1.3. PURIFICACION DE PROINSULINA
4.1.3.1. ENRIQUECIMIENTO DE LOS CUERPOS DE INCLUSION

El enriquecimiento de los cuerpos de inclusién se llevé a cabo como se indica
en materiales y métodos. En la figura 13, se presenta un andlisis electroforético
del enriquecimiento de los cuerpos de inclusién y muestra como estos fueron
purificados y concentrados. Ahora, si hacemos una comparacién de los cuerpos
de inclusién purificados (carriles 2 y 3), con los no-purificados (carriles 4 y 5),
podemos observar que existe una gran diferencia entre ambos en lo que se
refiere a pureza, dando como resultado que la purificacién de los cuerpos de
inclusién de los carriles 2 y 3 corresponde aproximadamente al 90% con respecto
a los de los carriles 4 y 5. Por otra parte si tomamos en cuenta que
aproximadamente un tercio de la proteina de fusién es P, teéricamente podemos

suponer que el 30% de la protefna hfbrida que se produzca ser4 PI

4.1.3.2, LIBERACION DE PROINSULINA CON CNBr

La PI se purific6 como se indica en materiales y métodos. Después del
tratamiento con CNBr, la mezcla también se traté con Naz S4 Og y Naj SOj3 para
obtener la forma sulfonada de los productos (Cruz et al, 1990; 1991; 1992), la cual
evita la reaccién de oxido - reduccién de los grupos -SH. Los grupos sulfonato
son estables para pasos posteriores de purificacién y también son facilmente
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reversibles para regenerar los puentes disulfuro (Cruz et al, 1990; 1991; 1992). La
figura 14.A primeramente muestra la proteina de fusién TrpLE-PI la cual cuenta
con un peso molecular aproximado de 32 000 Da. En la figura 14.B se muestra la
mezcla de péptidos que se obtuvo después del tratamiento de los cuerpos de
inclusién con CNBr y sulfit6lisis oxidativa. Asi también un resultado muy
favorable que muestra esta figura es que practicamente toda la PI se encontré
soluble en el sobrenadante. Este resultado nos confiere una gran ventaja a la
hora de querer purificar la protefna de interés ya que esta puede ser aplicada
directamente del sobrenadante de la solucién de diélisis a la columna sin

necesidad de buscar condiciones para disolverla y/o solubilizarla.

4.1.3.3. INTERCAMBIO IONICO, DESALADQO Y HPLC

Despusés de la cianogendlisis, la mezcla de protefnas se convirtié a la forma
sulfonada, lo cual dié lugar a que la PI presentara 6 grupos sulfonato después
del tratamiento. Es de suma importancia conocer cuales y cuéntos grupos se
formaron en la protefna después del tratamiento con Naz SO3 y Na; S4 Og, ya que
con esta informacién es posible elegir adecuadamente el sistema de purificacién a
utilizar. En este caso fué intercambio aniénico en DEAE. Una vez que la
columna estuvo equilibrada, la mezcla de péptidos se aplicé en la columna a un
flujo de 1.5 ml/min., y la elucién se llevé a cabo como se indicé en materiales y
métodos. Posteriormente, se colectaron las fracciones, se desalaron y se
analizaron en un gel desnatura;lizante con un gradiente de poliacrilamida de 10-
25% (fig. 15.A y B). En la figura 15.B, encontramos que hay varias fracciones (56.3,
59.2, 62.0), las cuales tienen un péptido que migra como el péptido mayoritario
del patrén (mezcla clompleta carril 2), el cual cuenta con un peso molecular
similar al de PI (9 600 Da). Estas tres fracciones fueron analizadas por HPLC
usando las condiciones descritas en materiales y métodos. Y como se muestra en
la figura 16 todas ellas tuvieron el mismo tiempo de retencién que el estandar
comercial de PI humana (resultado no mostrade). Lo que hasta este paso nos
corroboraba que la protefna que habiamos estado purificando en los procesos
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anteriores si era PL.

Asf en la figura 15.B podemos observar que los péptidos de interés (56.3, 59.2,
62.0) se purificaron hasta en un 90% en el proceso de intercambio i6nico lo cual
es un resultado muy satisfactorio ya que nos dice que si pudieramos mejorar un
poco mas la purificacién de PI en este sistema podrfamos tener una PI casi 100%
purificada en un sistema que puede ser escalable y que ademés los solventes
utilizados en él son muy baratos comparados con los solventes utilizados en
HPLC.

También es importante mencionar que después de una purificaciéon por
intercambio i6nico las fracciones obtenidas por lo general se encuentran muy.
saladas. La concentracién de sal puede ser un impedimento en la mayorfa de las
reacciones enzimaticas por lo que es recomendable que después del intercambio

i6nico se desalen las fracciones antes de utilizarse en otro sistema o reaccién.

4.1.3.4. SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA PROTEINA PURIFICADA
PARA VERIFICAR QUE SI ES PROINSULINA.

Para confirmar que la proteina purificada era PI se determiné su secuencia
de aminodcidos usando las condiciones descritas en materiales y métodos. Y
como era lo esperado, la secuencia de aminoédcidos obtenida de la protefna
presente en las fracciones 11, 12 y 13 de la cromatograffa de intercambio i6nico,
confirman que la protefna purificada si es PL

Algunos de los datos importantes a mencionar en este sistema es que la PI
utilizada para la secuenciacién de aminodcidos tenia que estar perfectamente
-bien desalada de lo contrario el pegado a la membrana no era muy eficiente lo
cual nos impedia obtener resultados satisfactorios. Asi también, se determiné que
la membrana a utilizar para el mejor pegado de la PI era una que tuviera

caracterfisticas hidrofébicas.
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4.1.3.5. DIGESTION DE PROINSULINA CON TRIPSINA PARA ANALIZAR LA
LIBERACION DE LAS CADENAS AYB.

En la figura 17 se muestra la digestién con tripsina de uno (56.3) de los tres
(56.3, 59.2 y 62.0) péptidos de intercambio i6nico que mostraron el peso
aproximado de PI y que posteriormente fueron purificados por HPLC y
confirmados por secuencia de amino4cidos. Asf también, en esta figura podemos
observar que la cadena B se esta digiriendo en tres fragmentos, no as{ la cadena A
la cual si se esta liberando adecuadamente de PI con tripsina. Una forma de
explicar porque la cadena B esta siendo digerida en varios fragmentos es que; B
cuenta con argininas dentro de su secuencia y segiin datos de la literatura para
evitar el corte de este aminodcido en la cadena B, se tienen que encontrar las
concentraciones adecuadas de tripsina y ademés se tiene que utilizar en
combinacién con la enzima carboxipeptidasa B. Cabe mencionar que algunos
experimentos utilizando las dos enzimas en las condiciones recomendadas
(Kemmler et al, 1971) en la literatura se desarrollaron sin obtener ningtin tipo de
corte. Lo cual nos sefiala que carboxipeptidasa B esta inhibiendo a tripsina. Asf,
estos resultados nos indican que si en algiin momento queremos liberar insulina

de PI habrd que trabajar en la implementacién de este sistema.
4.1.3.6. CROMATROGRAFIA LIQUIDA PARA CADENA A

En la figura 18 se muestra un cromatograma tipico para la cadena A
sulfonada; las condiciones utilizadas fueron las indicadas en materiales y
métodos. En esta figura se puede ver que la cadena A sulfonada tiene un tiempo
de retencién de 12.3 minutos. Por otra parte, en la figura 19, la cual presehta un
cromatograma de una de las fracciones (56.3) digeridas con tripsina, muestra un
pico con un tiempo de retencién igual (12.3 min) al que present6 el control

sulfonado de cadena A en la figura anterior.

Estos resultados nos indican que efectivamente como ya se habia sefialado
en la figura 17, la PI digerida con tripsina si contiene cadena A. Lo cuél nos dice
que aunque la concentracién de tripsina estuvo en exseso cadena A si se liber6

adecuadamente.
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V.-CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En el laboratorio se ha logrado la produccién de una mélecula de insulina
asociando los péptidos A y B constituyentes, producidos de manera separada
como protefnas de fusién en una cepa de E. coli tript6fano (-). Asf con el
propésito de hacer mas rentable la produccién de insulina y no tener que usar
tript6fano para inducir el crecimiento celular en una cepa triptéfano(-). Nosotros
decidimos caracterizar el sistema de expresién y purificacién de PI en una cepa

tript6fano(+).

Una de las ventajas que presenté nuestro sistema de produccién es que
ademds de formar cuerpos de inclusién con la protefna hibrida y evitar
proteélisis, el péptido acarreador también le permite aumentar su eficiencia de

traduccién gracias a su gran tamaiio.

En una fermentaci6n tipo lote en la escala de 1 L, la concentracién celular
final alcanzada fue de 1 g/L de peso seco, y el porcentaje de la protefna hibrida
TrpLE-PI producida en relacién a la protefna total celular correspondié al 20%.
Por lo tanto se obtuvo una concentracién final de la proteina de fusién de .11 g/L.
De aquf aproximadamente una tercera parte corresponde a PI lo que significa que
podria recuperarse hasta 036 g/L de la proteina en este sistema. Ahora, si
comparamos estos resultados con los resultados obtenidos para las cadenas A y B.
A fué producida a una concentracién de .059 g/L en una fermentacién de tipo
lote alimentado en un medio rico a una escala de 10 L en la cual se produjeron 9
g/L de peso seco y el 12% de la proteina total correspondié a la protefna de fusién
TrpLE-A de la cuél, A constituye un décimo. Para B también se utilizaron las
mismas condiciones de fermentacién, obteniéndose una produccién de 20 g/L de
peso seco, del cuél el 11% de la proteina total correspondi6 a la proteina de fusién
TrpC1-B de la cudl B representa un sexto, lo que significa que B se produjo a .16
g/L (Gosset et al, 93a; 93b). Lo importante de estos datos es que si comparamos los
porcentajes de proteina de fusién obtenida para los tres casos, podemos observar
que para la fusién TrpLE-A fue del 12%, para TrpC1-B del 11% y para TrpLE-PI
fue del 20%. Ademés de obtenerse aproximadamente el doble de protefna de
fusién TrpLE-PI con respecto a TrpLE-A y TrpC1-B, se tiene otra ganancia en la
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produccién de PI con respecto a la de A y B si tomamos en cuenta que A
constituye un décimo, B un sexto y PI un tercio de sus correspondientes protefnas
de fusién. Ahora, si estos resultados tan favorables los aunamos con el hecho de
que todavia falta optimizar el proceso de fermentacién, podrfamos esperar que al
utilizar el sistema de fermentacién desarrollado por Gosset et al, 93, en el cual
alcanzan un promedio de 15 g/L de peso seco y si el porcentaje de protefna de
fusién TrpLE-PI se mantuviera al 20% con respecto de la proteina total, la

produccién de PI se iba a mejorar mucho mas.

El método empleado para la liberacién y purificacién de la PI de la protefna
de fusién, permitié en primera instancia liberar a la mélecula de PI de el péptido
acarreador por medio de una reaccién de cianogendlisis. Y con un sistema de
cromatograffa de intercambio iénico usando resina preparativa, se definieron las
condiciones para lograr una purificacién de hasta en un 90% de la mélecula de PI

en un solo paso de purificacién el cual puede ser escalable.

Al integrar los sistemas de regulacion, los procesos de fermentacién de la
cepa recombinante, la liberacién y los procesos de purificacién tanto a nivel
preparativo como analitico obtenidos para PI, se constituye una tecnologfa

completa para poder obtener PI

También es importante mencionar, que la produccién de proteina hibrida
TrpLE-PI ademés de estar regulada directamente por tript6fano, también se
observé un tipo de regulacién indirecta por glucosa y digo indirecta por que hasta
el momento no se sabe que glucosa regule directamente el promotor de
triptéfano. Esto lo menciono, por que al estar buscando las condiciones de
triptéfano que dieran la méaxima produccién de proteina hibrida en la
fermentacién, observé que si se aumentaba la concentracién de glucosa con
respecto a la concentracién ya establecida, y la concentraci6én de tript6fano se
mantenfa en el nivel adecuado para llevar a cabo la activacion, la produccién de
la proteina hibrida disminuia considerablemente. Una explicacién para esto
podria ser que al tener la célula glucosa en exceso esta iba a mantener ocupada la
maquinaria de transcripcién y traduccién para los procesos esenciales de

crecimiento. Un resultado que apoya esta hipétesis es el obtenido por Gosset et al,
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93b. En una fermentacién para cadena A donde a las cuatro horas tenfa el
triptéfano en exceso 350 ug/ml y la glucosa a un nivel de 0 g/L, en este tiempo la
produccién de la proteina hibrida se inicié atn y cuando la concentracién de
tript6fano se encontrara en exceso, lo que podrfa apoyar que al momento en que
la célula deja de estar ocupando su maquinaria de transcripcion y traduccion de
una manera preferente para los procesos de crecimiento, las polimerasas pueden
estar siendo atraidas hacia el promotor de triptéfano el cual es un promotor
fuerte, y que, aunque se encuentre bajo represién por producto no cuenta con el
sistema de atenuacién lo cual al parecer lo esta favoreciendo al momento de la

activacién.

Asi con los resultados presentados en esta tésis, se espera mas adelante
trabajar en el desarrollo de sistemas controlados de reasociacién, los cuales nos
permitan obtener una mélecula de PI en su forma nativa para posteriormente
liberar insulina por medio de digestién triptica. Una vez liberada insulina ser&
necesario la purificacién por intercambio catiénico con una particula de
carboximetilcelulosa en un buffer de acetatos. También sera necesario la
purificaciéon por RP-HPLC, este sistema ademds de aumentar su grado de pureza
nos permitird hacer una separacién selectiva entre las méleculas de insulina

asociadas correctamente con las no asociadas correctamente.

Una vez purificada por RP-HPLC la insulina recombinante sera necesario
hacer las pruebas correspondientes de actividad con anticuerpos.

Por otro lado, si se quisiera hacer comercial este proceso de produccién de
insulina, habria que hacer una serie de pruebas tanto in-vitro como in-vivo para
asi poder satisfacer las estrictas normas de control de calidad que especifica la
FDA para prbductos que son para uso en humanos, algunas de estas pruebas son;
una vez formulada la insulina comprobar que no provoque ningin tipo de
respuesta inmunolégica ni de toxicidad en animales ni en humanos, hacer
pruebas de pirogenos, pruebas de estabilidad en solucién, pruebas de absorcién y

distribucién en el organismo (farmacocinetica), etc.
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Fig. 2.- Probables combinaciones entre las cadenas A y B de la insulina.’
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SSO% $SO3
S - 03

T
§803 - 5503
§803 $503

2A+18B, p/p 5~10mg/mi

Sulfitlisis 2?.3303 (~1.2 con DTT)
oxldativa .1 M glicina,
pH =10.5
24 hr, 4°C
I—S—-S—]
! ]
$ s
! |
s S
1 1

Fig. 3.- Combinacién, bajo condiciones controladas de los derivados S-sulfonados
de las cadenas de insulina humana.
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40 © 30
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+

INSULINA-Arg

CARBOXIPEPTIDASA B

INSULINA + Arg

S ) 3 ‘
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Fig. 4.- Obtencién de insulina a partir de proinsulina por medio de digestién -

triptica.
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PEPTIDO LIDER = 14 AMINOACIDOS

REGION DELETADA
5 AMINOACIDOS

1 9 14
1 [l 1
r ¥ 1

REGION QUE SE FUSIONA
CON LA PROTEINAE
9 AMINOACIDOS

PROTEINA E = 520 AMINOACIDOS

I
REGION DELETADA REGION QUE SE FUSIONA
338 AMINOACIDOS CON EL PEPTIDOLIDER
182 AMINOACIDOS

Fig. 5.- Obtenci6n del péptido de fusién TrpLE de 191 aminoécidos, a partir del

péptido lider de tript6fano y la protefna E también de tript6fano.
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MatPheValAsnGlnllisLeuCyaGlySey m ul.uu'hucl uAl nLuu'P/l L«an 1cysGly

TGTTCGTT: MCCAGCACC’ICNCGCTM’CACC’KLGTMAG{;C TCTCTACCIGETETUTUGE
MatPhaV, ICy "ly.nlt"‘ LuuValGluAlaLeuwlyrivuValCysGly
CADEHA B

GGCAGAGGA
01MrOGIYPhﬂFhQWrThrPrDLYl'I hrArgArgGlua laBlul\upLuuUluVAlGl bd

TTCTTCTACACACCCAA “CCGCAAGTUCCA
GluArgGlyPhePheTyrThrProlysSerArghs qu u‘lu lt.luAu.:l'l oGlnvaly

GCCTGEAGECTTINGLCC
clnva.lclul.aualycl yGlyProGlyAlacly.,arLeu(.l nbroLeuA laLeut! ucl Y

CAACT n\uvAGACCA TGGC
GlnLeuGlul 1yalyGlyProA 1acl InThrLouAlaLouGiuval

PEPTIDO C

ACA. TGCTCH
SerLeudlnlysArgGlyIleValGlucinCyaCysThrsorTleCyusorLoulyrGin

GCCCGGCAGAAGEGTCAC TGCTCCCTCTACCAA
AerqunLynArngylanalAanlnCysClehr..srlleCysSerLuu‘lyrGln
CADENA A
TG A TGCAAC oCC ~CCCACCCG-3*

LeuGluAsnTyrCyuAsn-~-

EcoRI
CTCGAGAACT/ cec TCGAATTCG-3
LeuGluAspTyrCysAen---  mmmeea

Fig. 6.- Comparacién del gene de proinsulina humana (HPI), con el gene de
proinsulina de rata modificado (MRPI) en su extremo 5’ (Sanchez, 1985). En esta
-figura se puede observar que hay 12 diferentes residuos de aminoé4cidos (*), entre
los genes HPI y MRPIL; uno en la cadena B en el codon 30, 10 en el péptido C y

uno més en la cadena A localizado en el codon 69.
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identificacién de las clonas mutadas.
segunda reaccion de mutagénesis, esta reaccién cambi6 el residuo del aminoicido
Asp en MRPI por el de Glu, en MMRPI y también cre6 el sitio de restriccién para

10 20

| |
TTCGTTAACCAGCACCTCTGCGGTTCTCACCTCGTTGAGGC TC TCTACCTGGTGTGTGGG
AAGCAATTGGTCGTGGAGACGCCAAGAGTGGAGCAACTCCGAGAGATGGACCACACACCC
PheValAsnGlnHisLeuCysGlySerHisLeuValGluAlaLeu’Ier.euVa].CysGly

Thr Nrul
CACCCAAGACCCGTCGCGAAGTGGAGG
GAACGTGGTTTCTTCTACACACCCAAGTCCCGTCGTGAAGTGGAGGACCCGCAAGTGCCA
CTTGCACCAAAGAAGATGTGTGGGTTCAGGGCAGCACTTCACCTCCTGGGCGTTCACGGT
GluArgGlyPhePheTyrThrProLysSerArgArgGluvValGluAspProGlnValPro

CAACTGGAGCTGGGTGGAGGCCCGGACGCCGGGGATCTTCAGACCTTGGCACTGGAGGTT
GTTGACCTCGACCCACCTCCGGGCCTGCGGCCCCTAGAAGTC TGGAACCGTGACCTCCAA
GlnLeuGluLeuGlyGlyGlyProAspAlaGlyAspLeuGlnThrLeuAlaLeuGluval

TaqIGlu
CGTGGCATTGTCGAACAGTGCTGCACC
GCCCGGCAGAAGCGTGGCATTGTGGATCAGTGCTGCACCAGCATCTGCTCCCTCTACCAA
CGGGCCGTCTTCGCACCGTAACACCTAGTCACGACGTGGTCGTAGACGAGGGAGATGGTT
AlaArgGlnLysArgGlyIleValAspGlnCysCysThrSerIleCysSerLeuTyrGln

CTGGAGAACTACTGCAACTGA
GACCTCTTGATGACGTTGACT
LeuGluAsnTyrCysAsn---

Fig. 7.- Estrategia seguida para hacer cambio de codones en el gene MRP], y asf,
convertirlo en el gene MMRP], el cual codffica para las cadenas A y B humanas.
El residuo del amino4cido Ser se cambié al de Thr con el oligonucleétido 1, el
cual también cre6 el sitio de restriccién para la enzima Nrul para facilitar la
El oligonucle6tido 2 se utiliz6 en la

la enzima Tagql.

29



EcoRI
EcoRI

PW-MMRPL ~-Prolnsuin
EcoRI

EcoRI T

Fig. 8.- El plasmido pW contiene el promotor de triptéfano, el gene del péptido
TrpLE vy el gene de resistencia a tetraciclina. Este plasmido fue digerido con la
enzima de restriccién EcoRI, defosfatado y purificado. El gene MMRPI fue
obtenido del vector pMMRPI, el cual fue digerido también con la enzima de
restriccién EcoRI. Més tarde se hizo la reaccién de ligado y se obtuvo el plasmido
pW-MMRPL
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Fig. 9.A. Comprobacién de la creacién del sitio de restricciébn Nrul. Carril 1:
marcador de peso molecular 1kb, carril 2; DNA control de una clona antes de
crear el sitio de restriccion para la enzima Nrul, digerido con las enzimas Bgill'y
Nrul, carril 3; DNA de una clona digerido con las enzimas de restricciéon BgIII y
Nrul, este DNA ya cuenta con la mutacién que creé el sitio de restriccon Nrul.

B.- Comprobacién de la creacién del sitio de restriccién Tagl. Digestién de
los DNAs con la enzima de restriccién Tagl. Aqui, si el sitio de restriccién para la
enzima Tagl fue creado, una banda de 300 pb se debe convertir a una de 225 y
otra de 75 pb. Lo cual se muestra en el carril 2, en el carril 3 se muestra el mismo
DNA antes de crearse el sitio de restriccién para la enzima Tagl.
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Fig. 10.- Corroboracién de la orientacién del gene MMRPI en el plasmido
PWMMRPL Las clonas de los vectores pW-MMRPI producidas fueron digeridas
con la enzima de restriccién BamHI, esperandose una banda aproximada de 390
pb cuando la orientacién fuera la correcta; lo cual se observa en los casos de los

carriles 2y 5.
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Fig. 11.- Electroforesis de protefnas totales en gel desnaturalizante de
poliacrilamida muestras tomadas de una fermentacién de la cepa PB10
transformada con el pldsmido pW-MMRPI. En esta figura se puede observar que
mientras las condiciones de no-induccién estuvieron presentes (exceso de
glucosa y triptéfano), la proteina de fusién TrpLE-PI no se expresé (carriles 2 y 3).
Sin embargo, cuando la fuente de glucosa y triptéfano disminuy6, hubo una alta
produccién de la protefna de fusién (carriles 4-7). El carril 1 muestra marcadores

de peso molecular.
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Fig. 12.- Comprobacién del tamaiio de la protefna de fusién TrpLE-PI. Carril 1:
Marcadores de peso molecular; carril 2: Protefnas totales de la cepa PB10 de E.
_ coli ; carril 3: corresponde a las protefnas totales de la misma cepa ahora
transformada con el vector pW. La flecha en este carril indica donde migra el
péptido TrpLE (péptido acarreador de proinsulina) el cual (iene un peso
molecular de 22 000 Da. En el siguiente carril se muestra un patrén de proteinas
totales de la cepa PB10 de E. coli transformada con el vector pW-MMRPI, el
cual contiene el gene MMRPI unido al gene del péptido TrpLE ; en el mismo
carril, la flecha indica dénde migra la protefna de fusién TrpLE-PI de 32 000 Da.
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Fig. 13.- Andlisis electroforético del enriquecimiento de cuerpos de inclusién.
Carril 1: Marcadores de peso molecular; carriles 2 y 3: muestran un patrén de
protefnas obtenido después de la purificacién de los cuerpos de inclusién; carriles
4 y 5; mismas muestras sin enriquecer. La flecha indica la posicién dénde migra

la protefna de fusién TrpLE-PL
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Fig. 14.A- Patrén electroforético del enriquecimiento de los cuerpos de inclusién
en un gel desnaturalizante de poliacrilamida. Carril 1: marcadores de peso
molecular, carril 2: enriquecimiento de la protefna de fusién TrpLE-PI (32000
Da).

B.- Mezcla de péptidos obtenida después del tratamiento de los cuerpos de
inclusién con CNBr y sulfit6lisis oxidativa analizada en un gel de poliacrilamida
no desnaturalizante. Carril 1: Marcadores de peso molecular, carril 2: muestra
tomada del sobrenadante de los cuerpos de inclusién tratados con CNBr, carril 3:
precipitado de las muestras tratadas con CNBr. La flecha indica dénde migra

una protefna con un peso molecular similar al de PI (9 600 Da).
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Fig. 15.A.- Cromatograma de una muestra de 2 ml de los cuerpos de inclusién
solubilizados y tratados con CNBr y sulfitolisis oxidativa. Las flechas delimitan

el fragmento del cromatograma donde eluyé la PL

B.- Anélisis de las muestras obtenidas por intercambio i6nico en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida. Carril 1: Marcadores de peso molecular, carril
2; mezcla de péptidos después del tratamiento con CNBr, carriles 3 y 4; fracciones
de protefnas no adsorbidas, carriles 5-10: fracciones que se eluyeron con el
gradiente. Carriles 11, 12 y 13 corresponden a las fracciones donde eluyé un
péptido con las caracteristicas de retencién y tamaiio de Ia PI, carriles 14 y 15;
tltimas fracciones eluidas con el gradiente. La flecha indica donde migr6 la PI.
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FIg. 16.- Verificacién andlitica de PI usando un sistema Waters de HPLC con una
columna C8 Nova Pack.
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Fig. 17.- Gel no desnaturalizante de poliacrilamida de muestras tratadas con
tripsina. En esta figura, en el carril 1 se muestra cadena B sulfonada y digerida
con tripsina como control, carrile 2, se puede observar, como control la
migracién que tuvieron las cadenas A y B sulfonadas y no digeridas, en el carril 3
tenemos como control a la mezcla total de péptidos obtenida después de CNBr y
digerida con tripsina; en el carril 4 se puede observar el patrén de bandas

obtenido de la fraccién (56.3) - digeri‘da con tripsina.
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Fig. 18.- Cromatograma control de cadena A. En esta figura se puede observar
que la cadena A de insulina humana, la cual se encontraba suifonada, mostré un

tiempo de retencién de 12.3 min, en este sistema de cromatografia.
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Fig. 19.- Cromatograma de la fraccién 56.3 digerida con tripsina. En este
cromatograma se puede observar claramente que en la mezcla de péptidos
retenidos se encuentra uno que tiene el mismo tiempo de retencién (12.3 min)

que el controt de cadena A sulfonada.
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