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RESUMEN

Esta tesis determino la capacidad de secrecion de la secuencia sefial del factor VIII de
coagulacion humana para secretar proteinas heterodlogas en las lineas celulares de mamiferos.
Inicialmente, se generd por PCR, una variante secretada de la proteina amarilla fluorescente
(YFP) a través de la fusion de la secuencia sefial del factor VIII a la region codificante de esta
proteina, formando asi, el vector pLV/spEYFP IRES DHFR. En cada uno de los clones 6
generados de este vector, fue confirmado su fidelidad y similaridad a través de secuenciacion,
de los cuales, el clon CR5 fue seleccionado por presentar la mayor similaridad con la secuencia
tedrica. Para evaluar la capacidad de secrecion, fueron usados los vectores que contenian una
variante secretada de la proteina YFP modificado por la secuencia sefial de la interleucina-2 y
la albumina, caracterizados por su alta capacidad de secrecion. Junto al clon CRS, estos
vectores fueron usados para generar las poblaciones celulares mixta por transfeccion transitoria
y estable, en las lineas celulares HEK293T y CHODG44, respectivamente. A partir de
electroforesis SDS-PAGE y por microscopia de fluorescencia fue posible la deteccion de la
proteina YFP en el medio condicionado. En los ensayos de los niveles de secrecion de la
proteina YFP por fluorometria en todas las poblaciones celulares generadas, no se encontro
ninguna diferencia estadistica entre el clon CRS con los otros vectores evaluados.
Demostrando asi, que la secuencia sefial del factor VIII presenta una capacidad de secrecion

similar al de esas secuencias sefial ampliamente usadas en procesos biotecnologicos.

Palabras claves: Proteinas recombinantes, células HEK, células CHO, Secuencia

sefial, Factor VIII



ABSTRACT

This thesis determined the secretion capacity of the signal sequence derived from light
chain of human coagulation factor VIII to secrete heterologous proteins in mammalian cell
lines. Initially, a secretable variant of the yellow fluorescent protein (YFP) fused to the signal
sequence of factor VIII was generated by PCR, thus forming the vector pLV/
spEYFP IRES DHFR. I identified 6 candidate clones, in each of the clones generated from
this vector, their fidelity and similarity were confirmed through sequencing, of which clone
CR5 was selected for presenting the greatest identity with the theory sequence. To evaluate the
secretion capacity, vectors containing a secretable variant of the YFP protein modified by the
signal sequence of interleukin-2 and albumin were used, characterized by their high secretion
capacity. Together with the CRS5 clone, these vectors were used to generate mixed cell
populations by transient and stable transfection, in the HEK293T and CHODG44 cell lines,
respectively. Trough SDS-PAGE electrophoresis and fluorescence microscopy, the presence
of YFP protein in the condition medium was detected. In the assays of the secretion levels of
the YFP protein by fluorometry in both the mixed cell populations generated by transient and
stable transfection, no statistical difference was found between the CR5 clone with the other
vectors evaluated. Thus, demonstrating that the signal sequence of factor VIII has a secretion

capacity similar to that of those signal sequences widely used in biotechnological processes.

Keywords: Recombinant proteins, HEK cells, CHO cells, Signal sequence, Factor VIII



I. INTRODUCCION

Las proteinas recombinantes terapéuticas o biofarmacos constituyen un grupo
heterogéneo de moléculas con actividad terapéutica, aislados a partir de organismos vivos, ya
sea directamente o mediante produccion biotecnologica (Food and Drug Administration[ FDA],
2020).

Los primeros biofarmacos fueron autorizados en la década del 80, surgiendo asi, una
nueva alternativa para el tratamiento de diferentes enfermedades(Kim ez al., 2012). Estas
nuevas terapias demostraron una alta potencia y especificidad en comparaciéon con el
tratamiento de drogas de pequefias moléculas (Altamirano et al, 2013), lo que acelero su
expansion e impulsé el desarrollo de la industria biofarmacéutica, llegando alcanzar ventas de
$224 billones en 2019 (La Merie, 2020). Ante el contante crecimiento y expansion de esta
industria, surge un mayor interés por el aumento gradual en los niveles de produccion de los
biofdrmacos (Wurm y Wurm, 2017).

El desarrollo de una plataforma de produccion de un biofirmaco comienza a nivel
genético, donde la secuencia codificante de la proteina de interés se aisla y se clona a un vector
de expresion, que presenta elementos como, la secuencia del promotor, sitio de unién al
ribosoma, codon terminador y marcadores de seleccion, ya que el ADN clonado carece de estas
regiones reguladoras, y posteriormente, es insertado en una célula huésped para su expresion a
través de un método de transferencia genomica aleatoria (Mathew, 2022).

Inicialmente, las células procariotas fueron usadas como plataforma de expresion para
la produccién biotecnologica de estas proteinas, debido a caracteristicas como, su alta tasa de
crecimiento, bajo costo de manutencion y facil manipulacion genética(Stern et al., 2007) . Sin
embargo, estas células presentaron algunas desventajas al producir proteinas de mamiferos y

su uso limitado para ser usado con fines terapéuticos en humanos (Knappskog et al., 2007).



Ante estas caracteristicas, las células de mamiferos surgieron como una opcidn viable por poder
realizar las modificaciones postraduccionales necesarias para el producto objetivo, por
presentar proteinas accesorias necesarias para un optimo plegamiento de la proteina y una
poderosa maquinaria que permite la produccion de proteinas solubles(Roman et al., 2016). De
todas las lineas celulares de mamiferos, las mas utilizadas son aquellas células derivadas de
ovario de hamster chino (Chinese Hamster Ovary, CHO), mieloma murino (NSO), riiién de
hamster bebe (Baby Hamster Kidney, BHK), rifion embrionario humano (Human Embryo
Kidney, HEK) y de retina humana (PER.C6) (Wurm, 2004).

En las lineas celulares de mamiferos es posible producir las proteinas recombinantes a
través de sistema de expresion transitorio o estable(Baser et al., 2015). La diferencia entre estos
dos sistemas radica en que en el sistema de expresion transitorio es posible obtener con rapidez
una gran cantidad del producto, pero por un corto periodo de tiempo. Por el contrario, el sistema
de expresion estable expresa de forma constitutiva la proteina, permitiendo obtener un producto
reproducible, homogéneo y con capacidad de escalonamiento en grandes volimenes, solo que
en menor proporcion que con que el sistema de expresion transitorio. Hoy en dia, ambos
sistemas se pueden desarrollar en las lineas celulares HEK293 y CHO adaptadas por

suspension(Bandaranayake y Almo, 2014).

Los avances provenientes de estudios “omicos” y del campo de la ingenieria de células
de mamiferos han permitido la optimizacion de los procesos de creacion de lineas celulares de
mamifero a través de multiples modificaciones genéticas para aumentar la estabilidad y los
niveles de expresion de proteinas recombinantes(Kuystermans et al., 2007). De la misma
forma, la aplicacion de herramientas de biologia de sistemas se ha mostrado muy relevante para
la comprension de las complejas alteraciones fenotipicas sufridas por las células de mamiferos

durante el proceso de obtencion de clones superproductores(Birch y Onakunle, 2005).



1.1. Descripcion y formulacion del problema

Para la producciéon biotecnologica de las proteinas recombinantes se han utilizado
diferentes sistemas de expresion, tanto procariotas como eucariotas (Ferrer-Miralles et al.,
2009). Las bacterias usadas como plataforma de expresion, presentaron una serie de
desventajas asociadas a deficiencias en su maquinaria celular, como su incapacidad de realizar
modificaciones postraduccionales, un plegamiento incorrecto de las proteinas y a su agregacion
en cuerpos de inclusion, lo que dificulta su posterior purificacion. (Knappskog et al., 2007).
Ademas, su uso con fines terapéutico en humanos esta restringido, debido a que muchas
bacterias tienen un alto contenido de endotoxinas, que pueden ser de naturaleza patogénica

(Stern et al., 2007).

Antes estos problemas, las células de mamiferos se tornaron una buena alternativa por
ser capaces de realizar las modificaciones postraduccionales necesarias para el producto
objetivo como, por ejemplo, un patron de glicosilacion similar al de células humanas, presentar
las chaperonas necesarias para un adecuado plegamiento de las proteinas y una poderosa
maquinaria de secrecion, que evita el uso de técnicas costosas de ruptura y purificacion celular
(Roman et al., 2016; Walsh, 2018). Sin embargo, el cultivo de estas células es complicado en
comparacion con las otras plataformas de expresion, porque presentar una tasa de crecimiento
lenta, requieren un medio de cultivo caro y una capacidad de produccion escalonada limitada
(Attallah ef al., 2017). Aun presentando estas desventajas, la necesidad de obtener proteinas
recombinantes completamente funcionales y terapéuticamente seguras, torna su uso prioritario

(Stern et al. 2007).

De las lineas celulares de mamiferos, las mas utilizadas en la industria biofarmacéuticas
son: la linea celular proveniente de rifion embrionario humano, la linea celular originada de

células de mieloma murino y la linea celular derivada de células de ovarios de hamster chino,



y sus lineas celulares mutantes derivadas a partir de este linaje, deficiente para la expresion de

la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) (Hacker y Balasubramanian, 2016).

Comunmente, el desarrollo de una plataforma de produccion de proteinas
recombinantes usando células de mamiferos, requiere la modificacion genética de una linea
celular a través de la insercién en su genoma de vectores de expresion conteniendo el gen
recombinante de interés, asociado a elementos regulatorios de la expresion génica, y
marcadores de seleccion apropiados para la obtencion de clones celulares con una
productividad elevada y estable de la proteina recombinante de interés(Derouazi et al., 2006).
La eficiencia en cada una de estas etapas define los niveles de expresion celular de una
determinada proteina (Lewis ef al., 2013). Eventos como la integracion gendémica aleatoria del
vector de expresion del gen de interés obtenida a través de esta metodologia, evita predecir el
sitio cromosdmico de insercion, el nimero de copias integradas, y el nivel de expresion de las
células generadas (Bushman, 2007). Adicionalmente, el empleo de esta metodologia esta
asociado a una baja probabilidad de generar clones celulares altamente productores, siendo

necesario la utilizacion de diversas alternativas para superar estas desventajas (Kim et al.,

2012).

El procedimiento de produccion de biofarmacos usando células de mamiferos esta
regulado por el procesamiento de las proteinas, que inicia con la transcripcidn, seguido de la
traduccidn, el procesamiento postraduccional y finalmente la secrecion (Stern et al. 2007). Esta
ultima etapa, estd conformado por factores que regulan el flujo de transporte de las proteinas
por los varios estadios de la via secretoria y que pueden impactar en el control general de la
produccion, trayendo consigo una reduccion, perdida y modificacion de la proteina producida
y, por consiguiente, una gran pérdida economica (Harter y Wieland, 1996). Esos factores
pueden incluir los procesamientos efectuados en el reticulo endoplasmatico (ER) y en el

complejo de Golgi, los cuales desempefian una funcion clave en la segregacion de las proteinas,



en los procesos de glicosilacion y otras modificaciones postraduccionales (Gutierrez et al.,

2020).

Por otra parte, como los promotores y las secuencias sefial suelen formar parte del casete
de expresion que es inserido en la célula hospedera, su eleccidon correcta tiene un gran impacto
en el rendimiento de la produccion final de la proteina recombinante (Dalton y Barton, 2014).
Las secuencias sefal en procariotas y eucariotas comparten una arquitectura general comun,
por lo cual es posible usar una con otro (Driessen y Van der Does, 2002). Sin embargo, no
todas las secuencias sefial funcionan de manera eficiente en otros organismos (Kojima y
Kitamura, 1999). Por consiguiente, es casi imposible predecir de antemano que secuencia sefial
funcionard mejor en el contexto de una proteina especifica y una plataforma de expresion en
particular (Dalton y Barton, 2014). Varios registros han demostrado una reduccion drastica en
los niveles de secrecion de la proteina heterdloga al usarse una secuencia sefial y célula
diferente de la nativa (Stern ef al. 2007). Por lo cual, la eleccion de la mejor secuencia sefal
para una proteina determinada es una de las etapas mas criticas para una produccion eficiente.
Estos problemas, complican atin mas el desarrollo rapido de una plataforma de produccion de
proteina recombinante terapéutica en células de mamiferos, debido al hecho de que las
secuencias sefial no solo afectan la translocacion de las proteinas diana, sino que también
influyen en la biosintesis de las proteinas precursoras y en los eventos que ocurren en la célula
(Freudl, 2018). Antes estas dificultades, surge la cuestion, ;cudl serd la secuencia sefial que
permita la secrecion mas eficiente de las proteinas recombinantes en las lineas celulares de

mamiferos?



1.2. Antecedentes

Las secuencias sefial de procariotas y eucariotas son funcionalmente intercambiables,
incluso entre diferentes especies (Young y Rance, 2008). En base a estas observaciones, se han
podido usar secuencias senal de diferentes especies para expresar un gen de interés en un tipo

celular definido (Nagano y Masuda, 2014).

La determinacién del rendimiento de una secuencia seial no puede necesariamente ser
inferido a partir de las caracteristicas de la proteina de origen, sino que requiere su evaluacion
empirica (Stern et al., 2007). Siguiendo esta l6gica, se ha intentado identificar secuencias sefial
potentes que se puedan fusionar con las proteinas recombinantes para mejorar su eficiencia de

secrecion (Kober et al., 2013).

En el caso de las bacterias, el uso de secuencia sefial ha sido ampliamente usado debido
a su falta de capacidad de secretar las proteinas que sintetizan. Por ejemplo, a través del uso de
la secuencia sefial de la fosfatasa alcalina se logrd secretar satisfactoriamente la proteina

quimérica del citocromo b5 de higado de rata en bacterias E. coli (Kaderbhai et al., 2008).

De la misma forma, en las cé€lulas eucaridticas ha sido evidenciado que el uso de
secuencia sefial de especies heterdlogas han podido aumentar la produccion a niveles

comercialmente significativos (Negahdaripour et al., 2017).

Por ejemplo, Stern et al. (2007) demostraron la importancia vital de la seleccion de la
secuencia sefal, cuando se pretende producir cantidades méaximas de una proteina
recombinante en una plataforma de expresion de células de mamifero. Ellos evaluaron en las
células CHO el impacto en la sintesis y la secrecion de la proteina luciferasa de Gaussia sp, al
reemplazar su secuencia sefal nativa por las secuencias sefial de interleucina-2, albumina,

tripsindgeno-2, quimotripsindgeno de mamifero, la secuencia sefial de Metridia sp, siete



secuencias sefial derivados de Oikopleura sp y dos secuencias sefial de procariontes. La
secuencia sefial nativa produjo altos niveles de sintesis y secrecion de esta proteina, variando
en un factor de mas de 100 con respecto a las otras secuencias sefial evaluadas y pudo operar
igualmente en una linea celular de origen humano. Por lo tanto, es evidente que la secuencia
senal de origen marino también se puede usar con €xito para la produccion de proteinas de
mamiferos. Siguiendo esta logica, experimentaron con la secuencia sefial de un procarionte, la
secuencia sefal de Slmj 1 de Methanococcus jannaschii, un Archaebacterium que vive a
niveles de aguas profundas en condiciones de alta presion, que fue considerado un candidato
interesante para este estudio por su capacidad de secrecion proteinas en estas condiciones tan
extremas, sin embargo, el resultado fue todo lo contrario, mostrando una secrecion ineficiente.
Sorprendentemente, las secuencias sefial de mamiferos, la interleucina 2 humana y la albiimina,

demostraron ser muy inferiores a las secuencias sefial derivado de organismos marinos.

De la misma forma, Kober et al. (2013), mediante una busqueda extensa de la literatura,
identificaron 16 secuencias sefial prometedoras de diferentes organismos (como virus, bacterias
y mamiferos), para aumentar la cantidad extracelular de un anticuerpo monoclonal expresado
en células CHO-K1 y CHO-DG44. Los resultados mostraron que la mayoria de las secuencias
sefial derivadas de hongos o virus tuvieron una productividad especifica muy baja. Por el
contrario, la secuencia sefial derivado de la albimina humana mostré el mejor rendimiento de
todas las secuencias sefial analizados, aunque ya habia sido descrito anteriormente como una
secuencia sefial débil en células CHO (Knappskog et al., 2007). En conclusion, las secuencias
sefial de la Preproproteina de albiimina sérica y de la preproproteina azurocidina son adecuados
para aumentar considerablemente la eficiencia de produccion de una amplia gama de proteinas
biofarmacéuticas, que incluyen tanto anticuerpos como también proteinas que no son

anticuerpos, con tasas de produccion claramente mejoradas, adecuadas para fines comerciales.
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En el caso de Neill et al. (2023), usaron como plataforma de expresion las células CHO
K1 y herramientas bioinformaticas predictivas basadas en modelos matematicos de aprendizaje
automatico y profundo, para identificar y seleccionar secuencias sefial que permitan la
secrecion optima de una proteina especifica. Para este objetivo, ellos disefiaron una biblioteca
de 37 secuencias senal, que contenia 17 secuencias sefial homologas de CHO, 15 secuencias
senal verificados experimentalmente y 5 secuencias sefial disefiados sintéticamente. Las
secuencias sefial del grupo homologo de CHO fueron seleccionadas por presentar una mayor
abundancia de ARNm, suponiendo que genes altamente expresados deben contener secuencias
sefial con una alta tasa de translocacion. Las secuencias sefial extraidos de la literatura fueron
seleccionados bajo el criterio de que estds moléculas tienen una mayor facilidad de expresar
una proteina recombinante. Las formas sintéticas de las secuencias sefial fueron creados a partir
del andlisis de factores tales como el tamafio promedio y la identificacion de regiones de
aminoacidos conservados de diferentes secuencias sefial, verificados experimentalmente. La
capacidad de secrecion de estas secuencias sefial se probaron en la produccion de tres productos
biofarmacéuticos industrialmente relevantes a través del modelo de regresion XGBoosting, el
cual fue entrenado usando las variables del punto isoeléctrico, la estabilidad del dipéptido, la
flexibilidad, el indice alifatico, la energia libre de Gibbs, el promedio general del indice de
hidropaticidad y el porcentaje de residuos de glicina y prolina en la secuencia sefial. El modelo
creado demostrd que es funcional y que las construcciones sintéticas presentaron un
rendimiento mayor de secrecion que las secuencias evolucionadas naturalmente. Aunque,
ninguna construccion facilitdo un aumento en los titulos de las tres proteinas analizadas y a pesar
de esta imprevisibilidad, el estudio demostré que es posible reducir significativamente el
tiempo de prueba de vectores necesario para identificar combinaciones de secuencias sefial que

aumenten el titulo de una proteina recombinante especifica.
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Con respecto a la linea celular HEK 293, Wen et al. (2011), intentaron mejorar la
secrecion de las glicoproteinas del ectodominios E1 y E2 del virus de hepatitis C en esta misma
linea celular, a través de la sustitucion de su secuencia sefial nativo por tres secuencias sefial
heter6logas. Las secuencias sefial modificados del activador de plasmindgeno tisular o
luciferasa de Gauss sp, mostraron una expresion significativamente mayor que la secuencia
sefal nativa. Demostrando asi, que el reemplazo upstream de las secuencias seial de los genes
E1 y E2 aumentan los niveles de secrecion y de expresion, y lo mas importante, el reemplazo
no afect6 a la glicosilacion. Esta estrategia también podria aplicarse a la expresion y produccion

de otras glicoproteinas en sistemas basados en lineas celulares de mamiferos.

De la misma forma, Giiler-Gane et al. (2016), usaron las células HEK293 para superar
el mal plegamiento y perdida de la actividad del interferén a-2 humano cuando es expresado
en bacterias (Babu et al., 2000). La estrategia utilizada se bas6 en la modificacion de diferentes
secuencias sefal heter6logas mediante el uso de aminoacidos espaciadores. Demostrando, que
el impacto de tales modificaciones parece ser especifico del contexto, ya que en algunos casos

estas modificaciones mejoraron significativamente los niveles de expresion.

Por otra parte, Roméan et al. (2016), evaluaron el efecto de la combinacion del promotor
con la secuencia sefial en la secrecidon de una proteina recombinante. Para esto, fueron
evaluados los promotores del promotor temprano del citomegalovirus humano (CMV), del
factor de elongacion humano-1 y del potenciador temprano de CMV y de la B-actina de pollo
con las secuencias sefial de interleucina-2 humana, interferéon a-2 humano, albumina de suero
humano, cadena pesada de IgG humana y luciferasa de Gaussia princeps, en las células
HEK?293, para determinar su capacidad de secretar la proteina verde fluorescente, usada como
proteina modelo. Las secuencias sefial de la albamina y G. princeps, mostraron los mas altos
niveles de secrecion, como se ha informado anteriormente en la literatura en otras lineas

celulares (Kober ef al. 2013). Estas secuencias sefal junto con la del interferén a-2 humano
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demostraron ser buenos candidato para la secrecion eficiente de otras proteinas heterdlogas.
Finalmente, la mejor combinacién fue del promotor del CMV junto con el interferon o-2
humano para una secrecion eficaz de la proteina verde fluorescente en células HEK 293,

llegando hasta producir 2 veces mas que con los otros promotores y secuencias sefal.

1.3. Objetivos

e Objetivo general

» Evaluar la capacidad de la secuencia sefial de la cadena leve del factor VIII de coagulacion
humana para secretar proteinas recombinantes en las lineas celulares de mamiferos, CHO-

DG44 y HEK293T

e Objetivos especificos

» Construir y caracterizar el vector de expresion de una variante secretada de la proteina
amarilla fluorescente(pLV/spYFP_DHFR).

» Evaluar funcionalmente y determinar la secrecion del vector de expresion por
transfeccion transitoria en células HEK 293T con el vector pLV/spYFP_DHFR.

» Determinar la secrecion de la proteina amarilla fluorescente a través de la transfeccion

estable en las células CHO-DG44 con el vector pLV/spYFP_DHFR.
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1.4. Justificacion

Las células de mamiferos se han utilizado ampliamente en la produccion de proteinas
recombinantes de importancia biomédica (Stern et al. 2007). La capacidad de realizar
modificaciones postraduccionales complejas, poseer una poderosa maquinaria de secrecion, y
la presencia de proteinas accesorias necesarias para un adecuado plegamiento y formacion de
complejo proteicos, han hecho que el 60-70% de todas las proteinas recombinantes terapéuticas

sean desarrolladas en estas células (Walsh, 2018).

En los ultimos afios, la diversidad de linajes y la optimizacién de bioprocesos en el
cultivo de las células CHO ha permitido un aumento sustancial en la productividad de las
proteinas terapéuticas, tornando asi a las células CHO, la plataforma de expresion mas utilizada
para la produccion biofarmacéutica, siendo responsable por el 70% de la produccion de las

proteinas recombinantes utilizadas comercialmente (Birch y Onakunle, 2005).

Para superar las dificultades asociados al desarrollo de una plataforma de produccion
de una proteina recombinante terapéutica usando células de mamiferos y las ineficiencias de
cada una de las etapas del procesamiento de proteinas, se han ido desarrollado una serie de
estrategias para acelerar y reducir los costos de produccion (Kober et al., 2012). En este sentido,
se ha realizado la optimizacion de los parametros de crecimiento, las condiciones de
transfeccion y de los componentes de los medios de cultivo, la utilizacion de
promotores/enhancer especificos de la transcripcion génica asociado a niveles de expresion
mas elevados, el empleo de protocolos de amplificacion génica y el uso de estrategias de
ingenieria celular para la generacion de células de mamiferos de alta produccion (Lee ef al.,

1996; Wurm, 2004; Bollin et al., 2011).

Un enfoque nuevo y diferente, es la identificacion de secuencia sefial especificos que

permitan un alto nivel de productividad de la proteina de interés. Esta nueva alternativa ain no
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se ha explorado ampliamente en la produccion de proteinas recombinantes usando células de
mamiferos (Stern et al., 2007). Entonces, el uso de secuencias sefal de proteinas asociadas a
una elevada secrecion, es una idea atractiva para su uso en la produccion de proteinas
heter6logas con la finalidad de mejorar su rendimiento (Giiler-Gane ef al., 2016). Sin embargo,
sin un ensayo empirico no es posible determinar los niveles finales de la proteina secretada
(Dalton y Barton, 2014). Por lo tanto, la forma mas prometedora de encontrar una secuencia
sefal Optima para una proteina deseada, es probando la mayor diversidad posible de secuencias
sefal, la modificacion aleatoria de su secuencia sefial nativa o por el uso de aquellas asociadas
a una alta actividad de secrecion celular como, por ejemplo, la secuencia senial del factor VIII

de coagulacion humano (Freudl, 2018).

Dentro de la secuencia de aminodacidos del factor VIII, incluye una secuencia sefial de
19 aminoécidos que direcciona todo el complejo proteico de un peso molecular de 300 kDa
(Orlova et al., 2017). Al transportar a este enorme complejo proteico de forma eficiente y de
manera constitutiva, torna esta secuencia sefial un buen candidato a ser utilizado para la

secrecion de proteinas recombinantes en lineas celulares de mamiferos.

1.5. Hipaotesis

La secuencia senal del factor VIII de coagulacion humana presenta una capacidad
similar o superior de secretar proteinas recombinantes que otras secuencias sefial usadas

ampliamente en las lineas celulares de mamiferos.
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II. MARCO TEORICO

2.1. Bases tedricas sobre el tema de investigacion

2.1.1. Proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes son formas modificadas de proteinas naturales que se
producen de diversas maneras para aumentar la produccion de proteinas, alterar las secuencias
genéticas y producir productos utiles (Mathew, 2022). Estas proteinas han sido usadas
ampliamente en estudios biofisicos y estructurales de proteinas, en el diagnostico de

enfermedades y con fines terapéuticos (Jozala et al., 2016).

2.1.2. Proteinas fluorescentes

Las proteinas fluorescentes son un grupo de proteinas quimioluminiscente, siendo la
proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein, GFP) de la medusa Aequorea jellyfis,
la primera descubierta por Shimomura et al. (1962). Esta proteina genera su propria
fluorescencia por una espontanea ciclizacion y oxidacidon de la secuencia interna de Ser65-
Tyr66-Gly67(Tsien, 1998). A partir de esta proteina se originaron las proteinas fluorescentes

azul, cian y amarillo, a través de un proceso de mutagénesis (Remington, 2011).

La GFP de la medusa A. jellyfis se ha utilizado ampliamente en biologia molecular y
celular (Elsliger ef al., 1999). La independencia de esta proteina de los sustratos enzimaticos
ha permitido su uso en embriones y animales transgénicos (Gagneten et al., 1997), y para

monitorear la efectividad de la transferencia genética (Cheng et al., 1996).
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2.1.3. Proteina amarilla fluorescente

La proteina amarilla fluorescente es una proteina mutante de la proteina verde
fluorescente, en la cual fue sustituido el aminoécido treonina 203 por tirosina, generando un
dislocamiento de su espectro de emision en direccion al rojo, con un pico de 528 nm de longitud
de onda, y las sustituciones adicionales en los aminoacidos, serina 65 por glicina, valina 68 por
leucina y serina 72 por alanina, que mejoraron el brillo de la proteina en células vivas

(Jayaraman et al., 2000).

2.1.4. Células CHO-DG44

Las células CHO fueron creadas a partir de células de ovario de hamster chino en el
laboratorio del Dr. Theodore Puck al final de la década del 50 (Puck ,1985). A través de
mutagénesis in vitro de la linea parental, se generaron mutaciones en el gen de la enzima
dihidrofolato reductasa, dando origen a las lineas celulares conocidas como CHO-DUKX-B11
e CHO-DG44 (Urlaub y Chasin, 1980). La mutacion en esta enzima inhabilita la sintesis de
purinas e pirimidinas en estas lineas celulares, por esta enzima participar en la sintesis de novo
de estas bases nitrogenadas( Kaufman, 1990).

Las células CHO son de particular interés para la fabricacion industrial de productos
biofarmacéuticos, debido a ventajas como, la viabilidad de su manipulacion genética, la
capacidad de crear patrones de glicosilacion similares a los humanos y la capacidad de
crecimiento en altas densidades celulares en cultivos en suspension sin suero(Attallah et al.,

2017) (Figura 1).
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Figura 1

Linea celular derivada de ovario de hamster chino (CHO DG44) observadas al microscopio
compuesto con un aumento total de 200X.

2.1.5. Células HEK2933T

La linea celular HEK 293T fue formada a partir de las células de rifidn embrionario
humano, que posteriormente fue transformada con la proteina “large” T del virus de simio 40,

y denominada inicialmente como 293tsA1609neo( Kim et al., 2011).

Inicialmente, el uso de células HEK293 se limit6 a aplicaciones de produccion de
adenovirus (Galvez et al., 2012). Hoy en dia, HEK293 es una de las lineas celulares de origen

humano mas importantes utilizadas para la produccion de bioterapéuticos industriales (Roman

et al., 2016)(Figura 2).

Figura 2

Linea celular derivada de rifion embrionario humano (HEK 293T) observadas al microscopio
compuesto con un aumento total de 50X.
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2.1.6. Secuencias senal

Las secuencias sefial son secuencias cortas de aminoacidos presentes en la regién amino
terminal de muchas proteinas recién sintetizadas, y que dirigen las proteinas por sus respectivos
sistemas de exportacion presentes en la membrana citoplasmatica (Freudl, 2018). Esta
secuencia esta presente tanto en células procariontes como en eucariontes, donde desempena
un papel importante en la regulacion fisiologica de la secrecion proteica (Nagano y Masuda,
2014; Almagro Armenteros et al, 2019). Las secuencias sefial presentan una estructura
primaria conservada, ordenada y dividia en 3 dominios (Von Heijne, 1990). El tamafio de estas
secuencias varia entre 18 a 30 amino4cidos, estas variaciones reflejan las diferencias en el

grosor de las bicapas lipidicas en las que residen las proteinas secretadas (Paetzel, 2014).

2.1.7. Factor VIII de coagulacion humana

El factor VIII de coagulacion humana (FVIII) es una glicoproteina plasmatica grande,
que es esencial para la via intrinseca de la coagulacion sanguinea. Esta presente en el torrente
sanguineo, principalmente conformando el complejo no covalente con el factor de Von
Willebrand (Mei et al., 2006). La disminucion del nivel de FVIII o la pérdida de su funcion
procoagulante debido a anomalias genéticas da como resultado el trastorno hemorragico de la

hemofilia A(Orlova et al., 2017).

El gen FVIII se encuentra en la parte distal del brazo largo del cromosoma X y
comprende 26 exones, que codifican una cadena polipeptidica de 2351 aminoacidos (Wood et
al., 1984). Este gen incluye una secuencia sefial de 19 aminoacidos y 2332 aminoécidos de
proteina madura(Mei et al., 2006). E1 FVIII se sintetiza como una sola cadena de seis dominios

estructurales con una masa molecular que va desde 190 a 300 kDa (Toole et al., 1984).



19

2.1.8. Regulacion genética en eucariontes

La regulacion genética en eucariontes se inicia con la abertura de la estructura de la
cromatina por los factores de remodelacion de la cromatina, permitiendo asi, que los factores
de transcripcion (Transcription Factor, TF) y la ARN polimerasa II puedan unirse al promotor
del gen para iniciar su transcripcion (Darzacq et al., 2005). Junto a los promotores, el gen
presenta otros elementos reguladores upstream y downstream, como los activadores,
potenciadores, represores y silenciadores, que pueden influir en el establecimiento y
mantenimiento de la transcripcion (Verrijzer et al., 1995). Después del reconocimiento y la
uniéon de TF y el RNA Polimerasa II, se forma el complejo de preiniciacion (Pre-initiation
Complex, PIC), lo que inicia, la sintesis y extension de la cadena de ARN mensajero (ARNm),
seguido de la adicion de una capa de guanosina metilada al extremo 5' de la transcripcion
naciente, para evitar la degradacion del ARN por exonucleasas (Stern et al., 2007). Ademas de
otros eventos conocido como, el splicing, que es el corte de los intrones intermedios y empalme
de los segmentos exdnicos, que produce una molécula de ARNm traducible, y finalmente, la
adicion de una cola de poliadeninas, que permite su liberacion (Saguez et al., 2005).

Todas las moléculas de ARNm maduras se transportan desde el ntcleo al citosol para
su traduccion a través del complejo de poros nucleares (Rout y Aitchison, 2001). Una vez en
el citosol, el ARNm es dirigido hasta los ribosomas para iniciar su traduccion. En el caso de
las proteinas secretadas, a medida que emerge la secuencia senal del ribosoma, esta es
reconocida por la particula de reconocimiento de sefiales (Signal Recognition Particle,
SRP)(Giiler-Gane et al., 2016).

La SRP eucariota es una ribonucleoproteina citoplasmatica compuesta por seis
polipéptidos y un ARN 7S(Clerigo et al., 2008). Después de su unioén con la secuencia sefial,
la traduccion es detenida, evitando asi la liberaciéon de las proteinas secretadas en el

citosol(Belin ef al., 1996). Todo este complejo se transporta a la cara externa del reticulo
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endoplasmatico(RE) donde se une al receptor SRP(Giiler-Gane et al., 2016). Tras esta
interaccion, SRP y su receptor (ambos con dominios de union de GTP homologos) estimulan
mutuamente sus actividades de hidrélisis de GTP y direcciona la cadena naciente del ribosoma
para el lumen, a través del poro interno del canal de translocacion, denominado de "translocon",
y se libera la SRP unido a GDP del complejo para iniciar un nuevo ciclo de translocacion
(Clerigo et al. 2008). A medida que el polipéptido naciente entra en el ER, ¢l se une por
chaperonas moleculares que evitan la agregacion de la proteina y auxilia en su plegamiento
(Stern et al., 2007). Cualquier glicosilacion inicial sucede en cuanto la proteina transita por el
translocon, mientras hace esto, la secuencia sefial es reconocida por una peptidasa sefial y es
cribada para generar la proteina madura (Hegde y Bernstein, 2006). Parcialmente glicosilada,
esta es empaquetada en granulos secretores inmaduros y almacenados en el citosol hasta que
la célula recibe una sefial accionando su transporte para la membrana plasmdtica (Murshid y

Presley, 2004).

2.1.9. Transfeccion

La transfeccion es un proceso mediante el cual se administran acidos nucleicos extrafios
a una célula eucariota para modificar la composicion genética de la célula huésped (Chow et
al., 2016). Generalmente, la transfeccion se puede clasificar en dos tipos, transfeccion estable
y transitoria (Stepanenko y Heng, 2017).

La transfeccion estable se refiere al mantenimiento de la expresion a largo plazo de un
transgén mediante la integracion de ADN extraio en el genoma nuclear del huésped (Fus-
kujawa et al., 2021). Luego, el transgén puede expresarse constitutivamente incluso con la
replicacion de las células (Kim y Eberwine, 2010). Este método suele ser usado para la

produccion de proteinas a gran escala y a largo plazo (Elgundi et al., 2017).
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Por el contrario, la transfeccion transitoria no requiere la integracion de acidos nucleicos
en el genoma de la célula huésped, sino que solo se expresa de forma episomal (Lufino et al.,
2008). Por lo tanto, la expresion del transgén eventualmente se perdera a medida que las células
huésped se repliquen (Nejepinska et al., 2012). La transfeccion transitoria generalmente se

aplica en estudios a corto plazo y pequena escala (Kim y Eberwine, 2010).
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II. METODO

3.1. Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo descriptiva, debido a que se caracterizan los niveles de
secrecion de la proteina amarilla fluorescente en los cultivos celulares, ademas es cuantitativa
porque se representan los resultados de forma numérica, es de tipo prospectivo y de corte

longitudinal dado que las variables se evaluaran en un periodo definido.

3.2. Ambito temporal y espacial

El proyecto fue desarrollado en los laboratorios del Nucleo de Terapia molecular y
Celular (NUCEL), localizado en el campus Butanta de la Universidad de Sao Paulo, Sao Paulo,

Brasil. Durante el afio 2018.
3.3 Variables

. Variable dependiente: Nivel de secrecion de la proteina amarilla fluorescente.
. Variable independiente: Concentracion de las células plaqueadas, intervalo de

tiempo de los cultivos celulares y procedencia de la secuencia sefal.

3.4 Poblacion y muestra

Las poblaciones utilizadas para el desarrollo de este proyecto fueron las poblaciones de
las lineas celulares HEK 293T y CHO-DG44, seleccionandose diferentes muestras de acuerdo

a los requerimientos de los experimentos realizados.
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3.5 Instrumentos

e Para la etapa inicial, el instrumento de validacion fue la secuenciacion de los vectores
generados, para verificar la integridad del constructo realizado.

e La comprobacion de la funcionalidad de los vectores construidos, fue efectuada a
través de las fotografias de los cultivos celulares obtenidos por microscopia de
fluorescencia y de los geles de electroforesis SDS-PAGE.

¢ Finalmente, como instrumento para validar los niveles de secrecion para cada
secuencia sefial, se utilizd los niveles de absorbancia detectadas de la proteina

fluorescente amarilla por fluorometria en cada uno de los experimentos realizados.

3.6 Procedimientos

3.6.1 Linea celular y manutencion

Las lineas celulares usadas para la realizacion de este trabajo fueron, las células CHO-
DG44 adherentes, para la produccion estable de una variante secretable de la proteina amarilla
fluorescente (YFP), y las células derivadas de rifién embrionario humano, HEK 293T, para la

produccion transitoria de esta misma proteina.

Las células HEK 293T fueron mantenidas en el medio de cultivo RPMI suplementado
con 10% de suero fetal bovino (SFB). Para el cultivo de las células CHO-DG44 adherentes fue
utilizado el medio de cultivo HAM's F12 suplementado con 10% de SFB. Las populaciones

celulares derivadas a partir de la transfeccion estable de las células CHO-DG44 con el vector
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de expresion pLV/spYFP_DHFR fueron mantenidas en medio RPMI sin nucledsidos ni

desoxinucleétidos (Invitrogen) suplementado con 7% SFB dializado.

Las células fueron mantenidas en frascos de cultivo T descartables, conteniendo el
medio adecuado para cada linea celular, y almacenada en atmosfera humidificada con 2% de
CO; a 37°C. Las células fueron subcultivadas cuando alcanzaron el 80% de confluencia,
conforme descrito en Freshney(2010). Los estoques celulares fueron mantenidos en medios de
cultivos conteniendo 10% SFB y 10% dimetilsulfoxido (DMSO) y almacenados en un deposito

conteniendo nitrogeno liquido a -190°C.

3.6.2 Construccion del vector de expresion de una variante secretable de la proteina YFP
(pLV/spYFP_DHFR)

La estrategia usada para la obtencion del vector de expresion bicistronico de la proteina
fusion entre la secuencia senal del factor VIII (sp), nucledtidos 172 a 228 de la secuencia de
referencia del GenBank NM_000132.3, y la proteina YFP, pLV/spYFP_DHFR, envolvié dos
ciclos de PCR. El primer ciclo se baso en la utilizacion del vector de expresion que contenia
una forma variante de la cadena leve del factor VIII humano recombinante, pCXNIID/Lch,
como molde para la sintesis del primer Sforward spYFP
(5°CCCGGGATCCACCGGTCGCCACCATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTC
TGTGCCTTTTGCGATTCTGCTTTAGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGA3’). Para este
primer ciclo de PCR, el medio reaccional fue constituido por el vector pCXNIID/Lch (400 ng),
tampon Phusion HF Buffer 1X (Invitrogen), MgCl, 2 mM, dNTPs 0,2 mM, primer forward
spLCE(5’CCCGGGATCCACCGGTCGCCACCATGCAAATAGAGCTCTCCAC3’) y el
primer reverse
pLCR(S’TCCTCGCCCTTGCTCACCATACTAAAGCAGAATCGCAAAAGG3’), en la
concentracion de 0,5 uM, Taq polimerasa (Invitrogen) 1U y agua milliQ® suficiente para un

volumen final de 50 pl. El programa usado en el termociclador fue:
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98°C 30s

98°C 10s

65°C 30s 35 ciclos
72°C 30s

72°C 10 min

El fragmento de DNA correspondiente al primer forward spYFP, de aproximadamente
100pb, que contenia la secuencia codificadora de la secuencia sefial del Factor VIII humano
fusionada al inicio de la region codificadora de la proteina YFP, fue purificado a través de una
electroforesis en gel de agarosa 2%, utilizando el kit QIAquick Gel Extraction (Quiagen),
siguiendo las instrucciones del fabricante. El primer forward spEYFP purificado fue
concentrado en el Rotoevaporador a vacio Speed-Vac®, y usado en el segundo ciclo de PCR
para la sintesis completa del elemento spYFP IRES DHFR. En el segundo ciclo de PCR, se
uso el vector pUC19/YFP_DHFR, que fue cedido por nuestro grupo de laboratorio, este vector
presenta la secuencia codificadora de la proteina YFP, el elemento IRES y del DHFR. Para
esta PCR fue usado 400ng de este vector y el medio reaccional fue constituido por, tampon
Phusion HF Buffer 1X (Invitrogen), MgCl, 2 mM, dNTPs 0,2 mM, primer forward spYFP (8
ng), primer reverse complementario a una porcion anterior de la secuencia sefalizadora de
poliadenilacion del vector pUCI19/YFP_DHFR (2222R)
(5’CCCGTCGACCCAGCCACCACCTTCTGATA3’) en la concentracion de 0,5uM, Taq
polimerasa (Invitrogen) 1U y agua milliQ® suficiente para un volumen final de 20 ul. El

programa usado en el termociclador sera:
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98°C 30s

98°C 10s

65°C 30 s 35 ciclos
72°C 120 s

72°C 10 min

El producto resultante de esta reaccion de PCR, el fragmento de DNA
spYFP_IRES DHFR, fue purificado a partir de electroforesis en gel de agarosa al 1% y
concentrado como descrito anteriormente. Seguidamente, el fragmento spYFP_IRES DHFR
fue codigerido con las enzimas de restriccion Sall y BamHI, de acuerdo con las orientaciones
del fabricante (ThermoScientific).

En paralelo, fue digerido el vector pLV/GFP con las mismas enzimas para la
eliminacion del elemento GFP_IRES. Este vector, es un vector lentiviral de tercera generacion
que presenta la secuencia codificadora de la proteina GFP, cedido por nuestro grupo de
laboratorio. El fragmento de DNA correspondiente al vector pLV fue purificado a través de
una electroforesis en gel de agarosa al 1%, y purificado como descrito anteriormente. A partir
del elemento spYFP_IRES DHFR y de la porcion del vector pLV codigeridos con las enzimas
Sall y BamHI, fue realizado la reaccion de ligacion de estos fragmentos, utilizando la enzima

T4 DNA Ligasa (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante.

3.6.3 Transformacion de bacterias Escherichia coli, cepa XL1 con el vector
pLV/spYFP_IRES DHFR

Una alicuota de la reaccion de ligacion fue utilizada para la transformacion por

electroporacion (cubetas de 2mm, y un pulso de 2500V/25uF/200Q - Electroporador Gene
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Pulser XCELL — Biorad) de las bacterias E. coli, cepa XL1, electrocompetentes. Las bacterias
electroporadas fueron inoculadas en medio LB a 37°C sobre agitacion por una hora, plaqueadas
en medio LB-Agar conteniendo ampicilina (100ug/ml), e incubadas por 16 horas a 37°C, lo

que permiti6 la seleccion de clones bacterianos que recibieron el vector de expresion.

3.6.4 Caracterizacion del vector de expresion de una variante secretable de la proteina

EFYP (pLV/spYFP_IRES_DHFR)

La busqueda de las colonias bacterianas recombinantes fue realizada por PCR a partir de
los inoculos bacterianos, empleandose los tres pares de primers:

e spLC F (5TACCGCGGGCCCGGGATCCAGTCGACCACCATGCAAATAG3’) /
2222R, con  amplicon esperado de 2140pb

e pUC seqSF(5’AGTTGTGGAAAGAGTCAAATGG3) / WPRE
R(5’GCCACAACTCCTCATAAAGAGACAG3’), con amplicon esperado de
aproximadamente 1Kpb

e pUC seq6F (5GAACTCAAAGAACCACCACG3’) WPRE R, con amplicon esperado

de aproximadamente 550pb).

Por medio de esta estrategia de seleccion, los clones bacterianos asociados a la deteccion
de los fragmentos de DNA esperados en las tres reacciones de PCR fueron inoculados en medio
LB + Ampicilina (100pg/ml) a 37°C por 16 horas, para su posterior recuperacion y purificacion
de los plasmidos recombinantes de interés, através de una Minipreparacion de DNA plasmidial
(Miniprep), usando el plasmind Miniprep Kit (Qiagen), siguiendo orientaciones del fabricante. A
partir de las Miniprep obtenidas, fue evaluado la integridad de los vectores aislados a través de la

reaccion de digestion por las enzimas:
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Xhol (fragmentos de DNA esperados de 820pb e 7,9Kpb),

BamHI/Sall (fragmentos de DNA esperados 2140pb e 6,6Kpb),

Pstl (fragmentos esperados de 300pb e 8,6Kpb) y

EcoRYV (fragmentos esperados de 830pb e 7,9Kpb),

Aquellos clones bacterianos con el perfil de restriccion esperado fueron evaluados por
secuenciacion de DNA. Los andlisis de la integridad de la secuencia del elemento
spYFP_IRES DHFR fueron realizadas por secuenciaciéon de DNA (método de Sanger) a través
de la utilizacién del kit Big Dye (ThermoScientific), empledndose los primers flanqueadores
del sitio de clonaje y siguiendo las orientaciones del fabricante. Las reacciones de
secuenciacion fueron analizadas en un secuenciador de DNA modelo ABI 3700, en el
laboratorio GATE Lab, del Instituto de Biologia de la USP. Los montajes de las secuencias
consenso fueron realizadas a través del programa Seqman (DNASTAR), y los alineamientos
con la secuencia teodrica del fragmento spEYFP IRES DHEFR fueron realizados a través de la

herramienta bioinformatica BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.6.5 Transfeccion transitoria en las células HEK 293T con el vector pLV/spYFP_DHFR

Los experimentos de transfeccion transitoria en las células HEK 293 T fueron realizados
mediante la técnica de lipofeccion, y por tanto se utilizd el reactivo Lipofectamina
2000®(Invitr0gen), conforme las orientaciones del fabricante. Ademas, se realizd este mismo
procedimiento con el vector pLV/GFP, que contenia la proteina verde fluorescente (GFP), y los
vectores pLV/ilYFP_DHFR y pLV/abYFP_DHFR, que presentan una forma secretable de la

proteina YFP modificada por las secuencias sefial de la interleucina-2(il) y la albumina
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humana(ab), respectivamente; los cuales fueron cedidos por el grupo de laboratorio y usados
como referencias.

La funcionalidad del casete de expresion del vector construido fue evaluada en la
monocapa celular 72 horas después del momento de la transfeccion, a través de la observacion
de la fluorescencia de las células en el microscopio de fluorescencia Nikon, modelo TE-300,
con el conjunto de filtros de excitacion/emisiéon y espejo dicroico para el fluoroforo
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (excitacion 460 — 510 nm y emision 515 — 565 nm).
Adicionalmente, la secrecion de la proteina YFP fue determinada a partir de la deteccion de
esta proteina en el medio condicionado colectado, evaluados a través de electroforesis en gel
de poliacrilamida conteniendo SDS (SDS-PAGE 10%), seguido de escaneamento a laser del
gel para la deteccion de fluorescencia en el equipo Typhoon Trio, utilizando como longitud
de onda de excitacion un laser de 532 nm. Posteriormente, los geles fueron fijados y coloreados

con Coomassie blue G-250 coloidal.

3.6.6 Transfeccion estable de las células CHO-DG44 con el vector pLV/spYFP_DHFR

Para la transfeccion estable de las células CHO-DG44 con los vectores

pLV/spYFP_DHFR, pLV/abYFP_DHFR y pLV/ilYFP_DHFR, fueron plaqueados cerca de
2x10° células en un pozo de una placa de 24 pozos en medio HAM’s F12 suplementado con

10% de SFB. La transfeccion fue realizada por lipofeccion (Lipofectamina 2000® -
Invitrogen), siguiendo orientaciones del fabricante, se empled 500 ng del vector plasmidial.
Cerca de 48 horas después a la transfeccion, la monocapa celular fue tripsinizada.
Seguidamente, las células fueron subdividas para 4 pozos de una placa de 6 pozos, y se realizd
el cambio de medio por el medio de cultivo de seleccion (RPMI conteniendo 7% SFB dializado
sin nucledsidos ni desoxinucleétidos) basado en la expresion de la DHFR. El medio de cultivo

fue renovado periddicamente, y las poblaciones celulares mixta resultantes, fueron mantenidas
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en cultivo hasta alcanzar un numero de células suficiente (cerca de 4x10° células) para
congelamiento y un porcentaje de viabilidad celular mayor al 90%, evaluado a través de la
utilizacion del colorante azul de tripano al 0,4%(m/v). Las poblaciones mixtas fueron
observadas al microscopio de fluorescencia Nikon modelo TE-300, con el conjunto de filtros
y espejo dicroico para el fluoréforo isotiocianato de fluoresceina (FITC) (excitacion 460 -
510nm y emisién 515 -565nm) y se determiné la secrecion por fluorometria y electroforesis

SDS- PAGE, como ha sido descrito anteriormente.

3.6.7 Evaluacion de los niveles de secrecion de la proteina YFP en las populaciones
celulares mixtas

La determinacién de los niveles de secrecion de la proteina YFP se realizé en cada uno
de las poblaciones celulares generadas. Esta evaluacion fue realizada a través de la cantidad
acumulada de la proteina YFP secretadas por las células en el medio de cultivo condicionado
colectado. En placas de seis pozos se sembraron 1x10° células/ml con un volumen final de 3
ml, incubados a 37 ° C en un ambiente humidificado y una atmosfera conteniendo 2% de CO..
Después de 72 h, se colectaron los medios condicionados, se clarificaron por centrifugacion a
200xg durante 5 min y se almacenaron a -20 ° C hasta el momento del analisis.

Para la evaluacion de los niveles de secrecion de la proteina YFP, las muestras de los
medios condicionados colectados se concentraron en un factor de 10X mediante ultrafiltracion
en microcolumnas Amicon de 10 KDa. Seguidamente, estas muestras fueron evaluadas por
fluorometria en el equipo SpectraMax® Paradigm® con filtro de excitacion 510 nm y filtro de
emision 530 nm, los valores de absorbancias detectadas fueron normalizadas con la relacion
del niimero de células iniciales y el numero de células finales. Estos experimentos fueron

realizados por triplicado.
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3.6.8 Analisis de datos

Los analisis estadisticos usados fueron los testes de ANOVA de una via y
posteriormente el teste de Tukey de multiple comparacion, todas las conclusiones fueron
tomadas al nivel de significancia de 5%. Se realizo un anélisis descriptivo de los resultados
en tablas y graficos utilizando el software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software, Inc., San

Diego, CA, USA).
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IV. RESULTADOS

4.1. Construccion del vector de expresion de una variante secretada de la proteina YFP

El vector de expresion construido presento en el primer cistron, un gen reporte, una
forma secretable de la proteina amarilla fluorescente (Yellow Fluorescent Protein, YFP)
generada a través de la adicion de la secuencia sefal de la cadena leve del factor VIII de
coagulacion humana, para evaluar su potencial de secretar proteinas recombinantes en lineas
celulares de mamiferos. Esta capacidad de secrecion de esta secuencia sefial fue comparada
con la capacidad de secrecion de las secuencias sefial de la interleucina-2 y de la albumina
humana, utilizadas ampliamente en la industria e investigacion de bioprocesos (Komada et
al.,1999; Suzuki et al., 2001; Knappskog et al., 2007; Kober et al., 2013). En el segundo
cistron, se localiza la region codificadora de la enzima DHFR, un marcador de seleccion, que
permitio la formacion de una poblacion celular mixta secretora establemente de la proteina

YFP (Figura 3).

Figura 3

Representacion esquemdtica de los principales elementos del vector lentiviral bicistronico de
expresion pLV/spYFP _DHFR.

Nota. Una variante secretable de la proteina amarilla fluorescente (spYFP) generada por la
fusion de las secuencias codificadoras de la secuencia sefial del facto VIII de coagulacion
humano(sp) y de la proteina YFP. LTR: repeticion terminal larga derivada del virus HIV-1;
CMV: region promotora derivada del citomegalovirus humano; IRES: Sitio interno de entrada
del ribosoma; DHFR: region codificadora de la enzima DHFR de raton

5°LTR
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Para la construccion del mismo fue requerido dos ciclos de PCR. En la primera reaccion
de PCR fue generado un megaprimer que contenia la region codificadora de la secuencia sefial
de la cadena leve del factor VIII de coagulacion humano subclonado a partir del vector
pCXNIID/Lch, que fue cedido por el grupo de investigacion. El producto generado fue

purificado del gel de agarosa y usado en la segunda PCR.

El producto obtenido de la segunda reacciéon de PCR, spYFP-IRES-DHFR, fue
purificado a partir de electroforesis en gel de agarosa, y posteriormente, codigerido con las
enzimas de restriccion Sall y BamHI. Paralelamente, el vector bicistronico pLV/GFP y
pUC19/YFP_DHFR fueron codigeridos con las mismas enzimas, y el fragmento
correspondiente al vector pLV y el constructo spYFP_IRES DHFR fueron purificados a partir

de una electroforesis en gel de agarosa.

En la figura 4, se observa el fragmento amplificado por PCR correspondiente a la
secuencia sefial del FVIII, con un tamafio similar al esperado para la secuencia teorica
(aproximadamente 150 pb) al ser evaluado en electroforesis en gel de agarosa. De la misma
forma, el fragmento generado a partir de la amplificacion por PCR del casete
spYFP_IRES DHFR, de cerca de 2.2Kpb, correspondié al tamafio esperado, el cual fue
observado juntamente a diferentes productos inespecificos o posibles formas de doblamientos
del plasmido pUC19/GFP_DHFR, utilizado como molde (Figura 4B). La digestion del vector
pLV/GFP con las enzimas de restriccion Sall y BamHI tuvo una alta eficiencia y especificidad,
evidenciadas por la deteccion, después de la purificacion del fragmento de DNA
correspondiendo al vector pLV sin el elemento GFP_IRES, de una unica banda de DNA

definida en el gel de agarosa, y presentando el tamafio esperado de 6,9Kpb (Figura 4C).
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Figura 4

Andlisis por electroforesis en gel de agarosa al 1% de los fragmentos de DNA

A B C

6Kpb—

2Kpb=—

100pb—

Nota. spYFP (Figura 4A, carril 1, tamafo aproximado 100pb), spYFP-IRES-DHFR (Figura
4B, carril 2, tamafio aproximado 2.2kpb) y pLV (Figura 4C, carril 3, tamafo aproximado
6.9kpb). L: Padrén de peso molecular.

4.2. Caracterizacion del vector de expresion de una variante secretada de la proteina

YFP (pLV/spYFP_DHFR)

Se siguid con la reaccion de ligacion entre el fragmento spYFP-IRES-DHFR, digerido
con las enzimas de restriccion Sall y BamHI, y el vector pLV, digeridos con las mismas
enzimas. Una alicuota de la reaccion de ligacion fue utilizada para la transformacioén por
electroporacion de la cepa XL1 Blue de las bacterias E. coli. En las placas de LB crecieron
alrededor de 70 colonias por placa, asi que fue necesario seleccionar aquellas colonias que
serian usadas para la minipreparacion de DNA plasmidial. Por este motivo, se implemento la
estrategia de seleccion por PCR, usadndose los pares de primers spLC F/ 2222R (el inserto),
pUC seqSF/WPRE R (regién consenso del gen IRES), y pUC19 seq6F/WPRE R (region
consenso del gen DHFR) y como control positivo fue usado el vector pLV/GFP_IRES y

pUC19/YFP_DHFR.

Las colonias bacterianas recombinantes obtenidas fueron inoculadas en pozos de una

placa de 96 pozos conteniendo 200 pl de medio LB y ampicilina (100 pg/ml), y puestas a
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incubar por 24 horas a 37°C, para ser usadas en la PCR. Al ser corrida las reacciones de PCR
en gel de agarosa se evidencio los amplicones correspondiente al tamafio esperado, inclusive
nuestros controles positivos amplificaron, como puede observarse en la Figura 5, con este
experimento se demostrdo que esta estrategia es eficiente como método de evaluacion y se

procedio a realizar con las demas colonias obtenidas.

Figura 5

Seleccion de 11 colonias bacterianas recombinantes por PCR obtenidas después de la
transformacion de las bacterias E. coli (cepa XL-1 Blue) con el producto de ligacion
pLV/spYFP DHFR.

L Ac A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 Bc B1 B2 B3

L B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 Cc C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7

2Kb
1Kb

500pb

Nota. Alicuotas de las reacciones de PCR fueron fraccionadas por electroforesis en gel de
agarosa al 1% (m/v). los carriles indicados como Ac a A11 estan relacionadas al PCR realizada
con el par de iniciadores spLC F/ 2222R (fragmento esperado 2140pb), las indicadas como Bc
a B11 al par de iniciadores pUC seq5F/WPRE R (fragmento esperado 1Kpb) y las indicadas
como Cc a C7 al par de iniciadores pUC seq6F/WPRE R (fragmento esperado 550pb). Ac y
Bc: muestras del vector pLV/GFP_IRES con el par de primer correspondiente. Cc: muestra del
vector pUC19/YFP_DHFR. L: Marcador de peso molecular. En destaque (rectangulo amarillo)
estd indicado el perfil de fragmentos para un de los clones positivos obtenidos (clone bacteriano
recombinante CRY).

En la figura 6, se muestran los analisis por electroforesis en gel de agarosa de las
reacciones de PCR utilizadas para la seleccion de los clones bacterianos recombinantes

obtenidos. Observase en destaque el perfil de fragmentos de DNA obtenidos para un clon
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bacteriano positivo (clon bacteriano CRS, carriles AS, B5 y C5). Ademas del clon CRS, fueron

obtenidos otros clones positivos, empleandose el mismo procedimiento de seleccion (clones

bacterianos CR1, CR20, CR36, CR60 y CR82) (dados no mostrados).

Todos estés clones asociados a la deteccion de los fragmentos de DNA esperados en las
tres reacciones de PCR fueron seleccionados para la extraccion del DNA plasmidial, y
posteriormente se les determino su perfil de restriccion con las enzimas Xhol, BamHI/Sall, PstI

y EcoRYV para la evaluacion de la integridad de los vectores aislados (Figura 6).

Figura 6

Andlisis por electroforesis en gel de agarosa 1% (m/v) del perfil de restriccion con las enzimas
indicadas del clon CR5 del vector recombinante pLV/spYFP _DHFR.

Xhol  Pstl Ecorv BamHI
sall

-a-d

—-

Nota. Los fragmentos de DNA esperados eran 7.8Kpb y 800pb (Xhol), 6.3Kpb y 2.3Kpb
(BamHI/Sall), 8.4Kpb y 200pb (Pstl) y 7.9Kpb y 900pb (EcoRV). L: Padréon de peso
molecular.

La Figura 6 representa el analisis del perfil de restriccion de uno de los clones
bacterianos obtenidos del vector pLV/spYFP_DHFR, el CR05. Como puede ser observado, el
perfil de fragmentos de DNA obtenidos estd de acuerdo con el tamafio esperado, indicando la
integridad estructural del vector de expresion pLV/spYFP_DHFR. De la misma forma, fueron
evaluados los otros clones bacterianos (clones CR1, CR20, CR36, CR60 y CRS82), los cuales

también presentaron el perfil de restriccion esperado (dados no mostrados). Todos los clones
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positivos confirmados por PCR vy perfil de restriccion fueron secuenciados con el objetivo de
evaluar la identidad y la integridad de las regiones codificadoras de la proteina de fusion spYFP

y DHFR, y del elemento IRES, conforme descrito en Materiales y Métodos.

Los alineamientos entre las secuencias de DNA de los clones CR1, CR20, CR36, CR60
y CR82, con la secuencia tedrica del elemento spYFP IRES DHFR, realizados a través de la
herramienta BLAST(Anexo 1), mostraron la presencia de gaps en las secuencias evaluadas,
localizados en diferentes porciones del casete de expresion. Estos gaps pueden estar
relacionados a deleciones o inserciones en esas regiones, con lo que representa una alteracion
en su secuencia y consecuentemente posibles modificaciones en la funcionalidad de la proteina.
En el caso del clon CRS82, presento gaps en la extremidad 3° del constructo evaluado,
alteraciones en esta region podria generar la falta de expresion de la proteina DHFR, con lo
que no seria posible usarlo como marcador de seleccion para generar la poblacion celular por
transfeccion estable. De la misma forma en el clon CR20, que presento varios gaps en el
extremo 5" que corresponde a la secuencia codificadora de la proteina YFP, la falta de
expresion de esta proteina no permitiria evaluar la fluorescencia ni realizar los experimentos
posteriores. También fue detectado clones con la presencia de gaps en ambos extremos de la
secuencia consenso, como en el clon CR36, con lo que comprometeria la funcionalidad de

ambas proteinas (Figura 7).

De todos los clones evaluados, apenas las secuencias consenso de los clones
CR01(98.9%), CR05(99.5%) y CR60(99.2%) presentaron una similaridad casi completa con
la secuencia teodrica en las secciones evaluadas, complementando y confirmando los datos
obtenidos en la caracterizacion parcial por PCR y por el perfil de restriccion. De estos 3 clones,
fue elegido el clone CROS5 para continuar con los proximos experimentos, debido a que fue el

que presento mayor similaridad y fidelidad con la secuencia tedrica
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Figura 7

Representacion esquematica del alineamiento realizado a través de la herramienta BLAST de
las secuencias consenso de los clones recombinantes obtenidas por secuenciacion por el
método de Sanger, con la secuencia teorica del elemento spYFP IRES DHFR.

spLC F/2222R  me—
pUC seq5F/WPRE R

pUC seq6F/WPRE R
—
YFP_IRES_F/YFP_IRES_R

CRO1 35 | 98,9 %
CRO5 I 99,5 %

R0 N N N %0%
cR3c N N S N vs%

CRED N B %0.2%
cRez N DN ss%

Clones recombinantes Similaridad

Nota. Las barras abarcan las regiones donde presentaron similaridad, y los espacios vacios la
presencia de gaps en las regiones evaluadas.

4.3 Generacion de las poblaciones celulares mixta a través del método de transfeccion
transitoria

Los experimentos de transfeccion transitoria por el método de lipofeccion con el clon
CROS del vector pLV/spYFP_DHFR en las células HEK293T, permitié evaluar de forma
rapida la expresion y secrecion de la proteina YFP. Adicionalmente, se realizd el mismo

procedimiento con los vectores pLV/ilYFP_DHFR y pLV/abYFP_DHFR(Figuras 8 y 9).
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Figura 8

Evaluacion de la expresion transitoria de la proteina spYFP en la linea celular HEK 293T por
microscopia de fluorescencia.

Luz

visible

Nota. Las células HEK-293T fueron transfectadas transitoriamente por lipofeccion con el
vector pLV/spYFP_DHFR (clon CRS), y evaluadas por microscopia de campo claro (luz
visible) y fluorescencia (FL) 48 horas después de la transfeccion. Como control positivo de la
deteccion de la fluorescencia de la proteina, se transfecto las células HEK-293T con el vector
de expresion plasmidial pLV/GFP. Como control negativo, se emplearon las células HEK-
293T no sometidas al procedimiento de transfeccion.

En la evaluacion de las monocapas celulares por microscopia de fluorescencia (Figura
4 FL), se puede observar que el clone CRO5 del vector pLV/spYFP_DHFR es funcional en
cuanto a la capacidad de expresion de la variante secretable de la proteina fluorescente YFP
modificada por la secuencia sefial del factor VIII, en experimentos de transfeccion transitoria
de las células HEK-293T. Este mismo resultado fue encontrado en las poblaciones celulares
mixtas de la variante secretable de la proteina YFP modificada por las secuencias sefial de la
interleucina 2 y la albumina humana. En estos experimentos de transfeccion transitoria fue
posible detectar la emision de la fluorescencia intracelular de la variante secretable de la YFP
con cada una de las secuencias sefial evaluadas, posiblemente por el transito de estas moléculas
en la via secretoria. Las células HEK-293T no sometidas al procedimiento de transfeccion
transitoria no presentaron emision de fluorescencia en las condiciones de deteccion utilizadas,
demostrando que este tipo celular no pose componentes celulares que emitan fluorescencia en

estas condiciones de deteccion. En las células HEK-293T transfectadas con el vector de
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expresion pLV/GFP, utilizadas como control positivo, se observo la presencia de fluorescencia

que indicaba el acumulo intracelular de la proteina GFP, como era lo esperado.

Figura 9

Evaluacion de la secrecion de la proteina YFP (~27KDa) en la linea celular HEK293T por
SDS-PAGE 10% en condiciones no reductoras, seguida por deteccion de fluorescencia por
escaneamento a laser.

A B

L CR5 IL AB HEK GFP L CRS IL AB HEK GFP

25KDa —{ R ‘
| — | o—

Nota. A) Muestras concentradas (10x) por ultrafiltracion, del medio de cultivo condicionado
por 48 horas por las células HEK-293T transfectadas transitoriamente por lipofeccion con los
vectores pLV/spYFP_DHFR (clon CR5 - carril CRS), pLV/ilYFP_DHFR(carril IL) y
pLV/abYFP_DHFR(carril AB), fueron fraccionadas por SDS-PAGE 10% en condiciones no
reductoras, seguida por deteccion de la emision de fluorescencia a 540 nm por escaneamento a
laser (530nm). Como control negativo, se emple6 el medio de cultivo condicionado por 48h
por las células HEK-293T no sometidas al procedimiento de transfeccion (carril HEK), o por
las células HEK-293T transfectadas con el vector de la proteina fluorescente no secretada GFP,
pLV/GFP (carril GFP). (B) Coloracién con Coomasie blue coloidal del gel de acrilamida
después del escaneamento a laser. L: Padron de peso molecular.

Se siguio6 con la deteccion de la proteina YFP en los medios de cultivos colectados por
electroforesis SDS-PAGE, conforme descrito en Métodos. A través de esta técnica fue posible
constatar que la proteina YFP es secretada para el medio de cultivo de las células HEK-293T
transfectadas transitoriamente con el clon CRS del vector pLV/spYFP_DHEFR y las otras
poblaciones celulares mixtas generadas, a partir de la deteccion de una doble banda proteica

fluorescente con tamafios correspondientes a la proteina YFP (~27KDa), sim embargo el
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motivo de la existencia de estas dos bandas referente a esta proteina son desconocidas. La
posibilidad de la deteccion de la proteina YFP en el medio de cultivo ser debido a la infiltracion
del contenido intracelular asociado a eventos de muerte celular fue descartado frente al
resultado obtenido con un de los controles negativos utilizados, el medio condicionado
colectado de las HEK293T sin transfectar y de las células HEK-293T transfectadas con el
vector de expresion de la proteina fluorescente GFP, pLV/GFP, la cual, por no presentar una
secuencia sefal, es acumulada en el medio intracelular (Figura 9A, carril GFP). Estos
experimentos demostraron la funcionalidad y la secrecion de la proteina YFP expresada por el

clon CRS5 del vector pLV/spYFP-DHFR.

4.4 Generacion de las células CHO-DG44 con expresion estable de la proteina YFP

Al igual que en la transfeccion transitoria, el clon CRS del vector pLV/spYFP_DHFR
junto con los vectores pLV/ilYFP_DHFR y pLV/abYFP DHFR fueron utilizados para la
transfeccion estable en la linea celular de ovario de hamster chino, conforme descrito en
M¢étodos. Las poblaciones celulares mixtas obtenidas fueron evaluadas de la misma forma que
con la linea celular humano HEK 293T, los niveles de secrecion por fluorometria, la deteccion
de la proteina YFP por electroforesis en SDS-PAGE y microscopia de fluorescencia (Figura
10y 11), usdndose también como controles, la linea celular parental y células transfectadas con
el vector pLV/GFP_IRES, para evidenciar posibles proteinas siendo secretada en el medio de

cultivos diferentes a la proteina evaluada.
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Figura 10

Evaluacion de la expresion estable de la proteina YFP en las células CHODG44 por
microscopia de fluorescencia.

Nota. Las células CHO-DG44 fueron transfectadas establemente por lipofeccion con el vector
pLV/spYFP_DHFR (clon CRS5), y evaluadas por microscopia de campo claro (luz visible) y
fluorescencia (FL). Como control positivo de la deteccion de la fluorescencia de la proteina, se
transfecto las células CHO-DG44 con el vector de expresion plasmidial pLV/GFP. Como
control negativo, se emplearon las células CHO-DG44 no sometidas al procedimiento de
transfeccion.

En las células de las poblaciones celulares CHO generada por la transfeccion estable
con el clone CROS5 del vector pLV/speYFP_DHFR se evidencio la presencia de fluorescencia
intracelular. Al igual que en las poblaciones celulares mixtas generadas por la transfeccion
estable con los vectores que contenian la secuencias sefial de la interleucina-2 y la albumina
humana, y aquellas transfectadas con el vector pLV/GFP_IRES, usado como control positivo,
ya que expresa intracelularmente la proteina GFP. En la linea celular parental no se observo la
presencia de ninguna molécula que presente una fluorescencia en el espectro de emision
evaluado, demostrando asi, que la deteccion de fluorescencia correspondia a esta proteina en
especifico. La evaluacion de la secrecion por cromatografia SDS-PAGE determino que la
molécula detectada en la microcopia de fluorescencia correspondia a la variante secretable de
la proteina YFP, al presentar las mismas bandas ya encontradas en la linea celular humana

HEK293T. Ademas, de la carencia de estas bandas en la linea celular parental y en la poblacién
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celular mixta transfectada establemente por el vector pLV/GFP, corroboraron que no hay
ningun tipo de infiltracion de la proteina YFP por algun evento de muerte celular u otra

molécula que esté siendo sintetizada por este tipo celular que emita algin tipo de fluorescencia.

Figura 11
Secrecion de la proteina YFP (~27KDa) en las células CHODG44 evaluadas por SDS-PAGE

10% en condiciones no reductoras, seguida por deteccion de fluorescencia por escaneamento
a laser.
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Nota. A) Muestras concentradas (10x) por ultrafiltracion, del medio de cultivo condicionado
por 48 horas por las células CHO-DG44 transfectadas establemente por lipofeccion con los
vectores pLV/spYFP_DHFR (clon CRS5 - carril CRS5), pLV/ilYFP_DHFR(carril IL) y
pLV/abYFP_DHFR(carril AB), fueron fraccionadas por SDS-PAGE 10% en condiciones no
reductoras, seguida por deteccion de la emision de fluorescencia a 540nm por escaneamento a
laser (530nm). Como control negativo, se emple6 el medio de cultivo condicionado por 48h
por las células CHO-DG44 no sometidas al procedimiento de transfeccion (carril HEK), o por
las células CHO-DG44 transfectadas con el vector de la proteina verde fluorescente no
secretada GFP, pLV/GFP (carril GFP). (B) Coloracion con Coomasie blue coloidal del gel de
acrilamida después del escaneamento a laser. L: Padron de peso molecular.

4.5 Evaluacion de los niveles de secrecion de la proteina YFP en las poblaciones
celulares mixtas generadas por transfeccion transitoria y estable.

A partir de los medios de cultivo colectados en los ensayos de secrecion de las

poblaciones celulares mixtas generadas por transfeccion transitoria y estable, se analizo los
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niveles de secrecion de la proteina YFP por fluorometria (Anexo 2). En el caso de las muestras
colectadas por la transfeccion transitoria, como se muestra en la Figura 12, no se observo
ninguna diferencia estadisticamente significativa en los niveles de secrecion de la proteina YFP
entre las muestras proveniente del clon CRS5 del vector pLV/spYFP DHFR, modificado por
la secuencia senal del factor VIII de coagulacion humana y las muestras proveniente de las
poblaciones celulares transfectadas transitoriamente con los vectores que contenian las
secuencias sefal de la interleucina 2 y la albumina. De las muestras analizadas aquella
correspondiente a la poblacion celular generada por la transfeccion con el vector
pLV/abYFP_DHFR, que contenia la secuencia sefial de la albumina, presento un ligero
aumento en los niveles de secrecion al respecto de las otras dos poblaciones celulares evaluadas
(absorbancia de 8.2x10'"), cabe resaltar que al observar las monocapas celulares por
microscopia de fluorescencia al momento de colectar el medio de cultivo condicionado, estas
células mostraron los menores niveles de fluorescencia respecto a las otras poblaciones
celulares. Por el contrario, los menores niveles de secrecion de la proteina YFP fueron de la
poblacion celular generada por el clon CRS del vector pLV/spYFP_DHFR(absorbancia de
6.7x10'"), y la fluorescencia de sus células evaluadas por microscopia de fluorescencia,
mostraron la mayor intensidad al ser comparada con las otras dos poblaciones celulares. Aun
con estas ligeras variaciones de una poblacion celular a otra, no generaron una diferencia
estadisticamente significativa al ser analizadas por el teste de ANOVA de una via y

posteriormente el teste de Tukey de multiple comparacion.
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Figura 12

Evaluacion de los niveles de secrecion de la proteina YFP de las poblaciones celulares mixtas
generadas por transfeccion transitoria en las células HEK 293T.
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Nota. Los niveles de secrecion de cada poblacion celular mixta generada por transfeccion
transitoria a través del método de lipofectamina, fue evaluada a partir del medio de cultivo
condicionado colectado después de 72 horas y concentrado en un factor de 10X mediante
ultrafiltraciéon en microcolumnas Amicon de 10 KDa. Seguidamente, estas muestras fueron
evaluadas por fluorometria en el equipo SpectraMax® Paradigm® con filtro de excitacion 510
nm y filtro de emision 530 nm, siendo los valores de la absorbancia normalizados por la
relacion del nimero de celulares finales e iniciales. Estos valores fueron analizados por el teste
de ANOVA de una via y posteriormente el teste de Tukey de multiple comparacion. En la parte
inferior se muestran las monocapas celulares de estas poblaciones celulares al momento de
colectar las muestras evaluadas a través del microscopio de fluorescencia. AB: Poblacion
celular mixta generada por la transfeccion transitoria del vector que contenia la secuencia sefial
de la albumina, pLV/abYFP_DHFR. IL: Poblacion celular mixta generada por la transfeccion
transitoria del vector que contenia la secuencia sefial de la interleucina 2, pLV/ilYFP_DHFR.
CRS5: Poblacion celular mixta generada por la transfeccion transitoria del vector que contenia
la secuencia sefial del factor VIII de coagulacion humana, clon CRS5 del vector
pLV/spYFP _DHFR. Las barras indican los niveles de secrecion de la proteina YFP
cuantificada a partir de su absorbancia (Abs) y las barras de error la desviacion estdndar (n =
3). Significacion estadistica: ** p <0.05 o * p <0.001(ANOVA seguido de Tukey).

Datos similares fueron encontrados en la evaluacidon de los niveles de secrecidn de la

proteina YFP en las poblaciones celulares generadas por la transfeccion estable en las células
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CHO DG44, donde el clone CR5 del vector pLV/spYFP_DHFR no mostro ninguna diferencia
estadisticamente significativa al ser comparado con las muestras de los medios de cultivo
condicionado de las otras poblaciones celulares evaluadas, aunque con este analisis fue posible
detectar una diferencia estadistica entre los niveles de secrecion de la secuencia sefial de la
interleucina 2 y la albumina, que no fue posible detectar en el ensayo de transfeccion transitoria.
Al igual que en la poblacion transfectada transitoriamente, las células generadas por la
transfeccion estable con el vector pLV/abYFP DHFR, que contenia la secuencia sefial de la
albumina, mostro un ligero aumento en los niveles de secrecion de la proteina YFP(absorbancia
de 1.9x10°), y la intensidad de la fluorescencia de sus células evaluadas a través de microscopia
de fluorescencia, fue similar a la emitida por las células generadas por la transfeccion estable
con el clon CRS5 del vector pLV/spYFP_DHFR, que ademds presento niveles de secrecion de
la proteina YFP bastante similares a esta poblacion celular. Por el contrario, la poblacion
celular generada por la transfeccion estable con el vector pLV/ilYFP_DHFR, que contenia la
secuencia sefial de la interleucina 2, mostro una disminucion en los niveles de secrecion de la
proteina YFP (absorbancia de 1.5x10%), y una intensidad mayor en la fluorescencia emitida por

sus células con respecto las otras poblaciones celulares, como es observado en Figura 13.

Al comparar los valores de absorbancia de la fluorescencia de la proteina YFP en las
poblaciones celulares mixtas generadas por ambos métodos de transfeccion, es notorio una
disminucién en los niveles de secrecion de la proteina YFP en las poblaciones celulares
generadas por el método de transfeccion estable, de alrededor de dos ordenes de grandeza, que
los obtenidos por las poblaciones celulares mixtas generada por transfeccion transitorias, como
era de esperarse. Ademas, los niveles de secrecion de la secuencia sefial de la albumina fueron
ligeramente mayores que las otras secuencias sefial en ambas metodologias de transfeccion. La
evaluacion de la intensidad de la fluorescencia en las monocapas celulares por microscopia de

fluorescencia de ambos métodos de transfeccidn, evidencio una disminucion en la intensidad
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de fluorescencia de la proteina YFP de las poblaciones celulares transfectadas establemente,

similar a lo detectado en los niveles de secrecion de la proteina YFP.

Figura 13

Evaluacion de los niveles de secrecion de la proteina YFP de las poblaciones celulares mixtas
generadas por transfeccion estable en la linea celular CHO-DG44.
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Nota. Los niveles de secrecion de cada poblacion celular mixta generada por transfeccion
estable a través del método de lipofectamina, fue evaluada a partir del medio de cultivo
condicionado colectado después de 72 horas y concentrado en un factor de 10X mediante
ultrafiltraciéon en microcolumnas Amicon de 10 KDa. Seguidamente, estas muestras fueron
evaluadas por fluorometria en el equipo SpectraMax® Paradigm® con filtro de excitacion 510
nm y filtro de emision 530 nm, siendo los valores de la absorbancia normalizados por la
relacion del nimero de celulares finales e iniciales. Estos valores fueron analizados por el teste
de ANOVA de una via y posteriormente el teste de Tukey de multiple comparacion. En la parte
inferior se muestran las monocapas celulares de estas poblaciones celulares al momento de
colectar las muestras, evaluadas a través de microscopia de fluorescencia. AB: Poblacion
celular mixta generada por la transfeccion estable del vector que contenia la secuencia sefal de
la albumina, pLV/abYFP_DHFR. IL: Poblacion celular mixta generada por la transfeccion
estable del vector que contenia la secuencia sefial de la interleucina 2, pLV/ilYFP_DHFR. CRS5:
Poblacion celular mixta generada por la transfeccion estable del vector que contenia la
secuencia sefial del factor VIII de coagulacion humana, clon CRS del vector
pLV/spYFP_DHFR. Las barras indican los niveles de secrecion de la proteina YFP
cuantificada a partir de su absorbancia (Abs) y las barras de error la desviacion estandar (n =
3). Significacion estadistica: ** p <0.05 o * p <0.001(ANOVA seguido de Tukey).
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

Los desafios asociados al desarrollo de una plataforma de expresion usando células de
mamiferos involucra procedimientos laboriosos y extensos, de busqueda de eventos tanto
aleatorios como favorables de la insercion genomica, asi como de la eleccion de fenotipos
celulares compatibles con la manutencion de las caracteristicas estructurales y funcionales de
la proteina de interés, cuando es producida en grandes cantidades(Chusainow et al., 2009). En
este sentido, se torna relevante el establecimiento de nuevas metodologias que permitan

desarrollar en menor tiempo los clones celulares superproductores y estables(Kim ef al., 2012).

Cuando se requiere obtener los maximos niveles de productividad de una proteina
recombinante, es necesario la optimizacion en cada uno de los siguientes procesos: control
transcripcional, control de procesamiento del ARNm, exportacion del ARNm desde el nticleo,
transporte y direccion de ARNm, control de la estabilidad del ARNm, control de la traduccion
y secrecion(Stern et al., 2007). Como alternativa para reducir las ineficiencias asociadas en las
etapas del procesamiento de la proteina, especificamente en la etapa de secrecion de la proteina
emergente, es que nuestro objetivo fue demostrar la capacidad de la secuencia sefal de la
cadena leve del factor VIII de coagulaciéon humana, para poder secretar proteinas heterdlogas
en la plataforma de expresion de las células de mamiferos, para lo cual, se cred una variante
secretoria de una proteina reporter, la proteina amarilla fluorescente, que fue usada como
proteina modelo para este estudio y cuya expresion estaba ligada a la expresion del marcador
de seleccion, la proteina DHFR. La fusién de la region codificadora de estas proteinas fue
realizado a través de mutacion sitio-dirigida por PCR. Inicialmente, se generaron una gran
cantidad de clones bacterianos recombinantes, por este motivo que se realiz6 una busqueda
inicial por PCR, para analizar la mayor cantidad de muestras, y asi, seleccionar los clones mas

prominentes. Las colonias bacterianas recombinantes analizadas por PCR directamente de la
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placa de LB mostraron muchos productos inespecificos, por este motivo se dejaron incubando
por 24 horas en medio LB + ampicilina. Siguiendo esta estrategia se obtuvo un resultado
satisfactorio y en aquellas colonias bacterianas recombinante que dieron positivo en las PCR,
se realizo6 el analisis de la fidelidad e integridad de su secuencia de DNA a través del perfil con
enzimas de restriccion, fue asi que se seleccionaron los 6 clones recombinantes del vector
pLV/spYFP DHFR (CRO1, CR05, CR20, CR36, CR60 y CR82) y que posteriormente fueron
secuenciados por el método de Sanger. Los datos obtenidos en la secuenciacion de estos clones
recombinantes fueron alineados en la herramienta BLAST, demostrando que varios clones
presentaron gaps en diferentes regiones de su secuencia de ADN, estas particularidades
explicarian porque algunos clones bacterianos recombinantes no dieron positivo en la PCR,
posibles pérdidas o adicion de nucledtidos en las regiones donde los primers se alinean a su
DNA molde ocasionaria la falta de amplificacion. La presencia de las colonias en la placa de
LB aun con la presencia de estos gaps, seria debido a que el elemento usado para seleccionar
las bacterias es la ampicilina y estos vectores al conservar la funcionalidad de resistencia a este
antibidtico permitiria su supervivencia. De los clones evaluados, solo 3 presentaron la mayor
similaridad con la secuencia tedrica, y por presentar el mayor valor, se selecciond el clon CRS.
Este clon recombinante fue usado en los proximos experimentos que evaluan la capacidad de
secrecion de la proteina YFP de la secuencia sefial del factor VIII con respecto a los otros

vectores que contenian las secuencias sefial usadas como comparativo.

Se sabe que el nivel de expresion relativo de un determinado transgen de interés es
variado entre los diferentes subclones que componen una determinada poblacion celular
mixta(Girod & Mermod, 2003). Esta heterogeneidad con respecto a los niveles de expresion se
pudo evidenciar, aunque parcialmente, en los diferentes experimentos de microscopia de
fluorescencia (Figuras 8 y 10), donde al observar las monocapas celulares es posible detectar

pequefias variaciones en la intensidad de fluorescencias de una célula a otra. Talvez estas
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pequefias variaciones estén relacionada a eventos como, inserciones multiples, muchas veces
organizadas como loci complejos, o inserciones transgénicas reordenadas, y la localizacion
genomica de integracion, como descrito en la literatura(Barnes et al, 2003; Frenzel et al.,

2013b)

Estos resultados fueron respaldados por la deteccion de la proteina YFP a través del
fraccionamiento de las muestras de medio condicionado por SDS-PAGE 10%, seguido por
deteccion de la fluorescencia por escaneamiento a laser del gel. Con el empleo de estas
metodologias, se constatd que la proteina YFP era secretada para el medio de cultivo de las
células HEK-293T y CHODG44 transfectadas tanto transitoriamente como establemente con

el vector pLV-spEYFP-DHFR (Figuras 9y 11).

La via de secrecion de las proteinas es particularmente importante en la biotecnologia
y la industria biofarmacéutica, ya que la mayoria de las proteinas terapéuticas se producen en
células de mamiferos(Gutierrez et al., 2020). Estudios anteriores en células de mamiferos han
identificado la via secretora como un factor limitante en los rendimientos de produccion de la
proteina recombinante, debido a que la tasa de translocacion del reticulo endoplasmatico es un
factor critico de control en la ruta biosintética del producto (Haryadi ef al., 2015). Por lo tanto,
en estas células productoras de proteinas recombinantes es importante garantizar que el ARNm
que codifica la proteina recombinante en cuestion, sea direccionado de manera eficiente a la
poblacion de polisomas correspondiente para su mayor eficiencia en la secrecion del producto
de la célula, funcidon que es encargada por la secuencia sefal (Stern et al., 2007). La eficacia
de la secrecion para el caso de las proteinas heterélogas no estd asegurada por la secuencia
sefial natural, por lo cual es necesario la identificacion de la secuencia senal ideal para cada
proteina objetivo, y asi, obtener los mayores niveles de secrecion en el sobrenadante de la
cultura celular (Zhang y Leng, 2005). La manera mas promisora de encontrar la secuencia senal

ideal para una proteina recombinante deseada es rastreando la mayor diversidad posible de
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secuencias sefial, para eso se han ideado varias estrategias, como la variacion de su secuencia
genética usando grandes bibliotecas de secuencia sefal o por estrategias de modificacion de
manera direccionada o aleatoriamente(Freudl, 2018). Un pufiado de secuencias sefial muy
eficientes han podido ser descrito a través de estas estrategias, dentro de este grupo, tenemos a
las secuencias sefal de la interleucina-2, la cadena ligera de inmunoglobulina Kappa,
tripsindogeno, albumina, prolactina y muchas otras que también han demostrado ser
beneficiosas (Stern et al., 2007; Frenzel et al., 2013; Kober et al., 2013). Una reciente propuesta
para encontrar nuevas secuencias sefial altamente eficientes, es a través de la experimentacion
con secuencias sefial de proteinas asociadas a una alta capacidad de secrecion, para su uso en
el mejoramiento de los rendimiento de la produccion de proteinas recombinantes(Giiler-Gane

etal., 2016).

Los ensayos iniciales para determinar los niveles de secrecion de la proteina YFP por
fluorometria a partir de los medios de cultivo condicionados colectados utilizando los medios
de cultivo recomendado para cada linea celular, el medio D-MEM para las células HEK 293T
y el medio a-MEM para las células CHO-DG44(usado para el seleccionamiento de la poblacion
transfectada establemente a través del marcador DHFR), los cuales no permitieron la deteccion
de la fluorescencia de la proteina YFP en las muestras analizadas. Se desconoce los motivos
exactos que dificultaron la deteccion de la fluorescencia de la proteina YFP directamente en el
medio de cultivo condicionado, pero se presume que sea debido a una probable supresion
(“quenching”) de la sefal fluorescente de esta proteina por algin compuesto presente en el
medio de cultivo DMEM y a-MEM (Lakowicz, 1983). La deteccion por fluorometria de la
secrecion de la proteina fluorescente YFP solo se tornd posible después de una adaptacion de
las células usadas en los experimentos al medio de cultivo RPMI, que carece de coloracion, y

concentrandolos previamente en el equipo Speed Vac, antes de su analisis.
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En los experimentos de secrecion fue evidenciado las variaciones en cuanto a los niveles
de secrecion de la proteina YFP, entre el clone CRS de pLV/speYFP DHFR y las otras dos
secuencias sefal usadas de referencia (Figuras 11 y 12). Esto esta relacionado a las diferencias
entras las secuencias de aminodcidos que presentan cada una de ellas, lo que genera una
afinidad diferente con el SRP y, por lo tanto, una variacion en la eficiencia con la que el
polipéptido naciente entra en la via secretoria (Zheng y Gierasch, 1996). Sin embargo, el
analisis comparativo de los niveles de secrecion de la proteina YFP a través del test de ANOVA
de una via y posteriormente el test de Tukey de multiple comparacion, entre las secuencias
sefial del factor VIII, la interleucina 2 y la albumina, no presentaron ninguna diferencia
estadisticamente significativa, tanto por el método de transfeccion transitoria como estable. Al
comparar los niveles de secrecion entre estas estrategias de transfeccion es notorio la diferencia
entre ambas, siendo de alrededor de dos 6rdenes de grandeza. Como el método de transfeccion
estable requiere una integracion exitosa del ADN en el genoma del huésped, a menudo es
mucho mas dificil de lograr que la transfeccion transitoria y, por lo general, tiene una menor
eficiencia de transfeccion(Fus-kujawa et al., 2021). Ademas, en este ensayo de secrecion se
evidencio un ligero aumento en la secrecion de la proteina YFP por parte de la poblacion celular
que fue transfectada con el vector que contenia la secuencia sefial de la albumina con respecto
a las otras secuencias senal analizadas, tanto en los experimentos de transfeccion transitoria
como estable. Esta secuencia sefial ya ha sido descrito anteriormente por poseer una alta
capacidad de secrecion para otras lineas celulares (Kober et al. 2013; Knappskog et al. 2007),
aunque también fue descrito como una secuencia sefial débil en las células CHO (Hesketh et
al., 2005). Este relativo aumento talvez sea debido a que la region codificante de la secuencia
sefial de la albumina no afecta a la estabilidad del ARNm cuando esta presente en una
construccion quimérica (Partridge et al. 1999). En el caso de la proteina albumina, esta se

expresa de manera constitutiva y su secrecion se produce como un flujo constante hacia la
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sangre desde las células hepaticas para reemplazar la eliminada de la circulacion (Knappskog
et al., 2007). La proteina interleucina-2, por otro lado, se produce y secreta de una manera
"similar a una explosion" tras la estimulacion apropiada de los leucocitos (Barash et al., 2002).
Estas caracteristicas en la sintesis de estas proteinas fueron determinantes a la hora de
seleccionar estas secuencias sefial como padrones comparativos para nuestro estudio, ya que
esta alta eficiencia debe estar asociada de cierta forma a la capacidad de su secuencia senal de
poder direccion de manera eficiente a las proteinas al medio extracelular (Knappskog et al.,

2007).

Aunque, los métodos para el aumento de los niveles de produccion del factor VIII
recombinante se basan en el uso de estrategias como, la amplificacion del nimero de copias
del gen, la adicion de agentes estabilizantes en el medio de cultivo, la maximizacion de la
densidad celular por crecimiento en biorreactor en un sistema continuo en batelada o el uso de
vectores lentivirales para aumentar la eficiencia de transferencia genética (Saenko et al., 2003;
Spencer et al., 2011). Estos estudios no se han enfocado en la eficiencia de secrecion de su
secuencia sefial natural, sin embargo, se ha demostrado que su uso mejora los niveles de
produccion al comparado con los métodos de extraccion del factor VIII a partir de plasma
(Yonemura et al, 1993). Por otra parte, al comparado con otros sistemas de expresion
heterdlogos, los niveles de secrecion han resultado ser de 2 de 3 6rdenes de magnitud menor
que las observadas con otras proteinas recombinantes que utilizan las mismas estrategias de
expresion en células de mamifero (Kaufman ef al., 1988). Esta disminucion en los niveles de
secrecion, posiblemente esté relacionada a que en estos sistemas de expresion esta forma
recombinante presenta un peso molecular ligeramente superior al de su forma natural
(Kaufman et al., 1997). A pesar de todo esto, por todos los resultados de los experimentos
realizados, se pudo definir que la secuencia senal de la cadena leve del factor VIII presenta en

las lineas celulares de HEK 293T y CHO DG44 una eficiencia de secrecion similar al de la
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secuencia sefial de albumina y de la interleucina 2, reconocidas por su capacidad de secretar

con gran eficacia en la naturaleza y en sistema de expresion heterélogos.
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VI.  CONCLUSION

El presente trabajo demostr6 que la secuencia sefial de la cadena leve del factor VIII es
una alternativa interesante para su uso en la expresion de proteinas recombinantes en las lineas
celulares de mamiferos, HEK 293T y CHO DG44, al tener una capacidad de secrecion similar

al de las secuencias sefial de la interleucina 2 y la albumina humana.



56

VII. RECOMENDACIONES

Baja eficiencia y la formacion de productos inespecificos en la PCR se pueden superar
aumentando la temperatura de alineamiento con su DNA molde.

Productos de PCR extraidos a partir del gel de agarosa es recomendable concentrarlos
al vacio antes de usarlos en un nuevo experimento.

Al no obtener amplificacion de una PCR de una colonia extraida directamente de una
placa de LB, es posible superar algunas interferencias de la reaccion de PCR incubando
la colonia por 24 horas medio LB con su antibidtico correspondiente.

En los cultivos celulares es mejor mantenerlos sin antibidtico para evitar arrastrar
alguna contaminacion previa, que puede estar camuflada por el uso del mismo y que
puede afectar en los resultados de los proximos experimentos.

Es recomendable realizar andlisis constantes de la presencia de micoplasma por PCR
nested en todos los cultivos de células utilizados, para evitar su contaminacion y que
puedan interferir en el metabolismo de las células y por consiguiente en los resultados
de los analisis.

El congelamiento de las células para su conservacion debe ser realizada de forma
gradual y su descongelamiento debe ser rapida para evitar el estrés de las células.

El andlisis de absorbancia de la fluorescencia de una proteina fluorescente a partir de
un medio de cultivo, es recomendable centrifugar la muestra previamente para evitar

algin contaminante que pueda interferir en la lectura
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IX. ANEXOS

9.1. Anexos A

Figura 14

Alineamiento del ensamblaje de la secuencia del clon bacteriano CRI con la secuencia teorica
del vector pLV/spYFP _DHFR con la herramienta BLAST
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Alineamiento del ensamblaje de la secuencia del clon bacteriano CRS5 con la secuencia tedrica

del vector pLV/spYFP _DHFR con la herramienta BLAST
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TLERECTRERTEERET e E i e e e e e e e e el

Sbjct 181 GLGAGGGCLATGOCACCTACCGELAAGITEACCOTGAAGT TCATCTGCACCACCGRIAAGD 248

Query 241 TGCCCGTGOCCTGGCCCACCCTCATGACCACCTTCOGETACGGCCTGLAGTGLTTCGECC 188
TEELECTRER LR PR R LR L LR e e entre

Shjct 241 TGCCCGTGOCC TGO CCACCCTOOTGAC CACCTTOGGC TACGGLCTGOAGTGOTTCGOCE 188

Query 38l GLTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGOCATCLCCGAAGRITACG 1668
TEERELERETEL R L P L L e e e e L e L LR eL e ren

Sbjct 3@l GLTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGOCATGOCOGAAGOITACG 168

Query 361 TOCAGGAGOGCACCATCTTCT TCAAGGACGACGLCAACTACAAGACCCGOGOCGAGGTRA 428
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 361 CCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGALGGCAAL TACAAGACCOGOGOCGAGGTLA 428

Query 421 GLGCGACACCCTEOTEAACCGLATCOGAGCTGAAGGGLATCGACTTCAAGGAGL 488
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 421 GAGGGCGACACCCTOOTGAACCGLATCGAGCTGARGGGCATCGACTTCAAGGAGL 488

Query 431 ACEECMD’JCCTEGGGCN:AAGEIGGAE]MMCTAC##C&GEC#CMCGTCT.ll'lhTD’u S48
FECLEEEREREEEERE e e e e eee ey ynl

Shjct 481 ACGOCAACATCCTGOGGCACAAGCTCGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCA S48

Query 541 TCAAGOTCAACTTCAAGATCCGCCACRACATCGAGL 688
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 541 TEGOCCACAACCAGAAGAN TCAAGLTCAACTTCAAGATCCGCCACAACATCCAGL 688

Quary 681  ACGOCAGCOTGCAGCTOGCCCACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGOIGACGOICCCG 668
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Shjct  Gel ACGLCAGCOTOCAGC TOGOCGAL CACTACCARC AGAAC ACCCCCATCGOOGACGOCCCCG 666

Quary 661  TGCTGCTGOCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCOOCCTGAGCARAGACCCCAACG 728
TEELECTRER TR LR R LR R LR LR e R e e e

Shjct G661 TGECTGCTGOCCGACAACCACTAC CTRAGCTACCAGTCCGCCTRAGCARAGACCCCAACG 728

Quary 721 TGACCGCCGCCGREATCACTCTCGEEA 788
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Skjet 721 GLAGTTCGTGACCGCCGCCGLGATCACTCTCGEEA 7B

Quary 781 TGGACGAGCTGTACAACTARAGLGGCCGCCTCGAGATCGATATCTGCGGLCTAGCTAGCG  B48
PECEEEE EREREERTE et e R een i eee e een Teentrnl

Skhjct  7aEl TGGACGA-CTCTACAAGT ASAGIGLCCGLLTCGTGATCGATATCTGCGGCCAAGLCTAGCLG B3O

Query 841 TTTAAALGCATGCATCTAGGGLGGICAATT coctetecccceccecacteteccte 988

. || |||||||||||||||||||||||||||||| ||| LLLELELLERLLEEETL L]

Sbjct 848  TTTAAALGCATGCATCTAGGGLGGCCAATTCOGCCCCTCTCOOCCCCOCCOCTOTCOETC 859

Query 981 CLeCe e Ce TAACGT TACTGGLCGAAGICGCTTORAATARAGGICGLTGTGCGTTTGTLTA  S68
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| LELEOLLERLTTLED

sbjct 988 CCCCCTAACGT TACTRGCCGAAGI LG TTORAATAAGGLCGETETGOGTTTGTLTA 958

Query 961 TATGTTATT T TCCACCATATTGOCGTCTT T TGGCAATGTRAGGGICCGRARACCTOGEICC 1828
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

sbjct 968 GTTATTTTCCACCATATTGLCGTCTTT TRGCAATGTRAGGGCCCGRARACCTRLECC 1819

Query 1821 CTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGOCARAGGA, 12E8
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1828 TGTCTTOTTGACGAGCATTCCTAGGEGTCTTTCCCCTOTCGOCAAAGGARTGIAAGETLT 1879

Query 1881 CGTTGAATGTCCTGAAGGAAGCAGTTCCTCTOGAAGCTTCTTGAAGACARRCAACGTCTGT 1148
TLELECTRERTEERET PR R e e e e e e e e e el

Sbjct 1888 GTTGAATGTCCTGAAGGAAGCAGTTCLTCTCGAAGCTTCTTGAAGACAARCAACGTCTGT 1139

Query 1141 AGCGACCCTTTGLAGGCAGCCGARCCCCCCACCTAGCGACAGGTGCCTCTGOGOOCALRA 1288
TECRELEREREEER e et e e e e e e e e et e e e e

Sbjct 1148 AGLGACCCOTTTGLAGGLAGCGGAACCOCCCACCTRRIGACAGGTGLCTCTGOGROCARAS 1189

Max  Total Query E Per.  Acc. 7
Score Score Cover value Ident Len Accession
- - - - - -

3919 3919 100% 00 9958% 2149 Query 820975



Query 1281
Sbjct 1288
Query 1261
Sbjct 1268
Query 1321
Sbjct 1328
Query 1381
Sbjct 138B

Query 1441

Query 1621
Shijct 1628
Query 1681
Sbjct 1688
Query 1741
Shijct 1748
Query 1821
Sbjct 1888
Query 1861
Sbijct 1868
Query 1921
Sbjct 18928
Query 1981
Shjct 1588
Query 2841
Shjct 2848
Query 2181

Sbhjct 2188

Figura 16

GLCACGTOTATAAGATACACC TG AARGGEGGL ACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTG

CLRRRLL R L AR LR LR R L ERRNLLL
GLLACGTGTATAAGATACACCTGCAAMGGCGECACAACCCCAGT GCCACGT TGTGAGT TG

TTOTGGAAAGACTCAAAT GRCTCTCCTCARGIGTAT TCARCAAGOG G TGAAGGA

IIII IIIII IIIII LELLLLLLLRR LR LR AR ER LR LLLL
GARAGAGTCAAMTGGCTE TCCTCAAGCGTAT TCAACAAGGEGL TGAAGGA

TGCCCIVGAAEC:T»!uECCCATTG-TATGGC-ATIZTGuﬂ.TCTGGEGECTCGETGEAE.&TEETTT&E

NN NN AN RN ARy
TELCCAGANGGTACCCATTGTATGEEATCTEAT CTEEGGECTCGETECACATGLTTTAL

ATGTGTTTAGTCGAGGTT 22422 2aCGTCTAGGLCCCCCGAACCACGEGEACGTGGTTTT
CORRRLLRRR T TRERT L R R ER R LR LR L ER RRaTILL
ATGTGETTTAGTCGAGGTTAAAMAAACGTCTAGGCCCCCCGAAL CACGGGRACGTRETTTT

CCTTTGAAAALC ACGATGAT ANGCT TECCACANCCCGGGCCATCATEGTTCGACCATTGA
CORRRRLRER ey 1) (0en f R EEREEEEL L RRR T ER L PRRATLLL
CCTTTGAAAALC ACGAAGAT TAGC TACC GACANCCOGGECCAT CATGET TCGACCATTGA

A TGCATCGT OGO TETCCCALAR TATGOGGAT T AAGAACGLAGACCTACCCTGGE

T I|III Ty
ACTGCATCGTCGCCGTETCCCAARATAT GEGEAT TGECAAGALC GEAGACC TACCCTGEE

TR TCAGGAACGAGTTCAMGTACTTCCAMAGRATGACCACAACCTCTTCAGTGGAAG

CLRRRL L RRR LR LE LR R R L LR L LREE LT
CTCCGCTCAGGAACGAGT TCAAGTACTTCCALAGAATGACCACAACCTCTTCAGT GGAAG

GTAAACACAAT TGO TCAT TATGLG TAGGAAMA CCTEETTCTCCATTCCTGAGAAGAATC

CORLRLRRR LR EE R AR R LA LR LREELLL
GTARACAGAATC TGGTGATTATGGG TAGGAAMACCTGGT TE TCCATTCCTGAGAAGAATL

LT T TAAACGA A AN TTAATATAGT TCTCAGT ACGAGAACT CARAGAACCACCACGAG

IIII LOCRELCLRRRL L ER R LR e L ERne ettt
GACCTTTAAAGGACAGAATTAATATAGT TCTCAGT AGAGAAL TCAAAGAACCACCACGAG

GAGCTCATTTTCTTGCCAAAAGTTTGEATGATGCC TTAAGAC TTATTEAACAACCGGAAT
CORRRELRER R Er R Rt R e LR LR ERRaLILL
GAGCTCATTTTCTTGCCARAAGTTTGEATGATGECTTAAGACTTATTGAAC AACTGGAAT

TEGCAAGTASAGTAGACATGGTT TACATAGTCGLAGGCAGT TCTATTTACCAGGAAGECA

NN AN NNy AR AR A RRRRRRNAY III-I
TGOCAAGTAAMGTAGACATGGTT TGEATAGTCGRAGGCAGT TCTGTTTACCAGGRAAGLL

TGAAT CAR GG CACCTCAGACTCTTTOTGACAACCATCATGLAGGAAT TTGASAGTG

LORLRLLRER LR LR IR Rt L L RRR LR LLRENLLLL
TGAATCAACCAGGCCACC TCAGACTCTTTGTGACAAGGATCAT GLAGGAAT TTGARAGTG

A GTTTT T CAGARATTGAT TT CEGhAAAT AT AAACTTCTCOCAGAATAC CCAGECG

IIII LLLRLLCLRRRL LR LR LR LR LRRRLLL
CATTTTTCCCAGAAATTGAT TTOOGGAAATAT AAACTTCTCCCAGAAT ACCCAGGLG

TCCTCTCTGAGGTCCAGGAGGANAAAGGCATCAAGTATAAGTTTGAAGTCTACGAGANGE

TITITINT P P T N e HrnhreRanne
PIRRRETRER T RRR TR e e e e e e e et eennie
TCCTCTCTGAGGTCCAGGAGGANAAAGGCATCAAGTATAAGTTTGAAGTCTACGAGANGE

ANGAC TARCAGGARGATGETTTCAAGTTCTCTGE TCCCCTCCT ARAGE TATGCATCTAGT
- T et e TTERA n
CERRRDTRER T RRR L ERR L ER TR R ERRE LT ERE T R e

HAGACTAACAGGAAGATGCTTTCAAGTTCTCTGLTCCCCTOCTARAGC TATGCATCTAGD

ACTCCTCAGGTGLAGGETGCCTATCAGAAGGTGGTGOC TEEETCGACGGE 2158
FLRRRDTRER T TRRR LR R En R e el
ACTCCTCAGGTGLAGGLTGCCTATCAGAAGGTGGTGOC TGEETCGACGGE 2149
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Alineamiento del ensamblaje de la secuencia del clon bacteriano CR20 con la secuencia

teorica del vector pLV/spYFP_DHFR con la herramienta BLAST

Sequences producing significant alignments Download Select col v Show | 100V | @
selectall 17 sequences selected Graphics MSA Viewer
_ Max Total Query E Per. Acc.
Descrvlonn Sclenl\ff Name Score Score Cover value Ident Len Accession
- - - - - -

None provided

2741

2741 100% 00 9005% 2102 Query 1552303




Sequence ID: Query_1552303 Length: 2102 Mumber of Matches: 1

Range 1: 1 to 2102 Graghics Mt N

Scone Expect ldentitiec Gaps Strand
2741 bits{1484) 2.0 1936/2150{90%) 48/2150(2%) Plus/Plus
Query 1 CLCGLGATCCACCGOTOGECACCATCLARATAGAGCTCTCCACCTGOTTCTTTOTGTGLC &8
||||||||||||||||||||||||| |||||||||||| LLLLELLLLINTY ||||||
Sbjct 1 GRGATCCACCGOTOGCCACCA TCACCACCTGCTTOTTTGTGTGEC 628
Query &1 TGCTTTAGTATGLTCAGCAAGGLRICGAGLRAGCTGTTCACCGEGOTGETGE 1268
|||||||||||||||||||||||||||||||||| FELEEE TERRTTEr 1 fin 1Ll
Sbjct 61 TGCTTTAGTATGLTCAGCAACGLRACAGLRAGCTGTTCACCCETATGOTGE 128
Query 121  COATCCTGGTCGAGCTOGACGELGACGTARACGLCCACAAGTTCAGCGTOTCOGAEGAGL 188
EEEL EEEEEEr e Ceee e FEEEre et e Aerpeierenney |
Shjct 121  CGATCCTAGTCGAGCTOGACCGOGACGTATACGGCCACAAGTTCTGOGTATCOGGOGATG 188
Query 131 GAGGGLGATGOCACCTACGOC ARG TRACCCTRAAGTTCATCTGCACCACCGLALGE 248
||||||||| LLEEEITT |||||||||| FEEREE TRCLEREEEEnr e rerr
Sbict 181  GLGAGGGLGLTGLCACCTATGGLAACCTGAGCCTGAACTTCATCTGLACCACCGTCAAGD 248
Query 241  TGOCCGTGOCCTGGCCCACCITOGTCACCACCTTOGGLTACGGOCTGLAGTGLTTCGOCC 128
||||||||||||||||||||||||||||| |||| LITLILLL IIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 241  TGOCCGTGOCCTGGCCCACCITOGTCALD TCCGLTACGGLGTGLAGTGLTTCGL )
Query 381  GLTACCOCGACCACATCAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGLCATCOCCGAAGGOTACG 168
LLEVLLLELE LT LTLLE ] |||||||||||||||||| LLILLTLLLL |
Sbjct 381  GLTACCOCGACCACATGAAGCAGCACGTCTTCTTCAAGTCCGOCATTOCCGALGGOTAGG 168
Query 361  TOCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAACGACGACGLCAACTACAAGACCOGOGOCGAGGTLA 428
LLCVLLEE DLLEELELD R LEEE LR L LEELILELLL R L
Sbjct 361 TOCAGGAGTGCACCATCTTCATCAACGACGACGOCAACTTCAAGACCOGOGOCGAGITLA 428
Query 421 AGTTCGAGLGCGACACCCTOOTGAACCGLATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGL 488
FLERECTRE TEREETEEEr e FEEEEEr e S e ey renryel
Shjct 421 AGTTCGAGGTCGACACCCTOCTCAACCGLATCGAGCTGTAGEGLATCGACTTGAAGGAGL 488
Query 481  ACGGCAACATCLTGRGCLACAAGCTOCAGTACAACTACAACAGCCACAACGTLTATATCA S48
||||||| ||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 431 GrAATATCOTGOREEOA AGCCACAACGTCTATATCA S48
Query 541  TGGCCGACAAGCAGAACAACGCCATCAAGLTCAACTTOAAGATCCGCCACAACATCCAGE 628
||| |||||||||| ||||||||||| ||||||||||||||||| LLLIEETLIIT ||
Sbjct 541 BAGATCOLGCCACAACATCGTGL o8
Query 68l  ACGGCAGCGTELAGCTOGCCCALCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGLOGALGLRECCCG  GEA
[LLLLLLRRRTLRELLLLEttl ||||||||||||||| LLLLLILLLEnnt ||||||
Sbjct G681  ACGGCAGCGTGLAGCTOGLCCAGCA CCAGCAGAACTCCCCCATOGOOGACCOOCOOG  &ER
Query 681  TGECTGCTGCCCGACAACCACTACCTCAGCTACCAGTCCGOCCTRAGCAAAGALCCCAACG 728
PLLIL TEELLLELLLLL T11 ] ||||||| LI |||||||||||| |||||
Shjct 661  TGCTGTTGLCCGACAACCTCTACGTCAGCTATCAGTCCGOCGTGAGCAARGACCTCAACG 728
N A T
Sbict T2l ACAAGCGLGATCACTTGGTCCTOCTOGAGTTCGT - --- - - - - T-A-TC--GGCA 762
Query 781  TGGACGAGCTGTACAACTAAAGLGRCCGOCTCGAGATCGATATCTAGOGAGCCTAGCTAGOG  B48
L0 D THEErr TR ECEEen e Cerrer e enn Peer teent |
Sbjct 76l -GG - GA-C-GTACAACTAAAGGLGCCGCCTTGAGATOGCTATCTGEGOOCCAGCTAGGE  B17
Quary B4l  TTTARACGCATGCATCTAGGGLOGGCCAATTO G cccctoccccaccceccieteccte B8
||| PLCCE LLE DL LLLELEL e PR LT L L L1 JLL] ) ||||
Sbjct BLlE  TTTTAACGCTTGLTTCTAGCGOGLCCAATCCCGLOCCACTACACTCCTGOCCTTT-COTC  B76G
Query 981  CooccCCccTAACGTTACTGGLCGAAGICOCTTOLAATAAGEICOATGTOCGTTTGTITA  S0E
I L L L L LT ET ] |||||| FLLEE LLELE LLIL LTI
Sbjct 877 CTOGCCGLGTAGCGTTACTGGIGLAAGTCG AATAACCOCOLGAGTOCCTTTATITT 536
Query 961  TATGTTATTTTCCACCATATTGLCGTOTTTTGGLAATGTGAGGLROCCGLRAAALCTGGICC 1828
N e A A e A |||||||
Shjct 937 TATGATAATTALGGCCTTAGGGLCLTGTTTAGGLAATGAGACGLECCGLARAGLTGGL 56
Query 1821 TeTCTTOTTGACGAGCATTCLTAGROGGTCTTTOCCCTOTOGOCARAGGAATGLAAGGTLT 1288
||||| FEREEL FEEEE LEELEnT |||||||||| |||||||| |||||| L1
Sbjct 997 CTACTTGAC CAGCATTGETAGGGGTCATTCCCCTIT GLARGCTCT 1856



Query 18E1

Sbjct 1857

Query 1141

Sbjct 1117

Query 1281

Sbjct 1177

Query 1261

Sbjct 1237

Query 1321

Sbjct 1297

Query 1381

Sbjct 1357

Query 1441

Sbjct 1417

Query 1581

Sbjct 1476

Sbjct 1633

Query 1741

Sbjct 1653

Query 1831

Sbjct 1753

Query 1861

Sbjct 1813

Query 1921

Sbjct 1873

Query 1981

Sbjct 1933

Query 2841

Sbjct 1993

Query 2181

Shjct 2853

Figura 17

GTTGﬂhTETEGTEAAﬁﬁnﬁGCﬂGTfC{TETGEAAECTTETFGﬂﬁGACAlAEAAEEFCTET
MR RN n
CTTGATTGTC T GAAC GAACCTGTTCCT T TOGAAGCATCTTGTAGACGAACAGCGTCTGT

AGCGACCCTTTECAGGCAGL GEAACCOCCOACE TEOCGACAGETGOCTCTRCGECCAALA
PUERTPRRRDEE RECERRE TREEED B TRRD TRREE RLETRE FRERTT
AGCCACCCTTTGCTGGEAGLGCAACCCCOCAGE TEEEGACAGGAGE CTCTRGGRCCAATA
GLCACGTGTATAAGATACACCTGLAAAGLCGGL ACAACCCCAGTGECACGTTGTGAGTTG

DURE LDERD JRRLLL Ry (R RRLD RRELLRRRL] A LLEL TERERLT]
GO AGGTETARAAGATAC ATC TG ARACGLGGGAL AAC CCC AGAGL CACGCTGTGAGTTC

GATAGTTETEGAAAEAGTEAAATEECTCTECTCﬁAGCGTAITCAAEAAEEEGCTEAhGEA

N e T
GATAGTTEAEGAA&GAGTEATATGGCTCEECTCﬁAGGGTﬁ'TCﬁAEAGGGGG{TEATGEA

TEC ARG T AL L AT TCTATGEGATCTCATC TGO GCCTCAE TGLACATGLTTTAL

LLOLRL DRLLLELLLD R REEE] D EEER DL L EERLL]
TGLCCACAAGGTACCCCETTGTATOOGAACTGATCTEAGGCCTEGTGLACATGLTTTAL

ATGTGTTTAGTCGAGGTT 23282 2a06T CTAGGCCCCCCGAACCACGEGREACGTGETTTT
TCORRETE TLEREner o F Rneeen Peeener Rent ener 1nedt i 1d
ATGTGTTTTGTCGAGGTCAACAGAACGT CGAGGLCCCGLGAAGCAL CEREACCTRRATTT
COTTTGAAAAAC ACGATGATANGE TTGCCACAACCCGGECCATCATGETTCGACCATTGA
[REEL FERPLRERDL B L E DETER TR LRl
GLTTTGGEAAAACACGATCATCAGLGTGEGELTCAACCCEGGCCATCATGETTCGACCATTG-

A{TGChTEE?CGCEGTGTECCAA&AT#TEGGGAT!GS{AAG#AEGG#GAEETAEEETGEE

IIIIIIIIIIIIIII [EERETLRRRITERRLLLL
-----------------------A TATGGGGAT TG AAGAACGEAGACCTACCC TEGE

CTCCGCTCAGGAACGAGT TCAMGTACTTCCAAAGAATGACCACARCCTCTTCAGTGEANG
LCRLRLLERL LR LR LR EELLLT]
CTCCGCTCAGGAMCGAGTTLARGT ACTT CLAMGAATGACCACAACCTCTTCAGTGGARG

GTAAACAEAATCTEGTGnT!ATGGGT&GEAAAAEETGETTCTCEATTCETGAGAAEAATC

LCRER LR LR LR LA LRI LR LEELILE]
GTAAACAGAATC TEGTEATTATEGE TACGARAALC TGET TCTCCAT TE CTGAGRAGAATC

GACCTTTARAGGACAGRAT TAATATAGT TCTCAGT AGLGAAC TCAAAGAACCACCACGAS
TIRERTEERRETRR R TR RR e IR R R R e eenrini
GACCTTTAAAGGACAGART TAATATAGT TCTCAGTAGAGAACTCASAGAACCACCACGAD

GG T ATTT T T TG AR AT TTOGATGATGCC TTARGAC TTAT TGAACAACCGGALT

LCRTRTTERR L RRL R R R EER Ryl
GAGCTCATTTTCTTGCCAAAAGT TTGGAT GATGCC TTAAGAC TTAT TGAACAACCGGAAT

TGEEAhGTAAhﬁTAEA{ATGGTTTEGATAETCGEAGG{AE!TCTG:TTA EAGEAAGCEA

LLRLRLLLRT LR LR R LR LR R LEEE L]
TGECAAGTARAGTAGACATGGTT TGGATAGTCGGAGGLAGT TCTGT TTACCAGGAAGCCA

TGAAICAﬂEEAGGEEACCTCnﬁnCTCTTTGTGAEAAﬂGﬂTCATECAGGGATTTEAAAGTG

LLRIRLERRL LR LR LR R LR L EEL L]
TEAATCAACCACGLCACC TCAGACTCTT TOTGALAAGEATC ATGCAGEAAT TTGAAAGTE

ACACGTTTTTCCCAGAAAT TGATTTGEGGAAAT AT ALACTTC TCCCAGAATACCCAGGLG
PLRLELLRRRLREEE LR LR L LR R EER T

ACACGTTTTTCCCAGANAT TGATTTGEGRAAATATARACTTCTCCCAGAATACCCAGGLG

TECTCTCTGAGGTCCACGAGCALAAACGCATCAMGTATAAGTTTGAACTCTACGAGAAGS
FLRDREERD TURRREEE REE R CORn FERRTTRT TPERRERREETTeeny 1l
TCCTCTCTGLGGTCCAGETGEAGAACGGLACCANGTATAACTTTGAAGTCTACGAGACGA

AAGACTAACAGGAAGATGLTTTCAAGTTCTCTECTCCLCTCCTARAGE TATGCATCTAGE
R A AR
ACGACTAACAGGAAGATGCT TTCAAGTTCTCTGCTCCCCTCCTARAGETATGCATC TAGC

TTTECTTAGETTF&EG?TECTTTTETT?AET}GEI???TEGTTEGA??GE 1158
EO0 TRREDLRED CORRALRTREETEnRt) BRLEL Rt iinnninl

1 i !
ACTCCACAGGTGCAGCCTGOCTATCAGAAGGTCGTGRC TRAGTCGACGGE 2142

1148
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1238
1aza
1286
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1356
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1692

1888
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1588

1532

148

1502

1188

2852

76

Alineamiento del ensamblaje de la secuencia del clon bacteriano CR36 con la secuencia

teorica del vector pLV/spYFP_DHFR con la herramienta BLAST

Sequences producing significant alignments

select all 1 sequences selected

Select columns ¥ Show

MSA Viewer

v

None provided
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- -

Score Score Cover value

Accession

Query_8113857



Sequence ID: Query_8113857 Length: 2106 Mumber of Matches: 1

Range 1: 1 to 2106 Graghics

Score Expert Identities Gans Strand
2484 bits(1345) 0.0 1885/2150{88%) 44/2150(2%) Plus/Plus
Query 1 COCGRGATCCACCOOTCGCCACCATGCARAATAGAGCTCTCCACCTRCTTCTTTCTGTGIC 68
O
Sbjct 1 CCCGRCATCCACCROTCGCCAGC TTOGAATTACATCTCACCAGCTGTTTCALACTCTGEE 68
Query &1 TTTTGCGATTCTGE T TTAGTATGOT GAGLAAGGLLCAGGAGCTGTTCACCGOGATGETGE 124
o o o M R NN RN AN RN NARY
Shjct 61 TTTAGCGTTTCTGAT TAACTATGOT GAGLAAGGLLCAGGAGCTGTTCACCARGATRETGE 124
Query 121 GOTCGAGCTGGACGOIGACGTARACGOLCACAACTTCAGLGTOTCOGLOCAGE 188
IIIIIII||||IIIIIIIIIIIII||||||||||I||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 121 TCCTGOTCGAGC TEOACGLGACGTARACGOOCACAACTTCAGLGTOTCOGLICAGE 168G
Query 181 GLGAGGGLGATGCCACCTACCOCAAGLTGACCCTCAAGTTCATCTGLACCACCGGOAAGE 248
CLLRRLLEER T EER LR R e e e e eene eentin
Sbjct 181  GLGAGGGLGATGCCACCTACGGIAAGLTGACCLTGAAGTTCATCTGLACCACCGRCAAGE 248
Query 241 TGOOCGTGCCCTGOOCCACCCTOOTGACCACCTTCOOLTACGGOCTOLAGTGLTTCGICC 184
IIII||||I|IIIIIIIII||||III|III|||III|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 241 TGOOCGTGCCCTGECOCACCCTOOTGACCACCTTOOOLTACCGCCTOLAGTGLTTCOICC 384
Query 381 GITACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGLCATOOCCOAAGGITACG 366
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|||||I||I|I|||||||
Sbjct 381  GLTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGOCATOLCCOAAGGLTA-- 358
Query 381 TOCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGOCAALTACAAGACCCGOGCCGAGETGA 428
|IIIII|||||II|||||||II||||||||I|||IIII|III|||II
5bjct 358 ------------- CATCTTCTTCAAGGACGACGOCAAL TACAAGACCCGCGLCGAGLTGA 485
Query 4&421 GGTGAACCGLA GACTTCARGGN 488
|||I|||||||||||||||I|||||||||||||||||||I||||I|||||||||||I|||
Sbjct 486 GLEOCGACACCCTOETEAACCGCATCGAGCTGAAGOGCATCCACTTCAAGRAGE 465
Query 481  ACGGC CTOGCGCACAAGCTOEAGTACAAC TACAACAGCCACARCGTITAT S48
||IIIII IIIII|||||I|||||||II!I||!IIII|||||II|||III||| !IIII
Sbjcl 466  ACGGCAACATCCTGGGGIACAMGITORAGTACAACTACAACAGCCACAACGTITATATCA 525
Query 541 AGAAGAACGET GCCACRACATCGAGEL G628
I|I||||IIIIII|IIIII||||||||||||I|III||||!IIII|IIIII|IIIII|I|
Sbjct 526 AACATCCOCCACRACATCCAGE SES
Query G681  ACGGCAGCGTGCAGCTCGLCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATOGROGACGROCCCG 668
||||||||I|||||IIIII|||||||||||||||||||||||||||||||||III|I|II
5bjct 586 COCCCATOGGOGALGLOCIOG 645
Query 661 TGECTGCTGLCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCGLCCTRAGCAARCACCCCAMLG 7248
|||I|||'|'||||I||||||||||||||'|||||||||I||||I||||1||||||I|||
Shjct 646 TGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTEAGCTACCAGTCCGOCCTOAGC ARAGAC COC AL Jas
Query 721 AGAAGCGLGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGLCOICGRLATCACTCTCGGEA TEA
FENRRLERERTERE TR ERR L TR ER LR R LT RRE T RRRL LR
Shijct 786 AGAAGCGLGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGLCOICGRGATCACTCTCGGCA 765
Query 781 TGGACGAGCTGTACAAGTAAAGCGOCCGCCTCCAGATCGATATCTGIGACCTAGCTAGCG EB4a
L WO
Shjct 766 TGGACGAGCTGTTCTAGT TAACCGCCOGGCTAGAGTTCGTTATGTGIGTCOTTGRTAGLG E2S
Quaery B4l  TTTAAACGCATGCATCTAGGGLGGCCAATTCCGrecctetecccecccececloteccte 508
LIy B
Sbhjct 826  AAAAAACCCATGCTTCAAGCGGGGTCATTTGLGLGOGTCACCTCTCLACGOGTCACGLITC BES
Query Q&1 CeccCCce TAACGT TACTGGLCGAAGL COCTTOGAATAACGCCRGTETGCGTTTGTLTA G608
I 1 o I
Shjct 886 COCGCCGCCAAAGLTCACTGOOCCAAGTCOLATGGIATAACCOCCOTOTGOCTTTCTOAL 845
Query 961 TATGTTATTTTCCACCATATTGLCGTLTTTTGGLAATGTGAGGLGICIGRARAICTGEICC 182a
| LORD BRRILE B0tl 1100 1]l LLE JLERERULE DELE RILREL (1]
Shjct 946  TTTGTTTTTTTCCTCCATTTTGOGOTCAARAGGLTATGTGACGLGLIGOTAALCTGOOCC 1885
Query 1821 TOTCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTOTCOOCARAGGAATGLAAGGTCT 1868
CLRRRTLE DD RREE RUTEE REEERLEEE Ry e Ceenn 1ennty |
Sbijct 1896 TOTCTTCTAGACCAGCAATCCTACGOGTCTTTCGCCTCTOGOCAATOGAATCCARGETGT 1865
Query 1881 GTTGAATGTCGTGAACGAAGCAGTTCCTCTOOAAGCTTCTTCGAAGACARACAACGTCTGT 1148
CLED TTRERD RRRLED DR DD RRRELED 1 0 LR FERRETE FHLin
Sbjct 1866 GTTGTATGTCGAGAACGATGLAGTACCACTOCAAGCTTGTTCAAGTCARACAAGOTCTGT 1125
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Alineamiento del ensamblaje de la secuencia del clon bacteriano CR60
teorica del vector pLV/spYFP_DHFR con la herramienta BLAST
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thEATTET'ITCAE??TEE??AACTTTECTﬁCTE?ﬁ?AE&G?TEETTE'E??EEC#AAﬁ
11 111 | 1 11l THEELEE BTl
TECRACCCTTTGCAa G AGGGTACCCCGrACGTaElGACACGTACCTCAGCG-C0----

GLCACGTGTATAAGATACACCTGCAAMCGECGCACAACCCCACTGLCACGTTETGAGTTE
| CORLLLRRLLD ROLEEL LLEL LI REEEL TLEEE 10

L e [ACCTGLAAMGCCGGLACTACCCGAGTCCCACGATGTGACTTE

GATAGTTOTGGARAGAGT CAAATGLCTCTCCTCAAGLGTAT TCAACAAGLLGL TRAAGLA

CEPRREREnnt e R Rn iy Rnper Leennn JRRii Rriinil
GAMAGTTGTGGATAGAGACAAATGGCTGTCCTCATGOGT ATCLAAC AAGCGGL TGAAGCA

TGEECAGAAEGTAEEC{ATIGTATGGGnTC1GATETGGEEECTEEETGEAEATEE'TTAE

TGEECAGATEGTAEECGAT'GTATGCGnTC1GATETCGEEECTCEETGEAEATEEITT#E

ATGTGTTTAGTCGAGGTT 82422 23C6TCTAGGLCCCCCGANCCACGEREACETGETTTT
(1111 EOLRRDLECE 0 RRPELD CLEEE TR RELRRL CEERi Bl
ATGTGAAAMGTCGAGGTTAT AMC AACGTCGABGLCGCLCCAN CACCORGACGAGETTTT

T T AR A A AL GATGATAAGCT TG CACAACCCGGLICATCATGGTTCGACCATTGA

I T
CGETTTGTAAATCAGGANGT TACGCATGECAGLAGE COGECAAT CATGGT ACGACCATTGE

h{TGCATEETCGEEGTGTEECﬂn&ﬂTATEGGGATTGGCAAGnﬂEEGnﬁACETnEECTGEE

LB L DLLEEL LIEnL |
.ﬁ.CTECATEETCGEEETGTCECM.T»!nTATEGCG\ATFGGGA.!-EMEEETGACETTEECTGEE

CTEEGCTEAGGAAEGAGTTEAAGTACTTECAAAEA&TGAEE&CAAECTEF CAGTOCAAG

(0L LELRE LCRRRED RRELL RQLEE LR LLRDRLL RRLLE RTLERL] 1)
CTEGGCTEAl:GAAEGAMTE.MGMCHEGAMEATTGAEEMTAECTEGICAETGGTNI:

GTﬁAA{AEﬁAT{TEGTGAT'hTGEGTAGEAAAAEETGGTTETCCATTCEFEAGAAG&ATE

11 LLLLE DLLUAL LEEE BRLL BEULLE L ERRL FEh] L
CEARA - LGTEATCATEGETCEGARATELTECTTCTL LTI TE CTEACAALARTG

CACCTTTAAACGACACAATTAATAT hGTTCTCAEThEAEAACTEAA#GAAECAEEACGA?

CLOED TREELL RECEieny 1ener RRLrer Peent (ien (eennt tiiil
GACCTGTAMAGGTCAGAAT TAGTATAGGT CTCAGGAGAGAT CTCAGAGAACCTCCAL GGG

GAEEFCATTTT{TTECCnAAAGTTEGGATGATGEETTnAEACTTATTGAAEAAEEGGAAT

| (0 DUUE PRLERT LRR TPEn] ThEl
GACCTCATTGTCTTCCCAATAGTTTGOATGTTGLC TARAGAGT TAT TCAAC AACGEGANG

TGEEAAGTAAhGTAEA{ATEGTTTGGATAGTCGEAGG{AETT{TETTTACEAGEAAG{E#

PRLLLE PLLLRD TURRD] LARLL BRI |
TOGET AT AATATAGACTT AT GUGATAGTL LCAGU AGATLTATTARLEALCAAGL GA

TGAAECAAEE&GEEEA{CTEhﬁnEICTTTGTGAEAnGGﬂTEnTEEAGGAﬂTTTEAﬂhGTE

LEE LELREL TRRRL TRAL PERLEURE TERRLE RRULEE LR TEERILE
TeATTCAACCTGOCCAGE TCACACTCTTTOAGACARGEATCAT GEACCAATGTGAAAGTC

A ACGTTTT T CAGALAT TCAT TTGGEGALATAT ALACTTCTCCCAGRATACCCAGGLG

[LLRRL RRLLLRRn FERR L e e e e R enapeenynnl
ACACGTCTTTCC CAGGAATTGATTTGGEGGARATATARACTTCTCCCAGAAT AL CCAGGLG

TOCTCTCTRAGGTCCAGGAGGAANRAGGEATCANGTATAAGTT TEAAGT CTAC GAGANGA
CLEREREREELLRELL LR LR L ERE L R L RRE LR il
TCCTCTCTRAGGTCCAGGAGGAANRAGGEATCANGTATAAGTT TRAAGT CTACGAGANGA

AAGACTAACAGGAAGATGCTTTCAAGTTCTCTGLTCCCCTCCTARAGE TATGEATC TAGT
CLERRLEREELCRRE L LER TP LR R LR R LR iaril
AAGACTAACAGGAAGATGCTTTCAAGTTCTCTGL TCCCCTCCTARAGL TATGLCATC TAGT

ACTCCTCAGOTGCAGGLTOCCTATCAGAAGOTGOTGOLTGAGTOGACGEE 2158

FELLRELRELERRn e e e e e el
ACTCCTCAGGTGCAGGLTGCCTATCAGAAGGTGGTGECTEEGTCGACGEG 2166
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Range 1: 1 to 2142 Graphics

Score Expert Ioentites Gaps Strand
3860 bit=(2055) 0.0 2133/2150{95%) 8/2150{0%) Plus/Plus
Query 1 COCGGGATCCACCRGTCGCCACCATCIARATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGOC 68
|||I||||I||IIIIIII||||III||III||||IIIIIIIIII||||II||||||||||
Sbjct 1 CCGGGATCCACCGATOGCALCA CTCCACCTGOTTCTTTCTGTGOC 68
Query &1 TECTTTAGTATGOT GAGCAAGGOLGAGLAGC TATTCACCGRGLTLGETGE 1248
|||I|||||||||||||||||||||||||||||'||||||I|||IIIIII|||'|'||||
sbjct 61 GATTCTGCTTTAGTATGAT GAGCAAGGGELCAGLAGCTGTTCACCGEGATGETGE 128
Query 121 TCGAGCTGGACCGLGACGT AAACGELCACAAGTTCAGCGTAGTCOGRCCAGE  LES
|||III|||II||IIII|||||III|||III|II|||||III||||||||||IIII||II
Sbjct 121 CCTGLTCGAGC TGGACGGIGACGTAAACGELCACAAGTTCAGCGTGTCOGROGAGE  LES
Query 131 GOGAGGGLGATGLCACCTACCGLAAGCTRACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGRCAAGE 248
CELRRLERERDERRtt en et e e e iR eae et enen| il
Sbict 181 GOGAGGGLGATGCCACCTACGGIAAGCTOACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGRCAAGE 248
Query 241 TGLCCGTGLOCCTGGCCCACCCTOGTGACCACCTTCGOLTACGGLCTGCAGTGLTTCGICC 198
||I|I|||||||||||||||||||||||||||||||||||IIII||IIII||||||||||
Sbict 241  TGLCCGTGOCCTGLGOCCACCCTOGTGACCA TGLAGTGLTTC 28
Query 381 AGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGLCCGAAGGITACG 368
|||I||||||||||III||||||||||||1I||'|||||II CLRLLERRELLERR]LL]
Sbjct 38l CACGACTTCTTCAAGTCCCOCATROCCGAAGGETACG 368
Query 361 CATCTTCTTCAAGGACGACGGLAA TACAAGACCCGOGICGAGETGE 428
|||I||||||||||||||||||||||||||||||||||I|||||||||||||||||||I|
Shjct 361 GEAAL TACAAGACCCGOGCCGAGGT 428
Query 421 CCTOOTGAACCGLATOGAGC TGARGGGLATCGACTTCAAGGAGE 488
|||I||||I|||||||||I||||||||||||||||||||I||||||||||||||||||||
Sbjct 421 GCGACACCCTEETGAACCGCATCGAGCTGAAGCGLATCGACTTCAAGGAGE 488
Query £31  ACGLCAACATCCTGLROGCACAMGLTCGACTACAACTACAACAGLCACAACGTCTATATCA 548
CELRECERERERRm e en e e e ee e i e e ey in
Shjct 431  ACGGCAACATCCTGOOGCACAMGCTCGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCA 548
Query 541  TGGCCGACAAGCAGRAGAACCGLATCAACGTCAACTTCAAGATCCGCCACAACATCCAGE G2
||III||IIIIIIIIIII||||III||III|||||||III1I||IIIIII|||||'|III
Sbjct 541 COGCCACAACA a8
Query 681  ACGGCAGCGTGCAGCTOGLCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATOGLOGACGROCCCE 668
||I|||||||||||I||IIII||III|||J|||III|||III||II||II||IIII||I|
Sbjct 6@l GLAGCOATGOAG COCCCATCOGGOGALGLOCOCG 668
Query 661  TGLTGLTGLCCGACAACCACTACCTCAGCTACCAGTCOGICCTGAGCARAGACCCCAACE 728
CLLLRTIR LD RERLLL R LR LRI EL R ERLLLETT ] ||||I|||II
sbjct 681  TGCTGCTGOCCGACAACCACTACCTCAGCTACCAGTCOGICCTGAGE - - ~GACCCCAA 717
Query 721 TOACCGCCOOCGRGATCACTCTCGGOA TEA
|||I|||||||||||||||||||||||||||||'||||||I|||IIIIII|||'|'||||
Sbjct T1B TTCGTGACCGOCGCCGRGATCACTCTCGEOS 7I7
Query 781 TGLACGAGCTGTACAAGTARAGIGLOCGLCTCGAGATCGATATCTGCGLCCTAGCTAGCG B46
CEOTRTTRRTLERER LR PRt REER T PER L e TERRELI iR
Sbjct TPE  TGLACCAGLTGTACRAGTARAGLGLCCGLCTCGATATOGATATCTCCGLCCTAGCTAGLT 8317
Query 841 TTTAAALGCATGCATCTAGGGLGLGCCAATTCCGecccletecccoaccccecteteccte S0
||III||||III||||||III|II ELLERED RLDLLERLLL REEL RDLDEELLLN]
Sbjct B3 AAACGCATGCATCTAGGGLGGGCAATTCCCCCCCTCTCOCTCOCCTCOCTCTCOCTC  B5T
Query 981 cee e TAACGT TACTGGLCGAAGCCOCTTGRAATARGGCCOGTGTGLGTTTGTLTA G608
||IIIII||IIIII||||||||||||||||||III|||||||||||||||||||||||||
Sbjct B9E TTACTGLLOCG GCTTGLAATAAGCLCGATOTGLGTTTGTLTA 957
Query 961  TATGTTATTTTCCACCATATTGLCGTCTTTTOGLAATOTGAGGLLCCGRAAACCTGELCC 1828
LLLRRLLRER L R e R LR L LR LR L LRI RRRL]
Sbjct 958  TATGTTATTTTCCACCATATTGLCGTCTTTTOGCAATGTGAGGLLCCGLARACCTGRICC 1817
Query 1821 ToTCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGOGTCTTTOCCCTOTCGOCARAGGAATGCARGETCT 1888
CLOERTURLELLRER L RRt PR L R e LR LRy ren
Shjct 181E TGTCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTOCCCTCTCGOCARAGGAATGCAAGETCT 1477

79



Query
Sbjct
Query
sbjct
Query
Sbjct
Query
shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shijct
Query
sbjct
Query
Sbjct
Query
sSbjct
Query
shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
shjet
Query
Sbjct
Query

shict

12E1

1878

1141

113e

1291

115

1261

1321

131E

1381

1378

1441

1438

1521

1458

1621

1518

1581

16732

1741

1733

1881

1753

1861

1921

19132

19E1

15873

2841

2833

Z1a1

2853

Figura 19

GTTGAATGTCOTGAAGGANGCAGTTCCTCTOOAMGCTTCT TGAAGACAAACALCGTCTET
CCLRRLLRRR T RE LR LR R R LR il
GTTRAATGTCGTGAAGRAAGCAGTTCCTC TORANGCTTCTTGAAGACARACAACGTCTGT

AL LT TTOCAGGCAGL CoAAL L COAL L TGOCCACACETGLCTCTGLOACCARAS
CCODRLLRRR TR L EE TR L RR L ER L R LR LR h
AGCGACCLTTTELAGGEAGL GEAACCOr CLAC TAGCGACAGETGOC TCTRCGACC AR

GLCACGTGTATAAGATAL ACCTGCAAAGGL GOl ACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTG

CLLRLLL R L P LR LR L RER L
GLLCACGTGTATAAGATACACCTELAANGEEGECACAA CCCAGTROCACGTTGTGAGT TG

GAThGTTETGGLAﬁGhGTEAnnTEGCT{TECTCAAGCGTATTC#AE&AEGGGCTEAnGGA

RRERRRNIY [LRRELLRR LR L R LR R LRET LT
CATAGTTGTGEAAAGACT CARRT CELTE T LETEAAGLETAT TEAA AAGGLLTGARLE

TG ARG TAC AT T GTATGEGATCTEAT CTEGGGCCTCGGTGLACATGCTTTAC

COLDRLLRRRLLRER L LR e LR TR LR R h
TGLCCAGAAGGTACCCCATTGTATGOGATCTGATC TEGGGCCTCRGTGCACATGCTTTAC

ATGTGTTTAGTCGA CCCCCCGAALCACGGLRACGTORTTTT

[LERRTLRILTTT ||||IIII|III|III||||II|II LECLERELLERETLRnnnnl
ATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAAACGTCTAGECCCCCCGAACCACGEREACGTGETTTT

CCTTTGAARA AL ACGATEAT AACLTTEE CACAACCCGEACCATCATGET TCGACCATT A
FLERREERERE LR r e e e ERen e e i nenrrnl
COTTTGAAASACACGATGAT ANGCTTGLCACAACCCGEEOCATCATOETTCOACCATTGA

ACTGCATEGTCGEEETGTECCAA&ATATEEGEATFGGCAAGAAEEE#GAEETAEECTGEE

[LRRRERRR L REL L EE LR LR LR L ERE LR REELLh
AL TGCATCGTCGLCGTETCCCALAATATGEGGAT TG ARGAACGEAGACC TACCCTEE

CTECGCTEAEGnﬁEEhGTTCnAGTACTTEEhAAEAATGACCnCﬁAECTETTCAETEGﬂﬁE

[LERRLRRR R LR R LR LR R R RRnLLnl
CTCCRCTCAGGAACG AGTTcnAGTACTTccnAAEAATGACCA{AA:CTEIranrGGAA

GTAAA AR T TGO TCATTAT GG TAGGAALACCTEOTTCTCCAT TCCTGAGAAGAATC

IIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII I LLLLLLLLEERLLN
AACAGAATC TG TGATTATEOATAGGAAMMCCTGETT- -~ - - TTCLTGAGAAGAATC

GACCTTTAAAGGACAGANTTAATATAGT TETCAGTAGAGAACTCAAAGAAL CACCACGAG
CEERRTTRRRTERRE R R e e e e et
GACCTTTAAAGGACAGANTTAATATAGT TETCAGTAGAGAAC TCAAAGAAL CACCACGAG

GAGCTCATTTTCTTGCCAMAAGT TTGEATGATGCC TTAAGACTTAT TGAAC AACCGGAAT
COERRRLERRTLEER L R R e e ee e e e e iRl
GAGCTCATTTTCTTGCCAMAAGT TTGEATGATGCC TTAAGACTTAT TGAACAACCGGAAT

TGECﬂnGTAAnGTAGh{ATGGTTTGGnTﬂGTCGEAGG{AGITCTGTTTAEE&GEAAG{Eﬁ

COOLELLRRR LR LR L LR LR L EEL LR L
TGECARGTAMAGTAGACATGETTTGEATAGTCGRAGECAGTTCTGTTTACCAGGARGLCA

TGAATCAACCAGGCCACL TCAGACTCTTTETGACAAGGATCATOCAGGAAT TTGAAAGTG
CORRRLLRRR LR R R R e LR e e enenirn
TGAATCAACCAGGC AL TCAGACTCTTTETGACAAGEATCATOCAGGAAT TTGAAAGTG

ACACGTTTTTCCCAGAMTTGATTTGOCGARAT AT AMACTTCTCCCAGAATACCCAGELG
[LORLERRRt e R R LR LR EERLL]

h{ﬁCGTTTTICCEAEhAATTGnTTTG(ﬁEAhATAThAAETTCTEEEhGﬁA'ACECACEE

TC EICTCTEAGGTI:IZIA.CGAGG.M.AAAGGEATCMETATAAGTTTEAMTETAC GAGAAGA
1 | 1 h | 1T "

CEOLRLPRERTERER L RE TR LR P ER R R R R TR i

TCCTCTCTGAGGTCC AGGAGGALASAGGCATCASGTATAAGTTTGAAGTCTACGAGAAGA

TAACAGGARGATGCT TTCAAGTTCTCTGLTCCCCTCCTARAGL TATGLATCTAGD

IIIIIIIIIIIIII LCCCULLEERR I ER L R ER R e eierenatine
AAGACTAACAGGAAGATGCT TTCAAGTTETCTGLTCCCCTCCTAAAGE TATGCATC TAGT

h{TCCTCAEETGEAGG{TECCTATCAGA&GGTGETGE{TEEGTEGACGEG 2158

CLOLRLTRRR T EE LRt i En iRyl
ACTCCTCAGETGCAGGETGECTATCAGAAGETCETGGCTGGGTCRACEEE 2142
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Alineamiento del ensamblaje de la secuencia del clon bacteriano CRS82 con la secuencia
teorica del vector pLV/spYFP_DHFR con la herramienta BLAST
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Sequence ID: Query_6561669 Length: 2118 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 2118 Graphics

Score Expect ldentities Gaps Strand
2653 bit=[1459) 0.0 1926/2151(50%) 34/2151(1%) Plus/Plus
Query 1 O CGGRCATCCACCOOTOGOCACCATCCARATACGAGCTCTCCACCTRETTCTTTCTGTGOC &2
IIIIIIIIIIII'IIIIII A e A NN AR TRy
Sbjct 1 GG CATC AL CGETOGC AL TT LT TT TAGGGL TOGECTLCTGETTCTETCTCTGOG

Query 61  TTTTGCG-ATTCTGCTTTAGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTATTCACCGGGETGETE 119
LD B DO L LR ER e Peen tennn e i |
shjct 61  TTATCOGTACTCTTCTATAGTATGGTGAGCAAGGGTGAGGTGCTGTACACCGGLGTGEEE 126

Query 128 CCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCOGELGAG 179
CURD TRE DPRRD DRRRt OEer e Pere meeen Lennn tn il

Shjct 121 COGATGL TG TCGAGTTGLACCCCGADGLAAACGTCCACTAGTTCTGOGTGOCCTGOGAL 184

Query 138 GECGAGGLCGAT GO CACCTACGELAAGC TCACCCTCAAGTTCATCTGLACCACCGGL ARG 238

CERE TTEEE TRRRTELR T FEEREEE RRLET RREEE RRER ATLRE T
Shjct 181  GGCGTGGGLGGTGCCACCTTCGGCTAGCTGACTCTGAACTTCATGTGLAGCACCGCCAAL 248

Query 248 CTGCCCGTGCCCTGGCCCACCLTCOTGACCACCTTCOGCTACGGCCTGCAGTGCTTOGEC 250

I o N A R A N AR RRRAARY

Shjct 241 CTGERCGGE LR GTECCCCTOCL TCATETCCACGTTCLGCTTOGLOGTECAGTGCTTOGEG 28

Query 388  CGCTACCCCGACCACATGAAGLAGCACGACTTCTTCAAGTCOGCCATCOCCCARGLITAL 150

Sbjct 381 GETACCCCGTOCACA CAGTTCAT AAGACCTCRATGCGL GAAGGGTA o]

Query 368  GTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGLCAMCTACARGACCCGOGICGAGGTG 418

S 0 0 o
Shjct 361  GACCAGCAGGGCAGCATCATCTTCAACGTCGACGGCTACTTCAAGTCCCCCGGICAGLITG 428

Query 428 AAGTTOGAGGEC GACACCCTOGT AL GCATCGAGL TRAAGGLCATCGACTTCARGGS 478

L o e O A IIIII
Shjct 421  TAGATCCAGGCCGACACCGTGLTGTATCGTATGRACCTCAACCCCATCTACTTTAAGGAT 4B

Query 438 L'-H.EGGCMEATCI:TGL’-GGEACMECTGGJ’.ETA.CAACT.H.EAACAEEEAC.AAEGTETATATE 5ig

CORRRE RERDD RECE TR E I PRt e e ugntn |
Shict 481  GACGGCTACATCGTGEGCCACAAGTTGTAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATAAL S48

Query 548  ATGGCOGA CAGAACARGECATCAAGGTEAACTTCAAGATCCGICACARCATL 599

[111 IIII II'I IIII IIII [ IIIIIIIIIIIII Il IIII
shict 541  ATGGGCGACTAGCACAAGATCGGCTTCAACGTCAAGTTGAAGATCCGLLACATCAGCGAG G688

Query G688  GACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCACAACACCOCCATOGOCGACGLROCCC 659

COLLL R DRULL LRRDLD R00Et LLLRRD TR D0iit] DAL LEERD |
shict 681  CACGGCTGCGAGCAGCGCGCCGAGCACTAGCAGCAGTACATCCCCATTGOCCACGGCGEE 668

Query 668  GTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCGCCC TGAGCARAGACCCCAAC 719
I Y I | III | |||||||I

Sbjct B6L GTECT O TR CCTACAA L CACTACGTGAGT TALC - -T - -GTC0 - - - G- - - - GATLC Tag

Quary 728 GAGAAGLGLGATCACATGGTCLTGCTOGAGTTCGTCGACCGCOGCCAGEATCACTCTOGEE 770

III IIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIII LLLELLLLRRRITRERL 11
shjct 718 TAGLGCGATCACATGET GEAGTTCGTGACCTCCGOCRGEATCACTCTCCGE 760

Query 788  ATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGCGGCCGCCTCGAGATCGATATCTGLGECCTAGCTAGE B39
CLRE TDRRRPRRR LRt Rt 00 FEERr LRR TTEnn i peel i
shict 778  ATGATCGAGCTGTACAAGTAAAGCGGGCGGCTCGATATCGTTATCTCGEGCGTAGCGAGE 829

Query B48 GTTTAAACGCATGCATCTAGGGIGGCCAATTCCGoccctetoccoccoceccctectocct  BOS

8 6 e O o
Sbict B3®  ATTTAATCGGATCCATTTAGCGLCGGCATTTCLTCCTCTCTGCCTGLLGTCCGTCACCGT —BES

Query 988 coccocooccTAACGTTACTGOGOCGAMGCCGCTTEGANT AAGECCGGTETRCGTTTGTCT 559
CORL DR DUEE CLLRRnnt B0t L0l LOEL TR L0 LLLRLLLLE B

Sbjct B98 CCCCTOCCCTTAACCTTACT GG GLAA COGGTTRLTATATGLGLGARGTETGOGTGTLTCT 549

Query 968 ATATGTTATTTTCCACCATATTGLCGTCTT TTGLCAATGTGAGGECCCGRARACCTOLOC 1818

[ DLLLLE R LR LR R LLELTELEED 1]
Shjct 958  AGATGTTAATTTCCACCATATTGCCGTCTTTTGLLAATGGGAGCGGLLGLARMCCTCGEC 1889

Query 1828 CTGTCTTCTTGACGAGCATTCLTAGGGGTCTTTCCOLTCTCGLCARAGCAATGOARGGTL 187

[TRRRDD FRUPRRR PERRE AL et (Oen PPEny PRny Pnent 1t
Shict 1818 CTGTCTTATTGACGATCATTCLTAGGGETCTTTLCGETCTGOCCAATGEAACGCARGETE 1869

Query 1888 TGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCAGTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACARACAACGTCTG 1139
CERL TERERTERRE T RR e R TR e e i nntnng
Shict 1878 TGTTCAATGTCGTGAAGGAAGCAGTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACARACAACGTCTG 1129

Query 1148 CGACCCTTTGLAGGLAGCGGAACCCCCCACCTGRCGACAGGTGCCTCTGCGECCAML 1199
|||||||||||||||||||||I||||||||||||||||IIII||II||||||||||||||

Sbjct 1138 ACCCTTTGCAGGLAGCGEAACCOCCCACCTOELGACAGLTGOCTCTEOGROCAASY  11ES



Query
sbjct
Query
Shjct
Query
Shijct
Query
sbjct
Query
Sbjct
Query
sbjct
Query
Shjct
Query
Shijct
Query
sbjct
Query
Shjct
Query
sbjct
Query
Shjct
Query
Shijct
Query
sbjct
Query
Shjct
Query
Shijct

1288

1138

1268

1328

13le

1388

137a

1448

1418

1588

1458

1628

1618

1588

1651

1748

17a8

1888

176E

1868

18218

1528

1888

1588

1348

AGCCACGTATATAAGATACACCTGCAMACGCCGCACARCCCCAGTGOCACGTTOTGAGTT

L] [LLILLLLLLT
AGLCACGTGTATAAGATACACCTGCAMAGGLGGCACAACCCCAGTROCACGTTGTGAGTT

CGATAGTTaT CGAAA GG T A TG TCTCCTCAAGCGTATTCAACAAGG GG TGALGG

ITERLLLEELT
GGATAGTTGTGGARAGAGT CAAATGGCTCTCCTCAAGE GTATTCAACAAGGGGCTGAAGE

ATGCCCAGAACGTACCC AT TOTATGGGAT CTGATCTEGGGLCTCAGTGCACATGCTTTA

[1111]] LLECELLEULLLaEntl
ATGCCCAGAAGGTACCCCATTGTATGGGATCTGATC TEAGLCCTCGETREACATGCTTTA

CATGTGTTTAGTCGAGGTTaaa22aa0GTCTAGGLCCCCCCAACCACGLLGACGTGLTTT

CATGTGTTTAGT CLAGET TAAAAAAALCTCTAGLCCCCCCGAACCACGLOGACGTGLTTT

TCCTTTGARAALCAC AT GATAMGC T TGO CACARCCCGGROCATCATGATTCGACCATTG

T TGAARAA A CATGATAAGCT TGO CACAACCCCGLCCATCATGATTCGACCATTG

A TG AT AT GCCGT G T CAARATATGCCGAT TEECAAGAACGCAGACCTACCCTGR

AT L AT AT GG TG T OO AAAATATGGLGAT TG AACAACGCAGACCTACCCTGR

T OO TCAGGAAC CAGT T AAGTACTTCCALAGAATGAC CACAACCTCTTCAGTOGAL

111011 LLELETLIETL
CCTCCGCTCAGGAACGAGTTCAAGTACTTCCAAAGAAT GACCACAACC TCTTCAGTGGAM

COTAAA AGAAT CTGCTGAT TATGOGTACGALAACCTEOTTCTCCATTOCTCGAGAAGAAT

111111
GGTAAACAGAATCTGGTGAT TATGOETAGGAAAACCTERTT - - - m oo m e m oo

AT T T AR A ACA AT TATATACTTCTCAGTACAGRAACTCARAGAACCACCACGS

- LT TTAAAGLAC AGA AT TAATATAGT TCTCAGTAGAGAAL TCAAAGAACCACCACGS

oA T AT T T T CT T O AR AN TTTGGATCATGC CTTAAGAC TTATTGAACALCCOGAL

|
GG T AT T T T T T Gl AR AT T TGaATCATGC CTTAAGAL TTATTGAACAACCOGAL

TTGGCAAGT AAAGTAGA AT GOT TTCGATAGT  GLAGGCAGTTCTAGTTTACCAGLAAGID

TTGLCAAGT AAAGT ACA ATCLT TTOGATAGTOGLAGECAGATCTGTTTACCAGLAAGLC

ATGAATCARCCAGLC AL CTCAGACTCTTTGTGACAAGGAT CATGCAGGAATTTGAALGT

ATGAA T AR CCAGLC A CTCAGACTCTTTGTGACAAGGAT CATGCAGGAATTTGALLGT

A AT T T T T LA AL AT TEAT T T GGG ALAT A TARACT TCTCCCAGAATACCCAGGD

[I111]] LLLLTLLLLLT
GACACGTTTTTCCCAGAAAT TGATTTGGGGAAATATARACTTCTCCCAGAATACCCAGEE

T T T T GAGGT L AGGA A ARG AT  ARCTATAACT TTGAAGTCTACGAGAAG

CTCCT T GAGGTCCAGGAGCA A AL AT AACTATAACT TTRAAGTC TACGACAAL

A T A CAGGAA AT G T TTCALGTTCTCTAC TCCCCT L TARAGCTATGCATCTAG

|
A A T A CAGGAACAT G T TTCAAGTTCTCTAC TCCCCT L TARAGCTATGCATLGAG

o

?TE'ECTE&GGTGEAGG{TECCT&'Cﬂé&AGGTGETGGE'GGGTEGhCEEG 158

CACTCCTCAGGTGEAGGI TOLCTATCAGAAGCTAGOTGELTGEGTCGALGRE 2118

9.2. anexos B

Tabla 1

1249

1119

11@9

131743

1169

1439

1429

1409

17a7

1709

1767

1859

1827

22a7

2809

2867
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Evaluacion de los niveles de secrecion de la proteina EYFP en las poblaciones celulares mixtas

generadas por transfeccion transitoria en las células HEK293T

Recuento de PI‘OIc)gll‘uclg)s“ de
células finales , Absorbancia Valores normalizados
4~z finales/células
(10* Células /ml) o, -
iniciales
Repeticién/po CR5 | IL AB CR5 | IL AB CR5 IL AB CR5 IL AB
blacion celular
1 32 29' 22'38 39 3938 | 270E | 2.40E | 1.95E | 8.64E | 9.50E | 7.68E
3.2 6 55 +11 +11 +11 +11 +11 +11
2 ?;6 gz 396 1316 37 210E | 1.50E | 138E | 6.64E | 5.69E | 5.46E
12 95 3.96 +11 +11 +11 +11 +11 +11
3 3%9 f“' 4236 1 359 34 280E | 250E | 1.64E | 924E | 8.52E | 6.93E
98 1 4.256 | +11 +11 +11 +11 +11 +11

*]a cantidad inicial de células fue de 10 x 10* células/ml



I:I Ordinary one-way ANOVA
AMNOYA results

|

1 Table Analyzed Data 1
2 Data sets analyzed A-C

3

4 ANOVA summary

5 | F 07772
6 Pvalue 0.5010
7 P value summary ns

8 | Significant diff. among means (P < 0.05) No

9 R square 0.2058
10
11 Brown-Forsythe test
12 F (DFn, DFd) 0.1865 (2, 6)
13 Pvalue 0.8345
14 P value summary ns

15 Are SDs significantly different (P < 0.05)7 No

16
17 Bartlett's test

18 Bartlett's statistic (corrected)

19 Pvalue
20 | P value summary

21 | Are SDs significantly different (P < 0.05)%

22

23 ANOVAtable SS

24 | Treatment (between columns) 3.656e+022
25 | Residual (within columns) 1.411e+023
26 Total 1.777e+023
27

28 Data summary

29 | Number of treatments (columns) 3

30 Number of values (total) 9

il Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

1
2
3
4
5 Tukey's multiple comparisons test
6 ABvs IL

7 AMBvs CR5

8 ILvs.CR5

10 Test details

11 ABvs IL

12 ABvs. GRS

13 ILvs. CRs

1
3
0.05

Mean Diff.  95.00% CI of diff.

27000000000 -357200577933 to 411200577933
146666666667 -237533911266 to 530867244599
119666666667 -264533911266 to 503867244599

Mean 1 Mean 2

817333333333 790333333333
817333333333 670666666667
790333333333 670666666667

DF MS F (DFn, DFd) P value
2 1.828e+022 F(2,6)=07772 P=0.5010
6 2.352e+022

8

Significant? Summary Adjusted P Value

Mo ns 09748 AB

No ns 05103 AC

No ns 06284 B-C

Mean Diff. SE of diff. ni n2 q DF
27000000000 125217144726 3 3 0.3049 6
146666666667 125217144726 3 3 1.856 8
119666666667 125217144726 3 3 1.352 6

83



Tabla 2:

84

Evaluacion de los niveles de secrecion de la proteina EYFP en las poblaciones celulares mixtas
generadas por transfeccion estable en las células CHODG44

Recuento de

Proporcion de

células finales celu12,1s Absorbancia Valores normalizados
PP finales/células
(10* Células /ml ..
iniciales *
Repeticion/p | CR | AB IL CR | AB IL CR5 AB IL CR5 AB IL
oblacion 5 5
celular
! 3.89E
27. 130. /33, |27 |3.0 33 | 7.09E | 5.89E . 1.94E | 1.79E | 1.31E
37 | 42 729 | 37 | 42 729 | +08 +08 +08 +09 +09 +09
2 4.70E
26. | 32. |35, 26 32 35 | 6.60E  6.60E : 1.73E | 2.13E | 1.68E
23 | 282 | 703 23 | 282 703 | +08 +08 +08 +09 +09 +09
3 4.39E
27. 34, | 2.7 3.4 | 7.49E  5.79E : 2.09E | 2.03E | 1.50E
9 35 2 9 35 |2 +08 +08 +08 +09 +09 +09
*]a cantidad inicial de células fue de 10 x 10* células/ml
|:| Ordinag\]gc;iﬂaylANOVA
results
4
1 Table Analyzed teste CHO
2 Data sets analyzed A-C
3
4 ANOVA summary
5 |F B.573
6 | Pvalue 0.0308
7 P value summary *
8 | Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes
9 R square 0.6966
10
11 Brown-Forsythe test
12 F (DFn, DFd) 0.005945 (2, 6)
13 | Pvalue 0.9941
14 | P value summary ns
15 | Are SDs significantly different (P < 0.05)? MNo
16
17 Bartlett's test
18 | Bartlett's statistic (corrected)
19 | Pvalue
20 | P value summary
21 | Are SDs significantly different (P < 0.05)?
22
23 ANOVAtable 58 DF MS F (DFn, DFd) P value
24 | Treatment (between columns) 4 190e+017 2 2.095e+017 F(2,6)=6573 P=0.0308
25 | Residual (within columns) 1.912e+017 6 3.187e+016
26 Total B6.103e+017 8
27
28 Data summary
29 | Number of treatments (columns) 3
30 9

Number of values (total}



=
4

1
2
3
4
5
6
7
8

9
10
11
12
13

Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
ABvs IL

ABvs. CRS

ILvs. CRS

Test details
ABvs. IL
AB vs. CRS
ILvs. CRS

1
3
005

Mean Diff.
485785543
62565046

-423220497

Mean 1

1083606333
1083606333
1497820790

95.00% ClI of diff.
38522676 to 933048409
-384697820 to 509827912
-870483363 to 24042370

Mean 2

1497820790
1921041287
1921041287

Significant?
Yes

No

No

Mean Diff.
485785543
62565046

423220497

Summary
x

ns

ns

SE of diff.
145770158
145770158
145770158

Adjusted P Value
0.0363
0.9050
0.0613

ni
3
3
3

A-B
A-C
B-C

4713
0.6070
4106
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DF

-



