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A. PRESENTACION Y ESTRUCTURA DE LA MEMORIA

A. PRESENTACION.

El siguiente trabajo se ha realizado en el Departament d’ Enginyeria Quimica de la Universitat
Autonoma de Barcelona (UAB), dentro del programa de doctorado correspondiente al area de
Biotecnologia. El trabajo aqui presentado contribuye, y queda incluido, en el desarrollo del Proyecto
Europeo asignado al mismo centro, perteneciente al IV Framework Program (Cell Factory-
Biotechnology. BIO4-CT96-0005), que lleva por titulo: "Microbial production of native and
recombinant tailor-made enzymes for fine chemicals production" (Coordinador: Dr. C. Sola.

Universitat Autbnoma de Barcelona).

En concreto, esta memoria recoge los primeros resultados obtenidos en el estudio de la
produccién recombinante de una enzima lipolitica (una lipasa del hongo Rhizopus oryzae, ROL)
expresada en la levadura metilotrofica Pichia pastoris, explorando una serie de estrategias para

la optimizacién de la produccion de proteinas recombinantes en este microorganismo.

Asi pues, bajo un punto de vista biotecnolégico, en este trabajo se ha realizado un esfuerzo en
integrar estrategias y conceptos propios de la ingenieria bioquimica (como la mejora de las
condiciones de operacion de un cultivo en fed-batch) con herramientas de biolégica molecular,
con el objetivo comun de optimizar la produccion final de la proteina de interés. De esta forma,
ademas, se ha contribuido a dar una primera vision global y multidisciplinar del desarrollo del
proceso de produccién y a establecer algunas de las futuras lineas de investigacion a seguir en
trabajos posteriores, dentro de los diferentes campos de la ingenieria bioquimica y la biologia

molecular.

ESTRUCTURA DE LA MEMORIA

Este trabajo contiene, en primer lugar, un apartado de Introduccién General, donde se
describe el sistema de expresién de proteinas de P. pastoris, remarcando algunos de los
aspectos mas importantes de su metabolismo y cuestiones de caracter general que facilitaran

el seguimiento y la lectura de la memoria.
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A continuacion, los resultados experimentales obtenidos se presentan agrupados en cuatro
capitulos distintos, dentro del apartado de Resultados y Discusion. Cada capitulo esta
estructurado, a su vez, por una breve introduccién especifica al tema estudiado, los resultados
obtenidos, asi como la discusién de los mismos, acabando con las conclusiones a las que se
ha llegado.

En Gltimo lugar, se incluye un capitulo de Discusién y Conclusiones Globales, en el que se

discute y se concluye integramente toda la informacidn contenida en los capitulos anteriores.



B. RESUMEN

B. RESUMEN.

Este trabajo recoge los resultados obtenidos en el estudio de la produccién extracelular de una
lipasa del hongo Rhizopus oryzae (ROL) expresada en la levadura metilotréfica P. pastoris. El
sistema de expresion de la ROL en esta levadura depende de la utilizacion del metanol como
substrato inductor. Los niveles de productividad alcanzados en el cultivo en fed-batch de esta
cepa se han incrementado, hasta en un factor de 13.6, mediante el estudio de la estrategia de
adicion del metanol durante la etapa de induccion. Asimismo, estos cultivos se han realizado
utilizando un medio de cultivo sintético, mucho mas econdémico que el de composicién
compleja. Igualmente, se han creado cepas de P. pastoris ROL multicopia, isogénicas a la

original de una Unica copia del gen ROL, para la optimizacion de la produccién.

Por otro lado, se ha llevado a cabo el estudio de la expresion de la ROL mediante vectores de
expresion basados en la utilizacion de promotores no inducibles por el metanol. Se han
obtenido cepas de P. pastoris que expresan la ROL de forma constitutiva, o por induccion
mediante la fuente de nitrégeno utilizada para el crecimiento. Las cepas desarrolladas con
estos vectores permiten prescindir de la utilizacion del metanol como substrato inductor, y en el
caso de la expresion constitutiva de la ROL, ademas, evaluar el efecto de la expresién de la

lipasa sobre la cepa hospedadora.

Por Gltimo, se ha desarrollado un protocolo para la recuperacion de la ROL desde el caldo de
cultivo hasta la obtencion de un producto liofilizado de la proteina. Asimismo, se ha llevado a
cabo el proceso de purificacion y obtencion de la ROL recombinante con un grado de purezay
rendimiento satisfactorio para la utilizacién de la lipasa en reacciones enziméaticas, asi como
para la generacion de anticuerpos contra esta proteina, lo cual permitira subsecuentes estudios

de caracterizaciéon de la misma.
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C. INTRODUCCION GENERAL

1. LAS LEVADURAS METILOTROFICAS.

Koichi Ogata describié en 1969 la capacidad de ciertas levaduras de utilizar el metanol como Unica
fuente de carbono y energia. A diferencia de lo observado en las bacterias metilotréficas, cuya
existencia se conocia desde el siglo XIX, el nimero de géneros de levaduras metilotréficas descritos
es muy limitado. El aislamiento de este tipo de levaduras desde su habitat natural requirié6 procesos
de enriguecimiento bajo condiciones éptimas, medios de cultivo adecuados que contenian sustancias
antibacterianas como la penicilina o la cicloserina, y un pH de cultivo bajo (3-5). En concreto, existen
cuatro Unicos géneros de levaduras metilotroficas: Hansenula, Pichia, Torulopsis y Candida (Tani et
al., 1978). Ademas, estos cuatro géneros estan muy relacionados entre si. Los estudios de Lee et al.,
(1980), mostraron, a partir del andlisis de su contenido G-C y demas caracteristicas fisiolégicas, que
los ascomicetes Hansenula y Pichia estan taxondmicamente muy préximos, y sugieren que los

asporogenos, Torulopsis y Candida, no son mas que formas imperfectas de aquéllas dos.

1.1 Origen del interés por las levaduras metilotréficas: Single Cell protein (SCP).

A lo largo del siglo XX, el progreso de la tecnologia de procesos y la microbiologia permitié el
desarrollo de procesos encaminados al beneficio directo de las levaduras, es decir, aprovechar

directamente su biomasa.

Asi surgio, en los afios cincuenta, la idea de utilizar las levaduras como fuentes de proteina (single-
cell protein, SCP). Durante afios, se realizaron diversos trabajos de investigacion dirigidos al uso de
estos microorganismos como fuente de alimento utilizable como alternativa, o complemento, de los
piensos para el consumo animal, con el principal propdsito de contribuir de esta forma a abaratar el
coste final de la carne. Ademas, para asegurar la rentabilidad del proceso global, la tecnologia de la
SCP se desarroll6 en relacion con el aprovechamiento y reutilizacion de productos residuales
generados usualmente en procesos industriales. Uno de estos subproductos, generado en gran

cantidad era el metano, del cual se obtenia el metanol, substrato soluble y barato.

El descubrimiento de las levaduras metilotréficas (Ogata et al., 1969) fue de especial interés para la

tecnologia de la SCP, debido a que poseen caracteristicas mas favorables para este proceso que las



C. INTRODUCCION GENERAL

bacterias metilotréficas. Las células de levadura tienen un tamafio mayor, lo que facilita su
recuperacion, un menor contenido en acidos nucleicos, son ricas en vitaminas, lipidos, carbohidratos
y en aminoacidos esenciales como la lisina, el triptéfano o la metionina. Ademas, poseen un pH
Optimo de crecimiento bajo (3-5), lo cual dificulta la posible contaminacion del cultivo. Basicamente,
las levaduras metilotréficas eran fisioldgicamente mas aceptables para el consumo animal que la SCP

de origen bacteriano.

Posiblemente, el trabajo de mayor logro alcanzado en este contexto fue el realizado por la comparfiia
de petréleo Phillips Petroleum con la levadura metilotrofica P. pastoris. Los cientificos de esta
compaifiia investigaron y definieron medios y protocolos adecuados para el cultivo de esta levadura

metilotrofica a partir del metanol (Phillips Petroleum Company Licesing, 1986).

Phillips Petroleum, junto con su empresa subsidiaria Provesta, determinaron no tan sélo los
requerimientos nutricionales y operativos del proceso de crecimiento de P. pastoris, sino que
disefiaron la configuracién necesaria de los bioreactores utilizados para su cultivo, de forma que se
asegurara una transferencia de oxigeno adecuada a elevadas densidades celulares (Wegner et al.,
1983). El producto final, denominado Proveesten, unos 120-150 g de peso seco de biomasa por litro
de cultivo (hasta 25000 litros de volumen), se componia en un 60% de contenido proteico y, en una
proporciéon adecuada, de aquellos nutrientes esenciales requeridos en la dieta animal. Su valor
nutricional y seguridad se comprobaron en ensayos donde se utilizaron como fuente de pienso animal
(Harder et al., 1987).

Sin embargo, la posterior crisis econdémica del petrdleo causé un aumento en el coste del metano, y
por lo tanto, la producciéon de SCP a partir del metanol dejé de ser econdmicamente rentable. El
precio de la principal alternativa en piensos para animales, las harinas de origen vegetal (como por
ejemplo la harina de soja), decay6 drasticamente. Consiguientemente, ya en la década de los
noventa, la Phillips Petroleum Company contacté con el Salk Institute of Biotechnology/Industrial
Associates, Inc. (SIBIA, La Jolla, CA, EUA) para realizar estudios de tipo biolégico en P. pastoris, y
evaluar la posibilidad de desarrollar un sistema de expresion de proteinas heterélogas en este
microorganismo. Estos estudios, junto con los conocimientos operacionales de cultivo que se
poseian, permitiria la utilizacion de este sistema de expresion en procesos de produccion de

proteinas heterdlogas de elevado interés humano e industrial.

Los investigadores del SIBIA aislaron genes y promotores eficaces para la expresion de proteinas
fordneas en P. pastoris, y construyeron vectores, cepas, y protocolos de manipulacion genética en
este microorganismo. En el afio 1993, Phillips Petroleum cedié la patente sobre P. pastoris como
sistema de expresion de proteinas heterdlogas a la Research Corporation Technologies, RCT
(Tucson, AZ), y licencié a la compafiia Invitrogen Corporation a comercializar con los componentes

del sistema. (Lin Cereghino and Cregg, 2000).
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1.2 Aplicaciones de las levaduras metilotroficas

Al margen de la comercializacion de la tecnologia de cultivo desarrollada para la producciéon de SCP
a partir de levaduras metilotréficas, existen otras aplicaciones derivadas de las caracteristicas
particulares de estos microorganismos. Fundamentalmente, éstas son: la obtencién de productos de
quimica fina, el desarrollo de un sistema de expresiéon de proteinas heterélogas eucariota, asi como

su utilizacion como herramientas de estudio en diferentes lineas de investigacion bésica.

Algunos de los trabajos de investigacion aplicada con estos microorganismos son, por ejemplo, la
obtencion de diferentes aminoacidos a partir de las levaduras metilotroficas, descrito ya en los afios
setenta. Okumura et al., (1970), patentaron varios de estos procesos, en los que se describen niveles
de produccién de aminoéacidos entre los 0.5 g I'* de L-valina, L-treonina o L-lisina y los 1.5 g I'* de L-

acido glutamico.

Patel et al., (1981), demostraron que suspensiones celulares de H. polymorpha, C. boidinii, Pichia sp
y Torulopsis sp., crecidas en metanol, poseian la habilidad de oxidar alcoholes secundarios a sus
correspondientes metilcetonas. Ademas, se descubrié en Pichia sp. una alcohol deshidrogenasa
secundaria asociada a NAD®. Esta enzima es capaz de catalizar la oxidacién de alcoholes
secundarios en presencia de NAD' y reducir las metilcetonas en presencia de NADH de forma

especifica, sin afectar a los alcoholes primarios.

Otro de los ejemplos a mencionar es la produccion de aquellos enzimas y metabolitos asociados al
proceso de asimilacion del metanol, como la enzima alcohol oxidasa. Esta enzima cataliza la primera
reaccion de la oxidacion del metanol en P. pastoris y se llega a generar hasta en un 30% de la
proteina soluble total, en presencia de concentraciones limitantes de metanol (Cregg et al., 1987). La
alcohol oxidasa se utiliza en procesos de diagnéstico de determinacion de niveles de alcohol,
principalmente. También se utiliza como aditivo de detergentes y lejias, debido a que de su reaccién
libera peréxido de hidrégeno (Unilever, 1987).

Mas recientemente, se ha descrito la produccién de otras biomoléculas como el glicerol y diversos
aldehidos y polioles (sorbitol, iditol y xilitol) a partir de cepas de la levadura metilotréfica C. boindii
(Tani et al., 1990).

Sin embargo, la principal aplicacion de las levaduras metilotréficas, o al menos la mas importante en
el ambito biotecnolégico, fue el descubrimiento de su excelente capacidad para actuar como células
hospedadoras de proteinas heterélogas. Los géneros de Pichia y Hansenula representan una
alternativa interesante y ventajosa frente a sistemas convencionales de expresién de proteinas
foraneas, como Escherichia coli o la cominmente conocida levadura del pan, Sacharomyces
cerevisiae. Las principales ventajas que ofrece P. pastoris como sistema de expresion de proteinas

heterdlogas se describen en la seccion 2.1 de este mismo capitulo.
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Por otro lado, a lo largo de los ultimos afios se han abierto diferentes lineas de investigacion cientifica
asociadas al estudio de aspectos concretos de esta levadura. Algunos ejemplos son: la
caracterizaciéon a nivel molecular del proceso de compartimentalizacién celular inducido en estos
microorganismos en presencia del metanol (biogénesis de los peroxisomas), asi como el estudio de la

regulacién de la expresién asociada al metabolismo del metanol, entre otros.

El sistema de expresién de proteinas heterélogas en P. pastoris esta principalmente basado en la
utilizacion del promotor de la enzima alcohol oxidasa, Paoxi, que esta fuertemente regulado e
inducido por el metanol. Por esta razén, es muy importante el conocimiento de algunos de los

aspectos generales del metabolismo de este substrato en levaduras.

1.3 Metabolismo del metanol en las levaduras metilotréficas.

La oxidacion completa del metanol a CO, y H,O en microorganismos metilotréficos engloba tanto vias
disimilatorias (de generacion de energia), como vias asimilatorias (de biosintesis de material celular).
Sin embargo, este metabolismo en las levaduras metilotroficas difiere, respecto al de las bacterias

metilotroficas, en tres aspectos principales:

e La naturaleza de las enzimas involucradas: Para la oxidacién inicial del metanol las levaduras no

poseen metanol deshidrogenasas sino alcohol oxidasas.

e La compartimentalizacion del proceso: En las levaduras, parte de la oxidacion del metanol ocurre
dentro de organulos celulares denominados peroxisomas. Estos compartimentos membranosos
albergan algunas de las enzimas y metabolitos involucrados en el proceso de oxidacion del
metanol, como por ejemplo la alcohol oxidasa y la catalasa. Durante el crecimiento en presencia
de metanol, los peroxisomas pueden llegar a ocupar el 90% del volumen celular, mientras que en
presencia de otras fuentes de carbono, como la glucosa o el glicerol, son inapreciables (Veenhuis
et al., 1983).

e La via de generacion de energia: En las bacterias metilotréficas la oxidacion del metanol esta
acoplada a la cadena de transporte de electrones. Sin embargo, en las levaduras metilotréficas se
genera poder reductor en forma de NADH en reacciones posteriores a la fijaciéon primera del
metanol en formaldehido. Este NADH se produce en el citosol y se oxida, en ausencia de
transportadores especificos hacia el interior de la mitocondria, gracias a la actividad de una
NADH deshidrogenasa situada en la cara externa de la membrana mitocondrial interna (Moore et
al., 1980).

La figura 1 representa, a forma de resumen, las principales reacciones involucradas en el proceso de
metabolizacion del metanol en levaduras, asi como muestra graficamente la compartimentalizacion

del conjunto del proceso en el interior de la célula. Cada una de estas reacciones esta descrita con
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mayor detalle en los siguientes apartados, agrupadas segun pertenezcan a la via disimilatoria o

asimilatoria de la oxidacion del metanol.

MetOH

KPEROXISOMA\
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Figura 1. Metabolismo del metanol en levaduras metilotréficas. En rojo, via disimilatoria y enzimas involucradas.

En azul, via asimilatoria y enzimas involucradas. 1: alcohol oxidasa (AOX). 2: catalasa. 3: formaldehido

deshidrogenasa (FLD). 4: formato deshidrogenasa (FMD). 5: dihidroxicetona sintasa (DAS). 6: dihidroxiacetona

kinasa. 7: fructosa-1,6-bifosfato aldolasa. 8: fructosa-1,6-bifosfato fosfatasa. Metabolitos: CH3OH: metanol,
HCHO: formaldehido, GS-CH,OH:S-Formilglutationa, HCOOH: formato, CO;: didxido de carbono, GAP:

gliceraldehido monofosfato, DHA: dihidroxiacetona, DHAP: dihidroxiacetona fosfato, FBP: fructosa 1,6-bisfosfato,

F6P: fructosa 6-fosfato, Xu5P: xilulosa monofosfato.

1.3.1 Metabolismo ENERGETICO en levaduras metilotréficas.

En la via energética de oxidacion del metanol a CO, y H,O en levaduras metilotréficas (reacciones

sefialadas en rojo de la figura 1) se definen, basicamente, dos etapas:

e La primera etapa consiste en la oxidacion del metanol a formaldehido. Esta reaccion tiene lugar

en el interior del peroxisoma, es esencial para la asimilacion del metanol, pero de ella no se

desprende energia alguna para la célula.

e En una segunda fase, parte del formaldehido generado abandona el peroxisoma y se oxida hasta

CO, en el citosol. Las enzimas que catalizan esta segunda fase son dependientes de NAD"y de

su actividad se desprende poder reductor en forma de NADH. Las levaduras metilotréficas

obtienen energia para su actividad celular mediante la oxidacién de este poder reductor (NADH)

generado en el citosol. Cada una de estas etapas puede diferir ligeramente entre diferentes
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géneros de levaduras metilotréficas, pero, a grandes rasgos, éstas son las principales reacciones

que tienen lugar.

En la levadura P. pastoris, la primera reaccién de oxidacién del metanol esta catalizada por la enzima
alcohol oxidasa (AOX), la cual se ubica en el interior de los peroxisomas. La alcohol oxidasa (AOX)
requiere de la presencia de metanol y oxigeno molecular (como aceptor final de electrones), y su
actividad sobre estos substratos genera formaldehido y peroxido de hidrégeno como productos. La
eliminacion de estos subproductos es muy importante y esencial para la célula debido a que su

acumulacion resulta toxica para la misma.

La enzima AOX esta formada por ocho sub-unidades proteicas agrupadas en dos tetrameros, y posee
un tamafio molecular de aproximadamente 600 kDa (Van Dijken et al., 1976). Esta es una enzima
clave para la asimilacion del metanol y su sintesis puede alcanzar hasta un 30% de la proteina
soluble total de la célula, probablemente debido a sus caracteristicas cinéticas (Veenhuis et al., 1983,
Cregg et al., 1989). La alcohol oxidasa posee una baja afinidad por sus substratos, el metanol y el
oxigeno. En particular, el valor de la K, para el oxigeno es de alrededor de 0.24-0.4 mM, mientras
gue la concentracion maxima de oxigeno en aire saturado es aproximadamente de 0.2 mM (Harder et
al., 1987). Por lo tanto, la AOX ha de trabajar en el interior de la célula muy por debajo de sus
condiciones Optimas, lo que se compensa aumentando la tasa de sintesis de la enzima para obtener
elevadas concentraciones de ésta (Cregg et al., 1989). Este hecho es muy importante en la expresion
de proteinas heterélogas que se hallan bajo el control del promotor del gen que codifica para esta

enzima.

Paralelamente, la enzima catalasa también se sintetiza a niveles elevados, debido a que es la
responsable de la eliminacion del peroxido de hidrégeno formado en el interior del peroxisoma. La
oxidacién posterior del formaldehido hasta CO, ocurre en el citosol, y se realiza a través de dos
enzimas dependientes de NAD"; la formaldehido y la formato deshidrogenasa (FLD y FMD,

respectivamente).

La formaldehido deshidrogenasa (FLD) no actta sobre el formaldehido libre sino sobre un compuesto
intermedio generado de forma espontanea a través de la reduccion del formaldehido y la glutationa
(GSH), la S-hidroximetilglutationa. La glutationa (GSH) es un tiol tripéptido que forma parte de los
sistemas de proteccién de la célula frente a determinadas condiciones de estrés de tipo nutricional,
oxidativo o derivado de determinadas condiciones ambientales, como podria ser la acumulacion de
elevadas cantidades de metanol o formaldehido, lo cual es de especial importancia en procesos de
cultivo en presencia de metanol (Penninckx, 2000). La formaldehido deshidrogenasa (FLD) cataliza la
oxidacién de este substrato intermedio, la S-hidroximetilglutationa, generando S-formilglutationa y
NADH.
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Es importante mencionar que la formaldehido deshidrogenasa (FLD) esta igualmente implicada en la
via de asimilacion de las aminas metiladas como fuente de nitégeno, caracteristica conocida como
metazotrofia. La metazotrofia estda mas ampliamente extendida entre los distintos géneros de
levaduras que la capacidad de asimilar metanol como Unica fuente de carbono y energia. La
desmetilacién de las aminas metiladas genera formaldehido y amonio. EI amonio se utiliza como
fuente de nitrégeno y el formaldehido se oxida hasta CO, mediante la FLD y las sucesivas enzimas

citadas en la via de asimilacion del formaldehido generado a partir del metanol.

Siguiendo con la via de asimilacion del metanol, la S-formilglutationa, generada por la FLD, es
posteriormente oxidada hasta CO, mediante la enzima formato deshidrogenasa (FMD). Esta
oxidacién se realiza bien de forma directa o a través del compuesto generado de la hidrélisis de la S-

formilglutationa.

En algunas levaduras metilotroficas, como por ejemplo en C. boidinii, existen hidrolasas especificas
gue hidrolizan la S-formilglutationa en formato y glutationa. El formato generado se oxida a través de
la formato deshidrogenasa (FMD) a CO,, y se genera NADH. Sin embargo, Van Dijken et al. (1976),
comprobo in vitro, mediante una suspension de formato deshidrogenasa purificada de H. polymorpha,

la oxidacion directa de la S-formilglutationa tan sélo en presencia de NAD".

Asi pues, la via definitiva por la que se oxida el formaldehido hasta CO, parece variar entre los
géneros de levaduras metilotréficas. En cualquier caso, el poder reductor generado en este proceso
(NADH) se localiza fuera de las mitocondrias, y su oxidacion se lleva a cabo mediante una enzima
(NADH deshidrogenasa) localizada en la parte externa de la membrana mitocondrial interna, que
canaliza los equivalentes reductores en la cadena de transporte de electrones. Sin embargo, durante
el crecimiento en presencia de otras fuentes de carbono, como la glucosa, la generacion de energia
depende de una NADH deshidrogenasa situada en la cara interna de la membrana mitocondrial que
oxida el NADH producido en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), que tiene lugar en el interior
de la mitocondria. En este caso se generan mas moles de ATP a partir de un mol de NADH, lo que
explicaria la diferencia de velocidades de crecimiento de las levaduras metilotréficas en relacion con

la fuente de carbono utilizada para su cultivo (Moore et al., 1980).

No obstante, existen estudios recientes realizados en las levaduras C. boidinii y H. polymorpha, que
apuntan a la existencia de una via independiente de la glutationa para la oxidacion del formaldehido
hasta CO, que resulta energéticamente mas rentable (Sakai et al., 1995, Murdanoto et al., 1997).
Esta via implica la formacion de metil formato a través de la oxidacién del formaldehido mediante la
enzima metil formato sintasa (MFS). Esta enzima es una alcohol deshidrogenasa de tipo Il unida a
NAD" que se localiza en el interior de la mitocondria (Murdanoto et al., 1997). Por lo tanto, esta via de
consumo del formaldehido supone una via energéticamente mas rentable puesto que los equivalentes
reductores, generados en forma de NADH por la enzima metil formato sintasa (MFS), se encuentran

directamente en el interior de la mitocondria. Determinados cambios en las rutas metabdlicas de los
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microorganismos estan asociados a cambios en las condiciones fisiolégicas de crecimiento de estos,
por lo que se sostiene la posibilidad de que ésta sea una via alternativa de destoxificacion del
formaldehido, y generacion de energia, para la célula en presencia de elevadas concentraciones de

este substrato (Murdanoto et al., 1997).

1.3.2 Via de ASIMILACION DEL C en levaduras metilotréficas.

Las reacciones descritas a continuacion se resumen graficamente en la figura 1 de la pagina 9
(sefialadas en azul), y corresponden a la via por la cual el C del metanol se asimila en las levaduras

metilotréficas sintetizandose enlaces C-C para la generacion de material celular.

Bésicamente, esta sintesis se lleva a cabo mediante la condensacion de triosas en hexosas. Las
triosas proceden de la fijacién del formaldehido que se encuentra en los peroxisomas (originado por la
oxidacién del metanol). El resultado neto de esta via es la formacién de un mol de triosas por cada 3

moles de formaldehido y 3 moles de ATP.

En concreto, las triosas formadas son la gliceraldehido monofosfato (GAP), y la dihidroxiacetona
(DHA). En la levadura P. pastoris estos compuestos se obtienen a partir de la transferencia de un
grupo glicoaldehido desde la xilulosa monofosfato (XusP) al formaldehido, por lo que esta via de
asimilacion del C se conoce como via de la xilulosa monofosfato, y la enzima clave que realiza esta
transferencia es la dihidroxiacetona sintasa (DAS), que se encuentra dentro de los peroxisomas
(Goodman et al. 1985). Posteriormente, la dihidroxiacetona (DHA) se fosforila (DHAP) y se condensa
con la gliceraldehido monofosfato (GAP) formando la fructosa 1,6-bisfosfato (FBP). Dos moléculas de
fructosa 1,6-bisfosfato (FBP) y una de dihidroxiacetona fosforilada (DHAP) se combinan, mediante

determinadas reacciones, para generar tres moléculas de XusP, con lo que el ciclo queda cerrado.

La ubicacion de las diferentes enzimas involucradas en la asimilacion del metanol y de algunos de
sus metabolitos intermediarios varia entre el interior del peroxisoma y el citosol. Por lo tanto, la via de
asimilacion del C en las levaduras metilotréficas también ocurre de forma compartimentalizada y

supone un transito de los componentes del sistema hacia dentro y fuera del peroxisoma.
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2. Pichia pastoris COMO SISTEMA DE EXPRESION DE PROTEINAS
HETEROLOGAS.

2.1 ;Por qué Pichia pastoris?

P. pastoris es una levadura metilotréfica facultativa perteneciente al grupo de los ascomicetes, que se
reproduce por gemacion, homotalica y cuya dotacion gendmica permanece haploide (a menos que se

someta a condiciones de limitacién por nitrégeno) (Lin Cereghino and Cregg, 2000).

En particular, P. pastoris posee ciertas propiedades que justifican el éxito de su acrecentada
utilizacion como sistema eucariota de expresion de proteinas heterélogas. Sin duda, la principal de
estas caracteristicas es la existencia de un promotor fuerte (es decir, de elevado nivel de

transcripcion) y altamente regulable: el promotor de la alcohol oxidasa, Paoxi-

También hay que destacar que P. pastoris es un microorganismo preferentemente respirativo. Este
hecho evita la generacion de subproductos indeseables tipicos de procesos fermentativos, como el
etanol, lo que facilita su cultivo a elevadas densidades celulares ( >100 g de peso seco I'*). Alcanzar
elevados niveles de biomasa es muy deseable en la expresion de proteinas que van asociadas al

crecimiento celular.

Respecto a las modificaciones post-traduccionales generadas por P. pastoris, éstas se asemejan mas
a las de organismos eucariotas superiores que las realizadas, por ejemplo, por S. cerevisiae. A
diferencia de este ultimo, P. pastoris no hiperglicosila, es decir, la longitud maxima de las cadenas de
oligosacaridos introducidas no supera los treinta residuos de manosa, en comparacion a los 50 6 150
residuos generados por S. cerevisiae (Lin Cereghino and Cregg, 2000). Ademas, P. pastoris no
contiene la enzima responsable de la formacién de residuos tipo a 1,3-manosa, principal causante de
la naturaleza antigénica de las glicoproteinas expresadas en S. cerevisiae y que imposibilitan su uso

con fines terapéuticos (Cregg et al., 1993).

Por otra parte, P. pastoris practicamente no secreta proteinas nativas al medio extracelular, lo que
simplifica el proceso de recuperacién y purificacion de aquéllas foraneas (cuando su expresion es

extracelular).

Con referencia a las técnicas de manipulacion genética en P. pastoris, éstas son aparentemente
sencillas y similares a las desarrolladas en S. cerevisiae. Igualmente, el hecho de ser un
microorganismo haploide también representa una ventaja en cuanto a que cualquier mutacion

genética se manifiesta fenotipicamente.
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2.2 Promotor de la AOX1 en P. pastoris : Aspectos generales de su requlacion.

La enzima alcohol oxidasa es la responsable de la primera de las reacciones de oxidacién del
metanol en P. pastoris, y su sintesis esta principalmente regulada por el promotor utilizado por
excelencia en la expresién de proteinas heterdlogas en este microorganismo, el Paoxi, NO obstante,
existen dos genes responsables de la sintesis de la enzima, el gen de la alcohol oxidasa 1 (AOX1) y
el 2 (AOX2) (Cregg et al., 1989).

La secuencia de nucledtidos codificante para la alcohol oxidasa es homoéloga en un 92% entre AOX1
y AOX2. La proteina generada por cada uno de ellos comparte una homologia del 95% en cuanto a

composicién aminoacidica, y del 97% en cuanto a actividad especifica (Koutz et al., 1989).

¢, Cual es pues el significado biolégico de este hecho?. Es decir, ¢por qué la célula dispone de dos
genes que codifican, aparentemente, la misma proteina?. Existen ejemplos de pequefias familias de
genes, descritas en otros géneros y especies de levaduras, en los que el aumento de la dosis génica
es necesario para la obtencion de los niveles de proteina necesarios en la célula, como por ejemplo,
los genes TUB1 y TUB3 que codifican para la a-tubulina en S. cerevisiae. En otros casos, estas
pequefias familias estan formadas por genes que responden a sistemas de regulacién distintos, de
forma que confieren versatilidad a la célula respecto a las condiciones de crecimiento o ambientales
en las que se puede inducir la expresion de aquéllos. Este es el caso, por ejemplo, de los genes que
codifican para la enzima alcohol deshidrogenasa, ADH1 y ADH2, en S. cerevisiae (Cregg et al.,
1989).

Sin embargo, éstas no parecen ser explicaciones que justifiquen la existencia de los genes AOX1 y
AOX2 de P. pastoris. Estos dos genes estan regulados de forma similar, el producto de cada uno de
ellos se localiza de igual manera en el interior de los peroxisomas y no presenta actividades relativas
diferentes hacia substratos distintos (Cregg et al., 1989). Ademas, otros géneros de levaduras
metilotroficas, como H. polymorpha o C. boidinii, tan sélo disponen de un Unico gen que codifique
para la enzima alcohol oxidasa, por lo que tampoco parece que sea un hecho muy comin entre
géneros. Sin embargo, quizds simplemente no se han podido reproducir todavia, a nivel de
laboratorio, aquellas condiciones fisiolégicas o ambientales en las que la disponibilidad de los dos

genes para la alcohol oxidasa resulte ventajosa para la célula (Cregg et al., 1989).

Por otro lado, existe otro tipo de estudios realizados con levaduras que, si bien no explican el valor
selectivo de este hecho, apuntan hacia su posible origen evolutivo. En su mayoria, estas
explicaciones estan basadas en un fenémeno de duplicacion genémica que ocurrié en las levaduras
hace mas de 10° afios, y en translocaciones reciprocas entre fragmentos de DNA que generaron
secuencias homologas dispersadas como parejas de regiones duplicadas a lo largo del genoma
(Seoighe et al.,, 1998). Estudios filogenéticos y de analisis de secuencias de DNA revelan la

conservacion de ciertas estructuras genéticas entre levaduras. En concreto, en el genoma de P.
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pastoris se han descrito un 20% de uniones conservadas, respecto al de S. cerevisiae (Seoighe et al.,
1998). También es posible que, las variaciones observadas entre los genomas actuales de diversas
especies de levaduras de un mismo género se originaron, a lo largo de la evolucién, mediante la
remodelizacion del mismo a través de mecanismos moleculares, durante los cuales, ciertos genes

saltaron “libremente” de un cromosoma a otro (Piskur et al., 1998).

Respecto los genes de P. pastoris AOX1 y AOX2, y como ya se ha mencionado, ambos parecen
estar regulados de forma similar, y se ha observado que esta regulacién actta al nivel de la
transcripcion (Cregg et al., 1988). Sin embargo, el nivel de transcripcién alcanzado por cada uno de
ellos es muy diferente. El gen AOX1 es el responsable de la sintesis del 90% de la alcohol oxidasa
generada en la célula, mientras que el gen AOX2 codifica tan solo el 10% restante (Cregg et al.,
1989). Estas diferencias se deben a las zonas no homodlogas entre ambos genes, las cuales se
encuentran fuera de la regién codificante de cada uno de ellos, es decir, en posicién 5’ y 3' (Koutz et
al., 1989).

La elevada tasa de transcripcion del gen AOX1 es una de las dos principales caracteristicas por la
gue este es el promotor mas ampliamente utilizado para la expresion de proteinas heterélogas en P.
pastoris. La segunda caracteristica fundamental es su estricta regulacién. La alcohol oxidasa, al igual
que otras enzimas involucradas en la oxidacién del metanol, esta controlada a nivel de transcripcion
(Cregg et al., 1988). En células crecidas en metanol, los niveles de mRNA detectados para la alcohol
oxidasa llegan hasta un 5% del total de mRNA polyA®. Sin embargo, en condiciones de crecimiento
en presencia de otras fuentes de carbono, como la glucosa, estos niveles son practicamente
indetectables (Cregg et al., 1988).

El sistema de regulacién de la transcripcion del gen AOX1 estad sometido a dos tipos de mecanismos,
un sistema de represién/derepresion por catabolito y uno de induccién especifica por substrato, que
en este caso concreto es el metanol (Tschopp et al., 1987). En P. pastoris las condiciones de
derepresion no son suficientes para que se dé una transcripcion significativa del gen AOX1, sino que
se requiere de la presencia del substrato inductor. Es decir, en condiciones de crecimiento en las que
la fuente de carbono represora (glucosa o glicerol) se ha agotado por completo (o se encuentra en
concentraciones limitantes), los niveles de mRNA correspondientes al gen AOX1 detectados en la
célula son tan sélo un 2% de aquéllos observados en presencia de metanol (Tschopp et al., 1987,
Harder et al., 1987). No obstante, estas condiciones si que son suficientes para que se observen
niveles elevados de expresion de las enzimas metanol oxidasa y formato deshidrogenasa, codificados
por los genes MOX y FMD, de las levaduras metilotréficas H. polymorpha y C. boidinii,
respectivamente, al igual que también se detectan niveles de expresion de otras enzimas
relacionadas con la via asimilatoria del metanol en la propia P. pastoris, como la formaldehido o la

formato deshidrogenasa (Harder et al., 1987, Mayer et al., 1999).
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Todas estas observaciones son importantes a la hora del disefio de los cultivos de produccion de
proteinas heterdlogas mediante P. pastoris bajo el Paox:. Por un lado, no se requiere la presencia de
concentraciones elevadas de la fuente de carbono represora durante la primera etapa del cultivo, sino
tan sélo aquéllas que satisfagan los requerimientos nutricionales de las células. Una vez consumida
esta fuente de carbono, la induccién de la expresion se consigue mediante la adicion de metanol al

medio de cultivo.
La mayoria de vectores de expresion disefiados para P. pastoris poseen el Paox; y estan sometidos

por lo tanto a este tipo de control. La estructura basica de un vector de expresion tipico de P. pastoris

se resume a continuacion.

2.3 Vectores de expresion, fenotipo Mut (Methanol utilisation) y cepas comerciales de

Pichia pastoris.

2.3.1 Vectores de expresion en P. pastoris.

La estructura general de los vectores de expresion de P. pastoris se compone de las siguientes
secuencias de DNA: un promotor de transcripcién, uno o varios sitios Unicos de restriccion (donde
clonar el gen de interés), una secuencia terminadora 3' propia de P. pastoris (que asegure la
transcripcion correcta del gen), un marcador de seleccion para P. pastoris, asi como una secuencia

de replicacidn y seleccion propias de E. coli.

Estos plasmidos son en su mayoria integrativos, es decir, recombinan con zonas homdlogas del
genoma de la célula asegurando asi su mayor estabilidad. Por lo tanto, los vectores de expresion
también incluyen zonas homodlogas al genoma de P. pastoris, con el propésito de dirigir la
recombinacion de éstos a sitios especificos dentro del cromosoma. En los vectores de P. pastoris
estas secuencias homologas son, o bien una region del gen de la alcohol oxidasa 1, AOX1, o el gen
de la histidinol deshidrogenasa, HIS4. El gen HIS4 es considerablemente grande (3 kb) y su uso esta
limitado a cepas de P. pastoris auxotréficas para el aminoacido histidina. Existen otros vectores que
incorporan, ademas del gen HIS4, un segundo marcador celular, el gen de la ampicilina (E. coli), o el
gen de la kanamicina (E. coli) que ofrece resistencia al compuesto G418 (Higgins et al., 1998). Sin
embargo, esto aumenta aun mas el tamafio molecular de los vectores, lo que dificulta su

manipulacion durante las etapas de clonacion y transformacion.

Alternativamente, existe una serie de vectores que poseen una secuencia de DNA homdloga a la
region 3’ del gen de la AOX, dirigiendo asi la insercion a este locus e incluyen, ademas, un marcador
celular de menores dimensiones, el gen SH BLE (Streptoalloteichus hindustanus). Este gen, de tan
s6lo 375 bp, codifica una proteina que confiere resistencia a la bleomicina Zeocina, cuya actuacion es

efectiva en E. coli, levaduras, y otros eucariotas (Gatignol et al., 1988). Esta estructura reduce
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substancialmente las dimensiones de los vectores hasta en 3.5 kb. Ademas, estos vectores permiten

la seleccién directa de los clones transformados, a diferencia de los que incorporan el gen HIS4, que

ademas de la seleccion por ampicilina o kanamicina, se han de seleccionar aquellos que son his”.

Para la expresion de proteinas extracelulares, existen vectores que poseen sefiales de secrecion. La

mas utilizada es la secuencia de codificacion de la regién prepo del factor « de S. cerevisiae, aunque

también existen plasmidos que poseen la secuencia sefial derivada del gen de la fosfatasa acida de

P. pastoris, PHO1.

En la tabla 1 se resumen algunos de los vectores mas utilizados de P. pastoris y se indican sus

caracteristicas principales.

Vector Promotor Marcador de Tipo de Caracteristicas
seleccion expresion de su utilizacién
pAO815 Parox1 HIS4 I Generacién de multiples copias
pHIL-D2 Paox1 HIS4 I Substitucidn del gen AOX1
pPIC3K Paox1 HIS4 & kan' | MCS. Seleccién de multicopias por
resistencia a G418
pPICZ Paoxi ble' | MCS. Selecciéon de multicopias por
resistencia a Zeocina. His y myc
tags.
pHWO10 Pcap HIS4 | Promotor constitutivo, Pgap
pGAPZ Pcap ble’ | Pcap, MCS. Resistencia a Zeocina.
His y myc tags.
pHIL-S1 Paox1 HIS4 S Sefial de secrecion PHO1
pPIC9K Paox1 HIS4 & kan' S Senfial de secrecién a-MF prepo.
Seleccién de multicopias por
resistencia a G418.
pPICZa. Paox1 ble' S Sefial de secrecion a-MF prepo.
MCS. Resistencia a Zeocina. His y
myc tags.
pGAPZa Pcap ble’ S Pgap. Sefial de secrecién a-MF

prepo. Resistencia a Zeocina. His

y myc tags.

Tabla 1. Principales vectores de expresion en P. pastoris. I: intracelular. S: secretada. MCS: multiple cloning site.

HIS4: gen de la histidinol deshidrogenasa. ble': resistencia al compuesto Zeocina. Kan": resistencia a la droga

G418. [Adaptado de Higgins et al., (1998)].
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En la actualidad, la lista de vectores de expresion desarrollados en P. pastoris es mayor, segun se
incrementan los estudios de aislamiento de genes y marcadores alternativos en este microorganismo,

a pesar de que no todos ellos estan a disposicion comercial.

Para una vision mas documentada, consultar Lin Cereghino and Cregg, (2000), Higgins et al., (1998)

y http://www.kgi.edu/html/noncore/faculty/creqqg (en P. pastoris expression system).

2.3.2 Fenotipo Mut (Methanol utilisation) y cepas comerciales de P. pastoris.

Como ya se ha mencionado, la insercién del vector de expresién puede estar por lo general dirigida al
gen HIS4 o al AOX1 del genoma de P. pastoris. En el primero de los casos, la recombinacién implica
la incorporacion del gen HIS4, pudiendo efectuar la seleccion de los clones transformados his®, en
cepas originalmente his’. El segundo caso merece una descripcion mas detallada, en cuanto a que la
recombinacion entre la zona 3’ del gen AOX1 del vector y del genoma celular puede devenir en la

delecion o no del gen AOX1 de P. pastoris.

La deleciéon del gen AOX1 implica desproveer a la célula del 90% de la enzima alcohol oxidasa,
quedando tan sélo el gen AOX2 funcional. Este tipo de células metabolizan muy lentamente el
metanol, debido a la baja concentracion de alcohol oxidasa sintetizada, y se conocen como Mut®
(methanol utilisation slow). Por el contrario, las cepas Mut™ (methanol utilisation plus) son aquellas en
las que la recombinacién e insercion del casete de expresion no implica la interrupcion del gen AOX1,
y la sintesis de alcohol oxidasa no se ve afectada. Este hecho afecta de forma importante la
capacidad de metabolizacién del metanol por la célula y, por lo tanto, la velocidad de crecimiento de

ésta en metanol.

La delecién del gen AOX1 celular depende del modo en que se produzca la recombinacién especifica
entre las secuencias homologas del gen y el vector. Segun se haya realizado la linealizacion del
plasmido se originan uno o dos extremos homdlogos al gen AOX1, de forma que se favorece la
recombinacién simple o doble entre las secuencias. En aquellos casos en los que se produce
recombinacion simple, la inserciéon del gen foraneo se obtiene sin afectar al AOX1 cromosémico. Por
el contrario, la recombinacién doble, en la que ambos extremos del vector son homdlogos al gen
AOX1, supone la incorporacion del vector mediante substitucion, y por lo tanto la pérdida del gen

AOX1. En la figura 2 se resume graficamente cdmo se genera este proceso.
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Vector TT
linearizado
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Figura 2. Recombinacion doble entre los extremos homélogos del vector y el genoma de P. pastoris que supone
la insercién del gen de interés mediante pérdida del gen AOX1 celular, y por lo tanto, generacion de una fenotipo
Mut®.

Existen cepas comerciales de cada uno de los fenotipo Mut™, inclusive una cepa Mut en la que
ambos genes AOX se han delecionado. Todas las cepas comerciales de P. pastoris derivan de la
NRRL-Y 11430 (Northern Regional Research Laboratories, Peoria, IL) (Higgins et al.,1998). Sus

nombres y caracteristicas genéticas se especifican en la tabla 2.

Cepa de P.pastoris Genotipo Fenotipo

GS115 his4 Mut” His’

X-33 Wt (GS115 revertida*) Mut” His"

KM71 aox14::SARG4 his4 arg4 Mut® His’

MC100-3 aox14::SARG4 aox24::Phis4 Mut’ His’

his4 arg4

SMD 1168 pep4A his4 Mut” His™ proteasa-
SMD 1165 prbl his4 Mut” His™ proteasa-
SMD 1163 pep4 prbl his4 Mut” His™ proteasa-

Tabla 2. Principales cepas comerciales de P. pastoris. *): La cepa X-33 proviene de la GS115 en la que se ha
recuperado la funcionalidad del gen HIS4 mediante transformacién con el vector pPIC9K (ver tabla 1, pagina 17).

[Higgins et al., (1998)].

Las cepas GS115 y KM71 son las mas ampliamente utilizadas para la expresion de proteinas

heterélogas, junto con la recientemente comercial P. pastoris X-33.

Las cepas SMD 1168, 1165 y 1163 son deficientes respecto a la generacion de proteasas. En cultivos

de elevada densidad celular, la lisis de parte de la biomasa libera proteasas vacuolares al medio de
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cultivo que pueden degradar las proteinas expresadas y secretadas por P. pastoris. El gen PEP4
codifica la proteinasa A, necesaria para la activacion de ciertas proteasas vacuolares. El gen PRB1
codifica la proteinasa B. Por lo tanto, la doble delecciéon de PEP4 y PRB1 disminuye substancialmente

la actividad proteolitica de la cepa (Higgins et al., 1998).

2.4 Expresién de proteinas heterélogas en P. pastoris bajo el Paox1

Existen varios parametros que pueden afectar la expresion de proteinas heterdlogas bajo el control
transcripcional del Paox; €n P. pastoris. Algunos de ellos son intrinsecos al sistema de expresion, por
ejemplo, el fenotipo Mut de la cepa, el lugar de insercién del gen de interés dentro del genoma
celular, el nUmero de copias del gen foraneo, el tipo de expresion intra o extracelular, la naturaleza de

la sefial de secrecién (en caso de expresion extracelular) o la actividad de proteasas enddgenas.

Otros factores estan mas relacionados con la proteina en cuestion a expresar, como por ejemplo, el
contenido GC/AT del gen a expresar o el grado de toxicidad de la proteina foranea para la célula
hospedadora. Asimismo, otros factores importantes son la estabilidad de su mRNA, asi como las

modificaciones post transcripcionales y/o traduccionales requeridas (Gellisen G., 2000).

El otro gran bloque de parametros que influye sobre el proceso de produccién esta formado por
aquellos factores relacionados con la operacién de cultivo, es decir, parametros fisicos como la
temperatura, la agitacién y aireacién, o quimicos, como el pH o la composicién del medio de cultivo,

asi como la estrategia de induccion con metanol a seguir.

Estos diferentes grupos de factores estdn a su vez relacionados entre si, y la definicion de la
estrategia optima de cultivo y produccion de una proteina heteréloga bajo el Paox: €n P. pastoris
resulta ser, a dia de hoy, un procedimiento empirico que depende de cada caso concreto. Sin
embargo, cabe destacar que existen ciertas generalidades en los cultivos de P. pastoris a elevada

densidad celular, como se comenta en el siguiente apartado.

3. CULTIVOS DE PRODUCCION DE PROTEINAS HETEROLOGAS A
ELEVADA DENSIDAD CELULAR BAJO EL Paox1 EN P. pastoris.

3.1 Aspectos generales del cultivo de P. pastoris en metanol.

Basicamente, en los procesos de produccién de proteinas heterdlogas expresadas en P. pastoris,
bajo el promotor P,ox:, se define una primera etapa de crecimiento celular en la que se genera gran
cantidad de biomasa, a través de la utilizacion de fuentes de carbono que proporcionan un elevado

rendimiento biomasa/substrato, como el glicerol. El glicerol, a su vez, tiene un efecto menos represor
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sobre el Paox1 que otras fuentes de carbono, como la glucosa, por lo que es el substrato mayormente
utilizado durante esta etapa (etapa de batch). Posteriormente, se induce la expresiéon de la proteina
heteréloga mediante el cambio de fuente de carbono a metanol. La adicion de metanol, como Unica
fuente de carbono y energia, implica la activacién del P,ox; alcanzando elevados niveles de expresion
de la proteina alcohol oxidasa (para la posible asimilacién del metanol) y del gen heterélogo en

cuestion clonado bajo el mismo promotor.

Durante el disefio del proceso de cultivo de P. pastoris, la etapa de adicién del metanol es, sin duda,
la de mayor importancia, pues de ella depende basicamente el éxito del proceso. La metabolizacion
del metanol genera subproductos toxicos para la célula, como el formaldehido y el formato, ademas
de la toxicidad intrinseca del propio metanol per se, cuando éste se encuentra a elevadas
concentraciones. Por esto, es preciso determinar aquella velocidad de adicién de metanol durante el
fed-batch que sea lo menos perjudicial en términos de viabilidad celular y que asegure, al mismo
tiempo, la expresion Optima de la proteina heterdloga en cuestion. Este tipo de consideraciones se
resume con mas detalle a lo largo del capitulo 1 de la seccion E (Resultados y Discusion) de este
trabajo, enfocado precisamente al estudio operacional del cultivo de P. pastoris para la produccién de

enzimas recombinantes.

Sin duda, el principal factor que influye sobre la capacidad de asimilaciéon del metanol de las células
de P. pastoris es su fenotipo Mut. Asi pues, existen recomendaciones generales respecto la velocidad
de adicion de este substrato, durante las primeras etapas del fed-batch, segun el fenotipo Mut de la

cepa con la que se trabaja.

Para las cepas Mut”, Invitrogen Fermentation guidelines recomienda la utilizacion de velocidades de
adicién de metanol iniciales de 3.6 ml h™ I"* de cultivo, y una velocidad maxima de 10.9 ml h™ I"* de
cultivo. Para las cepas Mut® estas velocidades de adicién de metanol oscilan entre los 1 ml h™ I'* de
cultivo inicial, hasta una velocidad maxima de 3 ml h™ I* de cultivo inicial. Sin embargo, estas
velocidades de adicién son tan sélo recomendaciones generales. Las velocidades de adicion han de
ajustarse al desarrollo propio de cada proceso de cultivo en particular, con el propésito de no llegar a
acumular excesivos niveles de metanol en el caldo de cultivo que pudieran afectar la viabilidad

celular, y por lo tanto, el proceso de produccion de la proteina heteréloga.

Uno de los principales criterios utilizados para el ajuste de la velocidad de adicion del metanol es la
evolucién del valor del oxigeno disuelto en el caldo de cultivo (como indicativo de la evolucién del
crecimiento celular). Segun Invitrogen Fermentation guidelines, la lectura de la presién parcial del
oxigeno disuelto en el caldo de cultivo (pO,) corresponde a la disponibilidad o limitacién de la fuente
de carbono en éste, es decir, del metanol. Asi pues, un aumento en los valores de oxigeno disuelto,
durante el fed-batch, indica una velocidad de consumo del metanol superior a la velocidad de adicion
a la que se proporciona, debiendo, por lo tanto, aumentar el caudal de adicion de la fuente de

carbono.
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Como ya se ha mencionado, en el capitulo 1 de la seccion E (Resultados y Discusion) de este trabajo
esta precisamente dedicado al estudio del proceso de cultivo en fed-batch para la expresién de una
proteina heteréloga en P. pastoris, por lo que se comentara mas extensamente el proceso de

induccidn y produccién en si.

3.2 Proteinas expresadas en P. pastoris.

Hay que destacar que a lo largo de las ultimas dos décadas, P. pastoris se ha consolidado como un
sistema de expresion eficaz para la produccién de proteinas heterélogas de diferentes propiedades y
caracteristicas. Los niveles de produccion obtenidos son variables y pueden oscilar entre
microgramos a varios gramos de proteina por litro de cultivo celular. El listado de proteinas
expresadas en este microorganismo es extenso, hasta unas 220 citadas en Lin Cereghino and Cregg
(2000), algunas de las cuales estan siendo probadas para su utilizaciéon en clinica humana, como la

albimina de suero humana (Ohtani et al., 1998).

Actualmente, el ritmo de publicaciones referentes a la expresion de proteinas heterélogas con este
sistema de expresion crece de forma exponencial. Ademas, hay que mencionar la gran variedad
respecto a la naturaleza de las proteinas heterélogas expresadas bajo este sistema. Se han obtenido
tanto proteinas de origen bacteriano, propias de hongos y levaduras, de protistas, plantas,

invertebrados, vertebrados no humanos, de origen humano vy viricas.

En la tabla 3 se recogen algunos de estos ejemplos a forma de resumen, sin embargo, para una
consulta mas exhaustiva y actualizada consultar la direccion

http://www.kgi.edu/html/noncore/faculty/cregq.
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Origen de la proteina Tipo de
Proteina expresion Cantidad
B-Galactosidasa de Escherichia coli | 2.0x103U mg™
Fragmento C de la toxina del tétanos de | 12 g "
Clostridium tetani
BACTERIA Neurotoxina, serotipo A y B de Clostridium | 78 mg "
botulinum
a-Amilasa de Bacillus licheniformes S 259l
HONGOS Fitasa de Aspergillus niger S 65U ml™*
Lipasa 1 de Candida rugosa S 150 U mI*
Isoenzimas lipoliticos de Geotrichum candidum S 60 mg "
Invertasa de Saccharomyces cerevisiae S 25¢g "
Lacasa de Trametes versicolor S 9.3mglI*
Antigeno | de membrana apical de Plasmodium S 50 mg I
PROTISTAS vivax
Manosidasa de Trypanosoma cruzi S 115pug 1t
NADH nitrato reductasa de Arabidopsis thaliana | 18pugg”
PLANTAS
a-Galactosidasa del grano de café S 400 mg It
INVERTEBRADOS Enzima convertidor de la angiotensina | de S 160 mg It
Droshopila melanogaster
Hirudina de Hirudo medicinalis S 15¢g "
Proteina de la seda de arafia | 663 mg It
VERTEBRADOS B-casefna bovina I 1gl*
(NO HUMANOS)
Factor de crecimiento epidérmico de ratén S 450 mg I'*
Hormona estimulante del foliculo ovina S 22 mg It
Proteina anticongelante Il del pez raya S 30 mg I
HUMANOS Proteina precursora amiloide de la enfermedad S 24 mg I-1
de Alzheimer
Antigeno carcinoembroigénico S 20 mg I
Caspasa-3 I lug g™
Endostatina S 20 mg I
Factor de crecimiento tipo insulina S 600 mg I'*
a-amilasa pancreatica S 20 mg It
Albtimina de suero S 3gl?
Factor de necrosis tumoral I 10¢g It
Glicoproteina D del herpes virus bovino S 20mg "
VIRUS Antigeno de superficie de la hepatitis B | 400 mg "

Tabla 3. Ejemplos de proteinas expresadas en P. pastoris. I: intracelular. S: secretada. [Adaptado de Lin
Cereghino and Cregg, (2000)].
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4. LIPASAS. ESTRUCTURA, FUNCION E INTERES BIOTECNOLOGICO.

4.1 Enzimas lipoliticos. Estructura, funcion vy aplicaciones.

Las lipasas constituyen un grupo muy versatil de enzimas debido a la gran cantidad de reacciones
que catalizan y, por lo tanto, al elevado potencial de aplicaciones que poseen. Las lipasas (o enzimas
con actividad lipolitica) son acilglicerol éster hidrolasas (EC. 3.1.1.3) que catalizan los enlaces éster

de los triglicéridos, produciendo acidos grasos libres, monoglicéridos, diglicéridos y glicerol.

La estructura de las lipasas pertenece a la de las proteinas o/p hidrolasas. Las lipasas poseen un
centro activo formado por aminoacidos de caracter hidrofébico, que esta oculto bajo un fragmento
polipeptidico de estructura a-helicoidal. Al entrar en contacto con una interfase lipidica, este
fragmento se desplaza exponiendo el centro activo de caracter hidrofébico, que posee gran afinidad
por el substrato lipidico. Este fenédmeno se denomina activacion interfacial y es caracteristico de las
lipasas, a diferencia de lo que ocurre con las esterasas (capaces de hidrolizar enlaces éster de

compuestos solubles) (Verger R., 1997).

Las aplicaciones de las lipasas son mdltiples y variadas. Originalmente se han utilizado para la
hidrélisis de grasas y aceites, aunque también son capaces de llevar a cabo el proceso inverso, es
decir, sintetizar enlaces éster. Ademas, las lipasas catalizan reacciones de transesterificacion e
interesterificacion. Debido a su estereoespecificidad, el potencial biotecnologico de las lipasas es
enorme y despiertan un elevado interés para la industria alimentaria, agricola, quimica, farmacéutica,
clinica o cosmética, entre otros muchos sectores. Por ejemplo, la accién hidrolitica de las lipasas
libera acidos grasos responsables de las propiedades organolépticas de muchos productos lacteos.
En la industria quimica, por otro lado, las lipasas se han utilizado para la sintesis de detergentes, o
para la sintesis organica (sintesis de compuestos 6pticamente activos), de gran interés en el area
farmacéutica. Para una examen mas detallado de las distintas aplicaciones de las lipasas, revisar
Ghosh et al., (1996), Jaeger and Reetz, (1998), Pandey et al., (1999) y Schmidt-Dannert C., (1999).

4.2 Lipasa de Rhizopus oryzae (ROL).

El hongo Rhizopus oryzae es una “cepa lipolitica” uno de cuyos habitats naturales es el fruto de la
palma. Es importante mencionar que, taxondmicamente, el hongo R. oryzae es sin6nimo de R.
arrizhus. De este hongo se ha aislado una lipasa extracelular conocida bajo la abreviatura de ROL
(lipasa de R. oryzae) (Ben Salah et al., 1994, Hiol et al., 2000).

La sintesis de lipasas es una caracteristica comun en las distintas especies del género Rhizopus. Asi

pues, se han descrito hasta 30 lipasas diferentes sintetizadas por los distintos especies de este

hongo, cuya principal aplicacién es la modificacion de lipidos. Las lipasas sintetizadas por las distintas
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especies de Rhizopus difieren basicamente en ciertos aminoacidos. Por ejemplo, la lipasa de R.
oryzae (ROL) se diferencia de las de R. niveus (RNL), R. delemar (RDL) y R. javanicus (RJL) en la
substitucion de los grupos His 134 y lle 234 por Asn y Leu, respectivamente (Minning et al., 1998).
Beer et al., (1998) sostienen que las diferentes formas de lipasa derivadas de Rhizopus sp. son
resultado del distinto procesamiento proteolitico de un mismo gen, dando lugar a diferencias respecto
a la estructura tridimensional de la enzima, que se traducen en una diferente especificidad respecto a

la longitud de las cadenas de los acidos grasos que reconocen.

El gen que codifica para la lipasa extracelular de R. oryzae (Gene Bank AF229435, clasificado con el
sinénimo de lipasa de R. arrizhus) comprende una secuencia sefial de 26 aminoacidos, una pro-
secuencia de 97 aminoacidos y la regién de la lipasa madura de 269 aminoacidos (Beer et al., 1996).
La lipasa extracelular nativa de R. oryzae posee un peso molecular de 32 kDa (segun andlisis por
SDS-PAGE), cuatro sitios potenciales de N-glicosilacion y posee 3 puentes disulfuro en su estructura
final (Ben Salah, 1994). La enzima nativa purificada es estable en el rango de pH de 4.5a7,a 30°Cy
un pH 6ptimo de actividad de 8.5 (Ben Salah et al., 1994).

La expresion heterdloga de la lipasa madura de R. oryzae (ROL) fue realizada por primera vez en
células de E. coli, por Beer et al., (1996), aunque resulté en la formacion de cuerpos de inclusién de
costosa purificacion. En el mismo trabajo, también se comprobd que la ROL madura posee cierta
actividad fosfolipasa, por lo que la expresion de la enzima madura (desprovista de la prosecuencia)
resultaba téxica para la célula. No obstante, la expresion de la lipasa junto con su pro-secuencia no
mostraba estas propiedades, debido a que la pro-secuencia modula la actividad y el correcto
plegamiento de la ROL en E. coli (Beer et al.,, 1996). Resultados similares se observaron en la
expresion extracelular de la ROL y la pro-ROL en S. cerevisiae. Los niveles de expresion de la pro-

ROL obtenidos bajo este sistema fueron, sin embargo muy bajos (Takahashi et al., 1998).

Minning et al., (1998), realizaron por primera vez la expresién extracelular de la ROL madura en la
levadura metilotréfica P. pastoris obteniéndo unos niveles de produccion satisfactorios (hasta 60 mg
de enzima activa por litro de cultivo), y unas propiedades similares a las descritas para la ROL nativa.
La ROL recombinante obtenida bajo este sistema de expresion posee un peso molecular de 30 kDa,

un pH optimo de actividad de 8.1 a 30°C y un punto isoeléctrico > 9.3.
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D. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS.

Los antecedentes a la realizacién de este trabajo se recogen basicamente en la publicacién de
Mining et al., (1998). Resumidamente, en la publicacién citada, se describe la produccion

recombinante de una lipasa madura de R. oryzae (ROL) expresada en la levadura P. pastoris.

Minning et al., (1998) realizaron la construccion de la cepa de P. Pastoris, que contiene el gen
ROL, bajo el control del Paox1, CcOn lo que en este sistema la expresién de la lipasa es, por lo
tanto, dependiente de la inducciéon por presencia de metanol. La cepa utilizada para la
construccion es auxotréfica para el aminoacido histidina, por lo que la produccion de la enzima
se realizé utilizando un medio de cultivo de composicién compleja y operando en la modalidad
de fed-batch.

A lo largo de la etapa de fed-batch, la adicién del substrato inductor, el metanol, se realizé en
funcion de la lectura de la evolucién del oxigeno disuelto en el caldo de cultivo. Se obtuvieron
hasta 60 mg de la ROL recombinante por litro de cultivo en el medio extracelular y se realiz6 la

caracterizacion de la misma.

Las propiedades de la ROL expresada en P. pastoris se citan como similares a las de la ROL
recombinante obtenida, con anterioridad, en E. coli (Beer et al., 1996) posteriormente a la
resolubilizacion de los cuerpos de inclusiéon, en cuanto a pH, temperatura optima y

especificidad de substrato.
La expresién recombinante de la ROL en E. coli (Beer et al., 1996) implica la resolubilizacién y
recuperacion de la misma desde los cuerpos de inclusion formados, siendo, por lo tanto, un

proceso altamente costoso para su realizacion a gran escala.

Takahashi et al., (1998) llevaron a cabo la expresion de la ROL recombinante en la levadura S.

cerevisiae, pero los niveles de produccién obtenidos fueron muy bajos.

Bajo el conjunto global de los antecedentes descritos, los objetivos planteados para la

realizacion de este trabajo fueron los siguientes:
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OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO:

1. Optimizar la produccién recombinante de una proteina extracelular, en concreto, la
expresion heterdloga de una lipasa del hongo R. oryzae (ROL) expresada en la levadura
metilotrofica P. pastoris (prototréfica para el gen HIS4) bajo el Paox: utilizando un medio de
cultivo de composicion sintética, o definida. Para tal propoésito se plantearon los siguientes

subobijetivos:

1.1. Analizar la influencia del proceso operacional de cultivo en fed-batch en los niveles de
produccién de la ROL alcanzados, y optimizar la estrategia de induccién a seguir para
aumentar los niveles de la ROL en el medio extracelular, mediante el estudio de la

etapa de induccion de fed-batch con metanol.

1.2. Estudiar el efecto del aumento de la dosis génica en los niveles de produccién
recombinante de la ROL, asi como la influencia del fenotipo celular Mut (methanol
utilisation) de P. pastoris respecto a los niveles de produccion de la proteina

recombinante en cuestion.

1.3. Evaluar el posible efecto téxico de la expresién de la ROL sobre la cepa hospedadora
mediante la realizacion de cultivos en presencia de substratos no represores de la
expresion de la ROL.

2. Estudiar alternativas genéticas para la produccion de la ROL bajo un sistema de expresion
en P. pastoris que evite la utilizacién del metanol como substrato inductor de la produccion
de proteinas recombinantes evaluando su viabilidad o aplicacién potencial en procesos de
cultivo a elevada densidad celular. Se plantearon los subobijetivos:

2.1. Desarrollar un sistema de expresion de la ROL constitutivo en P. pastoris.

2.2. Obtener un sistema de expresion de la ROL inducible por fuente de nitrégeno.

3. Desarrollar un protocolo de recuperaciéon y purificacion de la ROL recombinante. Los

subojetivos planteados fueron:

3.1. Desarrollar un proceso de recuperacion y purificaciéon de la ROL con un rendimiento

tal que permita la utilizacion de la enzima en reacciones quimicas.

3.2. Desarrollar un proceso alternativo para la purificacion de la ROL que permita la

generacion de anticuerpos contra ésta.
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CAPITULO 1. Estudio de estrategias operacionales en fed-batch para la
produccion de una lipasa de Rhizopus oryzae (ROL) expresada en Pichia
pastoris. Efecto de la expresion heter6loga de la lipasa sobre el

crecimiento celular.

1.1 INTRODUCCION

Los niveles de produccion de proteinas heterdlogas, expresadas bajo el control del Paoxi en P.
pastoris, que se alcanzan en cultivos de elevada densidad celular, son variables y deben ser
optimizados en cada caso (Cregg et al., 1993). Varias lipasas se han expresado con éxito en P.
pastoris. Todas, excepto una de origen humano (Sahasrabudhe et al., 1998, Yang and Loewe,
1998), pertenecen a diferentes especies de hongos: la lipasas 1 y 4 de Candida rugosa (Brocca
et al.,, 1998, Tang et al., 2001), las lipasas A y B de Geotrichum candidum (Catoni et al., 1997,
Holmquist et al., 1997) y la lipasa de Rhizopus oryzae (ROL) (Minning et al., 1998).

Concretamente, el estudio inicial sobre la produccién de ROL en P. pastoris a escala de
bioreactor, realizado por Minning et al., (1998), se llevo a cabo utilizando un medio de cultivo
complejo y el siguiente esquema de trabajo: Una primera fase de cultivo en batch, utilizando
glicerol como fuente de carbono para generar biomasa, seguida de una etapa de induccion en
fed-batch, alimentada por el substrato inductor, el metanol. La estrategia de alimentacién del
metanol en la fase de induccién es similar a la descrita por Rodriguez et al., (1997) para la
produccién de dextranasa en P. pastoris, la cual se basa en una de las aproximaciones mas
utilizadas para el control de este tipo de cultivos. En particular, ésta es la estrategia
recomendada por el manual de Invitrogen fermentation guidelines. Resumidamente, la
estrategia consiste en el seguimiento del valor del oxigeno disuelto en el medio de cultivo como
indicativo de la evolucion del crecimiento celular y como base, por lo tanto, de la adiciéon de
substrato durante la etapa del fed-batch. El aumento del valor de la presion parcial del oxigeno,
pO., en el caldo de cultivo se interpreta como una limitacién de la fuente de carbono, y por lo

tanto, se incrementa la velocidad de adicién del substrato.

Sin embargo, existen factores caracteristicos del proceso de cultivo en bioreactor que pueden
afectar igualmente el valor de la pO,, como la adicién de antiespumante o las posibles
variaciones de presidbn en la cabecera del bioreactor, y dar lugar, por lo tanto, a

interpretaciones erroneas sobre la disponibilidad o carencia de metanol en el medio.

Igualmente, este método puede resultar poco eficaz si los niveles de metanol en el bioreactor
no permanecen por debajo de aquella concentracion de metanol que resulta toxica para el
crecimiento. En este supuesto, elevadas concentraciones de metanol afectarian el crecimiento

celular reduciéndose la velocidad de consumo del mismo, provocando un aumento en el valor
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del oxigeno disuelto en el medio que, errbneamente, se traduciria en un incremento de la

velocidad de adicion del metanol.

Asi pues, la inhibicion del crecimiento celular provocaria una menor produccion de la proteina
de interés (Katakura et al., 1998). Ademas, hay que tener en cuenta que los niveles de
transcripcion del Paox: son superiores en condiciones de crecimiento con concentraciones
limitantes de metanol (debido a las caracteristicas propias de sintesis de la enzima AOX, ver

seccion C, Introduccion General, pagina 10).

En este trabajo se estudia la produccion de la ROL, expresada en P. pastoris, utilizando un
medio de cultivo sintético, mas econdmico que el complejo, inicialmente bajo el mismo
esquema de adicion de fed-batch sugerido por Minning et al., (1998). El estudio se realiza con
una cepa de P. pastoris Mut’, isogénica a la utilizada en el trabajo de Minning et al., (1998) (con
la mejora de que es prototréfica para el gen HIS4) y se analiza el posible efecto de la

produccion de la lipasa el crecimiento de la cepa en presencia de metanol.

Asimismo, se determinan algunos parametros que resultan clave para la expresion de la ROL y
se implementan modificaciones operacionales durante la etapa de induccién con el propdsito
de mejorar la productividad final alcanzada. Basicamente, estos cambios se basan en el
seguimiento de la concentracion de metanol y en la adicion de substratos mixtos, utilizando

combinaciones de glicerol y metanol, anadiendo una nueva etapa al proceso de cultivo.

1.2 MATERIALES Y METODOS

1.2.1 Cepas y vectores.

El vector pPICZaA-ROL fue construido por S. Minning (Minning et al., 1998). La cepa de P.
pastoris X-33/ROL se obtuvo mediante transformaciéon por electroporacion con el vector
pPICZaA -ROL (S. Minning, University of Stuttgart, Alemania). En la figura 1 se ilustra este
vector de expresion que contiene el gen ROL, de 900 bp, que codifica para la lipasa de peso
molecular de 30 kDa. El vector pPICZaA-ROL fue linealizado mediante Sacl y la integracion del

mismo genero un fenotipo Mut” en la cepa X-33/ROL resultante.

La cepa control de P. pastoris X-33/pPICZaA (no contiene el gen de la ROL) se construy6 para
este trabajo segun el mismo procedimiento de transformacion pero utilizando el vector

comercial pPICZoA (Invitrogen).

Las cepas GS115 (HIS4, Mut’) y KM71 (HIS4, Mut®) son comerciales (Invitrogen).
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'l ROL ( stop )epitopo Myc (his)s {Stop

5" AOX1

pPICZalpha

Figura 1. Representacion del vector de expresion pPICZAa-ROL utilizado en el presente trabajo,
construido por Minning et al., (1998). El autor introdujo un codén de stop previo al epitopo myc para
obtener una enzima totalmente comparable a la obtenida en E. coli por Beer et al., (1996). AOX1TT:
terminador de transcripciéon del gen AOX1, de P. pastoris. Prer1: promotor del gen del factor de elongacién
transcripcional 1, de S. cerevisiae, que dirige la expresion del gen SH BLE. Pgyw7: promotor procariota que
dirige la expresion del gen SH BLE en E. coli. Zeocina: gen de resistencia a la Zeocina, SH BLE, de
Streptoalloteichus hisdustanus. CYCLTT: fragmento 3’ del gen CYCl que permite el correcto
procesamiento del gen SH BLE. ColE1: origen de replicacion procariota. 5’AOX1: fragmento 5’ del gen
AOX1 de P. pastoris.

1.2.2 Mantenimiento de cepas.

Las células de P. pastoris y E. coli se mantuvieron a 4°C en placas de agar YPD y 100 ug ml”
de Zeocina, y en placas de agar LB-low salt, respectivamente. La composicion del YPD por litro
de agua destilada es de 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona y 20 g de dextrosa, mas
20 g de agar para la realizacion de placas. La composicion del LB-low salt, por litro de agua
destilada, es: 10 g de triptona, 5 g de NaCl y 5 g de extracto de levadura, pH 7.5. Para el
mantenimiento a —70°C a largo plazo se elaboraron glicerinados, con un 15 % (w/v) de glicerol
para las células de P. pastoris, y un 10% (w/v) para las células de E. coli, en medio YPD y LB-

low salt respectivamente.

1.2.3 Transformacién: obtencion de competentes y condiciones de electroporacion.

Se utilizaron células competentes de E. coli DH5a comerciales (Life Techonologies), y el
protocolo de transformacién, basado en choque térmico, proporcionado por la misma

compainia.

Las células competentes de P. pastoris se elaboraron segun el siguiente procedimiento: Se

realizd un cultivo de P. pastoris X-33 en 5 ml de medio YPD liquido (composicion en apartado
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1.2.2) a 30°C, 250 rpm, durante 24 h, que se utilizo para inocular %: litro de cultivo de medio
YPD, dejandolo crecer hasta una densidad optica a 600 nm (DOgq) de 1.3-1.5, bajo las mismas
condiciones. Las células se centrifugaron a 1500 xg, 10 minutos, a 4°C, y se resuspendieron en
100 ml de medio YPD + 2 ml HEPES 1 M (acido 2-hidroxietilpiperazine-N’-2-butanosulfonico),
pH 8.00. Se afiadieron 2.5 ml de DTT 1 M (dithiothreitol) y se incubaron durante 15 minutos a
30°C y 100 rpm. Posteriormente, se llevé el volumen hasta 250 ml utilizando agua destilada
estéril a 4°C y se centrifugé nuevamente bajo las mismas condiciones. Se realizd una tercera y
cuarta centrifugacion, en las mismas condiciones, resuspendiendo el sedimento de células en
250 ml y 125 ml de agua destilada estéril a 4°C, respectivamente. Posteriormente, se repitieron
dos centrifugaciones mas en las que se resuspendio el sedimento en 20 ml y 0.5 ml de sorbitol
1 M estéril a 4°C. Se realizaron alicuotas de 80 pl de células que se guardaron a —70°C.Las
células de P. pastoris se transformaron por electroporacién. La electroporacion se realizd
mezclando 80 ul de células competentes con 5-10 ug de DNA linearizado. La mezcla se incubé
en hielo durante 5 minutos. El pulso eléctrico aplicado fue de 2500 v, utilizando un
electroporador Bio Rad Gene-Pulser, a 25 pF de capacitancia, 400 Q de resistencia, y cubetas
estériles de 0.2 cm de tamafo de Bio Rad. Inmediatamente después se afiadié 1 ml de sorbitol
1 M estéril, a 4°C, y se incubd la mezcla a 30°C durante una hora sin agitacion. Posteriormente,
se afiadieron 0.8 ml de medio fresco YPD y se incubaron las células durante 3 h, a 30°C y 250
rpm. Por ultimo, se sembraron 200 ul de esta suspensién de células en placas RDB (sorbitol 1
M, 10 g dextrosa, 13.4 g de yeast nitrogen base (w/o aa & amonium sulfate), 4x10™ g de biotina

y 20 g de agar, por litro de agua destilada). Las placas se incubaron a 30°C durante 72 h.

1.2.4 Medios de cultivo.

1.2.4.1 Determinacién del fenotipo Mut ™.

Para la determinacion del fenotipo Mut (Methanol utilisation) de las cepas, se emplearon placas
MM(H) (composicion por litro de agua destilada: 13.4 g de yeast nitrogen base (w/o aa &
amonium sulfate), 4x10™ g de biotina, 0.5% (v/v) de metanol, 20 g agar (y 0.04 g de histidina)) y
placas MD(H) (composicion por litro de agua destilada: 13.4 g de yeast nitrogen base, 4x10™ g
de biotina, 20 g de dextrosa, 20 g de agar (y 0.04 g de histidina). Para los cultivos en
erlenmeyer, con el mismo propdsito experimental, se realizaron cultivos de 250 ml de medio
BMM(H), que contiene por litro de agua destilada; 13.4 g de yeast nitrogen base (w/o aa &
amonium sulfate), fosfato de potasio 100 mM pH 6.0, 4x10™ g de biotina, (0.04 g de histidina), y
un 0.5 % (v/v) de metanol. Los pre-inéculos utilizados crecieron en 50 ml de medio liquido YPD

(composicion en apartdao 1.2.2.) con 100 pug ml™" de Zeocina, a 30°C y 250 rpm durante 15 h.

1.2.4.2 Cultivos con sorbitol.
Los cultivos con sorbitol y/o metanol se realizaron en medio liquido, cuya composicion, por litro
de agua destilada es: 13.4 g de yeast nitrogen base (w/o aa & amonium sulfate), fosfato de

potasio 100 mM pH 6.0, 4x10™ g de biotina, 5 g de sorbitol y/o un 0.5 % (v/v) de metanol.
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1.2.4.3 Cultivos a elevada densidad celular.

Los pre-indculos e indculos (para el cultivo en bioreactor) se realizaron en volimenes de 50 y
500 ml respectivamente de medio rico BMGY, cuya composicion, por litro de agua destilada, es
de 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona, fosfato de potasio 100 mM pH 6.0, 4x10™ g
de biotina y 10 g de glicerol. Las condiciones de crecimiento de los pre-inéculos e inéculos
fueron de 30°C y 250 rpm de agitacion. La DOgq final a la que se para el crecimiento de los
inéculos (previamente al cultivo en bioreactor) es aproximadamente 40-50. Los indculos se
centrifugaron a 5000 rpm vy las células se resuspendieron en medio sintético para su cultivo en
bioreactor, a una DOgy inicial entre 0.5-1.0, operando en primer lugar en batch y

posteriormente en fed-batch.

La composicion del medio sintético utilizado en el bioreactor es, por litro de agua destilada:
H3PO,4 (85 %) (26.7 ml), CaSO, (0.93 g), K;SO, (18.2 g), MgSO, x 7 H,0 (14.9 g), KOH (4.13
g), glicerol (40 g) y 4.35 ml de solucion PTM1.

La composicién del medio de cultivo complejo, por litro de agua destilada es la siguiente: 10 g
de extracto de levadura, 20 g de peptona, tampén fosfato 100 mM pH 6.00, 4x10 4 g de biotina
y 10 g de glicerol.

La solucion de PTM1 contiene, por litro de agua: CuSO, x 5 H,O (6.0 g), Nal (0.08 g), MnSQO, x

H,0 (3.0 g), Na,;MoO, x 2 H,0 (0.2 g), HsBOj3 (0.02 g), CoCl, (0.5 g), ZnCl, (20.0 g), FeSO4 x 7
H,O (65.0 g), biotina (0.3 g), H,SO4 (conc., 5 ml).

Los substratos alimentados durante el fed-batch estan compuestos de 12 ml de PTM1 por litro

de glicerol (50%, w/v), o por litro de metanol 100%.

1.2.5 Bioreactores y condiciones de operacion.

Los experimentos de cultivo a elevada densidad celular se realizaron en un bioreactor Braun
Biostat E con cuba de 5 litros de capacidad. El volumen de cultivo inicial en el bioreactor es de

3.5 litros llegando a un volumen final de cultivo de 5 litros.

La esterilizacion del medio de cultivo y del bioreactor en si se realiza in situ. La solucién de
PTM1 se anade por filtracion (filtros Millipore-GV PVDF de 0.22 um de poro) una vez la

temperatura del bioreactor ha descendido a temperatura ambiente.

Las condiciones de operacion en el bioreactor fueron las siguientes: 30°C de temperatura y pH
5.0 mantenido por adicién de NH,OH 2 M (a excepcion de los cultivos con medio complejo, que
se mantienen a pH 6.00 por el medio tamponado). Asimismo, la concentracion de oxigeno

disuelto se mantuvo en un 20% de saturacién a través de la modificacion de la velocidad de
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agitacion entre las 500-900 rpm y el caudal de aire, entre 0.5-10 | min™'. El software utilizado fue

disefiado para el presente trabajo por O. Cos (UAB).

1.2.6 Velocidad de adicion de substratos durante la etapa de fed-batch.

La alimentacion durante el fed-batch se realizé mediante dos microburetas automaticas del tipo
MicroBU-2031 de Crison Instruments, una para la alimentacion de glicerol y otra para la
alimentaciéon del metanol. El caudal de adicién de cada una de ellas se especifica de forma

manual a través del programa disefiado por O. Cos (UAB).

La etapa de transicion, en la que se alimentan ambos substratos, se disefié con una duracion
total de 5 h. La velocidad de adicion del metanol se mantuvo constante en 100 ul min™ a lo
largo de éstas, mientras que la de glicerol disminuy6 continuamente. Durante las 2 primeras
horas la velocidad de adicion de glicerol se mantuvo en 300 pl min™, 160 ul min™" durante la
tercera hora, 100 pl min™ en la cuarta hora y 65 pl min™' durante la dltima hora. Es decir, se
alimentd en una proporcion de metanol/glicerol de 1: 3, 1: 1.6, 1: 1 y 1: 0.65. Estas velocidades
de adicién se realizaron automaticamente mediante el programa disefiado para tal propdsito
por O. Cos (UAB).

1.2.7 Métodos analiticos.
1.2.7.1 Biomasa.

El calculo de biomasa se realiz6 por determinacion del peso seco celular. Muestras de 10 ml de

cultivo se filtraron a través de filtros Millipore-MF de ésteres mezclados de celulosa de tamarfio
de poro de 0.45 um. Los filtros se lavaron con el mismo volumen de agua destilada y se

secaron a 100°C hasta llegar a peso constante.

La evolucion del crecimiento celular también se llevé a cabo de forma cualitativa por el
seguimiento del aumento de la DOgg. Una unidad de DOgy equivale aproximadamente a 5

x10 células de P. pastoris (Higgins et al., 1998).

1.2.7.2 Analisis de actividad lipolitica extracelular.

La medida de la actividad lipolitica se llevé a cabo a través del pH-stato 718 STAT Titrino pH-
stat (Metrohm) utilizando una emulsiéon de aceite de oliva (50%, v/v) (Sigma) como substrato.
Se mezclaron 0.5 ml de emulsién con 4.5 ml de una solucion salina de NaCl 0.25 M y CaCl,
0.05 M, utilizdndose un volumen de muestra a analizar de 100 pl. El pH se mantuvo a 8.1
mediante valoracién con NaOH 0.02 M, a una temperatura de analisis de 30°C. Una unidad de
actividad lipolitica se define como la cantidad de enzima requerida para la liberacién de un

umol de acidos grasos por minuto, bajo las condiciones de ensayo descritas.
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1.2.7.3 Analisis de metanol y glicerol.

El analisis de la concentracion de glicerol se realiz6 por HPLC (High Performance Liquid
chromatography) (Hewlett Packard 1050), utilizando una columna de intercambio iénico Aminex
HPX-87H (Bio Rad). La fase movil utilizada fue acido sulfurico 15 mM y un volumen de
inyeccion de 20 pl. La cuantificacion de los datos se realizd con el software Millenium 2.15.10
(Waters).

El andlisis de metanol se realizd por cromatografia de gases (Hewlett Packard 5890) utilizando
una columna capilar (Tracsil TR-FFAP 25m x 0.53mm x 1um, de Tracer-Teknokroma), un
inyector automatico modelo 7673 (Hewlett Packard) y un detector FID. Las temperaturas del
detector e inyector fueron de 280 y 200°C, respectivamente. La temperatura del horno se
mantuvo a 40°C durante 2 minutos y, posteriormente, se realiza una rampa de aumento de
temperatura de 20°C por minuto, hasta alcanzar los 200°C, que se mantienen durante un
periodo de 5 minutos mas. Se utilizd helio como gas transportador a un caudal de 9 mi min”, e
hidrégeno gas como combustible. La integracion y cuantificacion de los picos se realizo
mediante el software Millenium 32 (Waters). Como patréon interno se utilizaron muestras de

isopropanol a una concentraciéon de 4 g I,

1.2.7.4 Analisis de proteasas.
La actividad proteolitica se determiné utilizando el substrato azocaseina segun la metodologia

definida en Scheuning and Fritz, (1976). El ensayo fue realizado a pH 7.6.

1.2.8 Digestion con endo-p-N-acetylglucosaminidase (Endo H).

La desglicosilacion de las muestras de proteina se llevé a cabo con la enzima Endo H (125 U
mg”', de Roche Diagnostics) segln las especificaciones de la casa comercial. La composicién
del tampdn de incubacion utilizado fue acetato de potasio 50 mM, pH 5.5, y PMSF 0.5 mM

(fluorido de fenilmetil sulfonil).

129 SDS-PAGE.

Los geles de poliacrilamida para electroforesis de proteinas se realizaron a un 12 % (w/v) de
poliacrilamida y en condiciones desnaturalizantes, tal y como se describe en Laemmli U.K,,
(1970). Se utilizd el equipo de electroforesis Mini Protein Il cell vertical (Bio Rad) y unas
condiciones de voltaje constantes de 70-80 v. La visualizacion de los geles se realizé mediante
tincion de Comassie y tincién de plata (segun instrucciones de Bio Rad). Los marcadores de

peso molecular de proteina utilizados fueron los SDS-Broad Range (Bio Rad).

1.2.10 Secuenciaciéon N-terminal.

La secuenciacion N-terminal de la banda de la ROL obtenida por SDS-PAGE se realizé por el
servicio de secuenciacion de la UAB. La obtencién de la muestra de proteina se realizé segun

el protocolo descrito en Sanchez et al., (1999).
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1.2.11 Calculo de velocidades especificas.

La velocidad de crecimiento celular (u) se calculé a partir de la aplicacion del balance de
materia de biomasa para la operacion en fed-batch:

pu X'V =d(XV)/dt

Donde X es la biomasa (g I), V el volumen de cultivo (1), que resulta de la suma del volumen
inicial mas el volumen afadido durante el fed-batch, para cada tiempo t (h).

La velocidad especifica de consumo de metanol, Yyeton, (9 gx'1 h'1) (g de metanol por g de
biomasa y hora) se calculé mediante la expresion:

Vueton =Quieton //(XV)dt ,entre ty t,.

Siendo X, V y t, la biomasa (g I"), el volumen de cultivo (I) y el tiempo (h), respectivamente, y
Queton €S la cantidad de metanol consumido (g), resultante de:

Queton= [[MetOH]; —-[MetOH]to] V + vMetOH*0.79

Donde [MetOH] es la concentracion de metanol en el caldo de cultivo (g I'1), V el volumen de
cultivo (I), vMetOH el volumen afadido (ml) de metanol entre los tiempos t y to y 0.79 la

densidad del metanol (g ml™).

1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1 PRODUCCION DE LA ROL por P. pastoris : DETERMINACION DEL
FENOTIPO Mut (Methanol utisation) Y CULTIVO EN MEDIO SINTETICO:
CULTIVO A.

La cepa de P. pastoris X-33/ROL utilizada a lo largo de este trabajo fue cedida, para tal
proposito, por S. Minning (Stuttgart, Alemania). Previamente al cultivo de la cepa en un medio
de composicion definida o medio sintético, se realizaron una serie de experimentos en fed-
batch, utilizando un medio de cultivo complejo, igual que el descrito en Minning et al., (1998).
Se siguié la misma estrategia de operaciéon en Minning et al., (1998) para corroborar la
capacidad de produccion de la cepa. Se realizé una induccién con metanol durante 70 h

obteniéndose una produccién de ROL de aproximadamente 25 U mi”" (datos no mostrados).

Por otro lado, S. Minning, (comunicacién personal), habia realizado estudios sobre la expresion
de la ROL en P. pastoris (cepa X-33/ROL, Mut®) en cultivos en bioreactor con un medio de
composicién sintética, segun un esquema de adiciéon de metanol recomendado para una cepa
Mut™ (Invitrogen Fermentation guidelines). Sin embargo, estos experimentos resultaron en la
inhibicion del crecimiento celular, posiblemente como consecuencia de la acumulacion de

metanol dentro del bioreactor hasta niveles descritos como téxicos para las células.

La diferencia del caudal de adicién de metanol recomendado para cepas Mut", con respecto a

-

cepas Mut’, es considerable (10-15 ml I" h™" y 3-5 ml I" h™', respectivamente) (Invitrogen
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Fermentation guidelines). Esta diferencia de caudales de adicion es proporcional a la
respectiva capacidad metabdlica de asimilacion de este substrato por cada una de las cepas.
Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados de S. Minning, en este trabajo se llevaron a
cabo una serie de experimentos preliminares con el proposito de corroborar el fenotipo de la

cepa P. pastoris X-33/ROL respecto a la utilizacion del metanol.

Se realizaron cultivos en placa, y en erlenmeyer, con medio minimo BMM (BMMH, para las
cepas comerciales control GS115 y KM71 (Mut” y Mut®, respectivamente) y 0.5 % (v/v) de
metanol como Unica fuente de carbono y substrato inductor. Estos experimentos muestran que
la velocidad de crecimiento de la cepa X-33/ROL, es superior a la de la cepa control Mut®
(KM71), aunque ligeramente inferior a la de la cepa control Mut® (GS115), sobre todo en las

primeras etapas del crecimiento (ver figura 1).
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Figura 1. Curvas de crecimiento de las cepas control Mut” y Mut®, y la X-33/ROL de P. pastoris en medio

minimo BMM(H) con 0.5 % (v/v) de metanol.

Esta variacién puede deberse a un posible efecto téxico de la expresion de la ROL sobre el
crecimiento celular, debido a la posible actividad fosfolipasa de la expresion recombinante de la

enzima madura, como anteriormente ha sido citado en E. coli por Beer et al., (1996).

Existen diversos trabajos descritos sobre la expresion de proteinas heterélogas en P. pastoris
cuya expresion provoca un efecto aparentemente toxico sobre la célula hospedadora Mut”.
Este efecto se traduce en una disminucion de la velocidad de crecimiento de la cepa. En estos
casos, se han conseguido niveles de produccion mas elevados, incluso en comparacién a los
obtenidos utilizando cepas Mut®, mediante la disminucion de la velocidad de adicién del
metanol (atenuando asi el Paoxi) (Brierley et al., 1990). Asi pues, bajo los resultados
observados por S. Minning (comunicacion personal) y los mostrados en la figura 1, se opt6, en

un primer intento de produccién de ROL en bioreactor utilizando un medio sintético, por un
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esquema de adicion de metanol conservador, es decir, recomendado para cepas Mut®
(Invitrogen Fermentation guidelines).

Se realiz6 una primera etapa de cultivo en batch con 40 g I de glicerol para obtener biomasa.
Treinta minutos después de haberse consumido el glicerol (identificado por un rapido aumento
en el valor del oxigeno disuelto, y comprobacion por analisis de la concentracién de glicerol
mediante HPLC) se inicio la etapa de induccién con metanol a una velocidad de adicion de 5 ml
h™'. Esta adicion se mantuvo constante durante dos horas con el propdsito de adaptar las
células a la presencia de esta nueva fuente de carbono. Los treinta minutos iniciales de no-
alimentacion se consideran necesarios para asegurar el consumo total del glicerol dentro y

fuera de las células (Invitrogen Fermentation guidelines).

Después de este periodo, la velocidad de adicién del metanol se incrementd en un 10% cada
30 minutos hasta llegar a una velocidad maxima de 15 ml h™. La velocidad de adicion se fue
modificando segun la lectura del valor del oxigeno disuelto en el caldo de cultivo. Cada
incremento en el valor del oxigeno disuelto se interpreté como el agotamiento de la fuente de

carbono en el medio, y por lo tanto se aumentd en un 10% el caudal de adicion de metanol.

La evolucion de las principales variables del cultivo, asi como los perfiles de adicion del

metanol, se representa en la figura 2.

CULTIVO A
a.
60 150 - 30
50 25
40 10 E 2
— 2
e S
8 30 b= 715‘7’:
S 8 o
K=l he] T
m 20 50 8 100
2 5
=
= =
<
10 % 5 %ﬂ
04 ~0 ~o

38



E. RESULTADOS Y DISCUSION_ CAPITULO 1

8

3

8

8

Velocidad de adicion de MetOH (ul min'1)
3 g

Tiempo (h)

Figura 2. a): Representacion de las principales variables de evolucién del CULTIVO A (pOy). b): Perfil de

la velocidad de adicion del metanol a lo largo del CULTIVO A (pO.). pO.: presién parcial del oxigeno.

Después de 120 h de cultivo, la actividad lipolitica detectada en el medio extracelular fue de
120 U ml™, la productividad fue de 945 U I h™'y la productividad especificade 26 U h™ I'' g”" de
biomasa. Los resultados de productividad de ROL mas satisfactorios citados por Minning et al.,
(1998), fueron de 5435 U I'' h™', después de 92 h de cultivo utilizando un medio de cultivo
complejo. Sin embargo, se debe mencionar que estos resultados no son directamente
comparables debido a diferencias en el ensayo enzimatico utilizado. La determinacién de la
actividad de las enzimas lipoliticas depende de una serie amplia de factores directamente
relacionados con el tipo de ensayo realizado, como por ejemplo el area interfacial del substrato

utilizado en el analisis (Thomson et al., 1999).

Los valores de actividad lipolitica citados en este trabajo estan bajo estimados respecto a los
descritos en Minning et al., (1998), debido precisamente al uso de un substrato y un equipo
distintos para el test de determinacién de la actividad lipolitica. Esta diferencia se comprobé
empiricamente analizando muestras Unicas a través de ambos tests, y se estimd en un factor
aproximado de tres veces inferior, en el test utilizado en este trabajo respecto al utilizado en
Minning et al., (1998).

Aplicando este factor de correccion, la productividad obtenida en el cultivo con medio sintético

es aun aproximadamente un 50 % inferior a la obtenida en el cultivo con medio complejo.

Sin embargo, el posterior analisis por cromatografia de gases de la concentraciéon de metanol

de las muestras de cultivo extraidas durante la fase de induccion, revela que se alcanzaron

39



E. RESULTADOS Y DISCUSION_ CAPITULO 1

niveles de concentracion de metanol transitorios descritos como toxicos para el crecimiento
celular (Swartz et al., 1981) (figura 2.a). Entre las 40-80 h de cultivo, los valores de metanol
detectados fueron aproximadamente de 12 g I", por encima del limite de los 5 g I

bibliograficamente recomendados (Swartz et al., 1981, Stratton et al., 1998).

Elevados niveles de metanol provocan la generacion de concentraciones elevadas de
metabolitos de naturaleza téxica para la célula, como el formaldehido, el acido férmico o en su
forma ionizada, el formato, cuya acumulaciéon puede resultar hasta 100 veces mas perjudicial
para la viabilidad de la célula que el metanol per se. La entrada del metanol al interior celular es
libre, y su oxidacion a formaldehido no esta inhibida por producto, es decir, tanto el flujo de
metanol, como la generaciéon del formaldehido, son procesos que no se regulan de forma
activa, por lo que es necesario una rapida eliminacion de estos subproductos téxicos (Jones et
al., 1991).

Ademas, una gran cantidad de formaldehido en el interior de la célula puede llegar a provocar
la inactivacion de la enzima alcohol oxidasa (AOX), que acaba por desasociarse de su grupo
prostético FAD, y puede provocar la muerte celular (Veenhuis et al., 1983). Sin embargo,
cuando existen elevadas concentraciones de formaldehido y acido férmico en el interior celular,
estos substratos acaban por excretarse al medio extracelular, donde también, a partir de
determinados niveles, pueden ejercer un efecto inhibitorio sobre el crecimiento debido a que
pueden afectar directamente a las proteinas de la pared celular. Tanto el formaldehido, como el
acido férmico, pueden actuar sobre las uniones peptidicas de las proteinas de la pared celular,
al unirse a grupos de lisinas, y pueden provocar la desintegracién de las secuencias
fosfolipidicas, lo que provoca una parada en el crecimiento celular (Swartz et al., 1981, Jones
etal., 1991).

Hay que remarcar que este efecto inhibitorio tan s6lo se observa a concentraciones elevadas
de estos compuestos. En concreto, en la levadura metilotrofica H. polymorpha, se determinaron
unas concentraciones de formaldehido y &cido férmico inhibitorias para el crecimiento celular
de 04 g I y02g I”" respectivamente, provocadas a partir de concentraciones de metanol

superiores a los 6.5 g I'' en el medio de cultivo (Swartz et al., 1981).

Por lo tanto, a pesar de no disponer de los valores de la concentracién de estos substratos en
el caldo del CULTIVO A es posible que, a concentraciones de metanol de 12 g I se produzcan
algunos de estos efectos téxicos. Recientemente se ha correlacionado este efecto inhibitorio,
en P. pastoris, a partir de concentraciones de metanol de 7 g I (Kobayashi et al., 2000).
Ademas, estos niveles de metanol, podrian estar relacionados con la parada de los valores de
biomasa que se observa en la figura 2.a, debido a los efectos toxicos descritos anteriormente.

Por otro lado, elevadas concentraciones de metanol también ejercen un efecto negativo sobre

los niveles de transcripcién iniciados por el promotor del gen AOX1, Paoxi, los cuales son de 3
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a 5 veces superiores en condiciones de crecimiento con concentraciones limitadas de metanol
respecto a los alcanzados durante el crecimiento celular en exceso de metanol (Cregg et al.,
1993).

Asi pues, mantener la concentraciéon de metanol en el cultivo por debajo de unos niveles
téxicos parece ser necesario para la mejora de la produccion del sistema. Los resultados
obtenidos indican que el seguimiento de la evolucion del oxigeno disuelto en el medio de
cultivo, como aproximacion de la evolucion metabdlica del mismo, no parece ser un parametro
fiable para tal propdsito. Se requiere de una medida directa de la concentracion de metanol en
el medio a lo largo del proceso. Existen equipos especificos de monitorizaciéon y control de la
concentracion de metanol para cultivos de P. pastoris (PTI Instruments, Tracer, por ejemplo).
No obstante, como primera aproximacion ante la falta del equipamiento necesario, se opté por
trabajar analizando las muestras de cultivo mediante cromatografia de gases, de forma

practicamente en linea.

1.3.2 SEGUIMIENTO DE LA CONCENTRACION DE METANOL EN LA ETAPA DE
PRODUCCION POR CROMATOGRAFIA DE GASES: CULTIVO B.

Se realizaron experimentos de cultivo siguiendo un esquema de trabajo idéntico al del
CULTIVO A (pO.), a excepcion de la estrategia escogida para la determinacion del caudal de
metanol a afiadir durante la etapa de induccion. Asi pues, en lugar de basar la adicion del
substrato inductor segun el valor de la presion parcial del oxigeno disuelto durante el
crecimiento celular (pO,), se determind la concentracién de metanol en el caldo de cultivo a
través de analisis peridédicos por cromatografia de gases (CG) de muestras extraidas

directamente del cultivo.
La facilidad para la extraccion de las muestras del bioreactor y la rapidez del analisis permiten,
en funcién de la concentracion de metanol detectada, la modificacion de la velocidad de adicién

del metanol practicamente en tiempo real.

La evolucion de los principales parametros de un cultivo realizado bajo estas condiciones, junto

al perfil de adicién de metanol utilizado, se muestra en la figura 3.
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Figura 3. a): Representacion grafica de las principales variables de la evolucion del CULTIVO B (CG). b):
Perfil de la velocidad de adicién del metanol en el CULTIVO B (CG). CG: cromatografia de gases.
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Con esta nueva estrategia, la concentracién de metanol en el caldo de cultivo nunca superd los
25¢g ", trabajando dentro de un rango de concentraciéon éptimo para la produccion (Swartz et
al. 1981, Stratton et al,, 1998) y evitdndose ademas el efecto indeseable de elevadas
concentraciones de metanol. Sin embargo, durante dos periodos, a las 55 y a las 90 h de
cultivo, el consumo de metanol fue superior a la velocidad de adicién del mismo, llegando a una
concentracion de metanol de cero en el caldo de cultivo. El metanol tiene un efecto inductor
real sobre la regulacion de la expresion del Paox: (Eggeling et al., 1980), lo que significa que la

ausencia de éste reduce los niveles de expresién de la proteina.

La actividad lipolitica final alcanzada (320 U mI") y la productividad (2318 U I'' h™") superaron
en un factor de 2.5 las obtenidas en los cultivos previos (CULTIVO A, pO.), y la productividad

especifica (40.6 U h™" I g™") se incrementé en un factor de 1.6 respecto al mismo.

A pesar de ello, y como se observa en la figura 3.a., la actividad lipolitica extracelular no se
detecta en el cultivo antes de las 40 h de iniciarse la etapa de fed-batch (aproximadamente 70
h de cultivo). Durante este periodo de tiempo practicamente tampoco se produce incremento en
el valor de biomasa alcanzada. Este hecho sugiere una ausencia de fijaciéon de la fuente de
carbono hacia material celular y/o proteina, y dado que existe disponibilidad de metanol (sin
llegar a acumulaciones excesivas que resultan perjudiciales), esta parada en el crecimiento
celular y en la produccion de proteinas, podria deberse a una falta de energia. La utilizacion de
substratos mixtos combinados con el metanol (a concentraciones limitantes del segundo
substrato, para que no se describan efectos inhibitorios sobre la expresion de la proteina

heter6loga) podria solventar esta supuesta falta de energia.

Existen varios ejemplos de cultivos de produccion con levaduras metilotréficas, como H.
polymorpha, P. pinus, C. boindii y P. pastoris, en los que se ha descrito un aumento del
rendimiento celular biomasa-substrato en metanol mediante la adicion del metanol combinado
con otras fuentes de carbono a concentraciones limitantes (Muller et al., 1986). Ademas, se ha
observado que la adicidon de substratos mixtos aumenta la velocidad de consumo del metanol y
se obtiene una mayor productividad final del sistema (Chirovulu et al., 1997, Katakura et al.,
1998).

Los siguientes experimentos se disefiaron introduciendo una etapa de cultivo, previa al inicio
del fed-batch de metanol, en la que se utilizé una combinacién de substratos metanol/glicerol
con el propésito de proporcionar una fuente de carbono y energia mas rica al sistema e,

igualmente, adaptar las células a la presencia del metanol en etapas previas a la de induccién.
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1.3.3 ESTRATEGIA DE ADICION DE SUBSTRATOS MIXTOS GLICEROL-
METANOL: CULTIVO C.

En esta serie de experimentos se incorpordé una etapa de transicién, entre la etapa de batch y
la de fed-batch, que consiste en la adicidon simultanea de los substratos glicerol y metanol. Esta
fase de transicion se implementd basandose en el esquema de adicion de substratos mixtos
descrito por Katakura et al., (1998) para la produccién del dominio V de la B2-glicoproteina

humana en una cepa de P. pastoris Mut".

Con el propoésito de mantener comparable la cantidad de glicerol empleada en los
experimentos anteriormente descritos, se realizé la fase inicial de cultivo en batch con una
concentracion de tan sélo de 20 g I de glicerol. La fase de transicion se introdujo durante el
periodo de crecimiento exponencial del cultivo, utilizando una velocidad de adicion y una
proporcion de ambos substratos variable (ver materiales y métodos 1.2.6, pagina 34), hasta

alcanzar una concentracion final de 40 g I de glicerol.

Una vez finalizada la fase de transicion, detectada por el inicio en el consumo del metanol, la
velocidad de adicion del metanol se ajusté segun los valores de la concentracién de éste
obtenidos por cromatografia de gases, tal y como se realiz6é en el CULTIVO B (CG). La figura 4

representa las variables analizadas en este cultivo y el perfil de adicion de metanol.
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Figura 4. a): Representacion de las principales variables de la evoluciéon del CULTIVO C (CG+T). b): Perfil
de la velocidad de adicién del metanol en el CULTIVO C (CG+T). GC +T: cromatografia de gases y etapa

de transicion.

Después de 103.5 h de crecimiento, la actividad lipolitica detectada en el medio de cultivo fue
de 1334 U ml"". Este valor nos lleva a una productividad final de 12888 U I'' h™" de ROL, debido
a la reduccién del tiempo operacional, y a una productividad especifica de 268 U h' | g'1 de

biomasa.

Durante la fase de transicion, la adicion del metanol se inicié a mitad de la fase exponencial de
crecimiento en glicerol. Sin embargo, durante este periodo, el metanol se acumulé en el medio
hasta alcanzar una concentracion maxima que no superé los 5 g e igualmente se asegurd la
presencia de metanol cuando la concentracion de glicerol llegé a niveles limitantes en el cultivo
celular. Tan pronto el glicerol fue totalmente consumido, los microorganismos empezaron a

consumir metanol a una velocidad muy superior a la observada en los cultivos anteriores.

Este hecho parece estar relacionado con las diferencias observadas en la comparacion de los
caudales de adicién de metanol durante el fed-batch para cada una de las estrategias de
adicion realizadas. En el CULTIVO C, a pesar de tener un mayor caudal de adicion de metanol,
existe una menor acumulacion del mismo en el medio extracelular, lo que indica un mayor

consumo de éste (ver figura 5).
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Figura 5. Perfil de la velocidad de adicién de metanol durante el fed-batch de los CULTIVOS A, B y C.
pO.: estrategia basada en la presién parcial del oxigeno disuelto. CG: estrategia basada en los valores de
metanol obtenidos por cromatografia de gases. GC+T: estrategia basada en la cromatografia de gases y

en una etapa de transicion en la que se alimenta glicerol y metanol.

En resumen, mediante esta estrategia (CULTIVO C) se consiguio: una reduccion del tiempo
operacional de 20 h, incrementar en un factor de 11 la actividad lipolitica final obtenida y en un
factor de 10.3 la productividad especifica, con respecto a la primera de las estrategias
estudiadas basada en el seguimiento del valor del oxigeno disuelto (CULTIVO A, pO,). Estos

valores se recogen en la tabla 1 en forma de resumen.

Composicion  Estrategia del X Produccién  Productividad  Product.esp
CULTIVO del medio fed-batch (g™ (Uml? (Uh*Th (U h*rtgh
A Sintético pO, 38 120 945 26
B Sintético C.G. 55 320 2318 40.6
C Sintético CG+T 48 1334 12888 268

Tabla 1. Resumen de los resultados obtenidos mediante las diferentes estrategias de cultivo en fed-batch
ilustradas en los ejemplos: CULTIVOS A, B y C. pO2: presion parcial del oxigeno disuelto. GC:

cromatografia de gases. T: etapa de transicion.

Asimismo, se puede calcular la produccion de ROL en el CULTIVO C (1334 U mI'1) bajo las
condiciones del test de determinacién de la actividad lipolitica descritas por Minning et al.,
(1998), es decir, aplicando el factor de correccidon entre ambos tests. En este supuesto, en el
CULTIVO C se obtiene, aproximadamente, una produccion de 3601800 U I, la cual,
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asumiendo una actividad especifica similar a la citada en Minning et al., (1998) (8571 U mg'1 de
proteina), equivale a una produccion final de, aproximadamente, 400-450 mg de lipasa activa
por litro de caldo de cultivo, en el CULTIVO C. La produccién maxima citada en Minning et al.,
(1998) utilizando un medio complejo fue de 500000 U I, equivalente a 60 mg de lipasa activa

por litro de cultivo.

Sin embargo, en el CULTIVO C, aun habiendo reducido levemente la etapa en la que no se
detecta actividad lipolitica extracelular durante el fed-batch, aun existe un retraso considerable
en la aparicion de ésta. Este hecho es comun en las tres series de cultivos realizados medio
sintético (ver CULTIVOS A, B y C) a diferencia de lo observado el los cultivos realizados en
medio complejo (Minning et al., 1998). Este retraso en la aparicién de la ROL en el medio
extracelular parece ir asociado a una parada en los valores de biomasa detectados durante las
primeras etapas de la fase fed-batch, que no se observa tan evidentemente en los cultivos en

los que se utiliza medio complejo.

Dado que las concentraciones de metanol en el caldo de cultivo no superan los 5 g I'", esta
parada de la biomasa no parece deberse al posible efecto tdxico provocado por la acumulacién
de formaldehido o acido férmico. Posiblemente, estas pequefias diferencias se deben a la
composicion de los medios de cultivos per se. Es decir, la composicidén del medio complejo (rico
en proteinas y vitaminas) proporciona un mayor aporte energético que el crecimiento en
presencia de medio minimo y metanol (Cregg et al., 1993, Clare et al., 1991, Boze et al., 2001).

Ademas, la utilizacién del metanol supone la sintesis de las enzimas especificas (AOX,
catalasa, FMD, FLD, DHAS etc), algunas de las cuales se sintetizan hasta elevados niveles
(30% de proteina total para AOX, 15 % para FLD, por ejemplo), lo cual supone una carga
energética para la célula. En presencia del metanol, también se induce la expresién de la ROL,
que igualmente requiere de la sintesis de novo de precursores de la lipasa (aminoacidos) y
esta asociada a todo el mecanismo de secrecion de las proteinas. Todos estos procesos estan
favorecidos en un medio complejo, donde la concentracion de substratos (vitaminas y
aminoacidos, precursores de la sintesis de proteinas) es mayor respecto a la de un medio

sintético.

Por otro lado, y como se ha mencionado anteriormente, el fenotipo de esta cepa respecto a la
utilizacion del metanol no es el tipico de una cepa Mut” (ver figura 1, pagina 37), por lo que se
elaboraron una serie de experimentos para estudiar el posible efecto que la expresion de la

lipasa podria ejercer sobre el crecimiento celular de la cepa.
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1.3.4 EFECTO DE LA EXPRESION DE LA LIPASA SOBRE EL CRECIMIENTO
CELULAR Y EL CONSUMO DE METANOL: CULTIVO D.

Para examinar el posible efecto de la expresion de la ROL en P. pastoris sobre el crecimiento
celular se llevaron a cabo una serie de cultivos de produccion, tanto a pequefa escala
(erlenmeyer), como en bioreactor. El disefio de los cultivos al nivel de erlenmeyer se basé en la
utilizacion de un medio minimo con sorbitol como fuente de carbono y 0.2 % de metanol como
substrato inductor. El sorbitol esta descrito por varios autores como substrato no represor de la
utilizacion del metanol, y por lo tanto, no represor del Paox: (Sreekrishna et al., 1997, Thorpe et
al., 1999).

Asi pues, el crecimiento en presencia de ambos substratos, sorbitol mas metanol, permite
evaluar el efecto directo de la expresion de la ROL sobre la cepa X-33/ROL, en comparacion al
crecimiento en los mismos substratos de una cepa salvaje control X-33. La figura 6 representa
las curvas de crecimiento de ambas cepas, la X-33/ROL y la salvaje X-33, en sorbitol como
unica fuente de carbono y bajo condiciones de induccién de la ROL, es decir, en presencia de

sorbitol y metanol.
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Figura 6. Curvas de crecimiento del cultivo en erlenmeyer, con metanol+sorbitol o tan sélo sorbitol, de la
cepa productora de la ROL (X-33/ROL) y la salvaje X-33

Los cultivos realizados con ambos substratos (sorbitol y metanol) alcanzan un valor de la DOggq
superior a los realizados tan sélo con sorbitol, debido a la utilizacion de ambas fuentes de
carbono a la vez. La densidad 6ptica alcanzada por la cepa X-33/ROL en metanol y sorbitol es
inferior que la de la cepa salvaje X-33 (ver figura 6). No obstante, es dificil concluir en ninguna

hipétesis debido a que los cultivos en erlenmeyer son especialmente variables.
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Paralelamente, se diseiid un nuevo experimento de crecimiento en bioreactor, operando en
fed-batch utilizandose una cepa control de P. pastoris, transformada con el mismo vector
pPICZoA, pero sin contener el gen de la ROL, X-33/pPICZaA. El cultivo en fed-batch con esta
nueva cepa (CULTIVO D) se llevd a cabo siguiendo un esquema de adicion de substratos
mixto (glicerol y metanol) idéntico al descrito para el CULTIVO C (CG+T). (ver figura 7).
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Figura 7. a): Representacion de los parametros principales de la evolucion del CULTIVO D (control). b):

Perfil de la velocidad de adicién del metanol a lo largo del CULTIVO D (control).
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Si comparamos la velocidad maxima de consumo de metanol alcanzada en estos cultivos, el de
la cepa X-33/ROL (CULTIVO C; CG+T) y el de la X-33/pPICZaA (CULTIVO D, control),
obtenemos un valor maximo similar (8.5 g I h'1). Sin embargo, existe un retraso considerable

en el tiempo en el que se alcanza este valor en la cepa X-33/ROL (CULTIVO C; CG+T) (ver

figura 8).
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Figura 8. Representacion de las velocidades de consumo de metanol en los CULTIVOS B, C y D. CG:

cromatografia de gases. T: transicion.

Por otra parte, la maxima velocidad de crecimiento calculada a la que se llega en ambos
cultivos (C y D), durante la etapa de fed-batch, es comparable (aproximadamente 0.03 h'1),
pero en el CULTIVO D (cepa control X-33/pPICZaA) ésta se alcanza mucho antes, lo cual se

correlaciona con los valores de consumo de metanol calculados (ver figura 8).

Estos experimentos sugieren que la expresion de la ROL podria afectar a la velocidad de
asimilacion del metanol durante el inicio de la fase de induccion en cultivos a elevada densidad

celular, y por lo tanto, a la velocidad de crecimiento celular.

1.3.5 EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO SOBRE EL RENDIMIENTO DE
RECUPERACION DE LA ROL RECOMBINANTE.

Se disend un protocolo de recuperaciéon de la ROL a partir del caldo de cultivo, segun se
especifica en el capitulo 4 de la seccion E de Resultados y Discusion de este trabajo (pagina
91), mediante el cual se obtiene un liofilizado final de la proteina, denominado extracto crudo

de ROL. El analisis por SDS-PAGE de las muestras de extracto crudo de ROL obtenidas de los
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cultivos realizados con medio sintético revela un mayor nimero de contaminantes que los que
se detectan en las muestras crudas de ROL procedentes de cultivos realizados con medio

complejo. La figura 9 muestra estas diferencias.
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Figura 9. SDS-PAGE de las muestras de extracto crudo de ROL obtenidas de los cultivos realizados con
S: medio sintético, C: medio complejo. M: marcadores de peso molecular de proteinas (kDa). La flecha en

negro marca el peso molecular esperado de la ROL, 30 kDa. Tincién de plata.

En ninguno de los cultivos realizados con medio sintético (estrategias de los CULTIVOS A, By
C) se detectd actividad de proteasas, que pudieran justificar cierta degradacion proteica. Sin
embargo, la cepa X-33/ROL es isogénica respecto a la salvaje X-33, y al no haber adicionado
peptonas ni casaaminoacidos al medio de cultivo sintético, no puede descartarse la existencia
de niveles basales de proteasas enddégenas que hubieran provocado una degradacién parcial
de la proteina. Por otro lado, niveles de biomasa alcanzados en los cultivos con medio sintético
son mayores que se alcanzaron en los cultivos con medio complejo, por lo que puede ser que
se haya dado un efecto mayor de lisis celular en estos cultivos de forma que se recuperen mas
contaminantes en el producto final, sobre todo en etapas finales del cultivo en las que incluso

puede existir alguna limitacion por nutriente.

Hay que destacar la presencia de una pequefia fraccién de proteina alrededor de 32 kDa, por
SDS-PAGE, en las muestras de extracto crudo de ROL obtenidas de cultivos en medio sintético
(figura 9, carril S). Los analisis de esta banda, mediante digestiéon con Endo H, la identificaron
como una fraccion glicosilada, cuyo peso molecular desciende tras la desglicosilacion hasta 30
kDa. Sin embargo, y a pesar que la ROL posee cuatro sitios potenciales de N-glicosilacién,
ésta no fue practicamente detectada en las muestras obtenidas en cultivos con medio complejo
(Mining et al., 1998). No obstante, la secuencia N-terminal de la proteina mayoritaria
correspondiente a la banda de peso molecular de 32 kDa no se corresponde con la de la ROL

o con la de la proteina Pre-Pro-a-ROL. No existen estudios concretos sobre la glicosilacién de
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la ROL nativa. Sin embargo, recientemente, Hiol et al., (2000), describieron una isoenzima de

la ROL de 32 kDa con un grado de glicosilacion muy bajo o inexistente.
Para acabar de comprobar alguna de estas observaciones seria necesario disponer de

anticuerpos especificos contra la ROL, de forma que pudiera realizarse el analisis especifico de

estas proteinas por inmunoblot, tanto previa como posteriormente a la desglicosilacion.

1.4 CONCLUSIONES

1. Se ha demostrado la importancia de mantener determinados niveles de metanol
durante el proceso de induccién de la ROL expresada en P. pastoris con relacion al
rendimiento final obtenido en términos de productividad del sistema. Especialmente,
asegurar concentraciones de metanol por debajo de 5 g ", y superiores a 0 g 1", es
una medida esencial en el incremento de la produccién de la ROL en P. pastoris, bajo

2. El seguimiento del valor del oxigeno disuelto como indicador de la evolucion del cultivo
no es una estrategia fiable, sino que requiere de algun tipo de medida directa de la
concentracion de metanol en el bioreactor. El analisis de la concentracion de metanol
por cromatografia de gases, y la consecuente modificacion del caudal de adicion del

substrato inductor, es una aproximacion robusta para este propdsito.

3. La introduccion de una etapa de transicion en el cultivo, en la que se alimenta
conjuntamente glicerol y metanol, aumenta considerablemente la velocidad de
consumo del metanol durante la posterior fase de induccién e incrementa la
productividad especifica del sistema. Estas mejoras operacionales conducen a una
mayor produccion final de lipasa en cultivos en fed-batch realizados en medio sintético
respecto a la obtenida, con el mismo sistema de expresion, utilizando un medio

complejo, el cual ademas es econdmicamente menos rentable.

4. Globalmente se pone de manifiesto la importancia de la optimizacion de las
condiciones de cultivo sobre la productividad final del proceso, alcanzandose una
produccioén final de, aproximadamente, 420 mg de ROL activa por litro de cultivo (frente
alos 60 mg I, citados en Minning et al., (1998)).
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Existe un retardo considerable en la aparicién de actividad lipolitica extracelular en los
cultivos realizados con medio sintético, posiblemente debido a cierto efecto de
toxicidad por la expresion de la ROL madura sobre las células. Debido a este hecho, el
esquema de adicién de metanol lento, tipico de cepas Mut’, durante la fase de

induccion, parece ser el mas adecuado.

El analisis por SDS-PAGE de las muestras de extracto crudo de ROL obtenidas de
medio sintético revela la presencia de un mayor nimero de contaminantes que en las
muestras procedentes de cultivos en medio complejo. Asimismo, estos resultados
indican que existe un efecto real de las condiciones de cultivo sobre, no tan sélo la
cantidad de proteina recombinante obtenida, sino también sobre la calidad del

producto.
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CAPITULO 2. Efecto del aumento de la dosis génica heterdloga y del

s/+

fenotipo celular Mut>" en la expresién de una lipasa de Rhizopus oryzae

(ROL) en Pichia pastoris.

2.1 INTRODUCCION

En el capitulo anterior se ha estudiado como el disefio de diferentes estrategias de cultivo a
elevada densidad celular permite aumentar la produccion de una lipasa de R. oryzae (ROL)
expresada en P. pastoris bajo el control del promotor Paox:. No obstante, a parte de la definicion
de un determinado esquema operacional de cultivo, existen otros factores de tipo fisiolégico o
genético que pueden afectar los niveles de produccion de las proteinas expresadas en P.
pastoris. Dos de los mas importantes son; el fenotipo celular de la cepa con respecto a la
capacidad de asimilacién del metanol (fenotipo Mut), y el nUmero de copias del gen foraneo

introducidas en el genoma de la célula hospedadora.

En concreto, con relacion a la capacidad celular de asimilacién del metanol, existen ejemplos
en la bibliografia de niveles de produccién comparables utilizando cepas de P. pastoris tanto
Mut® como Mut” (Loewen et al., 1997, Hochstrasser et al., 1998, Abiodum et al., 1999).

Sin embargo, las cepas Mut” se han referido frecuentemente como un sistema de expresion
mas adecuado para cultivos de elevada densidad celular, es decir, cuando se requieren
grandes volimenes de produccién, debido a que las cepas Mut® requieren de periodos de
cultivo mucho mas largos. Este es el caso, por ejemplo, de la expresion de lisozima, el
fragmento C de la toxina del tétanos, o mas recientemente, la produccion del fragmento C
pesado de la neurotoxina responsable del botulismo, o la hormona de crecimiento humano, la
cual se obtuvo en un 40% de la proteina total del sobrenadante (Digan et al., 1989, Clare et al.,
1991, Potter et al., 2000, Ecamilla et al., 2000). Igualmente, las cepas Mut™ son aparentemente
mas ventajosas en procesos de expresion de proteinas extracelulares debido a que la
poblacion de células en crecimiento constante es mayor, y la maquinaria de secrecion de las
proteinas se localiza precisamente en los extremos en los que se produce la gemacién de la

célula.

Sin embargo, para la expresion de determinadas proteinas, resultan mas favorables
velocidades de crecimiento mas lentas, tipicas de cepas Mut®. Por ejemplo, la produccion de la
enzima invertasa glicosilada alcanzada con una cepa Mut® es mayor que la que se obtiene en
una cepa Mut” (Tschoop et al., 1987). Asimismo, la utilizaciéon de una cepa hospedadora Mut®,
en la expresion del antigeno de superficie de la hepatitis B, garantiza el ensamblaje correcto de

las proteinas expresadas en las correspondientes particulas de 22 nm, lo cual no se consigue
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con cepas Mut’, a pesar de que los niveles de produccién de ambas cepas son comparables
(Cregg et al., 1987).

Ademas, el hecho de que las cepas Mut® no sinteticen grandes cantidades de alcohol oxidasa
puede resultar ventajoso para la expresion heteréloga de determinadas proteinas, debido a que
tanto la sintesis de la alcohol oxidasa, como la de la proteina foranea en cuestién, dependen
del mismo substrato inductor (Sreekrishna et al., 1989). Igualmente, otra caracteristica
favorable de la utilizacion de cepas Mut® es el hecho de que son mas tolerantes a posibles
cambios en la concentracién de metanol residual en el medio de cultivo, y por lo tanto, a sus
posibles efectos tdéxicos. Asimismo, las cepas Mut® responden mas adecuadamente a
estrategias de cultivo mixtas, es decir, con combinacion de substratos glicerol-metanol, lo que
permite incrementar la velocidad especifica de consumo del metanol y, en algunos casos, la

productividad final del sistema (d’Anjou et al., 2001).

No obstante, no existen unas pautas estrictas para la eleccion del fenotipo Mut de la célula
hospedadora en un proceso de expresion heterdloga en P. pastoris, sino que los resultados
obtenidos parecen ser particulares para cada proteina en cuestion. Al mismo tiempo, uno u otro
fenotipo puede resultar mas o menos favorable en relaciéon con el nimero de copias del gen
foraneo introducidas en el genoma celular. Este ultimo es otro de los principales parametros

que pueden afectar el proceso de produccion.

En relacion con el efecto de la dosis génica heterdloga, existen diversos trabajos en los la
utilizacion de una cepa multicopia se traduce en un incremento en los niveles de mRNA en la
célula y en una mayor produccion de la proteina en cuestion. Sin embargo, el nimero éptimo
de genes que aportan la maxima cantidad de mRNA o la maxima cantidad de proteina final

parece ser particular de cada proteina (Thill et al., 1990).

Algunos ejemplos en esta linea son la expresion intracelular del factor de necrosis tumoral en
cepas Mut®, en los que se obtuvo una produccion 200 veces mayor al aumentar el nimero de
copias del gen a 20 (Sreekrishna et al., 1989). Mas recientemente, se ha referido un efecto
igualmente positivo en los niveles de expresion intracelular del antigeno de superficie de la

hepatitis B en cepas Mut® multicopia (Vassileva et al., 2001).

La influencia del numero de copias del gen en los niveles de produccién alcanzados esta mas
descrita para la expresion intracelular de proteinas, aunque no se limita a ésta. Por ejemplo, en
Clare et al., (1991), se cita el aumento, en un factor de 13, de la produccion extracelular del

factor de crecimiento de ratén en cepas Mut® que contienen hasta 19 copias del gen.

Por otro lado, incrementar el nUumero de copias del gen a expresar puede tener distintos efectos

segun el fenotipo Mut de la celula de P. pastoris hospedadora. Por ejemplo, Clare et al., (1991)
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describe producciones similares del fragmento C de la toxina del tétanos utilizando cepas Mut®
y Mut® que contienen una Unica copia del gen heterdlogo. Sin embargo, al incrementar a
catorce el nimero de copias del gen heterdlogo en cepas Mut® la produccion es seis veces

mayor, mientras que en cepas Mut” es un 20% menor.

Es mas, aumentar el nimero de copias del gen heterélogo en cuestion puede tener un efecto
directo sobre la velocidad de crecimiento celular en metanol. Asi, la utilizacion de cepas Mut”
multicopia para la produccion de la proteina trimérica CD40 se traduce en un cambio en la
velocidad de crecimiento celular de la cepa hacia uno mas tipico de una cepa Mut® (Mc Grew et
al., 1997). Este hecho parece estar relacionado con la toxicidad de la proteina heterdloga
expresada a elevados niveles. La atenuacion del promotor del gen AOX1, mediante
velocidades de alimentacién del metanol bajas (tipicas de una cepa Mut®), parece aumentar la

produccién en estos casos.

En la misma linea, Chen et al., (2000), describe como la optimizaciéon de la produccién de a-
galactosidasa A humana, a través de cepas Mut’ multicopia, requiere la disminucién de la
temperatura de crecimiento de 30 a 25°C, obteniéndose, por lo tanto, una velocidad de

crecimiento inferior mas cercana a la descrita para cepas Mut®.

Bajo todas estas observaciones, resulta interesante llevar a cabo el estudio de la relacion e
influencia de estos dos parametros en la produccion de la lipasa ROL expresada en P. pastoris.
En el presente trabajo se analiza el posible efecto del fenotipo celular Mut™, asi como del
numero de genes ROL introducidos en el genoma de P. pastoris. Estos estudios se han llevado
a cabo desde la obtencién de las cepas en cuestion hasta la evaluacion de los niveles de ROL
obtenidos, tanto en cultivos en erlenmeyer, como en bioreactor, utilizando un medio sintético

definido y metanol como fuente de carbono y substrato inductor.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Cepas y vectores.

Se utilizé el vector pPICZAa-ROL, construido por Minning et al., (1998) (ver figura 1 en la
pagina 31), para la generacion de cepas ROL multicopia. Las cepas utilizadas fueron la X-
33/ROL (Mut®) (S. Minning), y las comerciales GS115 (HIS4, Mut’) y KM71 (HIS4, Mut®)

(Invitrogen).

2.2.2 Mantenimiento de cepas.

Las cepas P. pastoris se mantuvieron temporalmente a 4°C en placas YPD (10 g de extracto de
levadura, 20 g de peptona, 20 g de dextrosa y 20 g de agar, por litro de agua destilada) con

100 ug ml”" de Zeocina, y a largo plazo, en glicerinados con un 15% (w/v) de glicerol, a —=70°C.
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2.2.3 Transformacion: obtencién de competentes y condiciones de electroporacion.
Se obtuvieron células de cada una de las cepas GS115 (HIS4, Mut’) , GSR500_3 (HIS4, Mut’)

y KM71(HIS4, Mut®) y se transformaron por electroporacion utilizando un equipo y condiciones

de operacion idénticas a las descritas en las paginas 31-32 del capitulo anterior.

2.2.4 Generacion de cepas multicopia del gen ROL.

Para la generacién de cepas multicopia se siguieron las recomendaciones de Higgins et al.,
(1998). Se transformaron las cepas de P. pastoris GS115 y KM71 con el vector pPICZaA-ROL
linearizado en Sacl. Se utilizaron 5 pg de vector linearizado y 80 ul de células competentes, en
cubetas de 0.2 cm (Bio Rad). Las cepas transformadas se seleccionaron en placas de agar
YPD con 100, 500, 1000 y 1500 pug ml™" de Zeocina.

2.2.5 Comprobacién de la dosis génica: Southern Blot.

2.2.5.1 Extraccién de DNA gendmico.

Se realizé un cultivo de 50 ml de medio liquido YPD, a 30°C y 250 rpm, de cada una de las
cepas transformantes escogidas, hasta alcanzar una DOgg de 5-10. Se centrifugaron 10 ml del
cultivo a 3000 rpm, durante 5 minutos, y se resuspendio el sedimento celular en 1 ml de agua
destilada estéril. Seguidamente, se realizd una siguiente centrifugacion breve y se resuspendio
el sedimento en 0.15 ml de medio SZB (2.3 ml de agua destilada estéril, 12.5 ml de sorbitol 2 M
estéril, 2.5 ml de citrato de sodio 1 M estéril, 7.5 ml de EDTA (etilenediaminetetra-acetato
disodico) 0.2 M estéril, 15 mg de enzima Zymoliasa (Invitrogen) y 0.2 ml de 2-mercaptoetanol).
Las células se incubaron a 37°C agitando ocasionalmente hasta que >80 % de las células
hubieran perdido la pared celular (observacion de la lisis de la pared celular mediante
suspension en una gota de 5% de Triton X-100 y visualizacion por microscopia optica). Los
esferoplastos se lisaron mediante 0.15 ml de solucion SDS-TE (5 ml 10 % (w/v) SDS (sodio
dodecil sulfato), 2.5 ml de Tris-HCI 1 M, pH 8, 0.125 ml de EDTA 0.2 M y 17.4 ml de agua
destilada estéril) y se incubaron a 65°C durante 10 minutos. Se precipitaron las proteinas y la
debris celular mediante 0.15 ml de acetato de potasio 5 M incubando la muestra en hielo
durante 45 minutos. Se centrifugd a 12000 xg durante 15 minutos y el DNA del sobrenadante
se precipité con acetato de potasio 5 M e isopropanol, a —20°C, durante 15 h. Posteriormente,
se descongelaron las muestras y se centrifugaron a velocidad maxima (12000 xg) y a 4°C,
durante 5 minutos, y se recuperé el sedimento disolviéndolo en 0.2 ml de agua destilada estéril.
Se afiadié 2 ul de 10 mg mI™" de RNAsa A (New England Biolabs) incubandose a 37°C durante
10 minutos. Se afadieron 4 ul de NaCl 5 My 2 ul de 20 mg ml™" de pronasa (proteasa de
Streptomyces griseus, Sigma). Se realizé una incubacion de la muestra a 37°C en un bafio de
agua durante 10 minutos. Se realizé una extraccion de DNA mediante una solucién de fenol
saturado y fenol: cloroformo: alcohol isoamilo (25: 24: 1) sucesivamente. Se afadieron 20 ul de
acetato de sodio 3 M, pH 5.3, y 2.5 volumenes de etanol 100 %, a —20°C. Las muestras se

incubaron 12 h a —20°C y, posteriormente, se centrifugd el DNA a maxima velocidad (12000 xg)
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durante 10 minutos, a 4°C. El sedimento se disolvié en 20 pl de solucion TE (Tris-HCI 10 mM

pH 8, EDTA 1 mM) mediante incubacion a 65°C durante 3 minutos.

2.2.5.2 Determinacion de la concentracién de DNA.
La pureza del DNA se determiné mediante absorbancia a 260 nm y 280 nm (Absze0/AbS2g0=1.8-

2) y la concentracion segun la relacion: 1 unidad Abs,go= 50 ug dsDNA.

2.2.5.3 Digestion enzimatica del DNA gendmico.

Se realiz6 una digestion de las muestras de DNA gendmico con los enzimas EcoRI y Notl, que
flanquean el gen ROL, durante 3 h a 37°C, segun las especificaciones del sumistrador (Roche
Diagnostics). Se digirieron 3 ug de DNA de cada una de las muestras (calculados segun
2.2.5.2).

2.2.5.4 Construccion por PCR y marcaje de una sonda de DNA especifica de ROL.

Se construyd la sonda de DNA complementaria al gen ROL por PCR (Polymerase chain
reaction) bajo las siguientes condiciones: temperaturas de desnaturalizacion inicial 94°C (5
minutos), 30 ciclos a una temperatura de desnaturalizacion, hibridacion y elongacion de 94°C (1
minuto), 53°C (1 minuto) y 72°C (1 minuto), respectivamente, y 10 minutos finales de
elongacion a 72°C. Se utilizo el plasmido pPICZAa-ROL como DNA molde (100 ng), 1ul (a una
concentracion de 250 ng pl'1) de los oligonucletdtidos comerciales 5A0X1 (5-
GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3) y 3AOX1  (5-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3)
(Invitrogen), MgCl, 2.5 mM, 1 ul de DMSO (dimetil sulféxido), 1 ul de 10mM dNTPs (dNTPs
Nucleotid mix, Roche Biochemicals) y 0.5 ul de DNA polimerasa Expand High (Roche
Diagnostics) en un volumen final de 50 pl de reaccion. El producto de PCR se marcdé mediante
el Bio Prime DNA Labelling System (Life Technologies), que contiene nucleétidos marcados
con el substrato biotina y utiliza la enzima Klenow. La determinacion de la concentracién de
DNA de la sonda se realiz6 mediante comparacion con una recta patrén de concentraciones
conocidas de DNA, de 2.5, 5, 10 y 20 ng pl”', mezcladas con 4 ul de Bromuro de Etidio (2 pg

ml™") e iluminando con luz UV.

2.2.5.5 Electroforesis de DNA y preparacion del gel de agarosa para southern.

Los geles para la visualizacion del DNA se realizaron a una concentracion del 1 % (w/v) de
agarosa en Tampoén TAE 1X (Tris-acetato 40 mM pH 8.30, EDTA 1 mM) y tampdn de carga 6X
(2.5 g I'' de azul de bromofenol, 2.5 g I, de cianol de xileno FF y 300 g I de glicerol). Los
marcadores de peso molecular utilizados fueron los 1 kb ladder (Life Technologies). La tincién
de las bandas se realizé con una solucion de Bromuro de Etidio (10 g I‘1) durante 10 minutos
previamente a la exposicion del gel con luz UV. Para la transferencia del DNA gendmico se
realizé un gel de agarosa con las muestras a analizar, a un voltaje constante de 60 v durante 5
h. Se limpié el gel en agua destilada y se desnaturalizé por inmersion en una soluciéon de NaCl

1 M, NaOH 0.5 M durante 2 x 20 minutos. Posteriormente, se neutralizé mediante inmersion en
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Tris-HCI 0.5 M, pH 7.5, NaCl 1.5 M durante 2 x 20 minutos. Por ultimo, el gel se impregné en
tampoén de transferencia SSC 10X (composicion 1X, por litro de agua destilada: 175.3 g de
NaCl, 88.2 g de citrato de sodio, pH 7.00).

2.2.5.6 Transferencia e inmovilizacion del DNA.

La transferencia capilar del DNA se realiz6 sobre una membrana de nylon y solucion de
transferencia SSC 10X. Una vez realizada, se lavé la membrana en tampon SCC 5X, a 50°C,
durante 5 minutos y se dejo secar a 70°C. La inmovilizacién se realizd mediante

entrecruzamiento de las moléculas de DNA por exposicion a luz UV.

2.2.5.7 Hibridacién del DNA.

La membrana se impregné durante 1 h a 65°C con 10 ml de Na(PO,),, pH 7.2 y 20 ml de
tampoén de hibridacion (EDTA 0.5 M, 20% (w/v) SDS, Na(PO,), 0.5 M). La sonda de DNA
marcada con biotina se desnaturalizd a 100°C, 10 minutos, y a continuacién se enfrio
inmediatamente en hielo. Se utilizé unos 25 ul de solucion de hibridacién por cm? de membrana
y unos 100 ng de sonda por ml de tampdn de hibridacién. La hibridizacion se llevé a cabo
durante 24 h a 65°C. Posteriormente se realizaron lavados sucesivos en medio SSC 2X + 1%
(w/v) SDS, SSC 0.25X + 1% (w/v) SDS, y SSC 1X.

2.2.5.8 Bloqueo de la membrana y revelado por quimioluminiscencia.

Se realizaron dos lavados de la membrana, de 5 minutos cada uno, con 0.5 ml cm? de
membrana de solucion de bloqueo: 0.6 g de I|-Block reagent, 30 ml de PBS 10X (tampén
fosfato salino, pH 7.4), 7.5 ml de 20 % (w/v) SDS. Se realizd un tercer lavado a una
concentracion de 1 ml cm?de membrana, durante 10 minutos. Posteriormente se afiadieron 10
ml de solucion de bloqueo que contiene 2 pl del substrato Avidex-AP conjugado (Life
Technologies) (diluido 1: 5000, en el mismo tampodn), y se incubd la membrana durante 22
minutos a temperatura ambiente y agitacion continua. Nuevamente, la membrana se lavd con
la solucién de bloqueo durante 5 minutos y se realizaron tres lavados mas en PBS 1Xy 0.5 %
(w/v) SDS. Seguidamente, se realizaron dos lavados mas, en el mismo tampén, de 2 minutos
cada uno. La membrana escurrida se cubrié con una fina capa de substrato CDP-star (Life
Technologies), utilizando la concentracion de referencia de 3 ml 100 cm?, y se incubd durante
5 minutos. Finalmente, la membrana se revela mediante exposiciéon a una pelicula de revelado,

en camara oscura, durante 6 h.

2.2.6 Medios de cultivo.

2.2.6.1 Determinacion del fenotipo Mut®*.

Para la determinacién del fenotipo Mut se realizaron cultivos en placas MM y MD y en medio
liquido BMM(H), cuya composicion se especifica en la pagina 32 (apartado 1.2.4.1). Se

realizaron cultivos de 250 ml de volumen, inoculados a partir de un pre-inéculo de 50 ml de
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cultivo, en medio YPD (composicion en 2.2.2, pagina 57) (DOgq final del pre-inéculo 2-6). Las

condiciones de crecimiento fueron 30°C y 250 rpm.

2.2.6.2 Seleccion de clones his+.
Para la seleccion de clones his+ se utilizaron placas de medio minimo MM, sin histidina, y MD.

la composicién de las mismas se especifica en la pagina 32 (en 1.2.4.1).

2.2.6.3 Cultivos de baja densidad celular.

A partir de cultivos en placa, se sembraron pre-indculos de 50 ml de volumen en medio YPD
que crecieron durante 24 h a 30°C y 250 rpm. Posteriormente, se utilizaron los pre-in6culos
para inocular 250 ml de medio rico tamponado BMGY (pH 6.0) 8composiciéon en 1.2.4.3, pag.
33), manteniéndose las mismas condiciones de crecimiento hasta alcanzar una DOgq final de
18-20. Los cultivos se centrifugaron a 5000 rpm y las células se resuspendieron en 250 ml de
medio minimo tamponado BMM(H) (composicion en 1.2.4.1, pag.32) con 0.5 % (v/iv) de

metanol como unica fuente de carbono y substrato inductor.

2.2.6.4 Cultivos de elevada densidad celular.
Se realizaron cultivos de elevada densidad celular operando con el bioreactor Braun Biostat ED
bajo la modalidad de batch y fed-batch. Las condiciones de operacion y la composicion del

medio de cultivo sintético fueron idénticas a las descritas en la pagina 33 (en 1.2.4.3).

Para los cultivos en batch se utilizé como indculo la poblacién celular crecida en un bioreactor
de menor volumen de capacidad (New Brunswick, 11) en medio complejo BMGY (con 20 g I de
glicerol), con el propésito de alcanzar una mayor poblaciéon celular inicial debido al bajo
rendimiento biomasa-substrato de la cepa en metanol. Este primer cultivo se centrifugd a 5000
rpm y se resuspendié en el medio minimo (medio sintético, ver pagina 33 para su composicion)

con el que se realizo6 el batch de 10 g I"" de metanol y suplementado con 0.4 g I de histidina.

2.2.7 Métodos analiticos.
2.2.7.1 Biomasa.

La determinacién de la biomasa se realizé mediante peso seco y seguimiento de la evolucion

de la DOgq (ver pagina 34, en apartado1.2.7.1).

2.2.7.2 Analisis de la actividad lipolitica.

La actividad lipolitica se de las muestras de cultivo correspondientes a cultivos de elevada
densidad celular se determind, mediante valoracion por pHSTATO como se especifica en la
pagina 34 (en 1.2.7.2) del capitulo anterior. Para las muestras procedentes de cultivos en
erlenmeyer se utilizo el test colorimétrico comercial LIP de Roche Diagnostics a 30°C y pH

8.10, segun especificaciones del suministrador.
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2.2.7.3 Analisis de la concentracion de metanol y glicerol.
La concentracion de metanol y glicerol se determind mediante analisis por HPLC, segun las

mismas especificaciones descritas en la pagina 35 (en 1.2.7.3).

228 SDS-PAGE.
Los geles de poliacrilamida se realizaron al 12% (w/v) en condiciones desnaturalizantes, segun

se describe en la pagina 35 (en 1.2.9).

2.2.9 Calculo de velocidad de crecimiento (un) y de la velocidad especifica de consumo del

metanol (Yueton)-

La velocidad de crecimiento en batch se obtiene de la expresion:
u X= dX/dt.

La velocidad especifica de consumo de metanol, Yyeion, (9 gx ' h™") (g de metanol por gramo de

biomasa y hora) se calculé mediante las expresiones detalladas en la pagina 36 (en apartado
1.2.11).

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 GENERACION DE CEPAS ROL-MULTICOPIA Mut" Y COMPROBACION DE
LA DOSIS GENICA.

La construccion de cepas multicopia se llevo a cabo segun la metodologia descrita en Higgins
et al., (1998), basandose en la utilizacion del gen de resistencia a Zeocina, contenido en el
vector pPICZaA-ROL. En el proceso de transformacion de células competentes de P. pastoris
se pueden incorporar multiples copias del casete de expresion en el genoma celular mediante
integraciones sucesivas del vector. Este fenédmeno ocurre de forma espontanea en un 1-10 %
de las transformaciones realizadas por electroporacion (Higgins et al., 1998). Asi pues, la
capacidad de ciertos clones de crecer a elevadas concentraciones de Zeocina es, por lo tanto,
indicativo de la incorporacién de multiples copias del vector de expresion que contiene esta

resistencia y el gen heterdlogo a expresar.

En este trabajo, se seleccionaron un total de 19 clones de P. pastoris GS115 Mut
(transformadas con el vector pPICZaA-ROL) resistentes a elevadas concentraciones de
Zeocina aislados a partir de placas de medio sélido YPD con 100, 500, 1000 y 1500 nug ml™" de

Zeocina. En la tabla 1 se detallan estos clones.
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CONCENTRACION DE ZEOCINA DE SELECCION

100 pg ml™ 500 pg ml” 1000 pg ml™ 1500 pg ml™
GSR100_5 GSR500_1 GSR1000_1 GSR1500_1
GSR500_2 GSR1000_2 GSR1500_2
CLONES GSR500_3 GSR1000_3 GSR1500_3
(His", Mut") GSR500_4 GSR1000_4 GSR1500_4
GSR500_5 GSR1000_5 GSR1500_5
GSR500_6 GSR1000_6 GSR1500_6

Tabla 1. Clones hiperresistentes a Zeocina seleccionados en placa de medio sdélido YPD con

concentraciones de Zeocina de 100, 500, 1000 y 1500 ng mi™.

La seleccion de clones multicopia mediante hiperresitencia a Zeocina resulta mas ventajosa
que otras estrategias de obtenciéon de cepas multicopia descritas para P. pastoris, en cuanto a
manipulacion y seleccion de los transformantes (Higgins et al., 1998). Sin embargo, esta es una
técnica que puede derivar en falsos positivos, y por lo tanto, requiere de la comprobacion
especifica de la dosis génica mediante el analisis de hibridacién del DNA. Debido a que la
extraccion de DNA gendmico es una técnica laboriosa, se realizaron previamente cultivos en
erlenmeyer para comprobar cuales de estas cepas producian lipasa a un nivel superior al de la
cepa control, y reducir asi el numero de clones a examinar mediante analisis de hibridacién de
DNA.

Se realizaron tres series de experimentos (1, Il y lll) utilizando 6 clones (de los especificados en
la tabla 1) en cada experimento, mas la cepa control X-33/ROL, se sigui6 la evolucion de su
crecimiento celular a través de la DOgyy y se tomaron muestras para analizar la actividad
lipolitica en el medio mediante ensayo colorimétrico (kit de Roche Diagnostics, ver materiales y
métodos 2.2.7.2 de este capitulo, pagina 61). En las tres series, se alcanzaron valores de
DOgpo entre 40-50, pero tan solo en una de las series se encontré6 un uUnico clon cuya
produccién fuera superior al de la cepa control X-33/ROL. Los resultados de produccién de esta

serie, serie |, se recogen en la figura 1.
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Figura 1. a): Representacion de los niveles de actividad lipolitica de los clones Mut”" seleccionados como
ROL multicopia y de las cepas control X-33/ROL. y GS115. GSR100_5: clon resistente a 100 ug ml™ de
Zeocina. GSR500_2 y GSR500_3: clones resistentes a 500 png mlI" de Zeocina. GSR1500_1 y
GSR1500_4: clones resistentes a 1500 pg ml™ de Zeocina. b): Densidad 6ptica alcanzada por los cultivos
control (GS115 y X-33/ROL) respecto a la cepa ROL multicopia GSR500_3. Flecha en negro: cambio de
medio BMGY a BMM (ver materiales y métodos, 2.2.6.3 de este capitulo).

De los 19 clones cultivados, tan sélo la cepa GSR500_3 muestra un incremento en la actividad
lipolitica detectada en el medio de cultivo respecto a la cepa control. La comprobacion de la
dosis génica, respecto al gen ROL, de la cepa GSR500_3, se realiz6 mediante la hibridacion
del DNA del genoma celular de la cepa con una sonda especifica para el gen ROL marcada

con biotina ( ver figura 2.a).
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La intensidad de la banda de 0.9 kb, correspondiente al tamafio molecular del gen ROL (figura
2.b), es proporcional al numero de copias del gen detectada por la sonda especifica. Las
bandas superiores del carril 3, se deben a digestiones parciales de las secuencias en tandem
de copias del gen ROL. La comparacion de los carriles 2 y 3 de la figura 2.b (cepa X-33/ROL y
cepa GSR500_3) indica que la cepa GSR500_3 contiene al menos 5 copias del gen ROL

a. b.

s
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M 1 M 1. 2 3

Figura 2. a): Sonda del gen ROL generada por PCR, M: marcadores de DNA, 1: producto de PCR. b):
Comprobacién de la dosis génica por southern blot; M: marcadores de peso molecular de DNA, 1 : DNA
gendmico de la cepa control GSR115, 2 : DNA gendémico de la cepa X-33/ROL, 3 : DNA genémico de la
cepa GSR500_3. Flecha en negro: tamafio molecular correspondiente a una Unica copia del gen ROL.

A pesar de los resultados obtenidos (respecto al incremento en la actividad lipolitica detectada),
hay que tener en cuenta que los cultivos en erlenmeyer se caracterizan por no ser
experimentos rigurosos debido a la falta de reproducibilidad de parametros importantes para el
crecimiento celular, como la aireacion, el pH etc. El estudio preciso de la produccién de ROL en
la cepa multicopia GSR500_3 debe llevarse a cabo en bioreactores, donde todos estos factores

estan monitorizados y controlados.

232 CULTIVO DE GSR500 3 EN FED-BATCH: CULTIVO E

Se siguid el esquema de cultivo en fed-batch disefiado en el capitulo anterior (CULTIVO C,
CG+T, paginas 44-45), que consta de una primera etapa de crecimiento celular en batch con
20 g I de glicerol, una etapa de transicion intermedia en la que se alimentan ambos substratos
(glicerol y metanol), mas la etapa propia de induccion con metanol. La evolucién de los

principales parametros del proceso se resume en la figura 3.

65



E. RESULTADOS Y DISCUSION_CAPITULO 2

CULTIVO E
a.
25 — 70 700 — 8
60 - - 600 <
20 — z IS
6
Ea =~ 501 Ls0 = )
—_ L © —
R o O o
154 = = =
[e) © 40 - —400 © I
e »n o O
) © 2
[&] 4 =
o, |8 g| 2
2 30 L ®
104 MM 0 300 =
= %}
k3]
% & 20 -200 <
2
57
10 — 100
0- 00 0 =0
0 120
Tiemno (h)
b.
1200
'S 1000 A
€
E
5 800 -
(0]
=
()
O 600 1
c
hel
o
el
© 400 -
()
©
©
3
g 200 A
ke]
(0]
>
0 T T T T T
0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

Figura 3. a): Cultivo en fed-batch de la cepa Mut® multicopia GSR500_3 (HIS4). Representacion de los
principales parametros del cultivo. b): Perfil de la velocidad de adicion de metanol durante la etapa de fed-

batch del cultivo.

La productividad final obtenida es de 6785 U I" h™', a las 100 h de cultivo, aproximadamente un
65 % de la productividad obtenida en el CULTIVO C del capitulo anterior, al mismo tiempo de
cultivo. Asimismo, la productividad especifica por gramo de biomasa, generada en el CULTIVO
E, a las 100 h de cultivo, es tan sélo un 43% de la alcanzada en el CULTIVO C, al mismo
tiempo operacional, debido a que la biomasa alcanzada es de 65 g I"!, mientras que en el
CULTIVO C es de aproximadamente 45 g I
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Esta diferencia respecto a los niveles de biomasa alcanzados podria estar relacionada con la
diferente evolucion de la velocidad de consumo de metanol en cada uno de los cultivos. La
velocidad maxima de consumo de metanol en este cultivo (CULTIVO E) es similar a la maxima
velocidad descrita en el CULTIVO C (CG+T). No obstante, en el CULTIVO E este maximo se
alcanza tan solo a las 30 horas de crecimiento en fed-batch, frente a las 80 h necesarias en el
CULTIVO C (ver figura 4).
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Figura 4. Evolucion de la velocidad especifica de consumo de metanol (gramo de metanol por gramo de
biomasa y hora) en los cultivos C, D y E, durante el fed-batch. C: cultivo de la cepa de una unica copia del
gen ROL, D: cultivo de la cepa control que no contiene ninguna copia del gen ROL, E:: cepa ROL

multicopia.

Asimismo, la evolucion del perfil de adicion del metanol a lo largo de la etapa del fed-batch de
cada uno de los cultivos (C y E) es también muy diferente. La modificacion de la velocidad de
adicion de metanol se ha realizado de forma manual, en funcion de la lectura de la
concentracion de metanol en el caldo de cultivo, intentando mantener esta concentracion entre
los 2-5¢g I"". Por lo tanto, si la velocidad de adicidn del metanol es mayor en el CULTIVO E es,
sin duda, porque ha habido una mayor capacidad por parte de las células de asimilar este

substrato, como se ilustra en la figura 4.

Esta mayor capacidad de asimilacion del metanol, en el CULTIVO E, puede haberse debido a
distintos factores. Sin embargo, el mas significativo es, sin duda, el hecho de que la cepa
GSR500_3 (ROL multicopia) es auxotréfica para el gen HIS4, y por lo tanto, se ha tenido que
adicionar histidina a lo largo del CULTIVO E.
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Debido a la imposibilidad de determinar los requerimientos necesarios de histidina en una
poblacion de células de crecimiento no homogéneo (tipico de un cultivo en fed-batch), se
aseguré que hubiera cantidades suficientes de este aminoacido durante toda la etapa del
cultivo, adicionando 4 ml de una solucién de histidina de 0.10 g I"", cada 24 h. No existen
referencias bibliograficas respecto a un posible efecto represor de este aminoacido sobre la
expresion del Pyox;. Sin embargo, la presencia de un exceso de histidina en el medio de cultivo
puede haber permitido la utilizacion de la histidina como fuente energética durante la etapa de
transicién, y a lo largo de la de induccién con metanol. Este hecho puede haber contribuido al
aumento de la velocidad de consumo de metanol observado en el CULTIVO E, y también, al

aumento de la biomasa final alcanzada en el cultivo.

La biomasa alcanzada al final del cultivo de la cepa ROL multicopia es de 65 g I, mientras que
la alcanzada en los cultivos de una Unica copia no llega a los 50 g I'". Este hecho implica una
mayor lisis celular al final del cultivo, como se observa en la figura 6, y posiblemente una
reduccion de la actividad lipolitica detectada en el caldo de cultivo por la posible actividad

proteasa liberada (ver figura 6).
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Figura 6. SDS-PAGE del extracto crudo de ROL recuperado del CULTIVO E. M: marcadores de peso
molecular de proteinas (kDa), 1 y 2: Muestras de extracto crudo de ROL recuperado del CULTIVO E..

Tincién de plata.

Asimismo, el hecho de alcanzar una mayor biomasa en el CULTIVO E puede haber contribuido
a agotar alguno de los nutrientes del medio de cultivo, de forma que exista algun tipo de
limitacién por nutriente en las ultimas etapas del fed-batch. En concreto, si se comparan las
velocidades de adicion de metanol durante el fed-batch de los cultivos A, B y C (de una Unica
copia del gen ROL) respecto a la del CULTIVO E (cepa ROL multicopia), se observa que

realmente existe una disminucion del caudal de adicién de metanol alrededor de las 70 h de
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cultivo (en el CULTIVO E), precisamente cuando se alcanzan los 50 g I"" de biomasa maximos

a los que se llega en los cultivos anteriores

La comparacion del nivel de produccion, en bioreactor, de las cepas X-33/ROL y GSR500_3
deberia realizarse en condiciones de crecimiento idénticas para cada cultivo, evitando asi que
las posibles modificaciones respecto a la composicion del medio pudieran influenciar sobre la

adaptabilidad de las cepas al sistema, y por lo tanto, a los resultados de produccién obtenidos.

El proceso de cultivo en batch no es el mas satisfactorio respecto a los niveles de expresion de
proteina heterdloga, debido a que la biomasa generada es mucho menor, principalmente. Sin
embargo, posibilita una Unica adicion de histidina al medio de cultivo, lo que permite idénticas

condiciones de crecimiento para ambas cepas.

La utilizacion del test colorimétrico de Roche Diagnostics para la determinacion de la actividad
lipolitica (en lugar de la valoracién mediante el pH-STATO) permite la deteccién y medida de

niveles de actividad lipolitica inferiores, caracteristicos del proceso en batch.

Se escogio una concentracion de 10 g I'" de metanol, superior a la considerada como dptima
durante el fed-batch, debido a que, al tratarse de una operacién en batch, esta concentracion
maxima de metanol es tan soélo transitoria y la poblacion celular no esta sometida a un cambio

brusco respecto a la fuente de carbono (como si ocurre en el fed-batch).

La figura 7 resume los resultados de produccion obtenidos en el cultivo de las cepas X-33/ROL
y GSR500_3 en batch.
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Figura 7. a). Cultivo en batch de la cepa X-33/ROL en medio minimo. b): Cultivo en batch de la cepa ROL
multicopia GSR500_3 (HIS4), en medio minimo y 0.04% (w/v) de histidina.

Los resultados obtenidos (figura 7) muestran que la expresion de la ROL es mayor en la cepa
multicopia GSR500_3 respecto a la de copia unica X-33/ROL A pesar de que el aumento de la
actividad lipolitica tan sélo se observa puntualmente al final del cultivo, estos resultados

estuvieron verificados repetitivamente.

En concreto, estos resultados indican una expresion lipolitica final (U mI'1) de la cepa
GSR500_3 2.08 veces mayor y 2.45 veces mayor la actividad especifica (U g™'), respecto a la
de la cepa de una unica copia del gen ROL. Por lo tanto, estos resultados parecen demostrar
que la cepa multicopia realmente muestra una mayor capacidad de expresion de la actividad
lipolitica, como se observaba a menor escala en erlenmeyer.

Asimismo, estos cultivos en batch permitieron calcular las velocidades de crecimiento de cada
una de las cepas en metanol (0.039 h' y 0.066 h™', para la cepa multicopia GSR500_3 y la X-
33/ROL, respectivamente). Estas diferencias apuntan a un posible efecto de la sobre expresion
de la ROL sobre la cepa hospedadora, en concordancia a lo observado en el capitulo anterior

de este trabajo.

Sin embargo, resulta necesario revertir la auxotrofia respecto al gen HIS4, de la cepa

GSR500_3, para poder operar con ambas cepas en condiciones similares de fed-batch.
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2.3.3 REVERSION DE LA AUXOTROFIA HIS" DE LA CEPA GSR500 3.

La reversion se realizo utilizando el vector pPIC9K (Invitrogen), que contiene el gen HIS4. La
recombinacién entre las zonas homdlogas del gen HIS4 del DNA gendmico de la cepa con las
del vector se traduce en la insercion del gen HIS4 en el cromosoma celular de la levadura, sin
afectar para ello otras zonas no homodlogas. Se obtuvieron células competentes de la cepa

GSR500_3 y se transformaron con el vector pPICOK linearizado en Sall por electroporacion.

Posteriormente, se seleccionaron aquellos clones capaces de crecer en placas de medio
minimo MM en ausencia de histidina, como clones his” (ver materiales y métodos 2.2.6.2. de
este capitulo). Previamente a su cultivo en bioreactores, se comprobd el fenotipo celular Mut”
de los clones, seleccionandose aquellos Mut’, y la produccion de ROL recombinante en
erlenmeyer, utilizando un medio minimo con 0.5 % (v/v) de metanol, y adicionando 0.10% de
metanol cada 12 h. Se seleccionaron los clones X-33/500 2 y X-33/500_3 como cepas ROL
multicopia (his”, Mut®) (ver figura 8).

I X-33/ROL e
[ X-33/500_2
I X-33/500_3

Actividda lipolitica especifica (U D0600'1)

i
1 |
0 Bl T T
0 1 2 3 4
Muestras

Figura 8. Resultados de produccion de actividad lipolitica especifica en erlenmeyer de las cepas
seleccionadas como ROL multicopia his®, respecto a las de una unica copia. 1, 2 y 3: Muestras extraidas

alas48 h, 70 y 100 h de cultivo, respectivamente.

Se escogi6 la cepa X-33/500_3 como cepa ROL multicopia his* para su posterior cultivo en
bioreactor, debido a que es al que expresaba una mayor actividad lipolitica con respecto a la

cepa control.
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2.34 CULTIVOS DE LA CEPA X-33/500_3 EN FED —-BATCH

Se realizaron una serie de cultivos en fed-batch con la cepa his®, ROL multicopia, X-33/500_3,
(O. Cos, UAB). Los niveles de actividad lipolitica alcanzados, en términos de produccion final,
fueron menores que los alcanzados en los cultivos previos, utilizando la cepa de una Unica
copia del gen ROL, cepa X-33/ROL (CULTIVO C, CG+T).

El cultivo en fed-batch de la cepa X-33/500_3 se realizé a lo largo de tan sdélo 91 h,
alcanzandose una biomasa final de 59.56 ¢ I (O. Cos, UAB). Hay que destacar, que la
actividad lipolitica en el caldo de cultivo a las 70 h es similar a la alcanzada, a un mismo tiempo
operacional, en el cultivo en fed-batch de la cepa de una uUnica copia del gen ROL
(CULTIVOC), y desciende a partir de este momento (O. Cos, comunicacion personal). En este
punto, a las 70 h de cultivo, la biomasa alcanzada es de 50.44 g I (O. Cos, comunicacion

personal).

Este descenso en los valores de la actividad lipolitica extracelular detectada se corresponde
con una disminucion de la velocidad de adicién del metanol, a partir de las 70 h de cultivo
(O.Cos, UAB), lo cual también se oberva en el CULTIVO E. estos datos sugieren el hecho de
que el proceso operacional en fed-batch pueda quedar limitado por algun nutriente en sus
ultimas etapas, tras haber alcanzado los 50 g I de biomasa. Ademas, la expresion y sintesis
de una mayor carga proteica implica unos mayores requerimientos energéticos, de fuente de

carbono y nitrégeno.

O. Cos (UAB) trabajo sobre esta hipétesis hallando que existe una limitacion real por fuente de
nitrdgeno en las ultimas etapas del cultivo una vez superados los 50 g I de biomasa, en el fed-
batch de la cepa multicopia X-33/500_3, por lo que este mismo hecho posiblemente ocurre en
el CULTIVO E (cepa GSR500_3). Asimismo, se observé una mayor velocidad de crecimiento
en metanol de la cepa multicopia X-33/500_3 durante las primeras etapas del cultivo en fed-
batch, que puede haberse debido a que los niveles de metanol se consiguieron mantener
perfectamente entre 1y 3 g " alo largo de este cultivo. Estas condiciones son 6ptimas para
evitar la toxicidad del metanol (y sus subproductos) y potenciar el crecimiento, lo cual no
parece favorecer la expresién de la ROL, y ademas, pueden contribuir a agotar los recursos

energéticos del cultivo.

Por lo tanto, parece dificil extrapolar las condiciones 6ptimas para una mayor expresion de la
ROL para el cultivo de diferentes cepas, de una o multiples copias del gen ROL, sobre todo sin
contar con un proceso de cultivo en fed-batch robusto, es decir, que equiparara estrictamente

las condiciones de cultivo.
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2.3.5 EFECTO DEL FENOTIPO CELULAR Mut EN LA PRODUCCION DE ROL
RECOMBINANTE EN P. pastoris.

Como se ha mencionado en la introduccion de éste capitulo, el fenotipo celular Mut es otro de
los factores influyentes sobre la produccion de proteinas recombinantes en P. pastoris. Con el
proposito de estudiar este efecto sobre la produccion de ROL recombinante, se construyé una

cepa de P. pastoris (que albergara el gen de la ROL) de fenotipo Mut™

La construccién de esta cepa se llevé a cabo mediante transformacion por electroporacion de
células competentes de la cepa comercial KM71(his’, Mut®) con el vector pPICZAa-ROL
(linearizado en Sacl). Se aislaron los clones Mut® en placas de YPD con 100 p ml” de Zeocina.
Posteriormente, se comprobd la insercion de una unica copia del gen ROL en el genoma
celular de la cepa mediante analisis de hibridacion del DNA (southern blot) y se realizaron
experimentos de cultivo en erlenmeyer, con medio minimo y 0.5% (v/v) de metanol,
analizandose la actividad lipolitica detectada. Se selecciono el clon KM100_0/ROL (Mut®, his),
como cepa de fenotipo lento respecto a la utilizacién del metanol y una uUnica copia del gen
ROL. Posteriormente, se prosiguio a la reversién de la auxotrofia de la cepa para el gen HIS4,
para evitar tener que adicionar histidina a lo largo del cultivo del mismo. La reversién de la cepa
KM100_0O/ROL se realiz6 por electroporacién con el vector pPIC9K (Invitrogen). Se
seleccionaron los clones his® en placas de medio minimo sin histidina y nuevamente se

comprobd la expresion de ROL en cultivos en erlenmeyer (ver figura 9).
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Figura 9. Actividad lipolitica especifica obtenida del cultivo en erlenmeyer de la cepa KMHR100_5/ROL
(his®, Mut®) y la cepa control X-33/ROL (Mut’). 1: 24 h de cultivo. 2: 48 h de cultivo. (Ver materiales y
métodos 2.2.6.3).
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Como puede observarse en la figura 9, se obtuvo un clon (KMHR100_5/ROL) con una nivel de
actividad lipolitica especifica alcanzada mayor que la que se obtiene en el cultivo con la cepa

X-33/ROL (Mut"), a pesar de que la actividad lipolitica total no lo fue.

En general, se ha observado, en cultivos de producciéon con levaduras metilotroficas, que
velocidades de crecimiento celular en metanol lentas (inferiores a las maximas descritas para
estos sistemas) favorecen la actividad de las enzimas responsables de la utilizacion de la
energia, obtenida por la combinacion de substratos mixtos, hacia la sintesis de proteinas
foraneas (Miller et al., 1986, Egli et al., 1980, 1982, 1986). En particular, existen resultados
concretos de cultivos de produccion de proteinas recombinantes expresadas en P. pastoris y H.
polymorpha en los que se observa que, en condiciones limitantes de metanol, la induccion de
las proteinas heterdlogas bajo el control del P,ox: aumenta a velocidades de crecimiento
celular bajas (Van Dijcken et al., 1976, Eggeling et al., 1980, Boze et al., 2001). Resultados
similares, han sido recientemente referenciados en otros trabajos de produccién de proteinas
heterdlogas bajo el control del Paox; €n P. pastoris. En concreto, en el trabajo de Kobayashi et
al., (2000), para la produccion de albumina de suero humano en P. pastoris, se determina una
velocidad de crecimiento celular 6ptima que aporta la maxima produccién del sistema. Esta
velocidad de crecimiento celular esta por debajo de la velocidad de crecimiento maxima de la
cepa en metanol y se consigue a través de una programa dinamico que controla la velocidad
de adicion del metanol durante el fed-bacth, para que se alcance la velocidad de crecimiento
optima (Kobayashi et al., 2000).

El andlisis de los resultados hasta aqui obtenidos, junto con los observados en el cultivo en
erlenmeyer de las cepas Mut® (figura 9) indican que la produccion de la lipasa parece estar
favorecida por velocidades de crecimiento lentas, tipicas de las cepas Mut’. Bajo estas
observaciones se desarrollaron cepas ROL multicopia Mut®, segun la misma metodologia
descrita a lo largo de este capitulo, cuyo estudio de produccion y expresion esta en curso en la
actualidad por O. Cos (UAB).

2.4 CONCLUSIONES

1. Se ha obtenido una cepa de P. pastoris de fenotipo Mut’, his*, que contiene varios genes
de la ROL (X-33/500_3), como se ha comprobado mediante analisis de hibridacion del DNA
(southern blot). La cepa X-33/500_3 expresa mayores niveles de actividad lipolitica en
cultivos a baja densidad celular. Sin embargo, en cultivos a elevada densidad celular, la
produccién final obtenida con la cepa X-33/500_3 es menor que la de la cepa X-33/ROL,
aunque se obtienen niveles de productividad transitorios similares. Estos niveles de

productividad no se mantienen, ni se aumentan, a lo largo del cultivo en fed-batch debido
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posiblemente a limitaciones por fuente de nitrégeno y al hecho de unas condiciones

variables del cultivo en fed-batch.

Los resultados de la actividad lipolitica alcanzada en cultivos a baja densidad y a elevada
densidad, revelan la importancia que tienen las condiciones ambientales en la expresion de
la ROL. Ademas, la generacion de cepas ROL multicopia representa una via alternativa
para el estudio de los posibles efectos de la expresion de la ROL sobre la velocidad de

crecimiento de la cepa de hospedadora, como se ha observado en los cultivos en batch.

Se ha obtenido una cepa de P. pastoris, isogénica a la X-33/ROL, pero de fenotipo Mut®:
KM100_5/ROL Ademas, se ha comprobado que le fenotipo celular Mut influye sobre la
capacidad de produccion de la ROL en P. pastoris, obteniéndose mayores niveles de
actividad lipolitica especifica mediante el cultivo de la cepa KMR100_5/ROL que los
obtenidos en el cultivo de la cepa X-33/ROL. Por lo tanto, parece ser que la expresion de la

ROL en P. pastoris esta favorecida por velocidades de crecimiento en metanol lentas.

Los resultados obtenidos en este capitulo sugieren que la velocidad especifica de
crecimiento en metanol de P. pastoris es uno de los parametros mas importantes para la
optimizacion de la expresion heteréloga de la ROL. Optimizar el proceso de cultivo,
manteniendo una concentracion de metanol constante (entre 1 y 3 g I'1) aumenta la
velocidad de crecimiento de la cepa , agotandose algunos de los recursos nutritivos del
sistema y perjudicando a la larga la produccion final. Probablemente, la expresién de la
ROL en cepas Mut® multicopia en cultivos a elevada densidad celular podria ser mas
satisfactoria (respecto a cepas Mut’) en cuanto a la actividad lipolitica especifica
alcanzada, aunque alargaria considerablemente el proceso operacional. Se han

desarrollado cepas ROL multicopia Mut® para corroborar estas hipotesis.
Los resultados obtenidos en este capitulo sugieren que existe una velocidad de crecimiento

optima para la expresién de la ROL en P. pastoris, y éste podria ser el parametro clave a
controlar durante la etapa de fed-batch optimizando asi la produccion final del sistema.
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CAPITULO 3. Promotores de expresion alternativos al Paoxy para la
produccion de una lipasa de Rhizopus oryzae (ROL) en P. pastoris:

expresion constitutiva (Pgap) € induccion por la fuente de nitrégeno
(PrLD1).

3.1 INTRODUCCION

El promotor Paox: €S el mas ampliamente utilizado para la expresién de proteinas heterélogas
en P. pastoris debido, principalmente, a sus elevados niveles de inicio de transcripcién y su
fuerte regulaciéon. Sin embargo, existen otros promotores de expresion de proteinas
recombinantes en P. pastoris (Lin Cereghino and Cregg, 2000). La raz6n principal de la
utilizacion de otros promotores, diferentes al Ppaoxi, €S evitar la utilizacién del metanol como

fuente de carbono y substrato inductor de la produccién.

El metanol es inflamable, por lo que su utilizacion puede ser potencialmente peligrosa en
procesos a gran escala en cultivos de elevada densidad celular en los que se necesitan
volimenes grandes de este substrato. Ademas, el uso del metanol es indeseable en aquellos
procesos de produccion de proteinas relacionadas con la industria alimentaria, debido a su
elevada toxicidad. Por ultimo, controlar los niveles de metanol en el caldo de cultivo es
imprescindible para la optimizacion de la produccion bajo el control del Pyox,, €n particular, es
importante mantenerlos bajo una concentracién que no resulte tdéxica para el crecimiento

celular, lo que complica el disefio de la operacion de cultivo.

Entre los promotores de expresion alternativos al Paox; en P. pastoris (Lin Cereghino and
Cregg, 2000). existen dos cuyos niveles de expresién se han descrito en algunos casos
similares a los alcanzados con el Pyox;. Estos son: el promotor del gen gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (Pgap), cOmercializado por la compafiia Invitrogen, y el del gen formaldehido

deshidrogenasa 1 (Pg.p1), N0 comercial

La gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa es una enzima de expresién constitutiva en la
célula durante el crecimiento bajo fuentes de carbono como la glucosa o el glicerol. Los niveles
de expresion de esta enzima en presencia de glucosa son comparables a los obtenidos para la
enzima alcohol oxidasa en presencia de metanol (Waterham et al., 1997). Por otro lado, en
condiciones de crecimiento bajo otras fuentes de carbono, como el glicerol, los niveles de
expresion del Pgap son aproximadamente dos tercios de los obtenidos en glucosa (Waterham et
al., 1997).

A pesar de estas diferencias de expresion segun la fuente de carbono, el Pgap Se ha utilizado

exitosamente para la expresion de proteinas heterélogas en P. pastoris obteniéndose niveles
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de produccién satisfactorios (Boer et al., 2000, Li et al., 2001), y en algunos casos, incluso una
produccién mayor que bajo el Pyox: (Doéring et al., 1997). Sin embargo, el Pgap NO esta
recomendado para la expresion de aquellas proteinas que puedan resultar toxicas para la
célula hospedadora debido, precisamente, a su expresién constitutiva (Lin Cereghino and
Cregg, 2000).

Siguiendo otra estrategia, Shigang et al., (1998), aislaron y caracterizaron el gen de la
formaldehido deshidrogenasa 1, FLD1, de P. pastoris y estudiaron la produccion de B-
lactamasa bajo el promotor de dicho gen, el Pgp;. En P. pastoris, la formaldehido
deshidrogenasa esté involucrada en el metabolismo del metanol y en el de la asimilacién de
aminas metiladas como fuente de nitrégeno. La asimilacion de aminas metiladas, como fuente
de nitrdgeno, es una caracteristica comun entre aquellos géneros de levaduras que contienen
la enzima amino oxidasa, responsable de la oxidacion de las aminas alquiladas a formaldehido,
peroxido de hidrogeno y amonio, como productos finales. La posterior oxidacion del
formaldehido depende de la enzima formaldehido deshidrogenasa dependiente a su vez de

glutationa (ver seccion C, Introduccion General, paginas 9y 11).

Existen pocos estudios sobre la regulacion del P p; en P. pastoris, al margen del realizado por
Shigang et al., (1998). En el trabajo citado, se estudia la expresion de la pB-lactamasa bajo el
control de dicho promotor en P. pastoris. Los resultados obtenidos indican que el Pgp; se
induce tanto en presencia de metanol como fuente de carbono y sulfato de amonio o
metilamina, como fuente de nitrégeno, o bajo la combinacién de substratos glucosa y
metilamina. No obstante, todavia no se han estudiado disefios 0 esquemas de produccién

basados en este promotor.

Asi pues, en este trabajo se exploré la utilizacion del Pgap y del Pr p; €n la expresion heteréloga
de una lipasa de R. oryzae (ROL) en P. pastoris, como alternativa al sistema de expresion
basado en el Paox:. Ademas, la expresion constitutiva de la ROL, bajo el Pgap, permitiria
corroborar ciertas evidencias de un posible efecto negativo o téxico de la expresion de esta

lipasa de R. oryzae en P. pastoris.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Cepasy vectores

Se utilizé la cepa salvaje de P. pastoris X-33. Para la manipulacion del DNA se utilizé la cepa
de E. coli DH5a (Life Technologies). Los vectores de expresion utilizados fueron el pGAPZoA-
ROL y el pPICFLDa-ROL, los cuales fueron construidos para el presente trabajo tal y como se

describe en el siguiente apartado.
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3.2.2 Construccion de vectores
3.2.2.1 PCR y SOE-PCR (sequence overlap extension PCR):

La construccion de la secuencia Pg p;aROL (la fusién del promotor del gen FLD1 con la
sefial de secrecidn factor o de S. cerevisiae y el gen ROL) se realiz6 mediante amplificacién
por PCR, en primer lugar, de los fragmentos aROL y la region del Pgp; de forma
independiente, y posteriormente, se unieron ambos por SOE-PCR. La region del Pgp; se
amplificé a partir del vector pSS040 (Shigang et al, 1998) cedido por J. Cregg (KGI, CA,
EEUU), para este trabajo. Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de la region
del Pg p; fueron el AS4: (5-AGTCTACGAGATCTGCATGCAGGAATCTCTGGCACG-3)), que
introduce un sitio  Bglll  (subrayado) en posicion 5 y  AS2: (5-
TGAAGGAAATCTCATTGTGAATATCAAGAATTGTATGAAC-3’), cuya secuencia en 5
complementa la 5’ del factor a de S. cerevisiae (en cursiva). Para la amplificacién del aROL
se utilizd el vector original pPICZaA-ROL como DNA molde y los oligonucle6tidos AS1 y
AS3: ASl: (5-CAATTCTTGATATTCACAATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTG-3), que
complementa en 5 con la secuencia 3 del Pgp; (en cursiva), y AS3: (5-
GATCCACGTGCGGCCGCTTATTACAAACAAGC-3), que introduce un sitio Notl

(subrayado) en posicién 3’ del fragmento aROL (ver figura 1, pagina 85). Las condiciones de
PCR fueron 94°C (10 minutos) de desnaturalizacion, y 25 ciclos a 94°C (1 minuto), 55°C (1
minuto) y 72°C (1 minuto) como temperaturas y tiempos de desnaturalizacion, hibridacion y
elongacion respectivamente, mas 10 Ultimos minutos de elongacién a 72°C. Se utilizaron
dNTPs a una concentracién de 10 mM, 20 pmols ul™* de oligonucleétidos, 100 ng de DNA
molde, y 0.5 ul de enzima DNA polimerasa High Expand (Roche Diagnostics), en un
volumen total de reacciébn de 50 pl. Los fragmentos amplificados se recuperaron
directamente de los geles de agarosa, 1% (w/v) en tampdn TAE 1X, y utilizando el Qiagen
gel extraction kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del suministrador. Para la SOE-PCR,
se realizaron 10 ciclos de PCR, bajo las mismas condiciones, utilizando las secuencias
complementarias de los fragmentos aROL y Pr p; (generados en la PCR anterior, sefialadas
en cursiva) como sitios de inicio de la extension. Posteriormente, se paré el ciclo y se
introdujeron los oligonucleétidos AS3 y AS4 (20 pmols ul'l' cada uno) y se prosiguié durante

15 ciclos mas (ver figura 1, pagina 85).

El producto de SOE-PCR se purificé directamente de un gel de agarosa, 1% (w/v) en
tampon TAE 1X, y utilizando el Qiagen gel extraction kit (Qiagen). Los geles de DNA se
visualizaron mediante tincién con una solucién de Bromuro de Etidio (10 g I), durante 10
minutos, y exposicion a luz UV. La determinacién de la concentracion de los fragmentos de
DNA se estimé aproximadamente mediante la visualizacién del DNA y comparacion
respecto a la concentracion del marcador de peso molecular de DNA utilizado (1 Kb ladder,
Life Technologies).
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3.2.2.2 Digestion y ligacion del DNA para la construccion de los vectores.

El vector de expresion pGAPZaA-ROL se construyé mediante clonaje del gen ROL en el
vector comercial pGAPZaA (Invitrogen), utilizando los sitios de restriccién EcoRI y Notl. La
digestion se llevé a cabo a 37°C, durante 4 h, en un volumen final de 50 pl. Para la
recuperacion y visualizacién del DNA se realizaron geles de agarosa (al 1% (w/v) en tampén
TAE 1X) y se utiliz6 Bromuro de Etidio (10 g I'") bajo exposicién a luz UV. Las bandas de
DNA se recuperaron directamente del gel de agarosa y se purificaron mediante el Qiagen

Gel Extraction Kit (Qiagen), segun instrucciones especificadas por el suministrador.

La ligacion de los fragmentos de DNA cohesivos se realizé a temperatura ambiente, durante
12-14 h utilizando una relacion molar de vector: inserto de 1: 5. La ligasa utilizada fue la T4

(Roche Diagnostics).

El vector pPICFLDa-ROL se construyd utilizando como esqueleto el vector pPICZAa-ROL,
en el que se substituyd la secuencia Paoxi0ROL por la Prp;aROL mediante digestion
enzimatica del vector e inserto (pPICZAa-ROL y Pgp;aROL, respectivamente) con las
enzimas de restricciéon Bglll y Notl y la posterior ligacion de los fragmentos desados, bajo las
condiciones descritas anteriormente. La direccién del inserto se comprobé a través de la
digestion con Nsil (que corta en la zona Pr p) Yy Notl (que corta al final, 3’, de la secuencia
del gen ROL).

3.2.3 Transformacién
3.2.3.1 Competentes y condiciones de transformacion
Las células competentes de E. coli DH5a. son comerciales (Life Technologies) y se

transformaron mediante choque térmico, segun el protocolo suministrado por la compafia.

Las células de P. pastoris X-33 se transformaron por electroporacion, siguiendo el mismo
protocolo descrito en la pagina 31-32, para la generacién de componentes asi como las
condiciones de electroporacion. Para su transformacién en P. pastoris, el vector pPGAPZaA-
ROL se lineariz6 con la enzima Sall. La linearizacion del vector pPICFLDa-ROL se realizé
con la enzima Nsil dirigiéndose la integracion de éste, por recombinacion homoéloga, al Pg p;

gendémico, generando un fenotipo Mut”, Fid".

La seleccion de los clones transformantes se realiz6 en placas de LB-low salt (10 g de
triptona, 5 g de NaCl y 5 g de extracto de levadura, pH 7.5, por litro de agua destilada) + 25
ug ml™ de Zeocina, para las células de E. coli, y de RDB (sorbitol 1 M, 10 g dextrosa, 13.4 g
de yeast nitrogen base (w/o aa & amonium sulfate), 4x10™ g de biotina y 20 g de agar, por

litro de agua destilada) + 100 ug ml™ de Zeocina para las de P. pastoris.
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3.2.3.2 Extraccion y precipitacion de DNA plasmidico

Las extracciones de DNA plasmidico se realizaron mediante el Plasmid Extraction kit
(Qiagen), siguiendo las indicaciones del suministrador. EI DNA se precipitd mediante
acetato de sodio 3 M, pH 5.2, y 2.5 volimenes de etanol 100%, a —20°C. Posteriormente se
realizaron lavados del DNA con 70 y 100 % de etanol, a 4°C y centrifugando a 12000 xg,
durante 30 minutos después de cada lavado. Finalmente el DNA precipitado se resuspendi6

en agua milliQ estéril.

3.2.4 Secuenciacién del DNA

La secuenciacion del vector de expresion pPICFLDa-ROL se llevd a cabo en el servicio de
secuenciacion del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Veterinaria de la UAB. Los
oligonucledtidos utilizados para la secuenciacion del pPICFLDo/ROL fueron los denominados
ASG6: (5'-ATCGTTGTAGTATCTACCTGG-3'), AS7: (5-GGCTAAGGACTTCCTCATCG-3’), ASS:
(5-CCAACTCCTTCAGAAGTGCC-3"), y AS9: (5-ATAGTCATTGACAACTTGCTC-3'), a una

concentracion de 5 pM cada uno, y 100 ng pl™ de DNA molde.

3.2.5 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento.

3.2.5.1. Cultivos en erlenmeyer

Se utilizé el medio LB-low salt para el cultivo liquido y sélido (en placa) de las cepas de E.
coli, suplementado con 25 pg mli* de Zeocina, y con tan sélo 5 g I'* de NaCl en su
composicion. Los cultivos liquidos de P. pastoris se realizaron en medio YPD (10 g de
extracto de levadura, 20 g de peptona, 20 g de dextrosa) suplementado con 100 pg ml™* de

Zeocina.

En los cultivos de induccion de la expresién de la ROL mediante fuente de nitrégeno se
utilizaron cuatro tipos de medio:
GN (Glucosa + NH,"): 0.4 % (w/v) de glucosa, 0.5 % (v/v) NH,", 0.17% (w/v) YNB (w/o aa &

amonium sulfate), 0.05% (w/v) de biotina.

GM (Glucosa + metilamina): 0.4 % (w/v) de glucosa, 0.25 % (v/v) de metilamina, 0.17% (w/v)

YNB (w/o aa & amonium sulfate), 0.05% (w/v) de biotina.
MM (Metanol + Metilamina): 0.5% (v/v) de metanol, 0.25 % (v/v) de metilamina, 0.17% (w/v)
YNB (w/o aa & amonium sulfate), 0.05% (w/v) de biotina.
MN (Metanol + NH,): 0.5% (v/v) de metanol, 0.5 % (v/v) NH,", 0.17% (w/v) YNB (w/o aa &

amonium sulfate), 0.05% (w/v) de biotina.

Las condiciones experimentales de los cultivos fueron: 50 ml de inéculo en medio YPD,
centrifugacion del inéculo a 5000 rpm y resuspension de las células en 200 ml de volumen
de cultivo GN, GM, MM o MN, respectivamente, a una DOgq, inicial de 0.1-0.25, 30°C y 250

rpm.
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3.2.5.2 Cultivos a elevada densidad celular

El cultivo de expresion constitutiva de la ROL se llevo a cabo en un bioreactor Biostat ED
(Braun), con una cuba de 5 | de capacidad, y un volumen de cultivo inicial de 3.5 |,
utilizandose un medio minimo sintético (detallado en el apartado 1.2.4.3, pagina 33) y 20 g I
! de glucosa como fuente de carbono. El medio de adicién del fed-batch corresponde a 1 |
de 200 g I"* de glucosa suplementado con 4.35 ml de sales traza PMT1 (ver composicién en
pagina 33, en 1.2.4.3) por litro de medio de cultivo inicial. El caudal de adicion fue de 500-

900 pl min™, en funcién de la evolucién de la presién parcial de oxigeno (pO,).

Las condiciones experimentales del cultivo fueron: pre-inéculo de 50 ml e in6culo de 500 mi
en YPD, centrifugacién a 5000 rpm y resuspension de las células en medio minimo sintético,
para su cultivo en bioreactor. Las condiciones de cultivo fueron 30°C, pH 5.0 (mantenido
mediante NH,OH 2 M), una agitacién entre 500-600 rpm y 0.5 | min™ de caudal de aire de
entrada para mantener unas condiciones de crecimiento aerébicas (pO, > 20%) en el caldo

de cultivo.

3.2.6 Métodos analiticos
3.2.6.1 Biomasa

El seguimiento de la biomasa se realizé mediante la determinacion del peso seco celular y a

través del valor de la lectura de DOgqq (pagina 34, apartado 1.2.7.1).

3.2.6.2. Andlisis de la actividad lipolitica.
Se utiliz6 el ensayo colorimétrico de determinacion de actividad lipolitica de Roche

Diagnostics, tal y como se describe en la pagina 61, apartado 2.2.7.2.
3.2.6.3 Determinacion de la concentracion de glucosa.

La concentracion de D-glucosa se determind mediante el analizador bioquimico YSI2700
SELECT (Yellow Spring Instruments).
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 EXPRESION CONSTITUTIVA DE LA ROL (VECTOR pGAPZaA-ROL).

Se obtuvieron diversos clones de P. pastoris, de expresion supuestamente constitutiva de la
ROL, mediante la transformacion de células competentes X-33 con el vector pGAPZaA-
ROL, y se realizaron cultivos en erlenmeyer para comprobar los niveles de expresion de
lipasa alcanzados (ver materiales y métodos 3.2.5.1, pagina 81). Sin embargo, los niveles
de actividad lipolitica extracelular detectada en el sobrenadante de los cultivos de los
distintos clones seleccionados fueron muy similares, y muy proximos al limite de deteccion
del ensayo (datos no mostrados). Este hecho parece indicar un posible efecto toxico de la
expresion constitutiva de la ROL sobre las cepas hospedadoras, lo cual ya habia sido
sugerido en capitulos anteriores. No obstante, se escogi6, al azar, el clon X-33GAP2_5/ROL

para estudiar su comportamiento en bioreactor.

Se realiz6 un cultivo de 5 | en fed-batch, con glucosa como fuente de carbono en un medio
sintético, con el propésito de realizar el cultivo en bioreactor bajo unas condiciones lo méas
similares posible a los descritas anteriormente. Los resultados obtenidos se ilustran en la
figura 1. Tal y como se puede observar, la figura 1 no muestra niveles de actividad lipolitica
alcanzada, debido a que éstos fueron, nuevamente, cercanos al limite de deteccién del

ensayo.

25 A
— 20

20 A

— 15

154

— 10
10 +

—e— Biomassa (g ")
—o— Glucosa (g I'Y)

Inicio de la etapa de
T fed-batch

0 10 20 30 40

Tiempo (h)

Figura 1. Cultivo en fed-batch de glucosa de la cepa de P. pastoris X-33GAP2_5/ROL, expresion
constitutiva. Flecha en negro: indica el inicio de la etapa de fed-batch con glucosa.
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Los escasos niveles de actividad lipolitica detectados sugieren que la expresion constitutiva
de la ROL en P. pastoris no resulta, aparentemente, un sistema de expresion satisfactorio.
El cultivo en fed-batch se detuvo en cuanto los 200 g I"* de glucosa habian sido adicionados
(ver materiales y métodos, apartado 3.2.5.2, pagina 82). Igualmente, hay que destacar el
hecho de que los niveles de biomasa alcanzados estan por debajo de los esperados con
relacion a la cantidad de glucosa adicionada (segun un rendimiento biomasa-substrato para
la glucosa del 50 % aproximadamente). Tedricamente, se esperaba conseguir una biomasa
final de aproximadamente 35 g de peso seco, mientras que tan sélo se alcanzé un 65% de

este valor.

Estas observaciones parecen estar en concordancia con los resultados obtenidos en el
capitulo 1 de la seccion E de Resultados y Discusion (pagina 29), donde se concluia en un
posible efecto toxico de la expresion de la ROL sobre la célula hospedadora. El trabajo de
Beer et al, (1996), estudiando la expresion recombinante de la ROL madura en E. coli

describe un efecto tdxico real bajo ese sistema.

Por lo tanto, parece ser que la expresién constitutiva de la ROL, desde las primeras etapas
del crecimiento, tiene un efecto negativo sobre la produccion, obteniéndose escasos niveles
de proteina expresada. Por lo tanto, éste no es aparentemente un sistema viable y

alternativo a la expresion de la ROL inducida por metanol, en P. pastoris.

3.3.2 EXPRESION DE LA ROL INDUCIDA POR LA FUENTE DE NITROGENO

3.3.2.1 Construccion del vector pPICFLDo-ROL

La construccién del vector pPICFLDa-ROL se realizé mediante SOE-PCR. Este vector
contiene el gen ROL, en posicién 3’ respecto a la sefial de secrecion factor o de S.
cerevisiae (contenidos en el vector pPICZaA-ROL) y en posicién 5’ el Pg p,, procedente del
vector pSS040 (Shigang et al, 1998).

Esta técnica se basa en una primera amplificacion mediante PCR de cada uno de los
fragmentos por separado, utilizando oligonucleétidos que contienen secuencias
complementarias a cada uno de los fragmentos respectivamente. Posteriormente a la
amplificacion por separado, los productos generados sirven como moldes para una segunda
amplificacion de la que se genera el fragmento global. Este fragmento total se amplifica
durante varios ciclos mas de PCR para obtener una cantidad suficiente de DNA para su

manipulacion. La figura 1 representa estas reacciones e ilustra el producto obtenido.
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Figura 1. Representacion de la SOE-PCR. A: 1° reaccion de PCR en la que se amplifican las secuencias

Prp ¥ a-ROL por separado, durante 25 ciclos. B: SOE-PCR: amplificacion mediante las secuencias

complementarias introducidas por los oligonucleétidos en la anterior reaccion de PCR, durante 10 ciclos.

C: Amplificacion del producto total durante 15 ciclos mas. D: gel de agarosa del (1): producto obtenido por

SOE-PCR (Prp1aROL), de aprox. 1.6 kb, sin purificar (izda) y purificado (drcha), sefialados por las

flechas en negro. M: marcadores de peso molecular.
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El vector pPICFLDa-ROL se construyé mediante la ligacion del fragmento generado por SOE-
PCR y el fragmento de 2.3 kb resultante de la digestion del vector pPICZAa-ROL con Bglll y
Notl (ver figura 2).

/ Balll Prio | a-ROL Notl
Bgl 11 (2)
pPICZaA-ROL
Not | (994)

\ " “myc epitope
(HIS)6

Figura 2. Construccion del vector pPICFLDa-ROL.

El plasmido pPICFLD-aROL se transformé en E.coli DH5a, obteniéndose una eficiencia de
transformacion muy baja (posiblemente debido a una reaccién de ligacion ineficiente), tan
sOlo tres clones transformantes, denominados DHFLD_1, DHFLD-2, DHFLD_3. Sin
embargo el andlisis de restriccion con Bglll/Notl de estos clones indica que tan solo el

DHFLD_1 contiene la construccioén correcta (figura 3).

Figura 3. Fragmentos de DNA obtenidos de la doble digestion enzimatica de los clones 1. DHFLD_1. 2:
DHFLD_2. 3: DH3: FLD_3. Las flechas en negro marcan los fragmentos de aprox.1.6 kb (Prp10ROL) y
2.3 kb del vector pPICZaA_ROL, tras la digestion. M: marcadores de peso molecular de DNA (kb).
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El plasmido pPICFLDa-ROL, proveniente del clon de E.coli DHFLD_1, se linearizé con Nsil
y se transformé en P. pastoris obteniéndose un tapiz de transformantes. De estos se
escogieron 5 clones: X-33/FLDROL_1, X-33/FLDROL_5 X-33/FLDROL_7, X-33/FLDROL_8

y X-33/FLDROL_9, resistentes a una concentracion de Zeocina de 100 ng ml™ en placa.

Sin embargo, paralelamente, se obtuvieron los resultados de la secuenciacion del vector
pPICFLD-aROL (proveniente del clon de E.coli DHFLD_1). Durante el proceso de
amplificacion del gen ROL por SOE-PCR se introdujo una mutacién en el gen de la ROL (el
nucledtido T en posicion 1910, segun la secuencia del DNA de la ROL con numero de
acceso AF229435 en el GeneBank, fue substituido por un residuo C). Esta mutacién implica,
segun el marco de lectura del gen ROL, el cambio del aminoacido F (fenilalanina) en

posicién 214 de la lipasa madura por una S (Serina) (ver figura 4).

[ MVSFISISQGVSLCLLVSSMMLGSSAVPVSGKSGSSTTAVSASDNSALPPLISSRCAPPSNKGS] 64
DGGK 128
| KSDLQAEPYYMQKNTEWYESHGGNLTSIGKRDDNLVGGMTLDLPSDAPPISLSGSTNSAS*DGGK] 128

VVAATTAQIQEFTKYAGIAATAYCRSVVPGNKWDCVQCQKWVPDGKIITTFTSLLSDTNGYVLR 192
| VWAATTAQIQEFTKYAGIAATAYCRSVVPGNKWDCVQCQKWVPDGKIITTFTSLLSDTNGYVLR| 192

SDKQKTIYLVFRGTNSFRSAITDIVFNFSDYKPVKGAKVHAGFLSSYEQVVNDYFPVVQEQLTA 256
| SDKQKTIYLVFRGTNSFRSAITDIVFNFSDYKPVKGAKVHAGFLSSYEQVVNDYFPVVQEQLTA| 256

NPTYKVIVTGHSLGGAQALLAGMDLYQREPRLSPKNLSIFTVGGPRVGNPTFAYYVESTGIPFQ 320
[ NPTYKVIVTGHSLGGAQALLAGMDLYQREPRLSPKNLSIFTVGGPRVGNPTFAYYVESTGIPFQ| 320

RTVHKRDIVPHVPPQSSGFLHPGVESWIKSGTSNVQICTSEIETKDCSNSIVPFTSILDHLSYF 384
| RTVH KRDIVPHVPPQSIGFLH PGVESWIKSGTSNVQICTSEIETKDCSNSIVPFTSLLDHLSYF| 384

DINEGSCL 392

392

Figura 4. Alinemamiento de la secuencia de aminoacidos de la ROL (Pre, Pro y ROL madura,
AAF32408.1) (encuadrado) y la obtenida de la traduccion de la secuencia del vector pPICFLD-aROL
proveniente del clon de E.coli DHFLD_1. *): Inicio de la ROL madura. En rojo/amarillo: cambio de

aminoacido.
Las propiedades quimicas de estos dos aminoacidos son muy distintas. La F, fenilalanina, es

un aminoacido de mayor tamafio molecular, con cadenas aromaticas laterales, que contienen

un grupo fenilico y de caracter muy hidrofébico. Sin embargo, la S, serina, es una molécula
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menor, que contiene un grupo hidroxilo, y que posee, por lo tanto, un caracter marcadamente

hidrofilico.

La F214 no forma parte del centro activo de la lipasa. No obstante, la estructura tridimensional
de la ROL posee tres puentes disulfuro, uno de los cuales se forma entre la C (cisteina) 29 y
268, y que es esencial para la estabilidad y actividad de la proteina (Beer et al, 1996). La F214,
segln la estructura tridimensional de la proteina, queda en la vecindad de la formacion de
dicho puente disulfuro y del centro catalitico (Beer et al., 1996).

Por lo tanto, la substituciéon de este residuo por uno de caracteristicas quimicas y tamafio
molecular distintos (como es la S) puede haber afectado la estructura tridimensional de la ROL

y su actividad.

3.3.2.2.- Cultivos en erlenmeyer de la cepa X-33/FLDROL2 1

Para comprobar empiricamente si la substitucion F214/S214 afecta la actividad lipolitica de la
ROL, se realizaron cultivos en erlenmeyer, segin la combinacién de substratos que se indica
en materiales y métodos, con las cepas X33/FLDROL _1, 5, 7 y 8, junto con la control X33/ROL.
Los cultivos crecieron durante 48 h hasta alcanzar unas DOgg entre 8-10. Sin embargo, en
ninguno de los cultivos, excepto en el control X33/ROL, se detect6 actividad lipolitica. Por lo
tanto, se procedi6 a la substitucién completa del gen ROL del pPICFLDa-ROL por el gen ROL
de pPICZoA-ROL, utilizando los sitios de restriccion EcoRI y Notl, que flanquean el gen
(Resina, D, UAB). Se obtuvo una nuevo vector denominado pPICFLDa-ROL2, el cual se utilizé
para la nueva transformacion de P. pastoris, aislandose la cepa X-33/FLDROL2_1.

Los resultados obtenidos del cultivo en erlenmeyer de la cepa X-33/FLDROL2_1, con la misma

combinacion de substratos descrita, se resumen en la figura 5 (D. Resina, UAB).

a. b.
20
0.5
18 4 M = [
I 24 horas I 24 horas
16 [ 48 horas 04 | [ 48 horas
A ]
14 4 €
12 3
g 03
10 A =
<]
=
8 4
E 0.2
61 s
g
41 0.1 A
24
0 T T T T 0.0 : : - ’_‘

Glc/NH4+ Glc/MetilA MetOH/NH4+  MetOH/MetilA Glo/NHA+ GIc/MetilA  MetOHINHA+  MetOH/MetilA

Figura 5.- a) Crecimiento de la cepa X-33/FLDROL2_1 en cada una de las combinaciones de medio
citadas. b): Resultados de actividad lipolitica detectada en los caldos de cultivo, a las 24 y 48 h de cultivo,

en cada uno de los medios
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Tal y como se observa en la figura 5, los mejores resultados de expresion corresponden a la
combinacién metanol y metilamina, debido precisamente a que ambos substratos son
inductores de la expresion del gen FLD1. Resultados similares se obtuvieron en la expresion de
la B-galactosidasa bajo el P p; en P. pastoris (Shigang et al, 1998). No obstante, hay que
remarcar que la glucosa tiene un efecto represor muy fuerte sobre el metabolismo de

asimilacion del metanol, que es una de las vias de activacion del Pg p;.

El estudio de la via de asimilacion de las metilaminas en la levadura metilotréfica H.
polymorpha revela que éstas se asimilan mediante vias similares a la asimilacion del metanol
(Zwart et al., 1983). La oxidacion de las metilaminas depende de la enzima metilamina oxidasa,
cuyos niveles de expresion dependen de las condiciones de crecimiento de la célula, y estan
favorecidos en condiciones de limitacion de los substratos glucosa y amonio (Zwart et al.,
1983). Por lo tanto, posiblemente la combinacion de otras fuentes de carbono distintas a la
glucosa con metilamina, como fuente de nitrdgeno, resultarian mas satisfactorias en cuanto a

los niveles de transcripcion alcanzados por el Pgp;.

D. Resina (UAB) trabajé sobre esta Ultima hipétesis, realizando cultivos a baja densidad celular
utilizando la combinacion de substratos de carbono y nitrdgeno, sorbitol y metilamina. Se
escogi6 el sorbitol, como fuente de carbono, basandose en el hecho de que éste es el
substrato por excelencia no represor de la via de asimilacion del metanol, segun la bibliografia.
Los resultados de actividad lipolitica obtenidos en los cultivos realizados con la combinacién de
sorbitol y metilamina indican un nivel de expresion de la ROL mas elevado que el conseguido
bajo la expresion del Paox1, con la combinacidn de substratos metanol y amonio, en cultivos en
batch a baja densidad celular (D. Resina, UAB).

Asi pues, parece ser que el sistema de expresion de la ROL, bajo el Pg p;, €s una alternativa
interesante para la produccion de enzimas recombinantes en la levadura P. pastoris,
obteniéndose resultados satisfactorios de produccion en cultivos de baja densidad celular, que

resultan prometedores para realizar su estudio en condiciones de bioreactor.

3.4 CONCLUSIONES

1. Se ha observado un posible efecto téxico de la expresion de la ROL en P. pastoris en las
primeras etapas del crecimiento, a través de la expresion constitutiva de la lipasa. La
utilizacion del Pgap, por lo tanto, no es una via alternativa a la utilizacién del Pyox; para la
expresion de la ROL madura en P. pastoris. La expresion constitutiva de la ROL parece
afectar la viabilidad celular de la célula hospedadora y los niveles de expresion de la
proteina heteréloga alcanzados bajo este sistema son préximos al limite de detecciéon del

ensayo
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2. Se ha construido un vector de expresion para el clonaje de genes heter6logos en P.
pastoris bajo el control del Pg_p1,, inducible por los substratos metanol y/o metilamina. Este
vector ofrece la posibilidad de estudiar la expresion de proteinas heterélogas evitando la

utilizacion del metanol como substrato inductor de la expresion.

3. Los efectos de represion de la glucosa sobre el nivel de transcripcion Paoxi parecen ser
extensibles al Pg p; en la levadura metilotréfica P. pastoris, como habia estado sugerido en
H. polymorpha. La expresion de la ROL bajo el Pgp; podria requerir concentraciones
limitantes de glucosa, como fuente de carbono, o la utilizacion de fuentes de carbono

alternativas a ésta.

4. Los resultados preliminares obtenidos en este capitulo sugieren que el sistema de
expresion basado en el Pgp; de P. pastoris puede ser una alternativa viable para la
expresion de la ROL a elevadas densidades celulares sin la utilizacion del metanol como
substrato inductor. No obstante, no existen estrategias de fed-batch disefiadas bajo este
sistema, lo cual supone la principal dificultad para el seguimiento y control de la adicion del

substrato inductor (metilamina) durante la etapa de fed-batch.
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CAPITULO 4.- Obtencion de una lipasa de Rhizopus oryzae recombinante:
generacion de la proteina de fusion MBP-ROL y purificacion por

cromatografia.

4.1 INTRODUCCION

El desarrollo experimentado a lo largo de las Ultimas décadas de las técnicas de biologia
molecular e ingenieria genética, no se ha dirigido tan sélo hacia la optimizacion de la expresién
de proteinas recombinantes de elevado interés humano, sino que, paralelamente, también se
ha enfocado hacia el estudio de nuevas herramientas moleculares que faciliten la purificacién
de las mismas. En este contexto se enmarcan los sistemas de expresion de proteinas de

fusion.

Los sistemas de expresion de proteinas de fusién permiten el ensamblaje de la proteina de
interés con otra proteina, o fragmento proteico (contenido en el vector de expresion), que esta
bien caracterizado y que ofrece aplicaciones particularmente ventajosas. La proteina de fusién

generada presenta las mismas caracteristicas que los productos genéticos originales.

Algunas de las aplicaciones de los sistemas de expresiéon de proteinas de fusién son, por
ejemplo, la monitorizacion de la expresién y/o localizacion de las proteinas recombinantes a las
que se han unido, el aumento de la vida media de circulacion en sangre de determinadas
proteinas de interés terapéutico o el incremento de la estabilidad de las mismas a los ataques
proteoliticos. Sin embargo, la principal aplicacion de las proteinas de fusién en biotecnologia

es, sin duda, facilitar la purificacién de las proteinas recombinantes.

La purificacion de las proteinas de fusion se consigue, generalmente, a través de un Unico paso
de cromatografia de afinidad, el cual esta definido por las caracteristicas particulares del
fragmento (o proteina) de fusién propio del vector hacia una determinada matriz o resina.
Existen diferentes fragmentos o proteinas de fusién descritos con éxito en la literatura para la
obtencion y purificacibn de proteinas recombinantes. Todos estos sistemas estan
desarrollados, principalmente, en base a alguno de estos tipos de interaccién: enzima/proteina-
substrato, receptor-proteina, anticuerpo-antigeno o afinidad del fragmento de fusién por los

metales.

En concreto, el sistema de la maltosa-binding-protein (MBP), esta basado en la elevada
afinidad de esta proteina de E. coli (la MBP) por los polimeros de glucosa de union a(1-4) de
hasta 7 u 8 residuos (maldodextrinas). La MBP es una proteina soluble de 40 kDa de peso

molecular codificada por el gen malE de E. coli. La MBP se encuentra a concentraciones
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elevadas en el periplasma de la célula, debido a que es la responsable de la interaccién con los

residuos de azucar citados para facilitar su transporte a través de la membrana citoplasmatica.

El sistema de purificacion de la MBP fue originariamente disefiado por Guan et al (1986), los
cuales construyeron los primeros vectores de expresion de este sistema que permite clonar el
gen de interés en posicién 3’ del gen que codifica para la MBP (malE). La proteina de fusién
originada se purifica a través de un Unico paso de cromatografia de afinidad por uniéon de la

MBP a una resina de amilosa, y se consigue su posterior elucién por competencia con maltosa.

En la actualidad, el sistema de purificacion de la MBP esta comercializado por la compafiia
New England Biolabs, y ofrece una gama versatil de diferentes vectores que incluyen distintos
componentes, como una sefial de secrecidn (para la expresion extracelular de las proteinas de
fusion), o un sitio de reconocimiento especifico para proteasas (en concreto, el Factor Xa) que

permite la separacion ultima de la proteina recombinante de la MBP.

Los componentes de un vector genérico, basado en el sistema de la MBP son los siguientes:
un promotor de expresion fuerte, el Ptac, un sitio de inicio de transcripcion propio del gen malE,
un polilinker o sitio de clonaje del gen de interés el cual esta en posicion 3’ del gen malE que
codifica para la MBP y en cuya posicion 5’ puede incluir un sitio especifico de reconocimiento
proteolitico, en concreto el del Factor Xa. Por ultimo, estos vectores también incluyen el gen
Lac9 que codifica para el represor lac que mantiene bajos los niveles de transcripcién del Ptac

a menos que no haya presencia de del substrato inductor (IPTG) en el medio.

El sistema de proteinas de fusidon de la MBP fue el seleccionado para la purificacion del
fragmento C-terminal, de 420 bp, de la lipasa de Rhizopus oryzae, ROL. El propdsito de la
purificacion y obtencién de este fragmento es la generacién de anticuerpos especificos para la
ROL que pudieran utilizarse en posteriores estudios de transduccion de sefial en la expresion

recombinante de la ROL en la levadura P. pastoris.

Hay que remarcar que en el proceso de construccion del vector de expresién del gen ROL
utilizado a lo largo de este trabajo (pPICZaA-ROL) (Minning et al., 1998), se introdujo un codén
de STOP en posiciébn C-terminal del gen ROL, lo que imposibilita la purificacién de la ROL
mediante la utilizacién la cola de seis histidinas en posicion C-terminal propia del vector (ver
figural, pagina 29). La utilizacion del sistema de proteinas de fusion de la MBP plantea un
camino mas corto y rapido, a escala de laboratorio, respecto a la reconstruccion del vector
pPICZaA-ROL en P. pastoris, para la purificacion de la ROL y la posible generacion de

anticuerpos especificos contra ésta.

La figura 1 representa un esquema de la generacion del producto MBP-ROL.
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Figura 1. Representacion esquematica de la generacion de la proteina de fusion MBP-ROL.

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en la purificaciéon de el fragmento C-
terminal de la ROL bajo el sistema de la MBP, con el propdsito de generar anticuerpos

especificos para éste.

Paralelamente, este capitulo también recoge los resultados obtenidos en el proceso de
recuperacion y purificacion de la ROL recombinante obtenida en el sobrenadante de los
cultivos en fed-batch realizados con medio sintético, descritos en los capitulos anteriores de
este trabajo. Basicamente, la definiciéon de una estrategia de proceso no se basa tan sélo en la
elaboracién de una metodologia de produccién satisfactoria, sino que implica el desarrollo e
integracién de un protocolo eficaz de recuperacion del producto, es decir, con un rendimiento
satisfactorio para la aplicacién concreta para la cual el producto se ha generado. A lo largo del
siguiente capitulo se describe el protocolo desarrollado para la recuperacién de la ROL
recombinante con un grado de purificacién adecuado para la utilizacién de esta enzima en

reacciones de quimica fina.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Cepasy vectores.

Se utilizé la cepa comercial de E. coli DH5« (Life Technologies) y el vector comercial pmalc-2

(New England Biolabs), de expresion intracelular.

4.2.2 Mantenimiento de cepas transformadas.

Las cepas de E. coli DH5a transformadas se mantuvieron en placas de LB agar (10 g de
triptona, 10 g de NaCl, 5 g de extracto de levadura y 20 g de agar, por litro de agua destilada),
con ampicilina (100 pg ml™), a 4°C, durante semanas y en glicerinados de medio liquido LB con

un 10% (w/v) de contenido en glicerol, a —=70°C.
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4.2.3 Construccién del vector pmalc2 ROL.

4.2.3.1 Construccion de la secuencia MBP-ROL por PCR (Polymerase chain reaction).

La secuencia de C-terminal de 420 pb de la ROL (incluyendo el triplete de terminacién del gen
ROL) se amplificé mediante PCR. Se diseflaron y utilizaron para tal propdsito los
oligonucledtidos 5 ROLMBP (5-GCCGGATCCTCTTACAACGGGAACCAAAAC-3) vy 3
ROLMBP (5-GCCCTGCAGTGATGGTCGACGGCGCTATTC-3'), que introducen los sitios de
restriccion BamHI y Pstl (subrayados) en posicion 5 y 3’ del producto amplificado
respectivamente. La PCR se realiz6 utilizando 100 ng de DNA molde (pPICZAa -ROL), dNTPS
(200 uM cada uno), 10 mM MgCl,, 1 ul de cada uno de los oligonucledtidos a una
concentraciéon de 1 ug ml™, y la enzima Taq polimerasa. Se utilizaron las temperaturas de 94°C
para desnaturalizacion (10 minutos), y durante 25 ciclos, 94°C (1 minuto), 53°C (1 minuto) y
72°C (1 minuto), como temperaturas de desnaturalizacion, hibridacion y elongacion
respectivamente, mas 10 minutos posteriores de elongacion a 72°C. El producto de PCR se
purific6 mediante el PCR purification kit (Qiagen) segun el protocolo recomendado por el
suministrador , y se recuper6 del gel de agarosa al 1% (w/v), en TAE 1X mediante el Qiagen
Extraction kit (Qiagen).

El producto purificado de PCR y el vector pmalc-2 (New England Biolabs) se digirieron con las
enzimas de restriccion BamHI y Pstl, durante 2 h a 37°C. Se determiné la concentracién de
DNA mediante lectura de la absorbancia a 260 nm y se realizé la ligacién de ambos productos
durante 15 h, a temperatura ambiente, utilizando la relacién molar 10 X (inserto: vector) y 1 ul

de enzima ligasa T4 (Roche Diagnostics).

4.2.4 Transformacion.

Las células competentes de E. coli DH5a (Life Tecgnologies) se transformaron mediante
choque térmico a 42°C con el vector pmalc2 ROL. Los clones transformados fueron
seleccionados en placas de LB (ver 4.2.2, pag. 93) con 100 pg ml™ de ampicilina. La presencia
del inserto MBP-ROL se comprobé mediante digestion enzimética con las enzimas BamHI y
Pstl.

4.2.5 Secuenciacion.

Para la secuenciacion de la construccion MBP-ROL se disefiaron los oligonucleétidos
5'MBPROL, con secuencia: (5-GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC-3) y 3'MBPROL (5'-
GTAAAACGACGGCCAGT-3"), y la secuenciacion se llevo a cabo el servicio de secuenciacién

de la Universitat Autbnoma de Barcelona (Departament de Bioquimica).

4.2.6 Medios de cultivo.

El medio utilizado para el cultivo liquido de las céulas de E. coli transformadas con el

pmalc2_ROL contiene, por litro de agua destilada: 10 g de Triptona, 5 g de extracto de

levadura, 5 g de NaCl, 2 g de glucosa y una concentracion final de ampicilina de 100 pg ml™.
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La solucion stock de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactosidasa) 0.1 M se prepar6 mediante la
disolucion de 1.41 g de IPTG en 50 ml de agua destilada, y se filtr6 a través de filtros Millipore-
GV PVDF, de baja absorcion proteica, de 0.22 um de tamafio de poro.

Se utilizé el cocktail de inhibidores de proteasas de Sigma.

4.2.7 Recuperacion y purificacion de la ROL recombinante.

4.2.7.1. Recuperacion de la ROL: Obtencién del extracto crudo de ROL.

El proceso de recuperacion de la lipasa se inici6 mediante centrifugacion del caldo de cultivo a
6000 rpm durante 30 minutos para eliminar la biomasa. Posteriormente, el sobrenadante se
filtré a través filtros Millipore-MF de 0.45 um de corte de membrana para eliminar los posibles
restos de biomasa. El sobrenadante se concentrd utilizando un sistema de ultrafiltracion
Minitan® (Millipore) equipado con membrana de filtracion tangencial de 10 kDa de corte. El
concentrado se resuspendié en 5 | de una solucién Tris-HCI 20 mM, pH 8.1, y se dializé y
concentrd hasta un volumen final de 100 ml, utilizando el mismo equipo. El liquido concentrado
final se liofilizo (liofilizador Virtis Sentry™ Benchop 5 I) durante 24 h hasta obtener un producto

solido. A este liofilizado de ROL se le denomind extracto crudo de ROL.

4.2.7.2. Purificacion del extracto crudo de ROL por cromatografia.
El sistema de cromatografia utilizado fue el Pharmacia FPLC system (Fast Protein Liquid

Chromatography).

4.2.7.2.1. Cromatografia de intercambio catiénico.

4.2.7.2.1.1. Preparacion de la muestra.

El extracto crudo de ROL se obtuvo tal y como se especifica en el apartado anterior. El extracto
crudo de ROL se resuspendié en agua destilada estéril (50 mg de liofilizado de ROL mI™) y
posteriormente se dializ6 contra CaCl, 10 mM, pH 6.00, durante 24 h. La muestra se centrifugé
a 12000 xg durante 20 minutos a 4°C. Finalmente la muestra se filtr6 utilizando filtros Millipore-
GV PDVF de 0.22 um de tamafio de poro.

4.2.7.2.1.2. Inyeccion de la muestra.

La columna de intercambio iénico utilizada fue la SP sepharose XK2620 (de 26 mm de
diametro y 75 ml de volumen de columna) (Pharmacia). La columna se equilibré con la misma
solucion de CaCl, 10 mM, pH 6.00, en la que se encuentra resuspendida la muestra de extracto
crudo de ROL. El flujo de trabajo en la columna fue de 1.5 ml min™ y se recogieron fracciones
de 5 ml de volumen. El esquema de trabajo comprende: 2 volimenes de columna (tras la
inyeccion de la muestra) en las condiciones citadas y, posteriormente, un volumen de columna
realizando un gradiente de 0 a 1.0 M de NaCl (en CaCl, 10 mM, pH 6.00). Esta concentracién

de NaCl se mantuvo durante dos volimenes mas de columna.
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4.2.7.2.2. Cromatografia de interaccion hidrofébica.

4.2.7.2.2.1. Preparacion de la muestra

Se recogié un volumen de 30 ml eluidos de la cromatografia de intercambio catiénico que
contenian actividad lipolitica. Estos 30 ml se concentraron mediante concentradores Centrikon-
10 (Millipore) de 15 ml de capacidad y un corte de membrana de 10.000 Da, hasta un volumen

final de 5 ml que se utilizé para su aplicacion en la columna de interaccion hidrofébica.

4.2.7.2.2.2. Inyeccion de la muestra

Se utilizé una columna de Phenyl sepharose (Pharmacia) de 10 ml de volumen de columna. La
columna se equilibré con una solucién de NaCl 1.0 M. La inyeccién de la muestra se realiz6é a
un caudal de 0.5 ml min™, y posteriormente se aplicé un volumen de columna de la misma
solucién tamp6n a un flujo de trabajo de 1 ml min™, recogiendo fracciones de 5 ml de volumen.
La elucién de la muestra se realizé6 mediante un gradiente decreciente del tampén NaCl 1.0 M
de 100 a 0 % de concentracién, en agua destilada, a lo largo de un volumen de columna,
operando al mismo flujo de trabajo, y una posterior aplicacion, durante 15 minutos, de un
caudal constante de 1 ml min® de 1% Triton X-100. El detergente se lavé mediante
centrifugaciones sucesivas de la fraccién eluida utilizando concentradores Centrikon-10

(Millipore) de 15 ml de capacidad y un corte de membrana de 10.000 Da.

4.2.7.3. Purificacion de la construccion MBP-ROL por cromatografia de afinidad.

4.2.7.3.1. Preparacién de la muestra.

El cultivo de células de E. coli se centrifugd a 4000 xg, durante 20 minutos a 4°C, y se descarto
el medio liquido. El pellet de células obtenido se resuspendioé en 50 ml de tampdn de columna
(ver siguiente apartado para su composicion) y se congel6 durante 24 h a -70 °C.
Posteriormente, las células se descongelaron en un bafio de agua fria y se procedié a su
sonicacion durante 12 ciclos de 15 segundos de sonicacion, mas otros 15 segundos de reposo
de las muestras en hielo. Se siguié la liberacion de proteina mediante el test colorimétrico de
Bradfort. Posteriormente, la muestra celular se centrifugé a 9000 xg, durante 30 minutos, a 4°C,

recogiéndose el sobrenadante.

4.2.7.3.2. Inyeccion de la muestra.

Se utilizé una columna de 1 ml de volumen relleno de resina de amilosa (# 800-21S de New
England Biolabs), con una capacidad de unién de proteina de 3 mg ml™. EI tampén de columna
utilizado contiene, por litro de agua destilada: 10 ml de Tris-HCI 1 M, pH 7.4, 11.7 g de NaCly 2
ml de EDTA 0.5 M. El tampdn de elucién posee la misma composicion mas una concentracion
10 mM de maltosa. La columna se equilibré con el tampén de columna sin maltosa durante 8
volimenes de columna a un caudal de 1 ml min™. Se utilizé un flujo de trabajo de 0.5 ml min™
para la inyeccion, y se realizaron 12 lavados de columna, a este mismo caudal posteriormente
a la inyeccion de la muestra. El flujo de elucién fue de 1 ml min™, recogiéndose en fracciones

de 500 pl de volumen.
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4.2.8. Métodos analiticos.

4.2.8.1. Andlisis de actividad lipolitica.

Se utiliz6 el ensayo colorimétrico del PNPL (paranitrofenol laureato) como seguimiento
cualitativo de la actividad lipolitica durante el proceso de cromatografia, debido a que es un
método sencillo, rapido y puede realizarse utilizando pequefios volimenes de muestra en
microplaca. El ensayo consiste en la mezcla de 10 ul de muestra a analizar con 100 ul de
solucién de reaccidn, que en presencia de actividad lipolitica se torna de color amarillo, por la
liberacion del laureato. La solucidon de reaccién estda compuesta por una combinacién, en
relacién 1: 9 (v/v), de una solucién de 51 mg de PNPL en 20 ml de isopropanol puro (sonicada
durante 30 segundos), y una segunda solucién de 1 g de Triton X-100 y 0.2 g de goma arabica
en 200 ml de Tris-HCI 0.1 M, pH 7.5. Para la cuantificacion de la actividad lipolitica, una vez
detectadas las fracciones en las que se recupera la lipasa, se utilizé el ensayo colorimétrico
comercial de determinacion de la actividad lipolitica LIP de Roche Diganostics (pagina 61,
apartado 2.2.7.2).

4.2.8.2. Andlisis de proteinas.
La cuantificacién de la concentracion de proteina total se llevé a cabo mediante el ensayo

colorimétrico de Bradfort segun las especificaciones descritas por el autor (Bardfort M., 1976).

4.2.9. SDS-PAGE

Los geles de electroforesis de proteinas se realizaron a un 12 % (w/v) de poliacrilamida, bajo

condiciones desnaturalizantes y un voltage de 70-80 v constante, utilizando el equipo Mini
Protean Il cell vertical (Bio Rad). La visualizacién de las proteinas se realiz6 mediante tincién
de Comassie y tincién de plata (segun especificaciones de Bio Rad). Los marcadores de peso
molecular de proteina SDS-Broad Range (Bio Rad).
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. GENERACION DE LA PROTEINA DE FUSION MBP-ROL Y PURIFICACION
POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.

Para la generacién de la proteina de fusion MBP-ROL se amplificaron, por PCR, 420 bp en
posicién C-terminal de la ROL (que incluyen el triplete de terminacién del gen ROL), utilizando
los oligonucleétidos 5° MBPROL y 3' MBPROL (ver materiales y métodos 4.2.3.1. de este
capitulo, pagina 94). Estos oligonucleétidos incluyen los sitios de restriccion BamHI y Pstl, en
posicion 5’ y 3’ del fragmento amplificado, respectivamente. La figura 2 ilustra el producto

obtenido, de tamafio molecular de 420 bp.

Mw
(kb)

3-

2-
1.6-

1-

Producto  obtenido
por PCR, fragmento
C-terminal del gen
ROL.

0.5-

Figura 2. Gel de 1 % (w/v) de agarosa del (1): producto de PCR obtenido a partir de la amplificacion del
gen ROL con los oligonucledtidos 5 MBPROL y 3' MBPROL (sefialado por la flecha en negro). M:

marcadores de peso molecular (kb).

El producto purificado se insert6 en el vector pmalc-2, utilizando los sitios de restriccion citados,
generandose el vector pmalc2_ROL, con el que transformaron las células de E. coli DH5a. Se
obtuvo un tapiz de células transformantes del que se escogid, posteriormente a la verificacién
de la correcta insercién y secuenciacion del fragmento clonado, el clon DH/MBPROL_7 para la
expresion de la proteina de fusién. La proteina de fusién generada posee un peso molecular
tedrico de 54.20 kDa (40 kDa de la MBP mas 14.20 kDa procedentes de los 420 bp de la ROL

fusionados).

Se realizd un cultivo a pequefia escala de 80 ml de la cepa en medio rico, con glucosa y
ampicilina para comprobar la expresién de la proteina de fusion. La induccion de la expresion
de la MBP-ROL se realizd6 mediante IPTG, a una concentracion final de 0.3 mM, al alcanzar el

cultivo una DOggg de 1.2-1.5 y durante tres horas. Se recogieron muestras a lo largo del cultivo,
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previamente a la induccién, y después de 1, 2 y 3 horas de induccion. Las muestras celulares
(obtenidas segun 4.2.7.3.1, pagina 96) se visualizaron realizando un gel de proteinas (ver
figura 2). Paralelamente, la Gltima muestra (3 horas de induccién) se resuspendio en 50 ul de
tampdn de columna y se mezclé con 50 ul de resina de amilosa, previamente lavada con el
mismo tampén, para comprobar a pequefia escala la afinidad de la proteina de fusién por la
resina. La mezcla de proteina y amilosa se dejé a 4°C durante 30 minutos y posteriormente se
centrifug6 a 4000 xg durante 1 minuto, recuperandose el pellet de amilosa que se resuspendié

en el tampon de carga SDS-PAGE. La figura 3 ilustra los resultados obtenidos en este proceso.

A.
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Figura 3. A: Representacion del crecimiento de la cepa DH/MBPROL_7 e induccidn, mediante la adicion
de IPTG 0.3 mM (sefialado por la flecha vertical negra) de la expresion de la MBP-ROL. Las flechas
discontinuas indican las muestras recogidas a 1, 2 y 3 horas post-induccién. B: Seguimiento de la
liberacion de proteina intracelular (mediante el test de Bradfort) de las muestras durante la sonicacion. C:
SDS-PAGE de las muestras de cultivo: (1) previamente a la induccién, (2) después de 2 horas de
induccién con IPTG, (3) después de 3 horas de induccion y (4): muestra de después de 3 horas de
induccién e incubacion con la resina de amilosa. M: marcadores de peso molecular de proteina. Tincion
de Comasie. Peso molecular de la MBP: 40 kDa, y de la MBP-ROL: 54.20 kDa.
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El carril 4 de la figura 3.C muestra claramente la union especifica de una proteina de
aproximadamente 45 kDa a la resina de amilosa, que no se corresponde con el peso molecular
esperado de la proteina MBP-ROL (54.20 kDa). Probablemente estas diferencias respecto a
peso molecular podrian deberse a la actividad proteolitica liberada durante la posible disrupcién
de las células. Ademas, se observa, a lo largo de la induccién el aumento de una banda, de
peso muy inferior a 21.5 kDa, que podria deberse a parte de esta degradacién. La tincion de
plata (mucho mas sensible que la de Comasie), en gel de electroforesis de la muestra
correspondiente a la unién con la resina de amilosa, apunta hacia esta posibilidad (ver figura
4). Como se observa en la figura 4, existe una fraccion de proteina unida a la resina de amilosa
que podria corresponder con el peso molecular esperado de la MBP-ROL (de 54.20 kDa

aproximadamente), sin embargo, existe una evidente degradacion proteolitica.

Mw
(kDa)
98- |
66 |— ‘
— e = <_54 Da
45 | —
31 e
21.5-- -E
| r

Figura 4. 1: SDS-PAGE de la muestra de cultivo de tres horas de induccion con IPTG posteriormente a su
union con la resina de amolisa. M: Marcadores de peso molecular de proteinas (kDa). La flecha en negro
sefiala el peso molecular aproximado esperado para la construccion de la MBP-ROL. Tincion de plata.

Bajo estas observaciones, se realiz6 un cultivo de 500 ml de volumen utilizando la misma cepa
de E. coli DH/MBPROL_7 para la purificacién de la MBP-ROL, afiadiendo inhibidores de
proteasas (cocktail de inhibidores de Sigma) en el medio de cultivo, asi como en el tampoén de
columna utilizado para la resuspension de las muestras celulares durante el proceso de

disrupcion celular por sonicacion.

La muestra obtenida de la disrupcion celular se aplicé a una columna de amilosa de 1 ml de
volumen equilibrada previamente con el mismo tampo6n de columna. Se realizé la inyeccion y
elucién de la muestra tal y como se describe en el apartado 4.2.7.3.2 de materiales y métodos
de este capitulo La figura 5 corresponde al gel de electroforesis de la fraccion eluida en el

proceso de cromatografia posteriormente a su tratamiento con el Factor proteolitico Xa (segun
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especificaciones de New England Biolabs), para la liberacion de ambos componentes, MBP y
ROL.
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Figura 5. SDS-PAGE de (1): muestra eluida de la cromatografia de afinidad posteriormente a su

tratamiento con el Factor Xa. M: marcadores de peso molecular de proteinas (kDa). Tincién de Comassie.

Los resultados obtenidos siguen indicando la posible proteolisis de parte de la proteina ROL.
Son diversos los factores que pueden influir sobre este hecho, el tiempo de induccion, la
temperatura, asi como otras condiciones propias del proceso de disrupcion celular. Por lo tanto,
se procedié a la purificacion de la ROL recombinante basandonos en las caracteristicas

quimicas de la proteina, y se descart6 esta via de purificacién.

4.3.2. RECUPERACION Y PURIFICACION DE LA ROL RECOMBINANTE.

Se desarrollé un protocolo de recuperacion de la ROL recombinante a partir del sobrenadante
procedente de los cultivos realizados en fed-batch utilizando un medio sintético (capitulo 1 de la

seccion E de Resultados y Discusion, pagina 29).

El caldo de cultivo se centrifugé y el sobrenadante se filtrd, dializé, concentro, y liofilizé
obteniéndose una muestra cruda de ROL, tal y como se detalla en la seccion de materiales y
métodos 4.2.7.1 de este capitulo (pagina 95). El rendimiento de recuperacion de la actividad
lipolitica global a lo largo de este proceso, hasta la obtencion del extracto crudo o liofilizado de

ROL se determiné en un 90%.

La posterior purificacién de la ROL recombinante se realiz6 mediante la combinacion de dos

etapas de cromatografia: en primer lugar un paso de cromatografia por intercambio catidnico
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seguido de un paso de cromatografia por interaccion hidrofébica, como se detalla a

continuacion.

La muestra de extracto crudo de ROL resuspendida en agua destilada (50 mg de extracto
crudo de ROL por mililitro) se dializ6 frente al tampén de carga CaCl, 10 mM pH 6.00
previamente a su inyeccion en la columna de intercambio catiénico (SP Sepharose). Esta
dialisis es necesaria para asegurar la union de la ROL a la resina debido a que en la muestra
de extracto crudo de ROL existe una elevada concentraciéon de Tris-HCI pH 8.10, y el pl de la

lipasa es > 9.3 ( Minning et al., 1998). La Figura 5 recoge el cromatograma obtenido.
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Figura 5. Cromatograma obtenido de la cromatografia de interaccion cationica (SP Sepharose) de la

muestra de extracto crudo de ROL.

El rendimiento de actividad lipolitica obtenida en este proceso fue aproximadamente del 60 %
(ver resumen en la tabla 1, pagina 104). Sin embargo, los valores de actividad especifica
recuperada en este primer paso de cromatografia (1.95 U ug'l) fueron menores que aquellos
obtenidos en la purificacion de la misma proteina procedente de cultivos realizados con medio

complejo (Minning et al., 1998).

Esta diferencia podria atribuirse al hecho de que en la muestra de extracto crudo de ROL
procedente de cultivos realizados con medio sintético existe un mayor numero de
contaminantes que en aquellas muestras derivadas de cultivos con medio complejo, como se
ilustra en la figura 6.
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Figura 6. SDS-PAGE de las muestras de extracto crudo de ROL obtenidas de los cultivos realizados con
S: medio sintético, C: medio complejo. M: marcadores de peso molecular de proteinas (kDa). Tincion de

plata.

El grado de purificacién alcanzado tras este primer paso de cromatografia de intercambio
catiénico (ver tabla 1, pagina 104) result6 ser suficiente para algunas de las aplicaciones de la
ROL recombinante, en concreto, para llevar a cabo determinadas reacciones enzimaticas

interesantes en diversos procesos de quimica fina (Ferrer et al., 2000).

No obstante, debido a los resultados poco satisfactorios de purificacién del fragmento C-
terminal de la ROL mediante la proteina de fusién MBP-ROL, se procedié a la mejora de la
purificacion de la enzima recombinante ROL hasta obtener un grado de purificacion adecuado

para la generacion de anticuerpos.

Por lo tanto, la purificacion de la ROL se mejoré en base a la elevada capacidad de interaccion
hidrofébica que poseen las lipasas, procediendo a la aplicacion de la fraccion eluida de la
cromatografia de intercambio catiénico en una columna de interaccion hidrofébica, con grupos

Phenil sepharose.

Las lipasas son enzimas de naturaleza hidrofébica que se unen especificamente a grupos octil
y phenil sepharosa (Rua et al, 1993). El esquema de trabajo utilizado se basd en el
desarrollado para la purificacion de diferentes isoformas de lipasas nativas de la levadura
Candida rugosa (Sanchez et al., 1999), dismunyendo la concentracion de sales mediante un
gradiente de 100 a 0% de NaCl mas un paso posterior de elucién con detergente, 1 % Triton X-
100.

La tabla 1 recoge, a forma de resumen, los resultados obtenidos para cada una de las etapas

de cromatografia citadas.

103



E. RESULTADOS Y DISCUSION_CAPITULO 4

Actividad
Volumen Actividad Actividad Y, Proteina Proteina Yp  especifica
(mh  (Um) O % @m) @) %) (Uug?)
CE
Inyeccion 25 625 15625 2343.7 58583.7 0.26
ler pico 45 100. 4500 28.8  190.6 8578.1 14.6 0.52
ROL 30 3125 9375 60 159.5 4785 8.1 1.95
HIC
Inyeccion* 5 1685 8425 953 4765 1.77
ROL 25 nd nd 455.53 2277.67 47.8 nd

Tabla 1. Rendimientos obtenidos de la cromatografia de interaccion hidrofébica de la ROL.. CE:
cromatografia de intercambio catiénico. HIC: cromatografia de interaccion hidrof6bica. Ya: rendimiento de
actividad lipolitica. Yp: rendimiento de proteina. *): volumen de inyeccidn que corresponde a la
concentracion del 2° pico (ROL) obtenido de la cromatografia de intercambio catiénico (CE).

No se detectd actividad lipolitica en las muestras eluidas, debido a la inactivacién resultante del
Triton X-100 (Hiol et al., 2000). Sin embargo, se realiz6 la posterior eliminacion de este
detergente mediante centrifugacion de la muestra y resuspensién en agua destilada utilizando
los concentradores Centrikon (Millipore) de 10 kDa de corte de membrana, como se detalla en
materiales y métodos 4.2.7.2.2.2 de este capitulo. Se comprobo, por SDS-PAGE, la presencia
y pureza de una Unica banda de proteina correspondiente al peso molecular esperado de la
ROL, la cual se utilizé, posteriormente, para la generacién de anticuerpos especificos contra la

misma.

Hay que destacar, no obstante, que debido a la inactivacién de la ROL, este proceso no resulta
adecuado como metodologia de purificacion de la ROL recombinante a mayor escala. Sin
embargo, resulté suficiente para la posible obtencién de una muestra de ROL con un grado de

pureza adecuada para la generacién de anticuerpos contra ésta.

44. CONCLUSIONES

1. Se ha obtenido la proteina de fusion MBP-ROL, de secuencia correcta, expresada de forma
intracelular en la cepa de E. coli DH/MBPROL_7. Sin embargo, no se han desarrollado las
condiciones adecuadas para la purificacion de la proteina de interés, debido posiblemente,

a la accioén de proteasas enddgenas de la célula.
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2. Se ha desarrollado un protocolo de recuperacion de la ROL desde el caldo de cultivo hasta
la obtencién de un extracto crudo o liofilizado final de ROL, con un rendimiento de

recuperacion de la actividad lipolitica final del 90 %.

3. Se ha llevado a cabo la purificacion parcial de la ROL recombinante mediante un Unico
paso de cromatografia de intercambio catiénico, obteniéndose un grado de purificacion final
adecuado para la utilizacion de la lipasa en reacciones de quimica fina (Ferrer et al, 2000).
Ademas, la combinacién de un segundo paso de cromatografia de interaccion hidrofébica
ha resultado en la purificacién de la ROL recombinante con un grado de pureza que

permite la utilizacién de la proteina para la generacion de anticuerpos contra ésta.
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F. DISCUSION Y CONCLUSIONES GLOBALES.

En este trabajo se han abierto diferentes lineas de investigacion sobre el estudio de la
expresion recombinante de una lipasa de R. oryzae en la levadura P. pastoris. Este capitulo
pretende recopilar e integrar os resultados hasta aqui presentados y discutidos por separado,
asi como apuntar hacia las posibilidades de estudio en un futuro, algunas de las cuales ya

estan en curso

Entre todas las estrategias exploradas en este trabajo para la optimizacién del proceso de
produccion recombinante de la ROL bajo el Paoxi, S6l0 se ha conseguido su mejora
mediante la modificacion de la estrategia de cultivo en fed-batch, utilizando la cepa de una

Unica copia del gen ROL (capitulo 1 de la seccion E de Resultados y Discusion, pagina 29).

Se ha demostrado que el seguimiento de la presidon parcial del oxigeno en el caldo de
cultivo, como parametro indicativo del consumo de metanol durante la etapa del fed-
batch, no es suficiente para asegurar la robustez del proceso de produccion. En el
sistema de expresion de proteinas de P. pastoris bajo el Paox:, €s imprescindible que no se
acumule el metanol en el caldo de cultivo a concentraciones elevadas durante largos periodos
de tiempo. En este trabajo, se escogié un valor de concentracién maxima de metanol de 5 g I'",
segun recomendaciones bibliograficas, y se ha comprobado los efectos beneficiosos que este
hecho tiene sobre la produccion del sistema. Los efectos téxicos del metanol per se, y de los
productos que se originan de su metabolismo (formaldehido y acido férmico, principalmente)
pueden afectar a la capacidad de las levaduras de asimilar este substrato y, Gltimamente, a la
capacidad de sintesis de la proteina de interés (debido a que es la Unica fuente de carbono y
energia suministrada). Asimismo, la combinacion de metanol y glicerol a concentraciones
limitantes, durante las primeras etapas del fed-batch, favorece la productividad final
alcanzada. Con esta estrategia se han incrementado los niveles de ROL recombinante

producidos en un factor de 13.6, respecto a los obtenidos en los cultivos iniciales.

Sin embargo, el seguimiento de la concentracion de metanol mediante toma de muestra y
analisis subsiguiente por cromatografia de gases, es tan sélo una aproximacién para el
mantenimiento de la concentracion de metanol mas o menos constante en el medio

extracelular. A pesar de ser una aproximacion robusta, que nos ha permitido comprobar todos
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los efectos anteriormente citados, las variaciones en las condiciones de cultivo que introduce
esta estrategia son importantes, las cuales pueden tener diversas repercusiones sobre el

comportamiento del sistema.

Por ejemplo, en los cultivos en fed-batch de la cepa ROL multicopia Mut® (capitulo 2 de la
seccion E de Resultados y Discusion, pagina 55), se ha conseguido una toma de muestras
mucho mas constante, y por lo tanto, un ajuste mas preciso de la concentracién de metanol en
el caldo de cultivo. Este hecho parece haberse traducido en una mayor capacidad de
asimilacion del metanol durante fases mas tempranas del cultivo en fed-batch, respecto a lo
observado en experimentos anteriores (capitulo 1 de la seccion E de Resultados y Discusion),
lo cual se corresponde su vez, con una mayor velocidad de crecimiento en metanol y con una
menor produccién final. Ademas, se comprobd que el cultivo en fed-batch queda limitado por
fuente de nitrégeno al superar los 50 g I'* de biomasa. Sin embargo, los resultados obtenidos
a baja densidad celular (erlenmeyer), 0 bajo unas condiciones operacionales totalmente
comparables (cultivos en batch) sostienen que existe una mayor capacidad de
produccion de ROL en las cepas multicopia, respecto a las de una Unica copia del gen.
Por lo tanto, los estudios realizados a elevadas densidades celulares (fed-batch) no
permiten evaluar o discernir los distintos factores que influyen en los niveles de
produccion de la ROL. Por ejemplo, ¢se debe la menor productividad de las cepas ROL
multicopia Mut” a un efecto negativo de la mayor dosis génica (respecto al gen ROL), o
simplemente, al hecho de haber crecido a una velocidad mucho mas elevada, o a una
combinacion de estos dos factores?. Ademas, la existencia de un nivel de expresion 6ptimo
para la sintesis y secrecion de proteinas es una caracteristica general en los sistemas de

expresion eucariotas y es especifico para cada proteina.

Existen estudios concretos en los que se han realizado modelos matematicos que relacionan la
velocidad de crecimiento de P. pastoris (tanto Mut® como Mut’) con la velocidad de formacién
del producto recombinante, para la optimizacién de la produccién final del sistema (d’Anjou et
al.,, 2000, Zhang et al., 2000). En estos estudios se describe una velocidad de crecimiento
celular critica que proporciona la mayor productividad del sistema y que, por lo general, es
bastante menor a la velocidad de crecimiento maxima en metanol. Precisamente es esta
velocidad critica la que divide y dirige el proceso de induccién a: condiciones de produccion
Optimas (cuando se asume esta velocidad critica) o inhibitorias (cuando la velocidad de
crecimiento supera la velocidad critica). Por lo tanto, a pesar de la importancia de mantener
unos niveles de metanol que no generen toxicidad en el proceso de cultivo, mantener aquella
velocidad de crecimiento éptima para la produccion de proteina recombinante (que no para
alcanzar un mayor nivel de biomasa) durante la etapa de induccién parece ser uno de los

parametros mas importantes a la hora de optimizar el proceso (D’Anjou et al, 2000, 2001).
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Los resultados obtenidos en los capitulos 1y 2 de este trabajo apuntan a la posibilidad
de que el pardmetro clave a controlar durante la induccidon de la expresion de la ROL,
bajo el sistema de expresion en Ppoxs en P. pastoris, pueda ser la velocidad de
crecimiento de la cepa en metanol. Para comprobar esta hipé6tesis, es necesario e
imprescindible tener un sistema de control del cultivo en fed-batch robusto, que no introduzca
variaciones incontrolables respecto a la concentracién del metanol en el caldo de cultivo. Para
ello, es necesario disponer de una lectura continua, en linea, de los niveles de metanol en el
medio de cultivo, lo cual puede conseguirse a través de la utilizacion de equipos comerciales
desarrollados especificamente para este propésito (PTI instruments o Tracer, por ejemplo).
Como primera aproximacion a la comprobacion de estas hipotesis, podrian realizarse cultivos
en fed-batch (bajo las condiciones citadas) manteniendo una velocidad de crecimiento durante
el fed-batch en metanol de 0.01 h'1 y 0.03 h™. Es decir, un valor inferior e igual a la velocidad
de crecimiento en fed-batch a la cual se ha obtenido la maxima productividad en este trabajo
(0.03 h™"), y comprobar de esta forma la influencia de la p sobre los niveles de produccién

alcanzados.

En la misma linea se encuentran los resultados obtenidos respecto a la expresién de la ROL en
cepas Mut® (capitulo 2 de la seccion E de Resultados y Discusion), de crecimiento lento en
metanol. Se ha comprobado que el fenotipo celular Mut influye sobre la capacidad de
produccién de la ROL. Los resultados preliminares obtenidos en cepas Mut® indican que
la expresion de la ROL, bajo el control del Poox1, parece estar favorecida por velocidades
de crecimiento en metanol lentas (tipicas de estas cepas). Bajo estas observaciones, se
han desarrollado cepas de P. pastoris Mut® ROL multicopia, cuyo estudio esta en curso en

la actualidad.

Por otro lado, se ha iniciado el estudio del posible efecto toxico de la expresién de la ROL
madura en P. pastoris, observado con anterioridad en otros sistemas de expresion, como E.
coli (Beer et al., 1996) o S. cerevisiae (Takashashi et al., 1998). Se ha observado, a baja
densidad celular, que la expresion de la ROL tiene un efecto sobre la velocidad de
crecimiento de la cepa hospedadora en metanol (capitulo 1 de la seccién E de Resultados y
Discusion). Estos resultados también se han observado mediante otras aproximaciones, como
por ejemplo, el descenso de la velocidad de crecimiento en metanol de las cepas ROL
multicopia Mut®, bajo condiciones de cultivo en erlenmeyer y en batch, en los que,
ademas, los niveles de actividad lipolitica detectados han sido superiores a los de la cepa de

una Unica copia del gen ROL (capitulo 2 de la seccién E de Resultados y Discusion).
En la misma linea se encuentran los resultados obtenidos en la expresion constitutiva de la

ROL (bajo el control del Pgap), la cual ha sido practicamente indetectable, tanto en cultivos en

erlenmeyer como a mayor escala (capitulo 3 de la seccion E de Resultados y Discusién).
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Una posible aproximacion, para concluir sobre el supuesto efecto negativo de la expresion de
la ROL madura sobre P. pastoris podria ser la construccion de una cepa, isogénica a la X-
33/ROL, con el centro activo de la ROL modificado, de forma que la proteina no fuera activa.
En cualquier caso, la expresion de la ROL de forma constitutiva en P. pastoris, bajo el

Pcap, NO ha resultado ser una sistema de expresion alternativo al Paoxa.

Paralelamente, también se ha abierto una linea de investigacién para evitar los inconvenientes
asociados al uso del metanol a lo largo del proceso de produccién (control de su concentracion,
volatilidad, infamable, etc), manteniendo una de las principales ventajas del sistema Paox1, la
capacidad de ser inducido. Para ello, se seleccion6 el promotor del gen FLD1 de P. pastoris,
PeLp1, inducible por fuente de nitrégeno (capitulo 3 de la seccién E de Resultados y Discusién).
Asi, se ha llevado a cabo la construccion de un vector de expresiéon que permite la
expresion de la ROL bajo un sistema de induccién por fuente de nitrégeno. Se ha podido
comprobar que los niveles de lipasa ROL obtenidos, bajo el control del Pgp;, son
maximos en presencia de la combinacion de metanol y metilamina. Sin embargo, los
niveles de expresion alcanzados en los cultivos con metilamina como fuente de
nitrégeno durante la fase de induccién y sorbitol como fuente de carbono, indican que
ésta es una estrategia interesante y posiblemente una buena alternativa para la
expresién de proteinas recombinantes en P. pastoris. No obstante, esta alternativa
presenta la dificultad asociada de que no se han descrito estrategias de control a elevada

densidad celular para el cultivo bajo estos substratos.

Por dltimo, se ha desarrollado un proceso de recuperacion de la lipasa desde el caldo de
cultivo hasta la obtencion de un extracto de liofilizado ROL, con un rendimiento de
recuperacion de la actividad lipolitica del 90%. Ademas, se ha realizado la purificacién
parcial de la ROL mediante un proceso de cromatografia de intercambio catiénico que
permite la obtencién de la enzima recombinante (con un rendimiento del 60%) para

aplicaciones en reacciones de quimica fina.

Ademas, se ha disefiado un proceso de purificacion de la ROL recombinante con un
grado de pureza adecuado para la obtencién de anticuerpos especificos contra ésta. La
disponibilidad de estos anticuerpos puede contribuir ampliamente a la mejora del estudio global
de la produccién de la ROL en P. pastoris. Por ejemplo, la disponibilidad de los anticuerpos
permitiria analizar la expresién intracelular de la ROL a lo largo de la etapa de induccién, tanto
en cepas con una Unica copia del gen ROL como para aquellas multicopia, tanto en cepas
Mut’, como en las cepas Mut®. La sobre-expresion de proteinas recombinantes podria haber
originado la acumulacién del producto en el interior celular, obteniéndose tan sélo una pequefia
fraccion extracelular. El andlisis, mediante western-blot, de los niveles de ROL intracelulares
proporcionaria una informacion muy Util para el seguimiento de la optimizacion del proceso de

produccién, el cual podria beneficiarse potenciando la secrecion del sistema. En este ambito,
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también se han abierto recientemente diversas lineas de investigacion en P. pastoris,
potenciando la secrecién de proteinas recombinantes. Una de estas vias es por ejemplo, la
obtencién de cepas modificadas respecto a la actividad o el nivel de expresién de determinadas
enzimas celulares contenidas en el reticulo endoplasmatico y que participan en el correcto
procesamiento y secrecidn de las proteinas, como la disulfuro isomerasa, o relacionadas con el
aparato de Golgi, como el producto del gen PMR1 que codifica para una bomba de iones Ca*'-
ATPasa (Warsame et al, 2001, Wei et al., 2000). Algunos de estos ejemplos proporcionaria una
nueva linea interesante a estudiar para la optimizacion del proceso a través de herramientas

moleculares.
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