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RESUMEN

Luls Laura Escamills Treviflo Fecha de Graduaciéa; Abril 2002
Usiversidad Awtéaoma de Nuevo Leda
Facultad de Ciencias Bioligicas

Titulo del Estudio: PRODUCCION DE TRIPSINA DE CAMARON BLANCO DEL PACIFICO
(Laopenarus vannamei) EN Pickia pastoris

Namero de phiginss: 108 Candidsto para ¢l grado de Doctorado em Ciencias con
especialidad en Biotecnologia

Area de Estudio: Biotecuologia

Prepésito y Méwodo de Estudio: La importancia de le tripsina en muchos procesos bioldgicos y
aplicaciones industriales, han hedhw de esta enzima objeto de intenso estudio en vertebrados e
imvertebrados. Actualmente la principal forma de producCicn de tripsina ¢ mediante su obtencidn a partir
de tgjido puncreftiov de animales en sacrificio, sin embargo las preparaciones de ripsina obtenidas
contienen actividades trazas de otras enzimas proteoliticas que som Mdeseables en algunos procescs
industriales 0 de laboratotio. Adicionalment lineamientos de organismos inlernacionales han conducido
a la necesidad de yso de tripsina pura de oripen recombinate. El presente trabajo tebo como objetivo &
de llevar a caba la produccion de tripsina de camandn empleando un sistema de expresidn que tiene como
hospedero 12 levadura metdlotrélica Pichia pastoris, Mediante ¢ empleo de téenices estdndar de biologia
molecular se construyeran vectares de expresido partando lus ADNc’s que codificun para la tripsina y
tripsindgeno de camardn, los cuales s¢ emplearon para transformar 1a cepa GS115 de P. pastoris. La
integracion de los vectores ea ¢l genoma de la levadura fue werificada mediame PCR. Las ccpas
recombinzites construidas se cultivaron bajo condicions de induction y se realizaron wndlisis de
proteinas extracelulares e intracelulares. Al po detectar los productos recambinantes bajo condiciones
habituales de induccién, se llevaron a cabo cstudios para determinar los posibles factores que afectan la
produccidn de las proteinas de interds y se realizd una bisqueda de condiciones de fermentacidn que
favorecierant la bigsintesis de los productos recombinantes.

Coutribuciones y Cosclusiones: L.os vectores recombinantes construidos conteniendo la secuencia
completa de tripsina y tripsindgeno de camardn fixeron caracterizados satisfactorizmente mediante un
anilisis de restriccion. A pesar de que las cepas transformadas integraron en su genoma los vectores
recombinamtes construilos, 00 s¢ detectd ripsina y tripsindgeno de camardn. Al realizar la tisqueda de
los Eactores que afiectaban la produccidn de tripsina o tripsindgeno se endottraron importantes diferencias
(velocidad especifica de crecimiento, actividad de enziinas percedsomales y peoliferacida peroxisomal)
eatre las cepus canstruidas (GS115-Tr y GS115-Tg) y Iss cepas control (G5115-22K y GS115-pPICIK).
Los resultados obtenidos sugicren que el gen de AOX de la cepa GS115-Tr pudo haber sido afectado
dursnte la ntegracida, t0 csal pudo haber ocufrido par un evento de integracién pooo habitual Por otro
lado se concluye que las alieraciones encontradas de La cepa GS115-Tg bajo cundiciones de induccidn son
provocadas por el producto beterdlogo. Estos resultados som comparables con los emcontrados
recientemente en la literanra donde s¢ menciona de las dificultades encontradas al watar de i
tripsing, tales como actividad proteolitica contra proteinas enddgenas del hospedero, inestabilidad de la
proteima, autodigestidn de tripsing, etc. A pesar de las dificultades encontradas fue posible Llevar a cabo la
biosintesis de tripsindgeno de camaron en Pickia pastorts en inducciones de ahas densidades celulares y
empleando sorbitol como fuente de carbano y energia adicional al metandl. Por otro Lo los resultados
obtenidos con o suplemento de sorbitol, sugieren que éste podria ser empleado en fermentaciones que
utilicen este sistema de expwresidn, para mejorar el aumento de biomasa Sin reprimir ¢l promotar de AQX
diwrante la fase de inducciéa.

FIRMA DEL ASESOR:




CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Biatecnologia de proteinas

La Biotecnologia de Proteinas es una disciplina que se refiere a la produccién comercial y
aislamiemto de proteinas especificas de fuente animal vegetal 0 microbiana y/o el subsecuente
empleo de éstas, para llevar a cabo un evento bioldgico previamente definido. Una amplia
variedad de proteinas como enzimas, anticuerpos, hormonas, factores sanguineos, factores de
crecimiento y factores regulatorios, son empleados como agentes terapéuticos, agemtes de
diagndstico y en la manufactura de una amplia variedad de productos de interés industrial,
Diversas tecnologias tanto antiguas como reciemtes se han entrelazado para formar lo que
actualmente se denomina Biotecnologia de Proteinas, tales como fermentaciones y disciplinas
aliadas, técnicas inmunoldgicas, técaicas de purificacion, estabilizacién de proteinas y sin
duda una disciplina que también juega un papel muy importamte en la Biotecnologla de
Proteinas es la Tecnologia del ADN Recombinante o Ingenieria Genética, la que facilita la
produccion de virtualmemte cualquier proteina, incluso proteinas redisefiadas que no existen en
la naturaleza (1).

1.2 Tecnologia del ADN recombinante

Esta disciplina también denominada [ngenierfa Genética a fomentado y estimulado mds que
cualquier otra la répida expansidn de la industria de Biotecnologia de Proteinas.

A finales de la década de los 70's ¢ inicio de los 80's la insulina (hormona empleada en el
padecimiento de diabetes tipo ), era exclusivamente producida a partir de tejido pancreatico
de animales en sacrificio, mientras algunmas proteinas sanguineas eran obtenidas
exclusivamente de la sangre. Para producir la mayoria de estas proteinas era necesario
procesar grandes cantidades de material o tejido y al final se¢ obtenian cantidades apenas
apreciables del producto o proteina de interés, Por ejemplo durante los ensayos iniciales de



purificacidon y estudios de caracierizacion de la hormona liberadora de tirotrofina (factor
hipotaldmico), s¢ inicid con el procesamiento de 4 toneladas de tejido hipotalimico del que se
obtuvieron solamente | mg de 1z hormoma pura. Este ejemplo muestra ka dificultad existente
en aquella época al tratar de producir proteinas que en su ambiente natural son muy escasas.
La mayoria de estas dificultades han sido resueltas con la llegada de la [ngenieria Genética,
gracias 8 ella boy es posible aislar el gen 0 ADNc que codifica para cierta proteina y éste
puede ser introducido mediante un vector & un hospedero adecuado (usualmemte un
microorganismw). Mediante fermentaciones a gran escala de tal organismo recombinante
pueden producirse cantidades apreciables de pricticamente cualquier proteina (1).
Actualmente una gran variedad de proteinas producidas bajo el empleo de éstas metodologias
estan comercialmente disponibles, algunas de las cuales se muestran en la tabla [ (1).

Tabla L Algunas protcinas recombinamtes producidas industrialmente cmpleando
organismos modificados por (éeaicas de Ingenieria Genética (1),

Proteina Aplicacion
Insulina Tratamiento de diabetes
Interleucinas Anticancerigeno
Imterferones Antiviral, anticancerigeno
a-Antitripsina Prevencion del riesgo de efisema
Antigeno de superficie de bepatitis B | Vacuna contra la hepatitis B
Hormona del crecimiento Induccitm del crecimiemnto
Quimiosina Manufactura de queso
Fitasa Liberacion del grupo fosfato del acido fitico

Desde la segunda mitad de la década de los 80's hasta ahora, el conocimiento en el area de
expresién genética a aumentado considerablemente por lo que se ban originado nuevos
desarrollos en la tecnologia de los sistemas de expresidn. Actualmente existe una gran
variedad de sistemas de expresidn para producir proteinas recombinantes. Un sistema de
expresion estd constituido de un vector el que contiene un promotor adecuado, secuencias de
control y un marcador de seleccion; y un bospedero que puede ser: una cepa de bacteria, o de
levadura, o bien células en cultivo de mamiferos a de insectos, incluso una planta o un animal
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transgenico. El resultado es una amplia gama de sistenas de expresion disponibles para que
los investigadores puedan llevar a cabo sus objetivos especificos: desde sutiles niveles de
expresion para estudiar la funcién de la protefna en cuestién hasta altos niveles de expresion
de proteinas recombinantes por produccion a gran escala (2).

1.3 Seleccidn del sistema de expresion

Para llevar a cabo la produccion de uma proteina heterdloga es necesario seleccionar un
sistema de expresion que como se menciond ameriormente esth compuesto de un vectar y un
hospedero.

Cuando se¢ lleva a cabo la seleccidn de un sistema de expresidn para producir una proteina
heterdloga es necesario tomar en cuenta diversas consideraciones entre las que se incluyen:
inteacidn de uso, tiempo disponible para desarrollar la tecnologia de produccidnm,
disponibilidad de recursos y las caracteristicas del producto recombinante. La intencion de uso
puede ser para la produccion a gran escala de Ia proteina heterdloga ¢ bien el estudio de la
funcién en una célula u organismo. Si el objetivo es la produccidon a gran escala, entonces una
levadura tal como Pickia pastoris o un sistema que emplee un animal trasgénico podrian ser
las opciones recomendables. En ambos sistemas se pueden llevar a cabo altos niveles de
produccién de la proteina recombinante pero difieren en una serie de caracteristicas a
considerar para su seleccién. Si el tiempo y costo es importante, las levaduras ofrecen las
ventajas de ripido crecimiento en un medio simple y econdmico, ademas las técnicas de
manipulacion son seucillas. Por el contrario un sisterna transgéaico involucra altos costos y el
tiempo pecesario para desarrollar el animal transgénico es extenso, sin embargo este sistema
ticoe la capacidad de producir protelnas correctamente procesadas y podria ser de esta manera
la mejor eleccion cuando la proteina recombinante requiere modificaciones postraduccionales
que las levaduras no pueden realizar (3).

Si el objetiva del usuario es estudiar la funcion de la proteina recombinamte, existen
nWnerQsos Sistemas para expresion estable o traomsitoria y para expresion regulada o
congstitutiva. En este caso la eleccion dependerd de una serie de fictores como: necesidad de
procesamiento postraduccional para obtener actividad bioldgica del producto, toxicidad del



producto recombinante sobre el hospedero, la cantidad de proteina que ge necesita y el tiempo
disponible para el estudio. Si la proteina es toxica o inhibe el crecimiento del hospedero se
recomendaria el empleo de un sistema de expresidn transitoria o bien un sistemna que use un
promotor inducible (3).

En la tabla II se¢ muestran los diferentes hospederos empleados en los sistemas de expresion y
sus caracteristicas,

Tabls IL Comparacién de los diferentes hospederos empleados para la produccién de protcinas
heterlogas (3).

Hospederos en sistemas de expresion
Caructeristica Bacteria Levadura Células de | Células de
insecto mamifero
Crecimiento Rapido Rapido Lento Lento
Complejidad del medio de Minimo Minimo Complejo Complejo
cultive
Costo del medio de cultivo Bajo Bajo Alto Alto
Produccién extracelular Secrecion al Secrecidn al | Secrecidnal | Secrecion al
periplasmsa medio medio medio
Modificaciones
postraduccionales
Plegado de proteinas Replegamiento | Replegamiento | Plegamiento | Plegamiento
usualmente podria ser apropiado apropiado
requerido requerido
N-Glicosilacién Ninguna Alto en manosa | Simple sin Compleja
4cido sidlico
O-Glicosilacion No Si Si Si
Fosforilacion No Si Si Si
Acetilacion No Si Si Si
Acilaciéon No Si S Si
y-Carboxilacién No No No Si

A pesar de todo el conocimiento sobre los sistemas de expresidn disponibles es
indispensable tomar en cuenta que podrin haber algunos elementos impredecibles en el
comportamiento de una cierta proteina sobre el sistema de expresioén seleccionado y més ada
DO existe un sistema de expresidn totalmente predecible, por lo que el nico camino seguro
para saber si un sistema de expresion trabaja bien con cierta proteina es experimentar con é1
3).



La bacteria mids ampliamente utilizada para a produccion de proteinas recombinantes ha
sido Escherichia coli, aunque también se han utilizado Bacillus sp, Pseudomanas sp, entre
otras. La primera levadura empleada para la produccion de proteinas recombinantes fue
Saccharomyces cerevisiae, debido a que por su larga historia en la industria de panificacidn y
de bebidas alcohdlicas se le conocia por ser segura, ademds la experiencia de fermentaciones a
escala industrial facilitaba el escalamiemto de la produccién (4). Reciemtemente se ha
incrementado notablemente el empleo de la levadura Pichia pastoris gracias a una serie de
caracteristicas favorables que posece. También han sido empleadas otras levaduras como:
Schizosaccharomyces pombe, Hansenula polymorpha, Trichoderma reesei, Kluyveromyces
lactis, Yarrowia lipolytica, etc. (5).

1.4 Sistema de expresion de Pichiz pastoris

Las levaduras al igual que los sistemas bacterianos de expresion, permiten una facil
manipulacion y rapido crecimiento en medios de cultivo simples y econdmicos, ademds de que
s¢ conocen las herramientas para su manipulacién genética. Ademds por su organizaciéon
celular eucaridtica, las levaduras proveem un ambiemte adecuado para el procesamiento
postraduccional, caracteristico de células animales y vegetales y es posible lievar a cabo la
secrecion de las proteinas recombinantes al medio de cultivo con relativa facilidad. Las
proteinas heterdlogas pueden ser dirigidas por la ruta de secrecion fusionando sus formas
maduras a la secuencia prepro del factor a de S. cerevisiae y de esta manera el plegamienta,
formacion de puentes disulfuro y la glicosilacién toma lugar durante la secrecidn. (4).

Los sistemas de expresion que emplean a S. cerevisiae son usualmente limitados por sus
bajos niveles de produccién. La levadura Pichia pastoris retiene todas las ventajas de S
cerevisiae pero ademés cuenta con las herramientas necesarias para llevar a cabo niveles de
produccion de 10 a 100 veces mayores (6).

Pichia pastoris tiene la capacidad de crecer en metanol como Unica fuente de carbong, por
lo que se considera metilotréfica. La habilidad de las levaduras para utilizar metanol como
tnica fuente de carbono para el crecimiento ha sido determinada en varios géneros tales conw
Hansenula, Candida, Torulopsis y Pichia. La ruta metabélica para la conversion de metanol a



didxido de carbono y agua involucra a las enzimas alcohol oxidasa, catalasa, formaldehido
deshidrogenasa, S-formil-glutatién hidrolasa y formiato deshidrogenasa (7). En la primera
etapa del metabolismo del metanol, éste se oxida a formaldehido empleando la enzima alcohol
oxidasa y oxigeno molecular como douador de electrones, generandose perdxido de
hidrégeno. La enzima alcohal oxidasa tiene poca afinidad por el Oz, lo cual es compensadao
con la sintesis de grandes cantidades de esta enzima, llegando a representar el 35% de la
proteina total celular (8), Existen dos genes en P. pastoris que codifican para la alcohel
oxidasa, los genes AOX! y AOX2. Las proteinas producto de ambos tienen una similitud del
97% y poseen aproximadamente la misma actividad especifica. Sin embargo, la gran mayoria
de los transcritos provienen del gen 40X1; por ko tanto la alcohol oxidasa que es responsable
de casi toda la degradacién del metanol es la codificada por AOX/ (6).

La expresion del gen AQX! estd apagada en medios de cultivo que tienen comw fuente de
carbono etanol, glicerol, o glucosa pero su expresion es estimulada cuando la fuente de
carbono es metanol, debido a la activacidn del promotor de dicho gea por el metanol (6),
siendo este ultimo el elemento regulatorio mas empleado para dirigir la biosintesis de
proteinas heterdlogas en Pichia pastoris.

En base a las caracteristicas de este proceso metabdlico, la compaiiia The Phillips
Petroleum Company desarrolld un sistema de expresion para la produccidn de proteinas
recombinantes, el cual consiste de vectores de integracién que portan el gen heterdloge de
interés bajo el control del promotor del gen 40OX! y cepas mutantes auxotroficas de Pichia
pastoris. Los vectores de integracion poseen secuencias nucleotidicas que permiten la
integracién sitio dirigida de éste al genoma de la Jevadura, siendo posible inducir la expresién
del gen heterdlogo al afiadir el metanol como unica fuente de carbono.

Los elementos de un vector caracteristico de este sistema (Fig.l) son los siguientes:
Promotor y terminadot de la transcripcion del gen A0X1 de P. pastoris (regiones J'A0X] y
3'AOXi TI, respectivamente), region 3' del mismo (3'A0X!), gen de la histidinol
deshidrogenasa (HIS4) también de P. pastoris el cual sirve como marcador de seleccion en
cepas de P. pastoris mutadas en este gen (his4). Ademas para la secrecidn de la proteina al
medio de cultivo se utilizan vectores que poseen una secuencia sedal tal como la del factor a
de S. cerevisige o 1a secuencia sefial de la fosfatasa &cida de P. pastoris (PHO/). Finalmente

los vectores también comtienen secuencias necesarias tanto parda su propagacion en



de his4. Aun asi del 5 al 30% de las clonas son verdadergs remplazamientos {(MutS), mientras
que las restantes tienen imtegraciones en AOX/ o HIS4 y son Mut*. Finalmente del 1 al 10%
de los clones MutS tienen mas de 30 copias integradas (9).

Las fermentaciones de P. pastoris recombinante se llevan a cabo en dos fases. En la primera
fase, se busca el aumento de masa celular empleando un medio de cultivo minimo, siendo la
fuente de carbono glicerol o glucosa. En esta etapa se encuentra reprimida la produccion de la
proteina recombinante debido a que el promotor del gen AOX7 que dirige la sintesis se
encuentra apagado. En la segunda fase, este promotor se activa al agregar metanol al medio y
sonvertirse en la Gnica fuente de carbono disponible, siendo en esta etapa cuando se produce la
proteina recombinante.

El sistema de expresion de P. pasroris ha sido exitosamente utilizado para producir numerosas
proteinas heterdlogas (Tab. III) con una variedad de esquernas de fermentacién (6). En la
produccion intracelular del antigena de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) con una
cepa MutS de Pichia pastoris, a nivel matraz, se obtuvieron concentraciones de 2.3 mg/L. En
este sistema se empled un medio definido con 2% de glicerol hasta que el cultivo alcanzd una
densidad de 5 x 107 células/mL, en seguida se cambié el medio por uno similar pero en el que
metanol al 0.5% remplazo al glicerol como tnica fuente de carbono, manteniéndolo durante
200 h a una densidad de 1 x 108 células'mL por dilucién periédica con medio fresco.
Utilizando un sistema similar pero a altas densidades celulares y en fermentadores, se
obtuvieron concentraciones de 0.4 g/L de HBsAg (Tab. III) o cual representa una
concentracidn 200 veces mds alta que las obtenida en matraz (10). En fermentaciones de lote
alimentado, la produccién del factor de necrosis tumoral (TNF) con una cepa Mwt® de Pichia
pastoris ¢on multiples copias del cassette de expresion imtegrado al genoma alcanzd
concentraciones finales de hasta 10 g/L. de medio (Tab. III). En cuitives continuos se observd
una productividad volumétrica de 0.108 g/L-h (11). Con una cepe Mut* de copia sencilla y
llevando a cabo fermentaciones de lote alimentado se llegaron a obtener concentraciones de
lisozima c2 de 0.58 g/L. Al cambiar de lote alimentado a una etapa de cultivo continuo durante
aproximadamente | semana, se obtuvieron concentraciones promedio de 0.35 gL y

productividades volumétricas de 13+2 mg/1.-h (12). Para la produccién del fragmento C de 1a
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toxina tetanica se utilizd una cepa Mut® conteniendo 14 copias del cassette de expresion, ¥ en
fermemaciones de lote alimentado se alcanz6 una produccién de 12 g/L (13).

Tabla ITL Niveles de producciin de proteinas recombinantes sintetizadas en

Pichia pastoris (6).

Proteina Produccidn (g/L)
Frag. C de toxina tetdnica 12.0
Factor de necrosis tumoral 10.0
[nterleucina humama 2 4.0
Albimina sérica humana 4.0
[nvertasa 2.5
Inhibidor de proteasas Kunitz 1.0
Anidlogo de la apoproteina 0.8
Lisozima c2 0.58
Factor de crecimiento epidermico murino 0.45
Ag de superficie de Hepatitis B 0.4

La mayor ventaja de expresar proteinas heterlogas en P. pastforis mediante secrecidn es
que esta levadura secreta niveles muy bajos de proteinas nativas. Esto significa que la mayor
parte del medio de cultivo comprenderd a la proteina de interés y esto sirve como un primer

paso en la purificacidn de dicha proteina (6).

1.5 Tripsina

La tripsina €s una endopeptidasa digestiva, miembro de la familia de las serin-proteasas, la

<cual se caracteriza por un mecanismo catalitico comin que involucra la presencia de una triada
catalitica compuesta por residuos de serina, histidina y dcido aspértico. Esta enzima
proteolitica en bos mamiferos es sintetizada en el pincreas y secretada en el intestino delgado
como un precursor inactivo (zimogeno) llamado tripsindgeno, el cual mediante la pérdida de
los primeros siete aminodcidos por corte protealitico origina la tripsina activa de 24 kDa. La



tripsina hidroliza los enlaces peptidicos selectivamente en el extremo catboxilo de residuos
lisina o arginina (14).

La importancia de la tripsina en muchos procesos biologicos y aplicaciones industriales
tales como digestion, evoluciin, adaptacion de dietas, y procesamiento de alimentos, han
hecho de esta enzima objeto de intenso estudio en especies de vertebrados (15, L6) e
invertebrados (17, 18, 19).

La tripsing ha sido tradicionalmente usada en el proceso de curtido de pieles para
proporcionar suavidad y plegabilidad. Junto con la colagenasa, se utiliza para eliminar los
tejidos muertos de heridas, quernaduras, dlceras. Ademds, estas limpian efectivamente beridas
abiertas mediante remocidn de material externo y tejido muerto, persnitiendo una rapida
cicatrizacion de la herida. También se ha empleado para acelerar el crecimiento de nuevos
tejidos e injertos de piel asi como para inhibir el crecimiento de algunos microorganismos
comtaminantes (20). La tripsina se ha wtilizado con éxito para solubilizar las proteinas del
suero de queseria desnaturalizadas por calor, recuperaio éstas anies de que se complete la
reaccion con un adsorbente de afinidad ligado a celubosa (21).

1.5.1 Tripsina de camaron

La tripsina de camardn fue primeramente detectada en la glindula digestiva de Litopenaeus
setiferus (22) y mas tarde aislada y caracterizada de otras especies del género Litapenaeus (23,
24). Euo la glindula digestiva de Lifopenaeus japonicus, la tripsina representa
aproximadamente el 6 % del total de proteinas solubles, por o que resulta una del las
prateasas mads importantes en este orgarismo (25).

El mecanismo de activacidon para enzimas digestivas por rompimiento proteolitico especifico
ha sido extensamente estudiado en especies de mamiferos; sin embargo, no existen datos
suficientes para confirmar la presencia de zimdgenos en tripsinas de crustaceos, aunque la
caracterizacion del ADNc de Penaeus vannamei recientemente renombrado Litopenacis
vannamei provee la primera descripcion de una probable secuencia de un zimdgeno en

especies de crustaceos (26).
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Estudios de las enzimas digestivas del hepatapdncreas de algunos crusticeos indican que la
tripsina es la principal proteasa (6.1% de las proteinas solubles del hepatopancteas) y que
llevan & cabo del 40 al 50% de la protedlisis digestiva total, Ademis de la tripsina, han sido
encontradas otras digestivas del hepatopancreas de algunos crusticeos tales como:
quimiotripsina, carboxipeptidasa A y B, leucina-aminopeptidasa, colagenasa, proteasa alcalina
de bajo peso molecular, entre otras (27).-Es importante remarcar Ia ausencia de pepsina en el
tracto digestivo del camardn, éstos carecen de estomago verdadero y no cuentan con células
secretoras de écido, por lo que su digesti6n se lleva a cabo a un pH bésico o neutro.

Recientemente el grupo de investigacion de van Wormhoudt (28) logrd aislar y caracterizar
de las glindulas digestivas de camardén (Litopenaeus vannamei) tres isoformas de tripsina,
ademas de lograr abtener cinco ADNc’s de cinco isoformas de tripsina detectadas. La
secuercia mas larga de ADNc codificante para Ia preproenzima de 255 aminoicidos fue
clonada y caracterizada, esta secuencia correspondit a un precursor de tripsina (tripsinégeno)
conteniendo un péptido precursor de 14 residuos.

La tripsina de Litopenaeus vannamei tiene un 45% de similitud con la tripsina bovina (Bas
taurus), otros porcentajes de similitud se muestran en |a tabla [. (28).

Tabla IV. Comparaciin de porcentajes de similitud entre tripsinas maduras de difercuics especics.
Litopenaeus vannamei (Lit va), Procambarus clarki (Pro cl), Squalus acanthias (Squ ac), Drosophila
melanogaster (Dro me), Anophila (Ano ga), Aedes aegypti (Aed <), Strepromyces griseuws (Str gr) y
Bos tawrus (Bos ta) (28),

Especie | Litva Prod | Squac | Drome | Anoga | Aedae | Strgr | Bovina
Pen va 100 74 42 44 40 41 44 45
Ast fl 100 43 40 40 40 41 43
Squ ac 100 39 41 40 35 66
Dro me 100 4] 44 37 43
Ano ga 100 64 33 40
Aed ae 160 34 41
Str gr 100 32
Bovina 100
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L.6 Produccidn de tripsina

Actualmente la principal forma de produccion de tripsina que se encuentra en <l mercado para
cualquiera de los usos antes mencionados, es mediante su obtencidn a partir de tejido
pancreatico de animales en sacrificio ya sea bovino o porcing, sin embargo a pesar de que se
emplean varios procesos unitarios para su purificacidn, las preparaciones de tripsina obtenidas
contienen actividades trazas de otras enzimas proteoliticas pancredticas que son indeseables en
algunos procesos industriales o de laboratorio (29). Adicionalmente kos estrictos lineamientos
y regulaciones de la FDA (Food and Drug Administration) de los Estados Unidos y otras
oryanismos internacionales han conducido a la necesidad de uso de tripsina pura de origen
recombinante sobre todo em el procesamiemio de proteinas para uso farmacéutico y en
investigacion (29).

Por lo tanto muchos investigadores se han enfocado a la tarea de producir tripsina en forma
recombinante con el fin de contar con una fuente pura y homogénea de tripsina sin otras
actividades traza y por supuesto tratar de mejorar €l procese, aumentando productividad y
disminuyendo costos. Sin embargo en el caso especifico de la tripsina ha sido dificil su
produccién en forma recombinante y en la mayoria de ks casos se ha encontrado una
produccidon muy baja (30).

Higaki y cols. empleanda Escherichia cali observaron una produccién de 0.03 mg/L de
tripsina de rata. A pesar de que la proteina era producida en forma inactiva como proteina de
fusion, cuando ésta era secretada al periplasma habia ruptura del péptido sefial activindose la
tripsina. La observacidn de lisis celular durante el crecimiento en conjunto con la expresion
geénica sugirid que la causa fue la actividad proteolitica de la tripsina sobre proteinas celulares.
Otras posibles causas responsables de la baja produccion incluyen: autodigestion de tripsina,
madecuada formacion de ks seis puentes disulfuro o incluso degradacion del producto
recombinante por proteasa enddgenas periplasmicas (31). Yee y Blanch emplearon el mismo
sistema de Higaki y cals. para producir tripsina de rata en fermemador empleando tecnologias
de altas densidades celulares en una fermentacién de lote alimentado. La produccion
volumétrica de tripsina de rata fiie de 56 mg/L alcanzando uma densidad celular de 92 g de
peso seco de biomasa/L de medo de cultivo, cifra mis alta alcanzada pars una cepa
recombinante de Escherichia coli hasta ese momento. Esto se logrd cuando se inicid la
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induccién en la fase logaritmica tardia. Sin embargo, cuando el cultivo fue inducilo en la fase
logaritmica temprama la produccién de tripsina fue de 13 mg/L y la densidad celular final fue
de 14 g de peso seco de biomasa/L de medio de cultivo (32). Woldike y cols. en 1999
describieron la produccion de tripsindgeno humano y porcino en hongos filamentosos del
geénero Aspergillus sin presentar s niveles de produccion obtenidos (30).

Recientemente se llevd a cabo la produccion de andlogos de tripsindgeno bovino en Pichia
pastoris, entre otros hospederos, usando ADNc's modificados en su secuencia del péptido
lider. Estas modificaciones consistieron en sustituir Ia secuencia del péptido lider natural por 2
a 6 aminoécidos diferentes de arginina o lisina. De esta manera el precursor de tripsina
producido fue inactivo y bastante estable a diferencia del precursor natural (el tripsindgeno)
por lo que no causaba problemas a la cepa hospedero. Posteriormente el precursor inactivo
producido fue tratado con una aminopeptidasa para activarlo (29).

Distintos reportes mencionan las dificultades encontradas al tratar de producir tripsina en
forma recombinante, siendo los problemas mis comunes: actividad proteolitica contra
proteinas endogenas del hospedero, inestabilidad de la proteina, autodigestion de tripsina,
inadecuado plegamiento y degradacion del producto recombinante por proteasa endogenas. Cs
par ello que se han empleado estrategias comw el uso de precursores inactivos naturales o
modificados y sistemas con promotores inducibles paca poder realizar fermentaciones de alta
densidad celular antes de inducir {a produccién de tripsina.

1.7 Importancia del proyecta

Con estos antecedentes se planted la necesidad de llevar a cabo la produccién de tripsina de
camardn €a un sisterna recombinante y asi contar con una fuente pura y homogénea de dicha
enzima para su posterior aplicacién.

En el presente proyecto se decidid usar el sistema de Pichia pastoris debido a que este
sisterna cuenta con un promotor finamente regulable, €l que se puede inducir hasta tener una
densidad celular deseada, lo que puede ser iitil si la proteina heterdloga es toxica, se han
producido y secretado algunas proteasas entre ellas la enterokinasa bovina la cual es una serin-
protcasa y ha demostrado ser un cficiente sistema de expresion.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS

2.1 Ohjetivo general

Construir cepas recombinantes de Pichia pastoris portadoras del ADNc de tripsina o
tripsindgeno de camaron (Litopenaeus vannamei), que sean capaces de producir y Secretar
dichas proteinas.

2.1.1 Objetivos especificos

1, Construir dos vectores de integracion, uno portador del ADNc que codifica para la
wipsina y otra portador del ADNg que codifica para el tripsindgeno de camaron (Pengeus
vanname;).

2. Tranformar la cepa GS115 de Pichia pastoris con bos vectores construidos cada uno por
separado,

Llevar a cabo fermentaciones a nivel matraz.

4. Realizar una caracterizacion biologica y fisicoquimica del producto recombinante

producido.

2.1.2 Objetivos especificos adicionales

1. Determinar los posibles factores que afectan la produccion de la proteina de interés.
2. Busqueda condiciones de fermentacion que favorezcan la biosintesis de los productos
recombinantes.
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CAPITULQ 3
MATERIAL Y METODQOS

3.1 Area de Trabajo, Reactivos y Material Bioldgico

El trabajo experimental se desarcolld principalmente en el laboratorioc de Quimica
Biomolecular y otros laboratorios pertenecientes al Departamento de Microbiologia de la
Facultad de Medicina y en ¢l Departamento de Bioquimica de la U.AN.L.

Las enzimas de restriccidon utilizadas y otras enzimas para usg en Biologia Molecular
fueron adquiridas de Lakeside (Méxica D.F.), Promega Corporation (Madison Wi EUA),
Bethesda Research Laboratories (Gaithersburg MD, EUA) y Stratagene (La Jolla CA). Otras
enzimas tal como la catalasa, peroxidasa, alcohol oxidasa y tripsina provienen de Sigma
Chemicai Co. (St Louis Mo, EUA).

Los reactivos para las diferentes saluciones provienen de Sigma Chemical Co. (St Louis
Mo, EUA), Merck de México (Manterrey, N.L.) y Productos Quimicos Monterrey (Monterrey,
N.L. Méx). Los medios de cultivo provienen de Difco (Detroit, MI, EUA) y Becton
Dickinson de México, S.A, de C.V. (Edo. de México, Mex.). El estuche de "Geneclean" se
adquirié de Bio-101 (La Jolla Ca, EUA). El sistema de expresion de Pichia pastoris se
adquirio de Iavitrogen Corporation (San Diego Ca, EUA). El plasmido portador del ADNc de
tripsina fiue donado por el grupc de investigacion del Dr. Alain Van Wormhoudt (Marine
Biology Laboratory, College de France, Concarneu, Cedex, Francia).

3.2 Equipe

Los equipos empleados para el desarrollo de este trabajo fueron: Una Estufa FELISA mod.
131, un hormo de microondas GoldStar modelo MA-857M (Sew, Corea), microcentrifugas
Eppendorf modelo 5415 y Hermle modek Z180 M (National Labnet Co.), una fuente de poder
Biorad 200/2.0 (Nebraska, EUA), un agitador de ubos Barntead/Termolyne modelo Maxi Mix
(fowa, EUA), una belanza granataria digrtal marca Sartorios modelo PT600 (Camibh
Gattingen Germany), balanza analitica Mettler modelo AE163 (New Jersey EUA), un
Liofilizador marca Labomco Corporation wmodelo 78100-00 (Missowri EUA4), un
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Termociclador Hybaid PCR Sprim (Hysaid UK), una Centrifuga Servall SS4 rotor SS34
(Connecticut, EUA), un bloque de calentaminto Thermolyne tipo 17600 modelo DB17615
{(fowa, EUA), un ultramicrotoro LKB Ultratome, un microscopio electrinico Zeiss modelo
EMI109, un transiluminador de luz ultravioleta Vilber Lourmat (Cedex Francia),
espectrofotdmetros Sequoia Turner modelo 340 (Taiwan), Bekcman DU-70 y Spectromic
Genesys 2.

El procesamiento de datos se realizé ea una computadora Compaq Presario 2253, Se utilizé
el procesador de texto Microsoft Word for Office 97, procesadores de gréificos Microsft Power
Point for Office 97 y haja de calcuk Microsoft Excel for Office 97 (© 1983-1997 Microsoft
Corporation). La toma de imdgenes de geles de agarosa teflidos con brormro de etidio se
realizd con una camara Kodak DCA40 (New York, EUA). Para la captura de imigenes de geles
de proteinas 0 Western blot se empled un equipo HP Scanfet 3200C. El andlisis de imigenes
se realizd con el programa computacional Kodak Digital Science ID versidn 2.0.2. (New
Haven CT, EUA).

Los programas computacionales de Biologia Molecular fueron: Amplify version 1.0 (©1992
University of Wisconsio Genetics M, Madison, Wi. EUA), DNA Strider ™ 1.1 (01989
Service de Biochimie-Départemet de Biologic-Institut de Recherche Fondamentale-CEA-
FRANCE), Oligo version 4.0 (© 1992, Plymouth, Mo, EUA).
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3.3 Metodologis

3.3.1 Estrategia General

La estrategia general fue realizada de acuerdo a las siguientes etapas: a8) Construccidn de los
vectores pPICITr (portador del ADN¢ de tripsina de camar6én) y pPICITg (portador del
ADNc de tripsindgeno de camardn) mediante araplificacién de los ADNc’s y clonacidn de ks
mismos en un vector de expresion, b) Anilisis de los vectores construidos mediante
caracterizacion enzimdtica, ¢) Transformacion de P. paworis GS115 con ks vectores
construidos pPIC9Tr y pPIC9Tg, d) Caracterizacion de los genotipos y fenotipos de las cepas
recombinantes obtenidas, €) Determinacion de posibles factores que afecten la produccion de
las proteinas heter6logas y f) Busqueda de condiciones de fermemtacion que favorezcan la
biosintesis de las proteinas beterdlogas. Una representacién esquemdtica de la estrategia
general y sus etapas se muestra en ia figura 3.

3.3.2 Construccion de vectares

El vector conteniedo el ADNc completo codificante para tripsindgeno de camarén
(Litopenaeus vannamei) obtenido por el gurpo de Alain Van Wormhoudt (28) fue eaviado a
nuestre laboratorio, en donde se propagé de la siguieate manera: se realizd una transformacidn
de una cepa de E. coli TOPIOF’ con el plasmido donado, posteriormente una de las clonas
transformadas se cultivo en 100 mL de medio LB y se realizo aislamieato de ADN plasmidico
a mediana escala de acuerdo al método descrito por Morelle (33). La estratégia de
construccion de los vectares de expresion (Fig. 4) consistié en amplificar por PCR tanta el
ADNc de la tripsina como el del trisindgeno empleando como templado el vector donado. Los
productos amplificados contaban con los sitios de restriccion Xho I y Avr 1 que fueron
previameme introducidos deliberadamente en los iniciadores empleados. De esta manera los
ADNc tanto de tripsina como de tripsindgeno se introdujeron en los sitios Xho [ y Avr [I del
vector de expresion pPIC9hGH22K sustituyendo de esta ¢l fragmento hGH22K (Fig.
4).
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Ademis para realizar el disefio de los iniciadores se tomaron eun cuenta las siguientes

consideraciones:

A} Que los iniciadores contaran con ios sitios de restriccion apropiados para su clonacion, es
decir que el iniciador 5’ poseyera el sitio Xho [ mieutras que el iniciador 3’ contara con el
sitio Avr 11.

B) Que los iniciadores comtaran con 3 mucledtidos adicionales poateriores al sitio de
restriccion )

C) Que al alimentar el programa Amplify version 1.0 con la secuencia de los oligomucledtidos
y la secuencia molde, la simulacion de la PCR resulte positivo y sin bandas inespecificas.

Las temperaturas de fusion de los oligonucledtidos (Tm) calculadas com el programa
computacional Oligo 4.0, fueron ttiles para calcular la temperatura de aparcamicato optima
teorica (Tap), esta dltima calculada emplendo el programa Microsoft Excel for Office 97
mediante la siguiente ecuacion (34):

Tap = 0.3 Tmp + 0.7 Tmf - 14.9

donde Top es la temperatura de fusidn mds baja de los oligonucledtidos y Tmf es la
temperatura de fusion del fagmento amplificado. Para calcular la temperatura de fusion del
fragmento amplificado se usé la siguiente ecuacién (35).

Tmf = [6.6 log (X) +0.41 %GC - 675/L +81.5
donde (X*) es la concentracion molar de K' en el ensayo de PCR (0.5 mM), %GC es el

porcentaje de G + C en el fragmento amplificado y L es la longitud de dicho fragmento antes
calculados con el programa Amplify 1.0



3.3.2.2 Reacciéu en cadeua de la polimerasa (PCR)

Para realizar la reaccion en cadena de la polimerasa se emplearon los iniciadores previamente
disefiados y mandados a sintetizar (Biosynthesis Inc): B251-3 (5’ tripsina), B251-1 (5’
tripsindgeno) y B251-2 (3’ tanto para tripsina como para tripsindgeno). El ADN molde fue el
plismido donado por Van Wormhoudt y propagado en el laboratorio (28) conteniendo el
ADNg de tripsindogeno de camardén. El primer paso fue llevar a cabo la estandarizacion de la
PCR empleando la enzima Tag DNA polimerasa (Promega Co.), se varid principalmente la
concemarcion de ADN molde, temperatura de apareamiento y niunera de ciclos, La mezcla de
reactivos para la PCR estandarizada fue la indicada en la Tabla V.

Tabla V. Volumen y concentraciéu final de reactivos empleados
en la PCR estandarizada com Tag DNA polimarasa para Ia
amplificacién de prodactos a clonar.

Reactivo Volumen (pL) | Concentracion final
Buffer 10X de PCR 25 1X

dNTP’s (10 mM) 0.5 0.2 mM
Primer 5’ (5 uM) 25 0.5 uM
Primer 3’ (5 uM) 25 0.5 uM
MgClz (25 mM) L.5 1.5 mM

Taq polimerasa (5 w/ul) 0.2 0.04 wpL
H0 13.3 -

ADN molde (50 ng/uL) 2 4 ng/ul
Volumen final 25 -

El programa llevado a cabo para la amplificacidn del ADNc de tripsina fue el siguiente: 1
ciclo 94°C (2 min), 30 ciclos 94°C (1 min) 60°C (I min) 72°C (1 min), 1 ciclo 72°C (7 min).
Para la amplificacion del ADNc de tripsindgeno se empled la misma programacion de
teroperaturas y tiempos que en el caso del ADN de tripsina 8 excepcidn de la temperatura de
apareamiento que en lugar de 60°C fue de 63°C, El producto de la PCR se analiz6 (5 uL) por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE.
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Postcriormente se emplearon esas mismas condiciones estandarizadas pero empleando 1.25
unidades totales por reaccion de la enzima Pfu DNA polimerasa (Stratagene) en lugar de Taq
DNA polimerasa y ademas el buffer para la enzima Pfit DNA polimerasa ya incluia el cloruro
de magnesio. Se empleo esta enzima debide a que incorpora wn Tumero menor de de
nucledtidos erroneos al producto amplificado que la Tag DNA polimerasa.

El producto amplificado obtenido se analizd por electroforesis en gel de agarosa al 1% en
TBE y posteriormente se tifid el gel con una solucién de bromuro de etidio 2 pg/mL en TBE.

3.3.2.3 Clonacidn de los ADNe’s de tripsina y tripsindgeno en pPICY

Los productos amplificados asi como el plismido pPICShGH22K (Escamilla 2000) fueron
digeridos con las enzimas Xho I y Avr Il siguiendo las iulicaciones de la casa comercial y
posteriormente fueron sujetos a una electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % en TBE,
Empleando un bisturi se recortd del gel de agarosa Ias bandas del ADNc de tripsina del ADNec
de tripsindgeno y el vector digerido, se sometieron a una purificacion empleando la técnica de
“Geneclean” (The Geneclean II Kit Bio 101, Inc.). Posteriormente, se llevaron a cabo las
reacciones de ligacién empleando los fragmentos purificados: el fragmemo de tripsina (726
pb) con el vector digerido (7984 pb) para generar el pldsmido pPIC9Tr y el fragmento de
tripsindgeno (768 pb) con el vector digerido (7984 pb) para generar el plismido pPIC9Tg. La
reaccion de ligacion se llevo a cabo en una proporcidn molar aproximada de 1:10 (vector:
fragmento de tripsina o tripsindgeno), siendo aproximadamente el vector con un peso
malecular 10 veces mayor a los fragmentos, la proporcion melar 1:10 se obtenia cuando se
agregaba a la reaccidn de ligacidn las mismas cantidades en ng tanto de vector comw de
fragmento. La mezcla de reactivos de la reaccion de ligacion se muestra en la Tabla V1.



Tabla VL Mezcla de reaccidn de ligacion,

Reactivo Volumen (pl)
Fragmento de tripsina o tripsingeno (80 ng/pl) 3
Vector (80 ng/uLl) 3
Buffer de ligasa § X 4
T4 DNA Ligasa 40 U/uL (Gibco BRL) 1
H20 Milli-Q 9
Volumen total 20

Después de realizar esta mezcla se incubd durante una hora a 37 °C y se corrobord la
ligacién mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, para visualizar la ausencia de los
fragmentos de ligacién y la presencia de bandas de mayor peso molecular. Posteriormente se
llev a cabo la transformacion de E. ¢oli TOP 10F' con una alicuota de 5 uL de producto de
ligacidn usanda bacterias calcio-competentes preparadas de acuerdo a la técnica descrita por
Sambrook 1989 (36).

De las colonias obtenidas de la transformacidn (resistentes a ampicilina) se levantaron 20
de cada transformacién (con pPIC9Tr y con pPIC9Tg) y se inocularon individualmente en
tubos con 4 mlL de caldo LB (1% p/v de triptona, 0.5% p/v de extracto de levadura y 1% p/v
de NaCl) con ampicilina (100 pg/mL). Se incubaron a 37°C y a 250 cpm durante 18 h
Posteriormente se tomaron 2 mL de cada cultivo y se realizd aislamiento de ADN plasmidico
a pequeiia escala de acuerdo al método descrito por Morelle (33). Se realizd una electroforesis
en gel de agarosa al 0.8 % de los ADN’s plasmidicos aislados se tificron con bromurg de
etidio y se observaron empleando un transiluminador de luz UV. Los ADN's plasmidicos que
presentaban bandas de mayor tamaiio se sometieron a digestién con la enzima Pst [ siguiendo
las recomendaciones de la casa comercial y se realizd el anilisis de los fragmentos obtenidos
por electroforesis en gel de agarosa 1% en TBE. Los fragmentos tedricos segln el andlisis
computacional empleando el programa DNA Strider alimentado con la secuencia de pPIC9Tr,
pPICITg o pPICIMGH22K se mmestra en [a tabla VII,
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Tabla VIL Tarmado de los fragmentos tedricos obtenidos
al digerir cada uno de los plismidos ¢ou la endonucleasa

Pst1

Plasmida Tamaidio de fragmentos (pb)
pPICOT: 6217, 1827 y 668
pPICYTg 6217, 1827y 710
pPIC9RGH22K 6217, 1827 y 365

Las clonas de E. coli que contenian ks vectores ya caracterizados pPIC9Tr (tripsina) y
pPIC9Tg (tripsindgenc), se cultivaron en 100 mL de medio LB durante 18 h a 37°C y
agitacidon constante de 250 rpm, 8¢ obtuvo el paquete celular y se realizd aislamiento de ADN
plasmidico a mediana escala (33). Los ADN’s plasmidicos obtenidos se utilizaron para la
transformacion de células de Pichia pastoris.

3.3.3 Transformacidn de Pichia pastoris GS115

Para llevar a cabo la transformacidn de células de Pichia pastoris se recomienda usar vectores
linearizados, que expongan las regiones susceptibles a recombinacion, por lo tanto los vectores
pPIC9Tr y pPICITg fueron digeridos con las enzimas de restriccién Sac I 0 Sal | siguiendo las
recomendaciones de la casa comercial. La linearizacidu de los plismidos fue corroborada
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE. El plasmido linearizado con
Sac | favorece la insercion génica en el locus AOX/ y el plismido linearizado con Saf [
favorece la insercion génica en el locus Ais4 (9). Las células de Pichia pastoris GS115 fueron
transformadas por la técnica de formacion de esferoplastos (37), ka cual consisti en eliminar
la pared celular mediante accién de la enzima liticasa (Sigma Co.) y poner en contacto el ADN
plasmidico lineal con las ¢élulas sin pared celular (esferoplastos) en precencia de
polietilenglicol para facilitar la entrada del ADN. La preparacion se inoculo en un medio de
recuperacion. Se incubd a 30°C y las colonias aparecieron de 3 a 6 dias.
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3.3.3.1 Crecimiento celular

Células de Pichia pastoris cepa GS115 se inocularon por estrias en placas con YPD para
aislar colonias sencillas y posteriormente crecerlas de forma individual. La placa se incubd a
30°C por dos dias. Se transfirié una colonia de Pichia pastoris cepa GSL15 a un matraz de
100 mL, conteniendo 10 mL de YPD caldo y s¢ dejd crecer durante toda la nmoche con
agitacion a 250 rpm a 30°C, Posteriormente, se inocularon tres matraces diferentes de 500 mL
cada uno, conteniendo 200 mL de medio YPD caido, con 5, 10 y 20 uL de células del culiivo
de toda la noche. Los matraces se incubaron nuevamente durante toda la noche a 30°C con
agitacion g 250 rpm. Al dia siguiente se midi6 la DOeoo de cada uno de los tres cultivos, las
células que alcanzaron uoa DOgo entre 0.2 y 0.3 se cosecharon por cemtrifugacion a
temperatura ambiente durante 10 min a 1500 g. La pastilla de células se resuspendio en 20 mL
de agua estéril y se cosechd nuevamente por centrifugacion a 1500 g durante 5 min a
temperatura ambiente. Se descartd cl sobrenadante, y la pastilla de células se utilizd para
preparar los esferoplastos (37).

3.3.3.2 Formacién de esferoplastos

Primeramente se lavd la pastilla con 20 mL de SED (19 ml de SE [IM sorbitol, 25 mM de
EDTA, pH 8] y | mL de DTT 1M) preparado en fresco, y se centrifugd a 1500 g durante 5
min a temperatura ambiente. Se descartd el sobrenadante, se lavd la pastilla con 20 mL de
sorbitol 1 M, se centrifugd a 1500 g, se elinind el sabrenadante y las células se resuspendieron
finalmente en 20 mL del amortiguador SCE (I M sorbitol, 1 mM de EDTA y 10 mM de
amortiguador de citrato de sodio, pH 5.8) por agitacion suave. La suspensiin se dividio en dos
tubos falcon de 50 mL, uno de ellos se mantuvo en hielo (tubo A), mientras que el otro (tubo
B) se utilizd para monitorear a formaciin de esferoplastos mediante el tratamiento con
Iiticasa (Sigma Chemical Co.). La liticasa es una enzima que digiere pared celular y hace
extremadamente fragiles las células por ko que s¢ deben manejar con cuidado. La digestion de
la pared celular empieza al momento de la adicion de la liticasa. Se ajustd el
espectrofotometro a cero de absorbancia utilizando como blanco 800 UL de SDS al 5% y 200
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ML de SCE (Sorbitol 1 M, EDTA 1 mM y amortiguador de citrato de sodic 10 mM, pH 5.8),
Se prepar$ un juego de 9 tubos de microcentrifuga estériles y marcados como: 0, §, 10, 15,
20, 25, 30, 44, y SO, a los cuales se les agregd 800 pl. de SDS al 5%. Se retiraron 200 uL de
células contenidas en el tubo B y se afladieron al tubo marcado como "0". Esta muestra se
utiliz6 como tiempo cero. Al resta de la suspensidn de células del tubo B se e afladid 7.5 pl.
(3 mg/mL) de liticasa, se mezck perfectamente y se incubd las células a 30°C. La formacion
de esferoplastos se monitored de [a siguiente manera: Se retiraron 200 uL de células a los
cinco minutos de tiempo (tubo B + liticasa) y se afiadieron al tubo marcado "5" (con 800 pL
de SDS al 5%). Esto mismo se repitié para cada uno de los diferentes tiempos; 1 = 10, 15, 20,
25, 30, 40, y 50. A cada una de las muestras se determiné la DOggo. Finalmente, se calculé el
porcentaje de esferoplastos para cada tiempo utilizando la ecuacion:

% de esferoplastos = [1(DOxoo al tiempo #/DO0sqa al tiempo 0) X 100]

Una vez determinado el tiempo minimo de incubacién donde se formaron el 70% de
esferoplastos se procedio al tratamiento con liticasa del tubo remanente (tubo A en hielo). Se
agregaron 7.5 pL de liticasa (3 mg/mL) al tubo A y se incubd a 30°C durante ¢l tiempo
establecido para la formacién de un 70% de esferoplastos. Las esferoplastos fueron
cosechados por centrifugacion a 750 g durante 10 min a temperatura ambiente. Se descartd el
sobrenadante y ks esferoplastos se lavaron con 10 mL de sorbitol | M (mezclando
suavemente). Se centrifugd como se menciona ameriormeme y los esferoplastos se
resuspendieron en 0.6 mL de CaS (1 M sorbitol, 10 mM Tris-HCL, pH 7.5 y 10 mM de CaCl).
Esta preparacion fue utilizada inmediatamente (hasta 30 min) para su transformacion (37).

3.3.3.3 Transformacién

‘Se colocaron 100 uL del preparado de esferoplastos en tubos falcon de 15 mL y se agregaron
10 ug de DNA (taato de pPIC9Tr, como de pPIC9Tg en otro tubo, ambos cortados con Sal [ y
Sac 1,) (volumen emtre 10 y 20 pL incubando a temperatura ambiente durante 10 min.
Transcurrido este tiempo, se afiadieroa 10 mL de solucion de PEG/CaT preparada en fresco
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(mezcla 1:1 de polietilenglicol al 40% y CaT [ 20 mM Tris, pH 7.5 y 20 mM CaCk ]), se
mezclé por inversidn, y se incubo a temperatura ambiente durante 10 min. Posteriormente, se
obtuvieron los esferoplastos por centrifugacion a 750 g durame 10 min & temperatura
ambiente, se descartd el sobrenadante y los esferoplastos se resuspendieron en 150 pL de
medio SOS (1 M sorbitol, 0.3X YPD, y 10 mM CaCl; ) y se incubaron por 20 min a
temperatura ambiente. Finalmente, se les agregd 850 pL de sorbital 1 M y se procedid a
sembrar en la placa (37). )

3.3.3.4 Seleccion de recombinantes

Se mezclaron 200 uL de cada una de las soluciones de esferoplastos-DNA preparadas con 10
mL de agarosa fundida y se vaciaron en placas con RDB-agar (sin histidina, solo las
transformantes crecen en este medio). Una vez salidificada la agarosa, las placas se invirtieran
e incubaron 2 30°C. La aparicion de transformamtes se observd de 4 a 6 dias. Ademas se
realizd una prueba de viabilidad celular, la cual se llevd a cabo de la siguiente manera: Se
mezclaron 100 pL de esferoplastos (sin ADN) con 900 uL de sorbitol 1 M. Posteriormeme se
mezclaren solamente 100 UL de esta dilucién con 10 ml. de agarosa fundida, esta mezcla se
virtid en placas con RDHB-agar (con histidina). Una vez solidificada la agarosa, las placas se
invirtieron e incubaron a 30°C. La aparicidn de colonias se observd de 4 a 6 dias. Este método
proporciona una selecci6n inicial de transformantes HIS4+, ya que solamente las células que
integraron en su genoma ¢l vector de integracion (comteniendo el cassette de expresion),
podrédn crecer en medio carente de histidina (37).

3.3.4 Caracterizacién de genotipos y fenotipos de fas clonas recombinantes
La caracterizacion genotipica se realizd verificando 1a integracién del vector de expresién en

el genoma de cuatro cepas que contenian el ADNc de tripsina (GS115-Tr) y cuatro cepas que
contenian €l ADNc de tripsinégeno (GS115-Tg) mediante ensayos de PCR. La caracterizaciin
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fonotipica se realizd mediante la induccidn del gen clonado y la caracterizacién de su producto
recombinante en €stas mismas cepas.

3.3.4.1 Verificacion de Ia integracién del vector de expresidn
3.3.4.1.1 Aistamiento de ADN gendomico de Pickia pastoris

Para la extracciéa de ADN genomico de P. pasioris, se empled wna modificacion a la técmica
de TSNT (38): Las levaduras se crecieron en 4 mL de caldo YPD durante 24-48 h, se cosechd
el paquete celular por centrifugacion durante 5 min a 16,000 g y se lavd con S00 pL de agua
Milli-Q. Al paquete celular se resuspendié ea 300 pL de solucidn TSNT (Tritén X-100 al 2 %,
SDS al 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI [0 mM y EDTA 1mM, pH=8), se dejé reposar & 37°C
durante | h, posteriormente se agit6 en vortex @ maxima velocidad durante 2 min, se agreg6
65¢ UL de fenol saturado y se mezcld en vortex durame 1 min. Posteriormente se agregaron
650 pL de Sevag (cloroformo: akcohol isoamilico 24:1) y se agitd en vortex durante 1 min y §
min mds por inversion. Una vez concluida ia agitacion, se afiadieron a la mezcla 300 pL de TE
pH=8 y se procedi a centrifugar por 10 min a 16000 g. Se transfiri Ia fase acuosa & un tubo
de microcentrifuga de 2 mL y se precipitd ¢l ADN agregande 1.3 mL de etanol al 100%. Se
centrifugd por 10 min a 16000 g y se decantd el sobremadante. La pastilla de ADN se
resuspendid en 500 pl de TE, se le agregaron 6 pl de una sohucion de RNAsa (1 mg/ml) y se
incubd 15 min a 37°C. Se realizaron dos extracciones cada una con 500 gL de fenol-sevag, s¢
separd la fase acuosa por centrifugacion durante 5 min y 16,000 g, se transfirié a um tubo
nuevo al que se le aradieron 10 uL de acetato de amonio 7.5 M y 1.3 wl de etanol al 100%
para precipitacion del ADN, se mezcls por inversidn y se centrifugd por 10 min a 16000 g
para decaatar el sobrenadante. Se realizaron dos lavados con etanol al 70 % y se resuspeodio
en 50 uL de TE.

El ADN gendmico abtenido fue sometido a una electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % en
TBE junto con estandares de fago A para la construccion de una curva de calibracion y de esta
manera realizar la cuantificacion del ADN gendmico aislado por densitometria de los geles,
con la ayuda del programa computacional Kodak Digital Science 1D version 2.0.2.
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3.3.4.1.2 Reaccion en Cadeus de la Polimerasa (PCR)

Los ADN’s gendmicos de cuatra cepas recambinantes portadoras del ADN¢ de tripsina y
cuatro cepas recombinantes portadoras del ADNc de tripsindgeno fueron analizados por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para corroborar la integraciéon del plasmido
pPIC9Tr y pPIC9Tg, respectivamente, en el genoma de las cepas GS115 de P. pastoris. El
iniciador 57 (5-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3) se aparea en la region §5° AOX/
(nucledtido  855-875) del plismido pPIC9, el iniciador 58 (5°-
GCAAATGGCATTCTGACATCC-3") se aparea en la region 3° AOX! 7T (nucledtido 1327-
1347) del mismw. Ya que en la PCR del plasmido pPIC9 resulta un producto amplificado de
493 pb y el sitio de policlonacion de pPIC9 se encuentra emre las dos regiones de
apareamiento de los iniciadores, ¢l fragmento clonado causa un aumento del tamaio del
producto amplificado y a su vez se lc resta el pequefio fragmento que se pierde con el corte
Xho 1 + Avr 1. Por o tanto, el andlisis tedrico de la amplificacion con el plismido pPIC9Tr
genera un producto amplificado de 1183 pb (493 del vector, 726 del fragmento amplificado y
digerida con Xho I - Avr [I restandole 36 nucledtidos liberados al cortar el plismido pPIC9 con
Xho 1 - Avr Il ) de mientras que ¢l del plasmido pPIC9Tg genera un producto amplificado de
1229 pb (493 + 768 — 36). El andlisis tedrico de Ia PCR del ADN gendmico de P. pastoris no
recombiname da por resuftado un producto de 2105 pb proveniente de la amplificacion del gen
AOXI. La PCR de ADN gendmico de cepas recombinante que conservan el gen AOX! (Mut*),
da por resultado el productos del gen AGX7 (2105) y el producto que proviene del vector
recombinante 1183 pb parm cepas GS115-Tr y de 1225 para cepas GS115-Tg
correspondientes. Los volumenes de los diferentes reactivos empleados en la PCR se muestran
en la tabla VIII.
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Tabls VIIL Volumen y concentracidn final de reactivos empleados
en la PCR pars comprobar la integrucibm de los vectores
construidos al genoma de £, pastorss,

Reactivo Volumen (uL) | Concentracion final
Buffer 10X de PCR 2.5 X

dNTP’s (10 mM) 0.5 0.2 mM
Primer 5’ (5 uM) 25 0.5 uM
Primer 3° (5 pM) 2.5 0.5 uM
MgCh (25 mM) 1.5 1.5 mM

Tag polimerasa (5 w/uL) 0.2 0.04 WL
HO 13.3 -

ADN moalde (50 ng/jiL) g 4 ng/pL
Volumen final 25 -

Se empled un termociclador Hybaid PCR Sprint (Hybaid UK), con la siguiente
programacion de tiempos y temperaturas: [ ciclo 94°C (2 min), 30 ciclos 94°C (1 min) 60°C
(1 min) 72°C (2 min), 1 ciclo 72°C (10 min). El producto de la PCR se analizd (5 pL) por
tlectrofaresis en gel de agarosa al 0.8% en TBE,

3.3.4.2 Induccién de la expresion de los ADNc’s de tripsina y tripsinégeno

Cuatro cepas recombinantes GS115-pPICIKTr (iripsina) y cuatro c¢epas recombinantes
GS115-pPIC9KTg (tripsindgeno) se inocularon en 25 mL de BMG (Fosfato de potasio 100
mM, pH 6, base nitrogenada para levaduras [YNB] 1.34 % p/v, biotina 0.4 mg/L y gliceral 1
% v/v) con cultivos con 100-200 pL de YPD almacenados en refrigeracidn por no mis de tres
semanas, se incubaron a 30°C con agitacion constante a 250 rpm hasta obtener una DOggo de 3
a 5, se obtuvo el paquete celular mediante centrifugacion a 5000 cpm durante 10 min,
{centrifuga Secrvall SS4 rator SS34) y se resuspendié en BMM (Fosfato de potasio 100 miM,

PH 6, base nitrogenada para levaduras [YNB] 1.34 % p/v, biotina 0.4 mg/L y metanol 0.75 %
v/v) de esta manera se inicid [a induccidén. La incubacion se continud a las mismas condiciones
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durante 150 h, afiadiendo 187.5 pL. de metanol al 100% (concentracion final en el cultivo
0.75% de metanol) cada 24 h. Se tomaron muestras al final de la induccion para el analisis de
tripsina y tripsindgeno de camarén del medio de cultivo libre de células por SDS-PAGE e

inmunodeteccién por la técnica de Western blot.

3.3.4.2.1 Anadlisis de proteinas

Los plasmidos fueron disefiados y construidos de tal manera que ¢l producto fuera secretado al
medio de cultivo, sin embargo se realizd tanto el andlisis de proteinas extracelulares como
intracelulares, en caso de que se presentara una secrecién deficiente.

Se tomaron 2 mL de las fermentaciones anteriormente descritas se centrifugaron a 16,000 g
por 2 min y se separé el paquete celular del medio de cultivo. El medio de cultivo libre de
células fue dializado contra agua destilada. Las bolsas de diélisis con un méximo de 15 mL de
medio permanecieron en un vaso de precipitados con 4 L de agua fiia durante 3-4 h con
agitacion moderada y se realizaron tres cambios mas de agua destilada. El medio se llevo a
sequedad mediante una liofilizacion en un Liofilizador Labconco Mod. 78100-00 (Labconco
Co.) y se resuspendié en 1/20-1/50 de su volumen original en buffer SDS-PAGE, se calent
durante 10 min a temperatura de ebullicion, se realiz6 un pulso de centrifugacién para
sedimentar el liquido evaporado y condensado en las paredes del tubo y se aplicaron de 10 a
20 pL en gel de poliacrilamida con la ayuda de una jeringa Hamilton.

Para realizar la electroforesis de proteinas intrecelulares fue mecesario lisar las levaduras
empleando la siguiente procedimiento: El paquete celular fue resuspendido en 100 pl de
buffer de lisis (fosfato de sodio 50 mM pH=7.4, PMSF 1 mM, EDTA 1 mM, glicerol 5%), a la
suspension celular se le agregé un volumen igual de perlas de vidrio de 0.5 mm y se someti6 a
diez ciclos de agitacion en vortex por 30 seg. y enfriamiento en hielo por 30 seg.
Posteriormente, se centrifugé durante 5 minutos a 14,000 rpm y el sobrenadante fue
transferido a un tubo nuevo, se tomaron 20 pL y se mezclaron en otro tubo con 20 pL de
buffer de muestra. Posteriormente se calenté dicha mezcla durante 10 min a temperatura de

ebullicion, se realiz0 un pulso de centrifugacion para sedimentar el liquido evaporado y
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condensado en las paredes del tubo y se aplicaron de 10 a 20 pL para el andlisis por
electroforesis en gel de poliacrilamida.

La separacion de proteinas tanto para proteinas intracelulares como extracelulares se realizd
por electroforesis en gel discontinuo de poliacrilamida (gel separador al 12% y un gel
concentrador de acrilamida al 4%) en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se aplicé
una corriente inicial de 10 mA, cuando el colorante penetrd en el gel separador se incrementé
la corriente a 15 mA, asi se mantuvo la electroforesis hasta que el colorante salié del gel, Se
desensamblaron los vidrios que contenian el gel y éste se colocé en un contenedor con
solucion fijadora (metanol 50%v/v, acido acético 10%v/v en agua destilada) para luego
someterlo a agitacion alrededor de 50 rpm durante 1 hora. Después se retiré la solucién
fijadora y se afiadié la solucién colorante de Coomassie (Azul brillante de Coomassie 0.05%
p/v, metanol 50%v/v, acido acético 10%v/v, en agua destilada) y se agité a 5O rpm durante 25
minutos, se retird la solucion colorante y se afiadié solucion decolorante (metanol 5%v/v,
acido acético 7%v/v, en agua desionizada) agitando a 50 rpm duranmte 1 hora. El gel se
continud decolorando con cambios periodicos de la solucion decolorante, hasta que se
observaron bandas azules de proteinas en un fondo claro del gel.

Se realizd la técnica de inmunodeteccién por "western blot" con el proposito de detectar
tanto tripsina como tripsinégeno de camarén empleando anticuerpos anti-tripsina de camarén.
Se realizd una electroforesis (SDS-PAGE) bajo las mismas condiciones anteriormente
descritas en este mismo apartado. Posteriormente se llevo a cabo una electrotransferencia a
una membrana de nitrocelulosa (0.45 pm HAHY Millipore) por 45 min. a una corriente de 250
mA, ésta se incubd con agitacién por 1 h a 40 rpm en solucidén de bloqueo [Leche descremada
1.5% p/v en PBS (NaCl 137 mM, KCl 2.68 mM, Na,HPO4 4.3 mM y KH,PO, 1.46 mM)] con
el proposito bloquear en la membrana las dreas libres de proteina. La membrana se incubd
durante 2 h a temperatura ambiente con el primer anticuerpo, un antisuero anti-tripsina
desarrollado en cobayo (donado por Van Wormoudth) en una dilucion 1:100 en solucion de
bloqueo, se le hicieron 3 lavados con PBS con agitacion moderada durante 15 min cada uno.
Una vez descartado el PBS del altimo lavado, Ja membrana se incubdé 1 h a temperatura
ambiente con el segundo anticuerpo, un anti-IgG de cobayo desarrollado en conejo y
conjugado con peroxidasa (Sigma Co.) en una dilucién 1:1000-1:2000 en solucién de bloqueo.

Se realizaron 3 lavados con PBS con agitacién moderada durante 15 min cada uno. Para el
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revelado, la membrana de nitrocelulosa se colocd e la solucidn reveladora (Diaminobencidina
| mg/mL, H;O; 0.03% en agua destilada) preparada justo antes de usarse, hasta la aparicidn de
Jas bandas de interés (~10 min), Posteriormente se lavd con abundante agua de la llave y se
almacend en la oscuridad,

3.3.5 Determinacion de los posibles factores que afectan la produccidn de las proteinas de

interés

El estudio de los posibles factores que afectan la produccidn se realizd en una cepa
recombinante portadora del ADNc de tripsina (GS115-Tr), otra portadora del ADNc de
tripsindgeno (GS115-Tg) y dos cepas comtrol: una con el vector imtegrado pero sin inserto
recombinante (GS115-pPICIK) (39) ¥ otra productora de una proteina heterdloga de 22 kDa
(GS115-22K) (40). El estudio detallado consisti6 en lo siguieate:

a} Cinéticas de crecimiento para determinar la velocidad especifica de crecimiento, tiempo de
duplicacién y viabilidad de las cepas a diferentes tiempos ademds se determinaron los
tiempaos de las diferentes fases del cultivo.

b) Determinacion de la actividad de las enzimas alcohol oxidasa y catalasa en la fracccion
soluble de lisados celulares a diferentes tiempos de cultivo.

¢) Analisis de ultraestructura por microscopia electronica para determinar lag caracteristicas
morfologicas de las células recombinantes a diferentes tiempos y a las condiciones de
cultiva estudiadas.

3.3.5.1 Cinéticas de crecimiento en medio BMM

Para realizar las cinéticas de crecimiento en medio BMM (comdiciones de induccion) fueron
inoculados 4 tubos cdnicos de 50 mL conteniendo 10 mL de medio YPD con varias colonias
de cada una de las cepas anteriormente descritas (GS115-Tr, GS115-Tg, GS115-pPICIK,
GS115-22K), se incubaror & 30°C en agitacion constante de 250 rpm durante 16-20 b Estos
cultivos se utilizaron para icocular matraces con 25 mL de medic BMG los cuales s
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Para obtener las velocidades especificas de crecimiemto (#) se construyeron graficas
semilogaritmicas de LuDO. vs tiempo y LaV, vs Tiempo, se cakuld la pendiente de dichas
curva de crecimiento en la fase exponencial mediante ¢l método de minimos cuadrados. La
pendiente resultante es igusl las velocidades especificas de crecimiento en h™'. Para calcular
kos tiempos de duplicacion (td) se aplicd la siguiente ecuacidon:

td=Ln2u

El procesamiemto de datos para el cdlculo de logaritmos naturales, valores corregidos de Ln
velocidades especificas de crecimiento y tiempas de duplicacién asi como la canstruccidn de
las grificas de las cinéticas de crecimiento se realizaron mediante la ayuda del programa
Microsoft Excel for Office 97.

Cada una de las cinéticas de crecimiento se realizaron por triplicado para cada cepa, los tres
valores de velocidades especificas de crecimiento y tiempos de duplicacién para cada cinética
se promediaron y se calculd la desviacidn estindar y el coeficiente de variacidn. También se
construyeron graficas promedio de cada una de las cinéticas de cada cepa tomando el valor
promedio de DOggg y UFC/mL a cada uno de los ticmpos de los tres ensayos y graficando el
Ln corregido de estos valores contra tiempo. Todo este tipo de procesamiento de datos se
realizaron mediante la ayuda del programa Microsoft Excel for office 97. Los valores de
velocidad especifica de crecimiento y tiempos de duplicacion entre las diferentes cepas, se
compararon realizando un andlisis de varianza (ANOVA) con comparaciones multiples de
Tukey con la ayuda del programa SPSS 8.0.

3.3.5.2 Determinacion de la actividad enzimstica de alcohol oxidasa y catalasa en medio
BMM

Durante el crecimiento en metanol como Gnica fuente de carbona, las enzimas alcobal oxidasa
y catalasa estdn activas en la levadura Pichia pastoris (7). La alcohol oxidasa cataliza el
primer paso en la degradacion del metanol mientras que la catalasa se encarga de la
eliminacion de H,O; que se gemera por el propio metabolismo del metanol Debido a la
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importancia que estas enzimas poseen durante el proceso de induccion se decidié determinar
su actividad especifica en las cepas descritas en el apartado anterior cultivadas en BMM.

Para la determinacion de estas enzimas se tomaron muestras a las 0,2, 4, 6, 8, 10y 12 hde
un cultivo en medio BMM bajo las mismas condiciones descritas en el pumto anterior. Las
muestras de 1 ml de medio se centrifugaron a 16,000 g por 2 min para separar el paquete
celular del medio de cultive. El paquete celular fue lisado empleando el siguiente
procedimiento: Se resuspendio en 100 uL de buffer de lisis (KHPO 10 mM pH=7.4, DTT
0.5 mM, PMSF 1 mM), a la suspensidn celulac se le agregé 0.1 g de perlas de vidrio de 0.5
mm y se sometid a diez ciclos de agitacidn en vortex por 30 seg. y enfriamiento en hielo por
30 seg. Posteriormente, se cemrifugé durante 5 minutos a 16,000 g y el sobrenadante fue
transferido a ua tubo muevo, se realizdé un lavado de las perlas de vidrio y restos celulares con
300 pL de buffer de lisis agitando vigorosamemte en el vortex, se repitid el paso de
centrifugacion y el sobrenadante se transfirid al mismo tubo y este se llevé a un valumen final
de 500 uL de buffer de [isis. Dicha solucién fue empleada para las determinaciones
enzimaticas y para la determinacién de proteinas totales.

La determinaciyn enzimatica de alcobol oxidasa se realiz6 empleando el método descrito
por Janssen y Ruelius (42), que s¢ basa en la medicién de la formacion del radical catiénico
del compuesto 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) de amonio (ABTS). Este radical
cationico se forma debido a la accidn del H,O; sobre el ABTS, reaccidn que es catalizada por
una peroxidasa, el H,O; es producido por la oxidacién del metanol, reaccion que es catalizada
por la AOX (42).

La reaccidn enzimatica se realizd de la siguieme manera: En una celda de plistico se
agregaran 1.4 mL de ABTS 2 mM y 5 uL de peroxidasa de ribano (Sigma) 250 U/mlL, se
mezcld por inversion, se ajustd a cero de absorbancia a 405 nm (EspectrofotOmetro Beckman
DU-70), se agregaron 50 puL de AOX 0.1 U/mi y 5 uL de Hz0z 0.003%, s¢ mezckd por
inversion inmediatamente y se registrd el incremento de absorbancia a 405 nm durante $ min,
también se corrié un blanco de la reaccidn enzimdtica, la cual se realizd como se menciond
anteriormente, perv eu lugar de agregar 50 pul de AOX 0.1 U/mL se agregaron 50 uL de
bufler de fosfatos 100 mM.,

Se calculd el incremento de absorbancia (AA) por min, 3 405 nm mediante la pendiente de
la curva de absorbancia vs tiempo wutilizando el método de minimos cuadrados tanto del
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ensayo blanco comw del ensayo a evaluar. Se calcularon las U/mL de la AOX oom la siguiente

gcuacion:
U/mL = (AA4oy/minAOX-AAwyminAOX blanco)(1.51XFD)/(36.8)(0.05)

donde FD es el factor de dilucion, 1.51 ¢s el volumen total del ensayo en mililitros, 36.8 es el
coeficiente de absorcién milimolar del ABTS a 405 nm y 0.05 es el volumen de muestra usado
en mililitros.

Para la medicion de la actividad enzimdtica de catalasa se empled el método de Aebi (43),
el cual se basa en la medicion de la disminucidn de la absorbancia 2 240 nm del Hz0; debido a
la disminucion de la concentracion de H,0; por la accion de la catalasa sobre este compuesto,
Se mezclaron 950 pl. de buffer de fosfato de potasio 50 mM pH=7.0 con 40 pL de una
solucién de catalasa (Sigma Chemical Co.) 14,500 U/mL, con esta mezcla se ajusté a cero de
absorbancia (espectrofotdmetro Spectronic Genesys 2) a 240 om, por Gltimo se agregardn 10
uL de HzO; al 6%, se mezclé por inversidn y s¢ registrd la absorbancia cada min durante 5
min. a una temperatura de 25°C. Se calculd el incremento de absorbancia (AA) por min
mediante la pendiente de la curva de absorbancia vs tiempo utilizando el método de minimos
cuadrados. Las U/mL se calcularon con la siguiente ecuacion;

U/ml = AAze/min x 692.5

donde 692.5 es el factor obtemdo en base al coeficiente de absorcidén mwlar del H:O; vy el
factor de dilucién de la muestra en la reaccion,

También se determind la concentracion total de proteinas en cada muestra para poder
calcular la actividad especifica de alcobol oxidasa y catalasa (U/mg) empleando la ecuacidn
que se muestra a continuacion;

Ufmg = (U/mL)PT
donde PT es Proteinas totales (mg/mL)



42

La determinacidn de proteinas se realizé por el método de Bradford (44), empleando
alicuotas de 10 a 20 pL de [a solucién del lisado. Se midié la absorbancia a 595 nm que se
presenta por la unidn del azul brillante de Coomassie a las proteinas en un espectrofotdmetro
(Sequoia Turner). Se realizaron curvas de calibracidn con estindares de albamina de suero
bovino (ASB), en un intervalo de concentraciin de 1 a 9 pug/ml. (Tab. 1X). Tanto las muestras
como los estindares fueron preparados por triplicado.

Tabla IX. Curva de calibracion para la determinacion de proteinas de soluciones de lisados por
¢l método de Bradford

Estandar | ASB 0.5 mg/mL | NaCl0.15M Reactivo de Conc. final
(L) {ul) Coomassie (mL) | ASB(ug/mL)
I 3 394 L6 1.5
2 12 388 1.6 3.0
3 18 382 1.6 45
4 24 376 1.6 6.0
6 36 364 1.6 9.0
blanco 0 400 1.6 0.0

Las muestras se prepararon agregando 20 uL de la solucién de lisedo, 380 pL de una
solucion de NaCl10.15 M y 1.6 mL de soluciin de azul brillante de Coomassie. Postertormente
fueron obtenidas las lecturas de absorbancia a 595 nm tanto de los estindares como de las
muestras. Con las lecturas de los estindares se construyd uma curva de calibracion la que fue
estimada por el método de minimos cuadrados. En base a |a curva construida, se determing la
concentracion de las muestras empleando Iz ecuacidén de la recta.

El procesamiento de datos, los cdlculos y la realizacién de las grificas U/mL vs Tiempo (h)
y U/mg vs Tiempo (h) se realizaron con la ayuda del programa Microsoft Excel for Office 97.
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3.3.5.3 Anilisis de ultraestructura por microscopia electrénics

Para realizar el andlisis de ultrasstructura se tomaron muestras d¢ 0.3 ml. alas 0, 3, 6, 14 y
150 h de un cuktivo en medic BMM empleando las mismas condiciones descritas (3.3.5.1
pag.36) para la cinética de crecimiento en medio BMM. Las muestras fueron centrifugadas a
16,000 g durante 2 min. y se desechd el sobrenadante, Se lavd el paquete cetular con 500 L
de agua Milli-Q, se resuspendié en 200 puL de KMnQy4 al 1.5% y se dejd reposando a
tenperatura arnbiente durante 45 min., se centrifugd a 16,000 g durante 2 min., se elimind el
sobrenadante y se realizaron dos lavados con 500 puL de agua Milli-Q. Se resuspendid el
paquete celular en 200 ul de acetato de uranilo al 1%, se centrifugd a 16,000 g durante 5 min.,
se dejo reposar durante una hora a temperatura ambiente o bien en refrigeracion hasta el
siguiente dia. Posteriormente se realizé la deshidratacion con lavados a coucentracionss
creciemes de etanol: a) etanol al 50% 15 min, b) etanol 70% 1S min., ¢) etanol 96% 15 min,
d) etanol 100% LS min,, ¢) etanol 100% 15 min., en cada paso de deshidratacién con la
s0lucién de etanol se agitd en el vortex, se dejd a tetnperatura ambiente el tiempo indicado, se
centrifugd a 16,000 g durante 2 min. y el sobrenadante se desechd. Posterior a Ia
deshidratacion se agregaron 500 uL de axido de propileno al 100% se dejd reposar durante 15
min., se centrifugo y se elimino el sobrenadante (2 veces). Se realizd una preinclusién con 500
uL de epon éxido de propileno 1:1 durante 1.5 h a temperatura ambiente, posteriormente 500
uL epdn 6xido de propilena 3:1 durante una hora a temperatura ambiente (3 veces) o bien por
toda la noche. Posteriormente 500 uL de epdn puro durante 30 min. (tres veces), al agregar el
epon, el paquete celular se agitd con un aplicador de madera, se dejé a temperatura ambiemnte
el tiempo indicado, se centrifugd y se desechd el sobrenadante cada vez. Se colocan los tubos
en la estufa por toda la noche a 60°C, se desprendieron los bloques de epdn de los tubos y se
realizaron cortes finos en el ultramicrotomo, se montaron las rejillas y s¢ coatrastaron con
acetato de uranilo. Posteriormente se observaron a el Microscopio Electronico de Trasmision y
se obtuviercn micrografias electrdnicas para observar la ultraestructura de la célula. Los cortes
finos, la toma, revelado e impresion de las micrografias electrdnicas (7000X y 12000X) se
realizaron en ¢l Departamento de Histologia de la Facultad de Medicina de la U,A.N.L.
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promediaron y se calculd la desviacion estindar. También se construyeron graficas promedio
de cada una de las cinéticas de cada cepa tomando el valor promedio de DOy y UFC/mL a
cada uno de los tempos de bos tres ensayas y graficando el Ln comregido de estos valores
contra tiempo. Todo este tipo de procesamiento de datos se realizaron mediante la ayuda del
programa Microscft Excel for Office 97. Los valores de velocidad especifica de crecimiento y
tiempos de duplicacion entre las diferentes cepas, se campararon realizando un andlisis de
varianza (ANOV A) con comparaciones miltiples de Tukey con la ayuda del programa SPSS
8.0.

3.3.5.5 Cinéticas de crecimiento en medio BMM suplemantado con sorbitol

El sorbitol es una fuente de carbono que no reprime al promotor del gen de AOX7 (45), por bo
tamo s¢ decidi¢ realizar cinéticas de crecimiento en el medio BMM + S (BMM suplementado
con sorbitol 2% pfv) para observar ¢!l comportamiento del crecimieato de las cepas GSL15-Tr
y GS115-Tg con esta fuente de carbono y energia adicional.

Para realizar estas cinéticas de crecimientg se emplearon las cepas GS115-Tr, GS115-Tg y
una cepa control GS115-pPICIK. Se realizd exactamente ¢l mismo procedimiento para las
cinéticas en medio BMM (seccion 3.3.5.1 pag.36) con excepeion de que las tomas de muestras
se realizaron a las 0, 2, 4, 6, 8, 10, [2, 14 y 16 h. Cada una de las cinéticas de crecimiento se
realizaron por triplicado y se realizaron los mismos célculos y procesamiento de datos
anteriormente descritos (seccion 3.3.5.1 pag.33).

3.3.6 Busqueda de condiciones de fermentacion que favorezcanm la biosintesis de los
productos recombinantes

Para cumplir con este objetivo las cepas recombinantes antes mencionadas GS115-Tr, GS115-
Tg, GS115-pPICIK, GS115-22K fueron cultivadas bajo condiciones de induccidn partiendo
de indculos con altas densidades celulares con DOgon de ~60 (~2 x 10° células/ml) en los
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medios BMM, BMM + S (BMM suplementado con sorbitol 2% pfv) y BMMY (BMM
suplememado con 2% p/v de peptona y 1% p/v de extracto de levadura).

Para obtener el indculo, Ias cepas se cultivaron en tubos falkcon de 50 ml con 10 mL de
medio YPD a 30°C durante 24 h, 0.5 mL de estos cultivos se empleardn para inocular en 100
mL de BMG, estos se incubaron a 30°C con agitacion constante a 250 rpm hasta obtener una
DOeoo de 15, en ese momento se obxuvo el paquete celular mediante centrifugacion a 5000
rpm durante 10 min. (centrifuga Servall SS4 rotor SS34) y se resuspendié en 25 mL de uno de
los medios inductores (BMM, BMMY o BMM+S} y de esta manera se inici¢ la induccion (El
paquete celular provenieate de los 100 mL de BMG y resuspendido en 25 mL de medio
inductor tenia una DOgy de 60 aproximadamente). Se continué la incubacion a 30°C y
agitacién constante a 250 rpm durante 48 h, se le agregé metanol absoluto a las 24 h a una
concentracion final de 0.75%. Se realiz6 la técnica de RT-PCR para detectar transcritos
especificos de tripsina en la cepa GS115-Tr y de tripsindgeno en la cepa GS115-Tg. Se realizd
una electrofaresis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y una inmunodeteccidn por la técnica
de "Western blot" del medio de cultivo libre de células de acuerdo al procedimiento
anteriormente descrito (seccion 3.3.4.4 pag. 34). También se determind actividad de tripsina
por el método descrito por Bergrmeyer 1974 (46), tamto de mexlios de cultivo libres de células
como del paquete celular. En la figura 10 se esquematiza el procedimiento de fermentacitén 8
altas densidades celulares, también se esquematizan las tomas de muestras para los diferentes
estudios.

3.3.6.1 Deteccion de transcritos por la técnica de RT-PCR

Se llev a cabo la deteccion de transcritos de muestras tomadas a las 3 y 6 h de induccion de
fermentaciones de alta densidad celular (DOgg de 15). Para el primeramente se realizd
aislamiento de ARN total, éste se tratd con la enzima DNAasa [ para eliminar el ADN que
pudiera estar contaminando al ARN, posteciormente ge llevd a cabo una reaccidn de
retrotranscripeion y PCR (RT-PCR).
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min. y se elimind el sobrenadante. El paquete de RNA se lavd 2 veces con 1 mL de etanol al
75% con agitacion y subsecuente centrifugacion a 7,500 g durante 5 min. Los tubos se dejaron
boca abajo en un papel absorbente durante 1 b, posteriormente se resuspendieron en 30 uL de

agua DEPC.

3.3.6.1.2 Tratamiento con DNAase [

El ARN obtenido se traté con la enzima RQl DNAasa libre de RNAasa (Promega Co.) para
eliminar la posible comtaminacion con ADN, que en pasos subsecuentes pudiera generar
resultados falsos, Para llevar a cabo el tratamiento con la enzima DANAasa | antes mencionada
se realizo la mezcla de reaccién que se muestra en la Tabla X.

Tabla X. Mezcla de reaccién para levar a cabo el
tratamiento com RQI1 DNAasa libre de RNAasa

(Praomega Co.),
Reactivo Volumen (ul)
Solucion de ARN 24
Buffer de RQ1 DNA4asa 10X 3
RQ1 DNAasa (1 w/uL) 3
Total 30

Se incubd durante 1 h a 37°C, posteriormente se agregd 1 pl de la solucida "Stop” de la
RQ1 DNusa libre de RNasa y se mcubd a 65°C durante 10 min para inactivar la enzima
DNasa. La solwcidn obtenida fue la que se empled para llevar a cabo la reaccion de

retrotranscripcion (RT).



49

33.6.1.3 Reaccidn de retrotranscripcion

La reaccion de retrotranscripcidn se realizd para llevar s cabo la sintesis del ADN
complementario de los transcritos especificos y heterGlogos de las cepas recombinantes. En la
reaccion de RT se empled la enzima retrotranscriptasa M-MLV (Promega Co) y el iniciador 58
3' (5“GCAAATGGCATTCTGACATCC-3") que se¢ aparca em la regién 3° AQX! TT
(mucledtido 1327-1347) del plismido pPIC9. Para llevar a cabo ka retrotranscripcion se realizd
la mezcla de reaccidn que se muestra en la Tabla X1,

Primeramente se mezckd la soluciin de ARN con el agua DEPC, se calent§ la mezcla
durante 5 min. a 95°C e inmediatamente se puso en hielo, se agregé el resto de los reactivos y
se incubd a 37°C durante 1 h, tiempo durante el que se realizd ka sintesis del ADN
complementario. Esta sahicién se empled para realizar I8 PCR con los mismos iniciadores
especificos para amplificar el ADN complementario sintetizado a partir de los transcritos.

Tabla XL Mezla de reaccién para Uevar a cabo la sintesis
de ADN complemcntario mediante  retrotranscripeion
empleando la enzima M-ML V (Promega Co.).

Reactivo Volwnen (uL)
Soluciéa d¢ ARN® 3

Agua DEPC 15.5
Buffer para la enzima M-MLV 5X 6
Iniciador 3' (5 uiM) 1

DTT (0.1 M) 1
dANTP's (10 mM) 1.5
Enzima M-MLV (200 wpL) 2

Total 30

* Después del racamiento con DNasa |
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33.614PCRde a RT

Se llevd a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa para amplificar el ADN
complementario sintetizado a partir de los transcritos, Los iniciadores 57 y 58 descritos
anteriormente (seccion 3.3.4.1.2 pag. 32) fueron empleados para llevar a cabo la PCR. La
mezcla de reaccion para realizar la PCR se muestra en la Tabla XIL,

La PCR wuvo las siguientes condiciones: Buffer de PCR (Promega) 1 X, reaccidn de RT 3
UL en 25 de reaccién, ANTP’s 200 puM, iniciador 540X/ 0.5 uM, iniciador 3'AQX7 0.5 uM,
agua estéril y 2 unidades de Taq DNA polimerasa en 25 UL de reaccidn. Se empled un
termaciclador un Termociclador Hybaid PCR Sprint (Hybaid UK), el programa llevado 2 cabo
fue el siguieate: 1 ciclo 94°C (2 min.), 30 ciclos 94°C (1 min.) 60°C (1 min.) 72°C (2 min.), 1
ciclo 72°C (10 min.). Se realizd el analisis de 5 pL del producto de la PCR por electroforesis
en gel de agarosa al 0.8% en TBE.,

Tabla XIL Mezcla de reaccion realizada para

PCR & la RT

Reactivo Volumen (uL)
Buffer de PCR 10X 23
dNTP's (10 mM) 0.5
Iniciador 5' (5 M) 2.5
Iniciador 3' (5 uM) 2.5
MgCl;z (25 mM) 1.5
H20 milliQ 12.1
Tag DNA pol (5 U/uL) 04
Reaccién de RT 3
Total 25
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3.3.6.2 Analisis de proteinss de fermentaciones a altas densidades celulares

Se tomaron muestras de 2 mL de fermentaciones a altas densidades celulares (DOgn ~60) de
los diferemtes medios de cultivo (BMM, BMMY y BMM + §) a las 24 y 48 b de induccion
descritas anteriormente (seccibo 3.3.6 pag. 45) y se realizaron anilisis de SDS-PAGE e
inmunodeteccion de tripsina y tripsinégeno de camarén por la técnica de Western blot del
medio de cultivo libre de células, siguiendo los protocolos descritos anteriormente (seccion
1.3.4.4 pag. 34).

3.4 Determinacion de la actividad de tripsina

La actividad de tripsina se determind en muestras d¢ 24 h de induccion de fermentaciones y
altas densidades celulares (~60) de los medios de cultive BMM y BMM + Sorbitol. La
actividad de tripsina midi6 en el medio de cultivo libre de células empleande como controles
positivos, extracto de hepatopancreas y tripsina de pdncreas bovino (Sigma T4665) y se
realizd para los casos siguientes: a) Medio BMM, dializado contra H20, b) Medio BMM
dializado y concentrado 20 veces, ¢) Medio BMM + Saorbitol directo, d) Medio BMM +
Sarbitol, dializado y concenirado por ultrafitracién y lavado con HCl 1 mM, e) Medio BMM
+ Sorbitol, dializado y concentrado por ultrafiltracion y lavado con amortiguador de acetatos
pH =4,

La actividad de tripsina se realizd por el método descrito por Bergmeyer 1974 (46). Este
ensayo enzimatica se basa en la mediciin de la hidrolisis del BAEE (N-a-bezoil-L-arginina
etil éster) por la tripsina. Los productos de hidrélisis son: N-a-bezoil-L-arginina y etanol
generindose un aumento en la lectura a 253 nm, lo que sé traduce en unklades por mL de
enzima (U/mL). La reaccion se llevd a cabo de la siguiente manera: en una celda de cuarzo, de
3.5 mL se agregd 3 mL de BAEE 25 mM, se determind la absorbancia a 253 nm hasta que
permaneciera constamte (I minuto aproximadamente) y se calibré a cero de absorbancia
Posteriorruente, se agregaron 200 uL de la solucion problema o bien de los controles positivos
(extracto de hepatopincreas de camardn ¢ tripsina bovina), se mezcld por inversion e
inmediatamente se registrd el incremento de absorbancia a 253 nm durante 5 min. También se
analizo un blanco de la reaccidn enzimdtica, la cual se realizd como se menciond
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anteriormente, pero en lugar de agregar los 200 pL de la solucion problema, se agregaron 200
pL de HCI 1 mM,
Se calculé el incremento de absorbancia (AA) por min a 253 nm del blanco, problemas y

controles positivos mediante el método de minimos cuadrados y se calcularon las U/mL de

tripsina con la siguiente formula:

U/mL=(AA;s3/min problema-AAss3/min blanco)(FD)/(0.001)(0.20)

donde FD es el factor de dilucion, 0.001 es el cambio de A>ss/min por unidad de tripsina a pH
7.6, 25°C en un volumen de reaccion de 3.2 mL y 0.20 es el volumen en mL del problema o la

enzima usada.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 Construcciéon de los vectores

4.1.1 Diseiio de Oligonucledtidos

La secuencia nucleatidica de 854 pb obtenida del Genebank correspondiente al RNAm de la
tripsina de camarén (Litopenaeus vannamei) con el nimero de acceso X86369 (Klein 96) se
muestra en el Anexo. Esta secuencia tiepe las siguientes regiones: los nucledtidos 3, 4, y 5
corresponden al coddn de iniciacion (ATG), los nucledtidos del 3 al 41 codifican para al
peptido sefial, los nucledtidos del 42 al 803 codifican para el tripsindgeno y dentro de ésta, los
nucledtidos del 90 al 803 codifican para Iz tripsina activa de camaron (Klein 96), Del
nucledtido 3 al 803 corresponden a ls secuencia codificante (tripsindgeno y su secuencia
sefial), Los nucledtidos no mencionados corresponden a secuencias oo traducibles.

La secuencia de los iniciadores disefiados y las diferentes porciones de éstog, tales como los
sitios de restriccion, secuencia correspondiente al sitio de corte proteolitico del factor KEX2,
porcion correspondiente a parte de la secuencia sedal del factor @, inicio de la secuencia
madura, codon de terminacidn as{ como secuencia no traducible se muestran en la figura 11,

La verificacidn del disefio de los oligonucledtidos mediante 1a simulacién del PCR en el
programa Amplify 1.0 teniendo como secuencia molde la obtenida del Genebank de 854 pb, se
muestra en la figura 12 y 13. Empleando los oligonucledtidos B251-1 y B251-2 en la
simulacion, se obtuvo €l producto amplificado esperado de 780 pb comrespondiente al ADN¢
de tripsindgeno (756 pb) con LS nucleotidos adicionales en el extremo §° y 9 nucle6tidos en el
extremo 3°, miemras que empleando los oligonucledtidos B251-3 y B251-2 se obtuvo el
producto amplificado de 738 pb correspondiente al ADNc de tripsina (714 pb) con los mismos
nucledtidos adicionales. En la figura 14 se mestra €l apareamiento de los iniciadores con la
secuencia molde obtenido con el programa Amplify 1.0.
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4.1.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Al realizar la PCR con la enzima Pfu DNA polimerasa y el vector donado como molde (Klein
96) se obtuvo el producto amplificado esperado de 738 pb cuando se emplearon los iniciadores
B251-3 y B251-2, mientras que cuando se emplearon los iniciadores B251-1 y B251-2 se
obtuvo un producto amplificado esperado de 780 pb tal como se muestra en el analisis de
electroforesis en gel de agarosa (Fig. 15).

123435

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE de productos amplificados para
clonacién. Carril 1: Marcador de peso molecular(100 bp DNA ladder NEB), Carril 2: Producto
amplificado de 780 pb correspondicnte al ADNc de tripsindgeno, Carril 3: Control negativo de la PCR,
Carril 4: Producto amplificado de 738 pb correspondiente al ADNc de tripsina, Carril 5: Control
negativo de la PCR.
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4.1.3 Clonacion de los ADN's de tripsina y tripsinégeno en pPIC9

La digestion del plasmido pPICO9hGH22K (Escamilla 2000) con las enzimas Xho 1 y Avr 11
liberd un fragmento de 603 pb y el resto del vector de 7984 pb (esta parte del vector
pPICO9hGH22K es equivalente al vector de expresion pPIC9 digerido con las enzimas de
restriccion Xho 1 y Avr 11 es decir sin los nucledtidos del 1193 al 1228, por lo que contiene
todas las regiones necesarias para la expresion, como son: el promotor de AOX, el marcador de
seleccion HIS4 etc.) detectados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE
(Fig. 16). Las digestiones de los productos amplificados con las mismas enzimas de restriccion
no pudo ser comprobado debido a la liberacion de fragmentos muy pequeifios, por lo que no
era posible diferenciar entre el producto amplificado digerido y no digerido (780 vs 768 pb
para tripsinogeno y 738 vs 726 pb para tripsina). La purificacion de los fragmentos (vector y
productos amplificados digeridos) por la técnica de "Geneclean" dio buenos resultados ya que
los fragmentos antes mencionados fueron recuperados eficientemente a partir del gel de
agarosa y quedaron listos para la reaccién de ligacion.

1 23

14055 \:g i 7984 pb

wat—— 603 pb

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE para verificar la digestién de
pPIC9hGH22K con las endonucleasas XAo I y Avr I1. Carril 1: Marcador de peso molecular (A + Pst
I), Carril 2: pPIC9hGH22K (8587 pb), Carril 3: pPICOhGH22K + Xho | + Avr 11 (7984 y 603 pb).
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El analisis electroforético e Ia reaccion de ligacidn del fragmento de 7984 pb con cada uno
de los fragmentos de 726 y 768 pb mostro la presencia de bandas de mayor peso molecular
que el fragmento de ligacion de 7984 pb (correspondiente al vector) tanto para la construccion
de pPIC9Tg como pPICITr. Estas bandas mostraron yna mayor intensidad que $08 propios
fragmentos de ligacion. Esto fue indicativo de una reaccion de ligacion eficiente aunque
ligeramente parcial, que sin embargo fie aceptable y suficiente para llevar a cabo lag
siguientes etapas. )

De la transformacion de £, coli con 5 pL del producto de ligacidn para construccidm del
plasmido pPIC9Tg se obtuvieron 43 colonias mientras que para la construccion del plasmido
pPIC9Tr se obtuvieron 53 colonias. De 20 colonias de cada transformaciiu que se les hizo
aislaniento de ADN plasmidico solo a 6 de cada una se les digirié con la endomnucleasa Pst [
enzima con la que era posible distinguir entre los plasmidos pPIC9Tg, pPICITr y
pPIC9hGH22K. Tedas las clonas analizadas resultaron poseer el plasmido de interés ys que al
digerir dichos plasmidos con la endonucleasa Pst 1 se obtuvieron los fragmentos esperados:
para pPIC9Tg 6217, 1827 y 710 pb y para pPIC9Tr 6217, 1827 y 663 pb. Ademas, también se
obtuvieron los fragmentos esperados al digerir con la enzima Ps¢ [ el plasmido pPICShGH22K
empleado en la construccion (6397, 1827 y 365 pb). En la figura 17 se muestra la
electroforesis en gel de agarosa de la digestion de pPIC9Tg, pPIC9Tr y pPICShGH22K con la

endonucleasa Pst¢ [,
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE de los plismidos pPIC9Tg, pPIC9Tr y
pPIC9hGH22K digeridos con la endonucleasa Psf 1. Carril 1 Marcador de peso molecular (100 bp
DNA ladder NEB), Carril 2: pPIC9Tg + Pst 1 (6217, 1827 y 710 pb), Carril 3: pPICOTr + Pst 1 (6217,
1827 v 668 pb), Carril 4: pPIC9hGH22K + Pst 1 (6397, 1827 y 365 pb), Carril 5: Marcador de peso
molecular (A + Pst 1).

Con estos resultados se comprobd la identidad de los pladsmidos construidos. Los
fragmentos de 710 pb de pPIC9Tg, 668 pb de pPIC9Tr y 365 pb de pPICO9hGH22K obtenidos
de la digestion de estos plasmidos con la endonucleasa Pst [ son los que permiten distinguir
entre estos tres plasmidos. En la figura 18 se muestra graficamente los plasmidos pPIC9Tr y
pPIC9Tg y sus regiones mas importantes. El plasmido pPIC9Tr contiene €l promotor de AOX/
(5°A0X1) en la posicion 1-948, la secuencia sefial del factor o de S. cerevisiae de 949 a 1203,
el ADNc de tripsina de 1204 a 1917, el terminador de la transcripcion de AOX! (3’AOX! TT)
de 1943 a 2276, el gen de la histidinol deshidrogenasa de P. pastoris (HIS4) de 5203 a 2670,
el fragmento 3’ de AOX1 de 5558 a 6315, el origen de replicacién ColE! de 7400 a 6781 y el
gen de resistencia a ampicilina (amp r) de 8402 a 7542. Las posiciones de las diferentes
regiones del plasmido pPIC9Tg son las siguientes: S"AOX7 de 1 a 948, la secuencia sefial del
factor a de 949 a 1203, el ADNc de tripsindgeno de 1204 a 1959, 3’AOXT TT de 1985 a 2318,
HIS4 de 5245 a 2712, 3° de AOXT de 5600 a 6357, ColE] de 7442 a 6823 y amp r de 8444-
7542,
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De acuerdo con lo sefialado en la literatura esta seleccién nos indica que las colonias tienen un
fenotipo His' gracias a la integracion del vector de expresion. El vector digerido con Sac I se
integra en el locus AOX! mientras el vector digerido con Sal | se integra en el locus his4 (9).
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Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE de digestiones preparativas previas a
la transformacién de Pichia pastoris. Carril 1: Marcador de peso molecular (A + Pst 1), Carril 2:
pPIC9Tg sin digerir, Carril 3: pPIC9Tg + Sac I (8754 pb), Carril 4: pPIC9Tg + Sal I (8754 pb), Carril
5: pPICYTr sin digerir, Carril 6: pPIC9Tr + Sac I (8712 pb), Carril 7: pPIC9Tr + Sal | (8712 pb).

4.3 Caracterizacion de genotipos y fenotipos de las clonas recombinantes

4.3.1 Verificaciéon de la integracién del vector de expresiéon

Los ADN's genomicos aislados de 4 cepas recombinantes GS115-Tr, 2 cepas recombinantes
GS115-Tg y las dos cepas control no mostraron degradacion aparente (Fig. 20). La
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE de los ADN's genémicos y los estandares se
muestran en la Figura 20, mientras que los resultados de la cuantificacién se presentan en la
tabla XIII.
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en TBE de ADN's genémicos de cepas
recombinantes de P. pastoris y estindares de fago A. Carril 1: Fago A 10 ng, Carril 2: Fago A 20 ng,
Carril 3: Fago A 30 ng, Caril 4: ADN genémico cepa GS115-Trl, Carril 5: ADN genémico cepa
GS115-Tr2, Carril 6: ADN genémico cepa GS115-Tr3, Camil 7: ADNgmémwoeqnGSllS—TM
Carril 8: ADN gendmico cepa GS115-Tgl, Carril 9: ADN gendémico cepa GS115-Tg2, Carril 10: ADN
genomico cepa GS115-22K, Carril 11: ADN genémico cepa GS115-pPICIK.

Tabla XIIL Resultados obtenidos de la cuantificacién de ADN de
diferentes cepas recombinantes de P. pastoris.

Cepa Masa(ng) | Volumenen | Conc. (ng/uL)
| el carril (uL)
GS115-Trl 24.40 2.5 61.00
GS115-Tr2 14.22 25 35.55
GS115-Tr3 13.55 25 33.88
GS115-Trd 20.33 2.5 50.83
GS115-Tgl 14.66 25 36.65
GS115-Tg2 15.70 2.5 39.25
GS115-22K 13.41 2.5 33.53
GS115-pPICIK 15.67 2.5 39.18
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El tamafio de cada uno de los productos amplificados obtenidos por la PCR
correspondieron a cada uno de los ADN's moldes empleados: De la PCR de los plasmidos
pPIC9 (sin inserto), pPIC9Tg (ADNc de tripsindgeno) y pPIC9Tr (ADNc de tripsina) se
obtuvieron productos amplificados de 493, 1225 y 1183 pb respectivamente. De la PCR de las
cepas recombinantes se obtuvieron los siguientes productos amplificados: la cepa GS115-
pPIC9K 493 y 2107 pb, la cepa GS115-Tg 1225 y 2107 pb mientras que la cepa GS115-Tr se
detectd en forma muy tenue un producto amplificado de 1183 pb y el fragmento de 2107 pb
que se suponia debia amplificar, no fue asi. En la figura 21 y 22 se muestra una electroforesis
con los diferentes productos amplificados de PCR de las cepas recombinantes de Pichia

pastoris.,
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Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE de productos amplificados; cepas
GS115-Tg. Carril 1 Marcador de peso molecular (A + Pst I), Carril 2: Cepa GS115 (producto
amplificado de 2107 pb), Carril 3: pPIC9Tr (producto amplificado de 1183 pb), Carril 4 y 5: Cepas
(GS115-pPIC9KTg (productos amplificados de 1225 y 2107 pb), Carril 6: Control negativo de la PCR.



65

Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % en TBE de productos amplificados; cepas
GSH5-Tr. Carril | Marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder NEB), Carril 2, 3 y 4: Cepas
GS115-Tr (producto amplificado de 1183 pb muy tenue), Carril 5: Cepa GS115-pPICIK (productos
amplificados de 493 y 2107 pb), Carril 6: plasmido pPIC9Tr (producto amplificado de 1183 pb), Carril
7: Control negativo de la PCR.

4.3.2 Induccion de la expresion de los ADNc’s de tripsina y tripsinégeno

En los andlisis de proteinas extracelulares realizados por SDS-PAGE para las cepas GS115-Tr
de fermentaciones de 150 h, se observo una banda de aproximadamente 33 kDa (Carril 2 y 3
Fig. 23A) tamano similar a la tripsina de camardn previamente reportada aislada de fuente
natural 31 kDa, sin embargo la inmunodeteccion por la técnica de Western blot resulté
negativa (Fig. 23B). La banda de 22 kDa correspondiente a la proteina heteréloga producida
por la cepa GS115-22K demuestra que las condiciones de induccion fueron adecuadas. El
extracto de hepatopancreas (carril 4 Fig. 23) presentd sefial positiva en la inmunodeteccion
para una banda con un tamafio aproximado a 31 kDa correspondiente a la tripsina natural de
camaron glicosilada. La tripsina sin glicosilar tiene un tamafio aproximado de 25 kDa,
aproximadamente a este tamafio se observa una banda intensa en el carril correspondiente al
extracto de hepatopancreas de camardn (carril 4 Fig. 23A) que sin embargo no presento seiial
en la inmunodeteccién. Esto conduce a pensar que la glicosilacion es necesaria para que la
tripsina sea reconocida por los anticuerpos o bien se trata de otra proteina.
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Figura 24. Electroforesis SDS-PAGE al 12% teiiido con azul de Coomassie de la fraccién de
proteinas intracclulares solubles de cepas GS115-Tr bajo condiciones de induccién. Carril 1 y 7:
Marcadores de peso molecular. Carril 2: Cepa GS115-pPIC9K 150 h de induccién como control. Carril
3 al 6: Diferentes cepas GS115-Tr 150 h de induccién. Se observa un patrén de bandas diferente entre
las ccpas que portan el ADNc de tripsina y la cepa control. En el carril 2 se sefiala con una flecha la
probable banda que corresponde a la enzima aleohol oxidasa.

En cuanto a los andlisis electroforéticos de los medios de cultivo libre de células y proteinas
intracelulares solubles de las cepas GS115-Tg, no se logré identificar con los métodos
empleados el producto recombinante esperado. En los geles de poliacrilamida de medios de
cultiva libre de células se observd una banda de un tamafio aproximado a ~35 kDa, sin
embargo en la cepa control fue detectada una banda con tamafio similar (Fig. 25). Por otro
lado, en el extracto de hepatopancreas de Litopenaeus se observé una banda de un tamafio
apréximado de 31 kDa correspondiente a tripsina glicosilada (Fig. 25), también se observé una
banda de aproximadamente 24 kDa que podria ser tripsina de camarén no glicosilada. La
inmunodeteccion por la técnica de Western blot resulté negativa para la cepa GS115-Tg, tanto
en medios de cultivo libre de células como en proteinas intracelulares solubles. El extracto de

hepatopéncreas presento Is misma sefial positiva descrita anteriormente (carril 4 Fig. 23).



Figura 25. Electroforesis SDS-PAGE al 12% de proteinas extracelulares de la cepas GS115-Tg y
una cepa control (GS115-22K), bajo condiciones de induccién. Carmrill y 5: Marcadores de peso
molecular, Carril 2: Extracto proteico de hepatopancreas de camardn, Carril 3: Cepa GS115-Tg, Carril
4: Cepa GS115-22K. Se observa que ¢l patrén proteico de las cepas GS115-Tg y GS115-Tr es muy
similar a excepcion de la proteina de 22 kDa producida por la cepa control.

4.4 Determinacion de los posibles factores que afectan la produccion de las proteinas de
interés

4.4.1 Cinéticas de crecimiento en medio BMM

Las cinéticas de crecimiento en medio BMM (condiciones de induccién) estimadas tanto
por DOgao como UFC/mL, evaluadas para las cepas GS115-Tg, GS115-Tr, GS115-pPIC9K y
GS115-22K arrojaron los valores de LnDO, vs tiempo mostrados en la tabla XIV y los valores
de LnV. vs tiempo mostrados en la tabla XV.
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Tabla XIV. Valores de logaritures saturabes de DUq corvegidos (LaD0,) para cada cepa y 2
cada tiempo. Cada valoc es ¢l promedio dc tres valares de LaDO,. Al valor de DO
originalmeate obtenido se lc cakculd o logaritmo wnatural y sc ke aplicd un factor de correcion
anteriormente descrito (seccion 3.3.3.1 pag 39), obtenicodo de osta mancra el LaDO..

Tiempo (h) LaDO, LaDO, LaDO, LaDO,
GS115-Tt GS115-Tg GS115-22K | GS115-pPICIK

0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
0.5 0.0318 0.0251 0.0101 0.0411
1 0.1359 0.0362 0.0069 0.0673

1.5 0.1601 ND ND ND
2 0.0852 -0.0004 -0.0245 0.0396

2.5 0.0713 ND ND ND
0.0247 0.0449 0.0791 0.1186

1.5 0.0454 ND ND ND
4 0.0109 0.1301 0.1462 0.2031
5 0.0166 0.2393 0.2716 0.2739
5 -0.0286 0.3394 0.3737 0.3438
8 -0.0758 0.3470 0,5961 0.5369
10 -0.0603 0.3324 0.7855 0.6882
12 -0.1069 0.3561 0.9249 0.9528
14 40,0857 0.3939 1.0415 0.9863
16 0.3499 10358 1.0330

ND: No determinado



Tabla XV. Valores de logaritmos aaturales de UFC/mL corregidos (LnV.) para cada cepa
y a cada tiempo. Cada valor es ¢l promedio de tres valores de LnVe. Al valor de UFC/mL
originalmente obtenido se le calcul6 el logaritmo natural y se le aplicé un factor de correccion
anieriormente descrito (seccton 3.3.5.1 pag 39), obteniendo de esta manera el LnV..

Tiempo (h) LnV, LnV, LaV, LnV,
GSI115-Tr GS115-Tg GS115-22K | GS115-pPICSK
0 0 0 0 0
0.5 0.1757 -0.2217 0.0219 0.3428
1 0.1664 0.0211 0.0708 0.2316
1.5 0.3743 ND ND ND
2 0.3700 -0.4884 0.0714 0.3329
2.5 0.4430 ND ND ND
3 0.5063 -1.0237 0.0834 0.3197
35 0.5384 ND ND ND
4 0.5897 -1.6281 0.1434 0.3022
5 0.4536 -1.8633 0.3199 0.6028
6 0.5097 -3.4528 0.4504 0.4714
8 0.4592 -4,1897 0.4127 0.6357
10 0.5040 -2,98Q9 0.7178 0.8273
12 0.5391 -3.4942 0.8376 1.0923
14 0.5403 -1.6136 0.9863 1.3429
16 ND -2.6747 1.4075 1.3219

ND: No determinado

En base a los resultados mostrados en las tablas XIV y XV se construyeron las graficas
mostradas en la figura 26 y los resultados de velocidades especificas de crecimiento y tiempos
de duplicacion mostrados en la tabla XVL.

La cepa GS115-Tr presenté un tiempo de duplicacion 1.72 y 1.98 veces menor (diferencia
estadisticamente significativa con p<0.05) que el de las dos cepas controles (GS115-22K y
GS115-pPIC9K respectivamente), por lo tanto una mayor velocidad especifica de crecimiento
(tabla XVT), sin embargo este aparente crecimiento dio lugar en un intervalo muy corto de

tiempo ya que la fase estacionaria se alcanz6 alrededor de las 2-3 h (en DO600 y UFC/mL) de

induccion.
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Figura 26. Cinéticas de crecimiento de cepas recombinantes de Pichia pastoris bajo condiciones
de induccion en medio BMM (grificas promedio). La griafica superior fue construida por mediciones
de DO mientras que la grafica inferior fuc construida por determinaciones de UFC/ml.. El ¢je de la
ordenadas muestra los valores de LaDO, (grifica superior) y LaV, (grafica inferior) micntras que ¢l ¢je
de las abscisas muestra los valores de tiempo en horas. El color café (W) representa a la cepa GS115-
Tg, el color rojo (#) a la cepa GS115-Tr, ¢l color azul (A) a la cepa GS115-pPIC9K y el color verde
(®) a la cepa GS115-22K. Los valores de cada punto representan una media de n=3.
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La grifica de la cinética de crecimiento DOy va tiempo de la cepa GS115-Tg muestra una
velocidad especifica de crecimiento (tabla XV1) estadisticamente sin diferencias significativas
a la velocidad especifica de crecimiento de cepas controles, pero a diferencias de éstas alcanzd
la fase estacionaria mis ripidamente, alrededor de las 6 h. Sin embergo la grifica de Ia
cinética de crecimiento UFC/mL vs tiempo de esta cepa muestra claramente la muerte del
cultivo (Figura 26 grafica inferior). Esto nos indica que en este caso el anilisis por DOeoo oo €8
confiable debido a que dichos valores fueron las suma de las levaduras viables y oo viables.

Las cepas controles GS115-pPICIK y GS115-22K a diferencia de las ¢epas problemas, no
alcanzaron la fase estacionaria durante tas 16 h de la induccién, ni presentaron muerte cehular,
Estos hallazgos inducen a pensar en un posible efecto Wxico de los productos recombinames
(tripsina y tripsindgeno) sobre las células de Pichia pastoris.

Tabla XYL Tiempos de duplicacidm y velocidades especificas de
crecimiento en medio BMM. Los resultados sc¢ expresan como la media
¥ la desviacién estindar (n = 3) *(n = 5). ND: No determinado. Literales
diferentes indican diferencias significativas con p<0.05.

Tiempo de duplicacidn (b)
Cepas DOgse UFC/mL
GS115-Te* 412+1.78" 4.39 £ 0.62°
GS115-Tg 6.69 £ 1.21~" ND
GS115-pPICIK 8.19+0.49" 6.19+1.10%"
GS115-22K 7.10+0.21° 7.43 +0.99°

Velocidad especifica de crecimiento (b™)

GS115-Te* 0.19 + 0.06" 0.140,01*
GS115-Tg 0,11 £0,02* ND
GS115-pPICIK 0.08 +0.01° 0.11 £0,02°

GS115-22K 0.098 £ 0,003° 0.09 £0.01*
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4.4.2 Determinacidou enziunitica de alcohol oxidasa y catalasa

Las actividades especificas de alcohol oxidasa de las fermentaciones de las cinéticas de
crecimiento para los tres ensayos realizados de cada cepa se muestran en la tabla XVII.

En los tres ensayos realizados para la determinaciim de AOX no se detectd la actividad
especifica de la enzima a los tiempos estudiados en la cepa GS115-Tr, mientras que en la cepa
GS115-Tg2 la actividad especifica anmento durante las primeras 6-8 h (Fig. 27) pero &sta
disminuy¢ ripidamente hasta niveles con actividades proximas a cero en las siguientes 4-6 h.
Para el caso de la cepas controles GS115-pPICIK y GS115-22K la actividad especifica de
AOX tendid a aumentar durante las primeras 4-6 h, las sigiuentes 6-8 h presentaron un
comportamiento variable entre ensayos, sin embargo las actividades de AOX en las cepas
comtrol de las 8 a las 12 h fueron mucho mayor a las cepas problema (GS115-Tg y GS115-Tr).

La grafica de los tres ensayos de actividad especifica de AOX vs tiempo se muestra en la
figura 27.



Tabla XVIL Valores de actividad de aloabol oxidasa de exatractos celulares de
cepas recombinantes de Pickia pastoris cosechadas a difereutes tiempos de
induccibn en medio BMM.

Actividad de Alcohol Oxidasa (U/mg) Ensayo 1

Tiempo () | GSL1S-Tr | GSL15-Tg GS115- | GS115-22K
pPICOK
0 0.000 0.000 0.000 0.0L1
2 0.000 0.011 0.102 0.074
4 0.000 0.064 0.148 0.251
6 0.000 0.107 0,071 0.210
8 0.000 0.046 0.088 0.257
10 0.000 0.013 0.089 0.328

Actividad de Alcohol Oxidasa (U/mg) Ensayo 2

Tiempo () | GS115-Tr GS115-Tg GSl115-
pPIC9K ¢

0 0.000 0.000 0.000

2 0.000 0.007 0.065

4 0.000 0.097 0.357

6 0.000 0.252 0.305

8 0.000 0.214 0.201

10 0.000 0.072 0.486

12 0.000 0.009 0.536

Actividad de Alcohol Oxidasa (U/mg) Ensayo 3

Tiempo (h) | GS115-Tr GS115-Tg | GS115-Tg | GS115-22K

0 0.000 0.000 0.000 0.000
2 0.000 0.002 0.000 0,078
4 0.000 0.069 0.036 0.055
6 0.000 0.247 0.284 0.752
8 0.000 0.337 0.329 0.458
10 0.000 0.130 0.035 0.438
12 0.000 0.014 0.003 0.264
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o= (GS5115.Tr <= OS] 1 5.Tg ~» OS] | S.pPICY = OS115.22K

Figura 27. Actividad especifica de la enzima AOX de la fraccién intracelular de las cepas
recombinantes cultivadas en BMM a diferentes tiempos. Sc¢ mucstran los tres ensayos realizados.
Cepa GS115-Tg (W), cepa GS115-Tr (#), cepa GS115-pPIC9K (A), cepa GS115-22K (@).
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Las actividades especificas de catalasa para los tres ensayos realizados para cada cepa se
muestran en la tabla XVIII.

Tabla XVIIL Valores de actividad de catalasa de extractos celulares de cepas
recombinantes de Pickia pastoris cosechadas a diferentes tiempos de induccién en
medio BMM.

Actividad de Catalasa (U/mg) Ensayo 1

Tiempo (h)

GS115-
~ pPICIK

GSI115-Tr

GS115-Tg

GS115-22K

—
N ®asNnO

166.41
618.19
803.65
755.92
1268.41
1361.96
1686.29

2052.41
4260.34
1110.15

860.21
1873.16
1076.51
4999.26

150,58
401.88
579.30
498.90
907.55
914.05
1200.46

7131
493.89
714.93
500.29
996.16
768.55

1137.92

Actividad de Catalasa (U/mg) Ensayo 2

Tiermpo (h) GS115- GSI115-Tr GS115-Tg
pPICOK
100.26
370.36
841.94
1088.82
761.39
866.65
1208.86

26.41
263.73
511.95
419.89
578.74
783.62

1096.81

34931
339.36
631.45
561.69
535.06
455.04
384.91

g
Na®oenNOG

Actividad de Catalasa (U/mg) Ensayo 3

Tiempo (h) GS11S-Tr GS115-Tg | GS115-22K
19.28 17.10 78.67
724.78 443.14 809.50
1193.55 688.36 930.05
637.05 637.57 637.83
1799.57 946,90 821.21
1289.69 1318.41 918.02
1177.43 1455.82 1242.03

Sa%oANO

Por otro lado en los resultados de la actividad especifica de la catalasa no se percibe
ninguna tendencia eu especial en las cepas recombinantes que indiquen diferencias con las
cepas comtrol. Las grafica de actividad especifica de catalasa vs tiempo se muestra en la figura
28,
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Figura 28. Actividad especifica de la enzima catalasa de la fraccién intracelular de las cepas
recombinantes cultivadas en BMM a diferentes tiempos. Sc muestran los tres ensayos realizados.
Cepa GS115-Tg (m), cepa GS115-Tr (#), cepa GS115-pPICIK (A), copa GS115-22K (@).
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4.4.3 Analisis de ultraestructura por microscopia electronica

Los analisis de ultraestructura de las cepas recombinantes de P. pastoris cultivadas en medio
BMM bajo las condiciones descritas anteriormeme (seccion 3.3,5.2 pag.42 ) muesman los
siguientes resultados: A las 0 h de induccidn la cepa GS115-Tg (tripsindgeno) no mostrd
diferencias cualitativas con las cepas control, se observd de manera normal los diferentes
organelos tales como pared celular (PC), mitocondnas (M) y vacuolas (V), no se observaron
peroxisomas, lo cual es normal al haber cultivado las levaduras en BMG (0 h de induccién).
La cepa GS115-Tr (tripsina), mostrd células mas pequefias y con una pared celular mucho mas
gruesa (Fig, 29),

En las levaduras de las muestras recolectadas a las 6 h de induccion se observé la presencia
de peroxisomas tanto en cepas control como en la cepa GS115-Tg (tripsinégeno), no asi para
la cepa GS115-Tr (tripsina) la cual mastro una morfologia similar a la de las 0 h.
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GS115-Tr

Figura 29. Micrografias electrénicas 7000X de cepas recombinantes de Pichia pastoris cosechadas
a las 0 h induccién es decir durante su crecimiento en medio BMG. En la cepa control GS115-22K,
se¢ observan células normales y sin proliferacion peroxisomal. En la cepa GS115-pPIC9KTr, sc
observan células mas pequefias de lo normal, sin proliferacion peroxisomal y una muy grucsa pared
cclular. En la cepa GS115-pPIC9KTg, sc observan células iguales a la cepa control. PC: Pared celular,
M: Mitocondria y V: Vacuola.



80

En las cepas GS115-pPIC9K y GS115-22K de las muestras recolectadas a las 14 y 150 h de
induccion se observaron células intactas y la tipica proliferacién peroxisomal de células
inducidas con metanol, mientras que en la cepa GS115-Tg (tripsindgeno) a las 14 h se observd
desorganizacion celular. En algunas células se observaron peroxisomas dafiados y otras no
presentaban peroxisomas (Fig. 30). A las 150 h las células mostraban desorganizacion celular
amplia impidiendo distinguir organelos intactos incluyendo peroxisomas. En la cepa GS115-
Tr (tripsina) se observaron células muy pequeiias, con pared celular gruesa y sin proliferacion
peroxisomal (Fig. 30).

GS115-22K GS115-Tr GS115-Tg

Figura 30. Micrografias electrénicas 7000X de cepas recombinantes de Pichia pastoris cosechadas
a las 14 h induccién en medio BMM. En la cepa control GS115-22K sc observan células con
morfologia intacta y la tipica proliferacion peroxisomal de células inducidas con metanol. En la cepa
GS115-pPIC9KTT, sc observan células mis pequedias de lo normal, sin proliferacion peroxisomal y una
pared celular muy gruesa. En la cepa GS115-pPICI9KTg, se observan células dafiadas, desorganizacion
celular y ausencia de proliferacion peroxisomal. P: Peroxisoma, PC: Pared celular, M: Mitocondria.

Las células de GS115-Tr (tripsina) no presentaron muchas diferencias ultraestructurales
entre las 0, 6, 14 y 150 h de induccién. Esto en conjunto con previos estudios de cinéticas de
crecimiento y actividad de alcohol oxidasa, conduce a pensar que estas cepas permanecieron
en un estado de latencia durante la induccion.
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4.4.4 Cinéticas de crecimiento en medio BMG

Las cinéticas de crecimierto de las cepas GS115-Tr, GS115-Tg y GS115-pPIC9K en medio
BMG (condiciones de mo induccion) estimadas tanto por DOgwo como UFC/mL, arrojaron los
valores de LnDQ, vs tiempo y de LaV, vs tiempo mostrados en la tabla XIX.

Tabla XIX. Valores de LuDO, y de LaV, para cada tiempo abtenidos
darante las cinéticas de crecimieato en medio BMG. Cada valor & el
promedio de tres valores de LnDO. o de LaV.. Al valor originalmente
obtenido (DOsw 0 UFC/mL.) s¢ le calculd el logaritmo natural y se le aplicd
un factor de correcidn anteriormente descrito (seccionm 3.3.5.1 pag 39),
obteniendo de esta manera el LaDO; y de LaV.

Tiempo (h) LoDO. LnDO. LnDO.
GS115-Tr GS115-Tg | GS115-pPICIK
1] 0 0 0
2 0.6138 0.4541 0.3746
4 1.0233 0.9019 0.9720
6 1.7852 1.3823 1.3155
8 2.1452 1.9663 1.9049
10 2.4388 2.6319 3.0170
Tiempo (h) LaV,
GS115-Tg
8 1
10 1.1163
12 11582
14 1.1954
Tiempo (h) LoV,
GS115-Tr
2 1
3 0.9777
4 1.0030
) 1.0020
7 1.0398
8 1.0727
10 1.0518
23.25 1.2207
2525 1.2321
28.25 1.2539
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Las cinéticas de crecimiemto en medic BMG mostraron que existen diferencias en las
velocidades especificas de crecimientg y por ko tanto en el tiempo de duplicacion entre ias
cepas recombinantes GS115-Tg y GS115-Tr, y a su vez de éstas con la cepa control GS115-
pPIC9K. El tiempo de duplicacitn de la cepa GS115-Tg es 1.05 veces mayor que el de la cepa
control GS115-pPICIK (p<0.05), mieutras que el tiempo de duplicacion de la cepa GS115-Tr
es 1.43 veces mayor que el de la cepa control y 1.37 veces mayor que ¢l de la cepa GS115-Tg
(p<0.01). Las velocidades especificas de crecimiento y tiempos de duplicacion de estas cepas
¢n medio BMG se muestran eu la tabla XX_ Reportes anteriores en la literatura (11) indican
que ain bajo estas condiciones de no induccién, existe una expresion basal de lbs genes
heterdlogos los cuales estan coatrolados por el promotor de 40X/, La diferenciz percibida en
velocidades especificas de crecimiento podria ser efecto de los productos heterSlogos
sintetizados a causa de esta expresion basal.

Tabla XX. Tiempos de duplicacién y velocidades especificas de
crecimiento en medio BMG. Los resultados se expresan como ia media
% la desviacién ¢standar (n = 3). ND: No determinado. Literales
diferentes indican diferencias significativas con p<0.0i en las
comparaciones con GS115-C2B4 de los valores obtenidos por DOg ¥

p<0.U05 para los demas.
Tiempo de duplicacién (h)

Cepas D.O. UFC/al
GS115-Tr 3.48 +0.02° 299 +045*
GSI115-Tg 2.54 002" 1.54 +0.40"°
GS115-pPICIK 2.43 £0.07¢ ND

Velocidad especifica de crecimiento (b™")
GS115-Tr 0.199 £ 0.001* 0.235 + 0.039"
GS115-Tg 0.273 £ 0.002" 0.475 £ 0,14°

GS115-pPICIK  0.286 + 0.008° ND
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4.4.5 Cinéticas de crecimiento en medio BMM suplementado cou serbitel (BMM + S)

Las cinéticas de crecimiento de las cepas GS115-Tg, GS115-Tr y GS115-pPICIK en medio
BMM suplementado con sorbitol estimadas tanto por DOggg como UFC/mL, arrojaron los
valores de LaDO. vs tiempo mostrados en la tabla XXI y los valores de LnV. vs tlempo
wostrados en la tabla XXII,

Tabla XX1. Valores de loparitmos uaturales de DOy corregidos (LuDO,) de los tres
ensaygs realizados para cade cepa y 2 cady tiempo. Al valor de DQ4sgo oviginalmente obtenido
s¢ le calculd el logaritmo natural y se le aplicod un factor de canrreccion aateriorments descrito
(seccion 3.3.5.1 pag 39), obtenicndo de ¢sta manera el LoDO..

LnDOc GST15Tr LnDO, GS115-T LnDO, GS11SpPICIR.
Tiempo  Enssyo | Ensayo | Ensayo | Ensqyo | Ensayo | Ensayo | Eassyo | Ensayo | Eoszyo
(h) 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0.4112 | 0.5735 | 0.5085 | 0.1595 | 0.1769 | 0.2679 | 0.3039 | 0.2716 | 0.2963
4 0.8989 | 1.0275 | 0.8641 | 0.2324 | 0.3540 | 04014 | 0.4480 | 03991 | 0.4533
6 1.1707 | 12722 | 1.2434 | 03378 | 0.5300 | 0.5918 | 0.6822 | 0.6803 | 0.6557
10 20126 | 2.1226 | 2.1999 | 0.2900 | 0.5550 | 0.5370 | L.1731 | ).1782 | 1.1084
14 2.8612 | 2,949 | 27711 | 0.4023 | 06504 | 06116 | 1.5650 | 1.4658 | 1.5581
16 3.1766 | 33301 | 29503 | 04747 | 0.7038 | Q.7051 | 1.6065 | 1.5118 | 1.6776

Tabla XXIL Valores de logaritmos maturales de UFC/mL corregidos (LaV,) de ks tres
ensayos realizados pars cada cepa y a cada tiempo. Al valor de UFC/ml originalmente
obtenido 5€ le calkculd el logaritmo matural y s¢ le aplicd un factor de comreccién anteriormente
descrito (seccidn 3.3.5.1 pag 39), obienié¢ndose de esta manera el LaV..

LaV, GS115-Tr LaV,GSl15-Tg LaV, GSI15-pPIC9K

Tiempo Ensayo | Ensayo | Ensayo | Emsayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Eosayo
() 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 0 0 q 0 0 0 0 0 g

2 1.2536 | 1.0799 | 1.0371 | 03675 | 0.1709 | 0.3568 | 06194 | 0.3621 | 0.0793

4 1.4937 | 12327 | 1.5937 | -0.3027 | 0.0974 | 09171 | 0.7817 | 0.5034 | 0.2078
6 2.2201 | 1.7079 | 1.7576 | -1.3863 | -1.3101 | 0.8401 | 0.7302 | 0.7298 | 0.4558
10 3.3851 | 2.8250 | 2.7085 | -2.5543 | -2.4265 | -2.7668 | 0.7817 | 1.0734 | 0.3533
14 3.9805 | 3.6381 | 3.4147 | -2.6676 [ -2.7317 | -2,6000 | 1.6882 | 2.3494 | 11735
16 42777 | 3.7105 | 34016 | -2.1484 | -23505 | -1.9457 | 1.3555 | 2.1161 | 1.3477

En base a los resultados mostrados en las tablas XXI y XXiI se construyeron las graficas
mostradas en la figura 31 y se calcularon las velocidades especificas de crecimiento y tiempos
de duplicacion mostrados en [a tabla XXTILI.
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Figura 31. Cinéticas de crecimiento de cepas recombinantes de Pichia pastoris en medio BMM
suplemantado con sorbitol. La grafica superior fuc construida con mediciones de DOsoo mientras que
la grafica inferior fue construida con determinaciones de UFC/mL. El ¢je de la ordenadas muestra los
valores de LaDO, (grifica superior) y LnV. (grifica inferior) mientras que el cje de las abscisas
mucstra los valores de tiempo en horas. El color café (™ ) representa a la cepa GS115-Tg, el color rojo
(®) a la cepa GS115-Tr, y el color azul (A )a la cepa GS115-pPICOK.
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Tabla XXIll. Tiempos de duplicacidn y velocidades especificas de
crecimiento en wedio BMM + S. Los resuliados se expresan como la
media + la desviacidn estamdiar (n = 3). ND: No detaminado. Literales
diferentes indican diferencias significativas con p<0.01,

Tiempo de duplicacidn (h)

Cepas D.O. UFC/mL
GS115-Tr 3.52 £ 0.01° 2,79 £ 0.27*
GS115-Tg 8.73 £3.02° ND
GS115-pPICIK 6.36 £0.12° 695+2.(7"

Velocidad especifica de crecimiento (h*)
GS115-Tr 0.197 1 0.008* 0.25 £ 0.024*
GSI115-Tg 0.079 +0.022° ND
GS115-pPIC9K  0.109 + 0.002° 0.108 1 0.039°

Estas cinéticas de crecimiento indican que existen grandes diferencias entre las tres cepas
estudiadas. La cepa GS115-Tr presentd um tiempo de duplicacion menor que el de la cepa
comtrol, por lo tanto una mayor velocidad especifica de crecimierto (Tabla XXIIl), y este
crecimiento se mamuvo constante durande las 16 h de la cinética.

Al realizar la cinética de crecimiento DOggg Vs tiempe de la cepa GS115-Tg se observd una
velocidad especifica de crecimiento (Tabla XXIII) estadisticamente sin diferencias
significativas a las cepa GS115-pPICIK, pero a diferencia de éstas alcanzd la fase estacionaria
mds ripidamente, alrededor de las 6 h. Sin embargo al realizar I8 cinética de crecimiento
UFC/mL vs tiempo de esta cepa se abserv$ crecimiento solamente en las primeras dos horas y
posteriormente se observd claramente ka muerte del cultivo (Figura 31, grifica inferior). Como
ya se habia mencionado en una seccién amterior el amilisis por DOsgo 0 €3 confiable debido a
que dichos valores fueron las suma de las levaduras vivas y muertas.
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4.5 Busqueda de condiciones de fermentacion que favorezcan la biosintesis de los
productos recombinantes

4.5.1 Detecciéon de transcritos por RT-PCR

El andlisis de RT-PCR de las cepas recombinantes de P. pastoris cultivadas bajo condiciones
de induccién en medio BMM arrojé los siguientes resultados: Para la cepa GS115-Tr no fue
posible detectar el transcrito especifico esperado de 1183 pb. Para la cepa GS115-Tg se
detecto el transcrito especifico esperado de 1225 pb aunque la banda en el gel de agarosa se
presenté de manera tenue. También se detectd el transcrito especifico para cada una de la
cepas control GS115-22K y GS115-pPIC9K de 1060 y 493 pb, respectivamente. Los
transcritos correspondientes al gen de 40X/ de 2107 pb no fueron detectados para ninguna
cepa. En la figura 32 se observa una electroforesis en gel de agarosa que muestra los
resultados descritos.
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Figura 32. Electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE de las RT-PCR’s de diferentes cepas
recombinantes de P. pastoris a las 6 h de induccién en medio BMM. Carril 1: Marcador de peso
molecular, Carril 2: RT-PCR de la cepa GS115-Tr, Carril 3: RT-PCR (-) de la cepa GS115-Tr, Carril 4:
RT-PCR de la cepa GS115-Tg (fragmento de 1225 pb), Carril 5: RT-PCR (-) de la cepa GS115-Tg,
Carril 6: RT-PCR de la cepa GS115-pPIC9K (493 pb). Carril 7: RT-PCR (-) de la cepa GS115-
pPIC9K, Carril 8: RT-PCR de la cepa GS115-22K (1060 pb), Carril 9: RT-PCR (-) de la cepa GS115-
22K, Carril 10: PCR del plismido pPIC9Tr, Carril 11: PCR ().
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Los resultados del andlisis de RT-PCR de las cepas de P. pastoris cultivadas en medio
BMM suplementado con sorbitol son los siguientes: Para la cepa GS115-Tr no fue posible
detectar el transcrito especifico esperado de 1183 pb, mientras que para las demas cepas si
fueron detectados los transcritos especificos, para la cepa GS115-Tg de 1225 pb, para la cepa
GS115-22K de 1060 pb y para la cepa GS115-pPIC9K de 493 pb. Los transcritos
correspondientes al gen de 40X/ de 2107 pb fueron detectados solamente para las cepas

control (GS115-22K y GS115-pPIC9K). En la figura 33 se observa una electroforesis en gel
de agarosa que muestra los resultados descritos.
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Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE de las RT-PCR’s de diferentes cepas
recombinantes de P. pastoris bajo condiciones de induccién en medio BMM suplementado con
sarbitol. Carril 1: Marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder NEB), Carril 2: RT-PCR de la
cepa GS115-Tr, Carril 3: RT-PCR (-) de la cepa GS115-Tr, Carril 4: RT-PCR de la cepa GS115-Tg
(fragmento de 1225 pb), Carril 5: RT-PCR (-) de la cepa GS115-Tg, Carril 6: RT-PCR de la cepa
GS115-22K (1060 pb y 2105 pb), Carril 7: RT-PCR (-) de la cepa GS115-22K, Carril 8: RT-PCR de la
cepa GS115-pPICIK (493 y 2105 pb), Carril 9: RT-PCR () de la cepa GS115-pPICIK, Carril 10: PCR
del plasmido pPIC9Tr (1183 pb), Carril 11: PCR (-).



4.5.2. Anilisis de proteinas de fermentaciones a altas densidades celulares

Las fermentaciones con altas densidades celulares (DOgo = 60 al iniciar la induccion) con tres
diferentes medios de induccion: BMM, BMM suplementado con sorbitol y BMMY arrojaron
los siguientes resultados: Para el caso de la cepa GS115-22K, los andlisis por SDS-PAGE de
medios de cultivo libre de células de los tres medios de cultivo estudiados mostraron una
intensa banda de 22 kDa correspondiente a la proteina heteréloga esperada (Fig. 34). Al
llevarse a cabo la produccion de la proteina heterdloga de 22 kDa se demostré que no existié
represion del promotor AOX1 en los medios de cultivo mencionados.

Figura 34. Electroforesis SDS-PAGE al 15% de proteinas exracelulares de fermentaciones con la
cepa GS115-22K. Carril 1: Marcador de peso molecular, Carril 2 y 3: En medio BMM 12 y 24 h de
induccion, Carril 4 y 5: En medio BMM suplemantado con sorbitol 12 y 24 h de induccion, Carril 6 y
7: En medio BMMY 12 y 24 h de induccion.

Al realizar el anilisis de SDS-PAGE de los tres medios de cultivo de las fermentaciones
con la cepa GS115-Tg no fue posible detectar una banda probable de tripsindgeno (Fig. 35),
sin embargo cuando se realiz6 la inmunodeteccién por la técnica de Western blot, se obtuvo
un resultado positivo (Fig. 36), detectando el tripsindgeno en fermentaciones con el medio
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BMM suplementado con sorbitol, mientras que en los medios BMM y BMMY la
inmunodeteccion resultd negativa.

El medio de cultivo libre de células de fermentaciones con la cepa GS115-Tr cultivada en
medio BMM suplementado con sorbitol presenté una banda de tamafio aproximado a 33 kDa
(tamafio similar al de la tripsina de camardn purificada de fuente natural 31 kDa) (Fig. 35) que
no se observd en los otros medios de cultivo ni en las cepas control. Sin embargo la
inmunodeteccién por Western blot resulté negativa (Fig. 36).

La cepa GS115-pPIC9K no mostré patrones electroforéticos significativamente diferentes
en los diferentes medios empleados. En la figura 35 se muestra un andlisis de SDS-PAGE de
proteinas extracelulares de las cepas GS115-Tr y GS115-Tg cultivadas en BMM y BMM + S
y la cepa control GS115-22K cultivada en medio BMM + S,

e R e, D~ . Sk |

banda de
~33 kDa

Figura 35. Electroforesis SDS-PAGE al 12% de proteinas exracelulares de fermentaciones de
diferentes cepas recombinantes de P. pastoris. Carril 1: Marcador de peso molecular, Carril 2 y 3:
Cepa GS115-Tr a las 24 h de induccion en medio BMM suplementado con sorbitol y BMM
respectivamente, Carril 4 y 5: Cepa GS115-Tg a las 24 h de induccién en medio BMM suplementado
con sorbitol y BMM respectivamente. Carril 6: Cepa GS115-22K a Is 24 h de inducciéon en medio

BMM suplementado con sorbitol.
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Figura 36.Western blot de medios de cultivo libre de células de fermentaciones a aitas densidades
celulares con las cepas GS115-Tg y GS115-Tr a las 48 h de induccién en medio BMM + S. Carril
1: Marcador de peso molecular, Carril 2: Extracto de hepatopéncreas de camardn como control (+),
Carril 3: Cepa GS115-Tr, Carril 4: Cepa GS115-Tg (sefial positiva a una altura aproximada de 31-33
kDa), Carril 5: Cepa GS115-22K (control negativo), Carril 6: Marcador de peso molecular.

4.6 Determinacion de la actividad de tripsina

Bajo las condiciones experimentales evaluadas no fue detectada actividad de tripsina tanto
para la cepa de tripsina (GS115-Tr), como para la cepa de tripsinogeno (GS115-Tg) en los
diferentes medios de cultivo estudiados, mientras que los controles positivos empleados
(tripsina bovina y extracto de hepatopéncreas de camarén) mostraron actividades de tripsina
con valores reproducibles con la técnica empleada.
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CAPITULO S
DISCUSION

S.1 Construccidn de los vectores pPIC9Tr y pPIC9Tg

El iniciador B251-3 de 32 nucledtidos se apareaba en 23 mucleétidos de la secuencia blanco
(ADNg de tripsinégeno y su secuencia sefial), el iniciador B251-1 de 33 nucledtidos, solo 22
se apareaban totalmente a la secuepncia blanco y el iniciador B25]-2 para ambas secuencias
blanco de 27 nucledtidos, 24 se apareaban totalmente. Los nucledtidos sin complementariedad
correspondian a sitios de restriccidn ¢ bien parte de Ia secuencia del factor a de S cerevisiae
que debian incluirse de acuerdo a la estrategia de construccidn descrita en material y métodos,
Cada iniciador se disefié para que al menos 17 nucledtidos se aparearan de manera continua en
su extremw 3’ lo cual favorecia la amplificacion debido a que la extension de la cadena en la
PCR ocurre en direccion del extremo 3'. Tanto la simulacidn de la PCR como los ensayos
reales resultaron positivos para una banda de 738 pb (iniciadores B251-3 y B251-2) 0 una
banda de 780 pb (iniciadores B251-1 y B251-2), corroborando con esto que ¢l disefio de ks
iniciadores fue correcto.

Para realizar la clonacidn de los ADNc¢'s de tripsina y tripsindgenc en pPIC9 se empled el
vector pPIC9hGH22K debido a que al digerir con las enzimas de restriccion Xho I y Avr II se
obtenia exactamente €] mismo esqueleto al del vector pPICY digerido con estas enzimas y
ademas con pPICO9hGH22ZK se liberaba un fragmento de 603 pb a diferencia de pPIC9 que
libera un fragmento de 36 pb, y asi se podia comprobar la digestion completa. También esta
estrategia permitid realizar una mejor purificacidn del esqueleto del plismido por la téenica
del “Geneclean” ya que era posible distinguir entre el vector digerido con una sola enzima
(digestion parcial) y el vector digerido con ambas (digestién completa), y asi con ua bisturi
obtener la porcién de agarosa correspondiente a la banda del vector digerido con ambas
enzimas y posteriormente realizar [a técnica de “Geneclean™. Con la técnica de “Geneclean”™
fue posible purificar el vector digerido con las enzimas de restriccion Xao [ y Avr I y los
productos amplificados digeridos con las mismas enzimas. Todss las colonias que se
enalizaron para identificar la presencia del plismido de interés después de la transformacin
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de células de K. coli con bos productos de ligacion resultaron positivas al poseer el plasmido de
interés, ko que evidencid que los procedimientos realizados fueron eficiontes.

La integridad de los plismidos oonstruidos pPIC9Tg (portador del ADNc de tripsindgenc)
y pPIC9Tr (portador del ADNc¢ de tripsina) fue corroborads mediante la digestidn de éstos con
la endonucleasa Pst I, Los tamafios de cada uno de los fragmentos obtenidos con estas
digestianes correspondicron a los tamafios tedricos obtenidos por el programa DNA Strider
1.1, ademds con esta digestion fue posible diferenciar entre los plismidos pPIC9Tg, pPICI Tty
pPIC9hGH22K debido a que cada uno éstos presentd un producto de digestién distintivo. El
pPIC9Tg de 710 pb, el pPICITr de 668 pb y el pPICORGH22K de 365 pb.

5.2 Transformacion de P. pastoris cou los vectores pPIC9Tr y pPIC9Tg

Al realizar la transformacion de la cepa GS115 (His) de P. pasioris con los vectores de
integracidn pPIC9Tr o pPIC9Tg digeridos con Sac [ o Sal 1 y la seleccion de clonas mediante
un cultivo en placa en medio minimo sin histidina se obtuvieron aproximadamente 500
colonias para cada transformacion.

Debida a que el plasmido confiere la capacidad de crecer en un medio minimo sin histidina
(His") a las células de P. pastoris este primer proceso de seleccidon indica que ¢l pléismido fue
integrado en el genoma saivo mury raros eventos de conversidn de His a His".

5.3 Caracterizacion de genotipos y fenotipos de cepas recombinantes
5.3.1 Verificacién de la integracién de lgs vectores de expresidn

La integracion del vector pPIC9Tg fue corroborada en una clona obtenida de la transformacién
del vector digerido con Saf I (imtegrackm en el locus his¢) y em otm obtepida de la
transformacion del vector digerido con Sac [ (integracidn en el locus 40X7) al llevar a cabo la
PCR y obtener das productos amplificados de 1225 y 2105 pb (correspondientes al vector
recombinante y al gen AOX! respectivamente), mientras que al Uevar a cabo el andlisis de
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PCR de cuatro clonas para comprobar la integracidn de pPIC9Tr por la misma metodologia: 2
obtenidas de la transformacién del vector digerido con Sa/ 1 y otras dos obtenidas de la
transformacidén del vector digerido con Sac I, presentarcn solo un producto amplificado de
1183 pb identificado por una banda tenue en un gel de agarosa al 1% (correspondiente al
vector recombinante), el fragmento de 2105 pb proveniente del gen AOX! no fue detectado.
Inicialmente se pensd que el gen heterdlogo o su producto ocasiopaba alguna alteracién ep la
célula, debido a que al realizar el aislamiento de ADN gendémico se presemtaron mayores
dificultades con estas cepas (GS115-Tr) que con las demis cepas analizadas (GS115-Tg,
GS115-22K y GS115-pPIC9) por ejernplo, s¢ obtenia menor cantidad de ADN gendmico
debido 8 que fueron mds dificil de lisar dichas células. También se pensd que estas
alteraciones afectaban la eficiencia de la PCR por lo que dificilmente se obtenis una sola
banda y muy tenue.

5.3.2 Induccidén de la expresion de los ADNc’s heterdlogos

La banda de ~33 kDa detectada en los anilisis de proteinas extracelulares realizados por SDS-
PAGE de fermentaciones (medio BMM) con las cepas GS115-Tr se pensd que se trataba de
tripsina de camar6n recombinante por su tamafio similar a la tripsina de camardn aislada de
fuente natural 31 kDa ademds de que esta banda estuvo ausente en el patrén de proteinas
extracelulares de les cepas control El resultado negativo en la inmunodeteccion para esta
banda (~33 kDa) sugiere dos posibilidades: La banda detectada por SDS-PAGE es tripsina
recombiname, pero los patrones de glicosilaciéu distintos de P. pasforis respecto a los del
camarén impiden que ésta sea reconocida por los anticuerpos especificos, o bien que la banda
(~33 kDa) no es tripsina sino otra proteina detectada por la alteracidn del metabolismo
protéica en esta cepa recombinante. Los andlisis de proteinas intracelulares solubles por SDS-
PAGE de esta misma cepa cultivada bajo las mismas condiciones de induccidn, confirman que
existen alteraciones en el metabolismo protéico debido a que el patrn de bandas es claramente
distintos al de la cepa control (GS115-pPICIK), en el patrdn de bandas de esta Gltima se
observé una banda gruesa e intensa correspondiente a la enzima alcohol oxidasa, la cual no fue
observada en el patron de las cepas GS115-Tr.
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En cuanto a los anilisis electroforéticos de proteinas intracelulares solubles de
fermentaciones (medio BMM) con las cepas GS115-Tg, no se logro identificar el producto
recombinante esperado, mientras que en los anilisis de SDS-PAGE de medics de cultivo libre
de células se observé una banda de un tamafic ~35 kDa, sin embargo en la cepa control fue
detectada una banda con tamafio similar, para cada caso ¢l Western blot fue negativo,

Por otro lado, distintos reportes en la literatura (29, 30, 31, 32) han mencionado de las
dificultades encontradas al tratar de producir tripsina de mamifero en forma recombinante,
sicndo los problemas més comunes: actividad protelitica contra protcinas endégenas del
hospedero, inestabilidad de la proteina, autodigestion de tripsina, inadecuado plegamiento
degradacién del producto recombinante por proteasas enddgenas, de esta manera con los
resultados obtenidos, se pensé que algunos de estos problemas podrian haber sucedido en las
cepas recombinantes construidas impidiendo que se acumularan cantidades suficientes dcl
producto recombinante (tripsina o tripsindgeno) para ser detectado tanto por SDS-PAGE como
por Western blot.

Debido a esta situacion, se plantearon dos estrategias a seguir: Determinar los posibles
factores que afectaban la produccién de tripsina y del tripsindgeno de camardn y realizar una
biusqueda condiciones de fermentacion que favorezcan la biosintesis de los productos

recombinantcs.

5.4 Factores que afectan la produccion de las proteinas de interts

5.4.1 Cinéticas de crecimiento en BMM

En las gréficas de las cinéticas de crecimiento en medio BMM se observan grandes difercocias
entre Jas dos cepas construidas (GS115-Tr y G5115-Tg) y también dc €stas con respecto a [as
cepas control. La cepa GS115-Tr presentd inexplicablemente un tiempo de duplicacién 1.72 y
1.98 veces mepor (diferencia estadisticamente significativa p<0.05) a las dos ccpas controles
{(GS115-22K y GS115-pPICS respectivamente). Sin embargo este aparente crecirmiento se dio
en un intervalo muy corto de tiempo y s¢ alcanzé muy rapidamente la fase cstacionaria tato
en las cinéticas evaluadas par DOsoo como UFC/mL. Por otro lado hesta las 16 h evaluadas no
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se observd disminucidn de la viabilidad lo que sugiere que las células se encontraban en estado
de latencia bajo las condiciones estudiadas.

La cinética de crecimiento de la cepa GS115-Tg evatuada por DOgo muestra una velocidad
especifica de crecimiento (tabla XVI) estadisticamente sin diferencias significativas a la
velocidad especifica de crecimiemnto de las cepas coutrol, pero a diferencias de éstas alcanzd Ia
fase estacionaria mas ripidamente, alrededor de las 6 b Sin embargo la cinética de
crecimiento evaluada par UFC/mL de esta cepa muestra claramente la muerte del cultivo. Esto
indica que en este caso el andlisis por DOsos 0o es confiable debido a que dichos valores
fueron las suma de las levaduras viables y no viables. Las cepas controles GS115-22K y
GS115-pPICY a diferencias de las cepas problema, no alcanzaron la fase estacionaria durante
las 16 h de induccidn evaluadas, ni presertaron rmuerte celular. Con estos hallazgos se pensd
en un posible efecto téxico de los productos recombinantes sobre las células de Pichia

pastoris,

5.4.2 Determinacién enzimética de alcohol oxidasa y catalasa

A pesar de que se realizaroa tres ensayos para las determinaciones de las actividades de
alcohol oxidasa y catalasa para cada cepa a diferentes tiempos, o fue posible obtener valores
promedio debido a la gran variabilidad obtenida en la actividad de estas enzimas emtre
ensayos, por b cual no fue posible establecer una comparacién de este pardmetro entre las
cepas construidas y las cepas control, sin embargo se observaron ciertas tendencias repetitivas
entre ensayos. Una de ellas bastante contundente, fe que las cepa GS115-Tr no presentd
actividad de alcohol oxidasa a ningGn tiempo estudiado. Este resultado nos conduce al
siguiente razonamiento: Debido a que la alcohol oxidasa es Is tinica enzima responsable de
iniciar la degradacién del metanol para adquirir energia, y el metanol era la tGnica fuerte de
carbono y energis disponible en el medio BMM, la ausencia de actividad de alcohol oxidasa
indica la incapacidad de esta cepa de adquirir energia para cualquisr actividad metabdlica que
requiera, razdn por o que estas cepas se mostraron en estado de latencia durame las cinéticas
de crecimiento en medio BMM,
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Con la cepa GS115-Tg se observd otra tendencia repetitiva: La actividad de AOX
incrementd en las primeras horas de induccién de manera similar a las cepas control hasta las
6-8 h, pero posteriormente disminuyd notoriamente hasta niveles cercanos a cero, fendmeno
no observado en las cepas conmrol Con estos resultados se cree que el incrememto de la
actividad de AOX durante las primeras horas le permitid a la célula poseer energia para
realizar todas las taress celulares incluyendo la produccién de tripsindgeno y este tltimo
desencadend la wmuerte celular observada en las cinéticas de crecimieuto evaluadas' por
UFC/mL. Los resultados de ultraestructura por Microscopia Electronica discutidos en la
siguiente seccion reforzaron los fendmenos hipotéticos plameados para las cepas GS115-Tr y
GS115-Tg.

Los resultados de actividad de catalasa fueron muy variables por lo cual no fue pasible
establecer una comparacion de este parimetro entre las cepas construidas y las cepas control y
 ademas no fue posible observar alguna tendencia repetitiva.

5.4.3 Anilisis de ultraestructura por Microscopia Electronica

Lag cepa GS115-Tr mostrd una ultraestructura celular muy diferente a las demds cepas
estudiadas y sin cambio considerable a los diferentes tiempos de induccidn evaluados (0, 6, 14
y 150 h). La ausencia de proliferacion peroxisomal durante la induccidn estd en concordancia
con los datos de ausencia de actividad de AOX]1, enzima que se ensambla como octamero en
los peroxisomas. Ademds, el hecho de que no presentd cambios en su uliraestructura durante el
tempo de induccidn es una prueba mds de que estas celulas se encontraban en un probable
estado de latencia.

La cepa GS115-Tg cultivada en medic BMM no moswé diferencias a las 0 h en su
ultraestructura celular cou la mostrada por las cepas control, a las 6 h se observaron
peroxisomas de igual manera que en las cepas control, mientras que a las 14 y 150 h de
induccion mostraron dafio y desorganizacion celular, fendmeno no observado en las cepas
control. A pesar que la muerte celular de las cepa GS115-Tg comienza casi de manera
inmediata de acuerdo & las cinéticas al iniciar la induccidn en medic BMM y que la
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disminucién de actividad de AOX se observa a partir de las 6-8 h, los dafios en Ia
ultraestructura celular son evideotes solo hasta las 14 h de induccidn

Estos fendmenos de muerte celular, disminucion de actividad de AOX, desorganizacién y
dafio celular probablemente sea ocasionado por la protedlisis de protefnas enddgenas, entre las
que se encuentra ¢l mondmero de la alcohol oxidasa, por el producto recombinante
(tripsindgeno) o e! producto recombinante activado (tripsina), producidos durante la induccién
del ADNc de tripsindgeno. )

§.4.4 Cinéticas de crecimiento en medio BMG

Los resnltados de las cinéticas de crecimiemto en medio BMG indican que la velocidad
especifica de crecimiento de la cepa GS115-Tr fue menor que la cepa comtrol (G5115-pPIC9),
mientras que I8 cepa GS115-Tg mostn) una ligera diferencia (menor) en el crecimiento que el
mostrado por la cepa control Amteriores reportes en la literatura (11) indican que aim bajo
estas condiciones de no induccidn, existe una expresidn basal de los genes heterSlogos ks
cuales estin controlados por el promotor de AOX]. La diferencia percibida en velacidades
especificas de crecimiento podria ser efecto de los productos heterdlogos sintetizados a causa
de esta expresién basal.

5.4.5 Cinética de crecimiento en medio BMM +8

Las cinéticas de crecimiento en medio BMM + S indican que existen grandes diferencias entre
las tres cepas estudiadas. La cepa GS115-Tr presentd un mayor crecimiento que la cepa
control, manteniéndose el crecimiento constante durante las 16 h de la ¢cinética. El crecimiento
superior de la cepa GS115-Tr sobre el de la cepa comtrol oo tiene una explicacion gica
debido a que es improbable que solo el efecto del gen heterdlogo origine dicha diferencia.
Con este resultado se puede recapitular que estas cepas presemtan una velocidad especifica
de crecimiento distinta en todos los medios empleados con respecto a la cepa control, ademés
de presentar una ultrasstructura muy distinta a las cepas control a todos los tiempos de
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induccidn estudiados. A pesar de tener una morfologia de colonis igual a las cepas de P,
pastoris y crecer en un medio minimo sin histidina como las cepas transformadas, se cree que
esta cepa tiene alteraciones genéticas que influyen en sus caracteristicas fisioldgicas.

La grafica de las cinética de crecimiento en medio BMM + § de la cepa GS115-Tg indica
que hay muerte celular tal como lo hay en el medio BMM, sin embergo la fase de muerte
celular en BMM + § inicia alrededor de 2 h después respecto a la iniciado en BMM, b que
indica que el sorbitol ayuda ligeramente en la viabilidad celular pero no impide |2 muerte
celular. Estos resultados sugieren que el probable efecto negativo del producto heterdlogo
sobre las células de P. pasioris sea o solo sobre el metabolismo del metanol sino también
sobre otros procesos vitales para la célula.

5.5 Busqueda de condiciones de fermeuntacién que favorezcan la biosintesis de los

productes recombinante
5.5.1 Deteccidn de transcritas por RT-PCR

Con el anilisis de RT-PCR fue posible detectar el transcrito especifico que codifica para
tripsinogeno en las células de la cepa GS115-Tg bajo condiciones de induccidn tanto en medio
BMM como en BMM + S, asi como también se detectd el transcrito especifico para cada una
de la cepas comrol GS115-22K y GS115-pPICOK en ambos medios de cultivo. Los transcritos
especificos detectados en las cepas recombinantes de P. pastoris cultivadas en BMM + §
indican que el sorbitol afiadido al medio de cultivo no reprimid la expresifn de los genes
heterdlogos. El gen de tripsindgeno en las cepas GS115-Tg cultivadas en medio BMM o
BMM + § se expresé y de esta manera se refuerza la hipdtesis de que el fendémeno de muerte
celular es ocasionado por la actividad del tripsindgeno recombinante sobre la célula.

Para la cepa GS115-Tr no fue posible detectar su transcrito especifico (que codifica para
tripsina) en ninguno de ks medios empleados. Esta cepa presentd durante la mayoria de los
estudios realizados grandes diferencias con las cepas control ¢ incluso en muchas de las
ocasiones presentd comportamientos inexplicables, por ejemplo presenté mejor crecimieato
que las cepas comtrol en medio BMM + §, pero sin embargo los transcritos no fueron
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detectados cuando la cepa se cultivo en este medio. No presentd actividad de AOX bajo
condiciones de induccion y su ultraestructura celular fue muy distinta a la de las demds cepas.
El hecho de que no presentd proliferacion peroxisomal, ni actividad de AQX concuerda con el
hecho de que no fue posible amplificar la barla de 2105 correspondiente al gen de AQX, Estos
resultados sugieren que no esti presente el gen de AOX o bien sufrié una alteracidn durante la
integracidn. El hecho de que las cuatro cepas GS115-Tr analizadas presentaron un fenotipo
His' indica que la integracidn ocurrid debido a que el gen HIS4 del vector, complements a la
cepa GS115 que tiene inactivo este gen. Por otro lado en la literatura se menciona (9) que
ocurren eventos de conversion his4 (incapaz de producir su propia histidina) a HIS4 (capaz de
producir su propia histidina) y en estas cepas no se produce la proteina heterbloga, sin
embargo estos evemos de conversidn ocurren con una frecuencia muy baja (menor al 1%), por
lo que se piensa que es improbable que en Ias cuatrg cepas analizadas haya ocurrido dicho
fendmeno. Se cree que ocurrid un eventa raro de imtegracién de aka frecuencia ocasionado
probablemente por el gen heterdlogo.

$.5.2 Anilisis de proteinas de fermentaciones de altas densidades ¢elulares

En los geles de poliacrilamida la banda intensa correspondiente a la proteina de 22 kDa de la
cepa (GS115-22K fue observada en los tres medios de cultivo empleados (BMM, BMMY' y
BMM + S) es una prueba més de que no existié represion del promotor 40X/ y ademds se
llevé a cabo la traduccion en los medios de cultivo mencionados.

La tripsina recombinante de camardn no fue detectada al cultivar la cepa GS115-Tr 2 altas
densidades celulares en los medios de cultivo empleados. A pesar de que las cinéticas de
crecimiento en medio BMM + § muestran un crecimienio sosteuido de esta cepa no fue
detectado el producto heterdlogo, mi el transcrito correspondiente. Con este resultado se
sostiene la hipdtesis de que ocurrié un evento raro de integracion afectando al gen de AOX y al
gen heterologo.

Para el caso de los medios de cultivo procedentes de las fermentaciones con altas densidades
celulares en BMM+S de la cepa GS115-Tg una banda de aproximadamemte 35 kDa fue
positiva para la inmunodeteccién con anticuerpos especificos anti-tripsina de camardn. Es
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importante enfatizar que los medios procedemtes de las fermentaciones de la cepa control no
dieron sefial positiva para esta banda en el analisis por Western blot. Estos resuttados muestran
gue el sorbito! afladido como fuente de carbono y energia adicional al medic BMM fue Gtil
para aumentar la concentracion de tripsinogeno recombinante a un nivel detectable por
Western blot. Sin embargo los niveles producidos alin son muy bajos ya que apenas son
detectables por Western blot y empleando altas densidades celulares al iniciar la induccidn. En
la literatura (45), se ha mencionado que ¢l sorbitol es una de las fuentes de carbono que po
reprimen al promotor de 40X, en este trabajo oo solo & quedado confirmada esta aseveracién
(deteccion de transcritos especificos y proteina heterdlopz) sino también fue observado que
mejora el crecimiento de las cepas de Pichia pastoris respecto a cuandp se eraplea solamente
metanol. Por lo tanto el sorbitol podria ser itil en otras fermentaciones que emplean este
sistema de expresién, para mejorar el aumento de biomasa sin reprimir el promotor de AOX
durante la fase de induccién. En el medio de cultivo BMM asi como con la adicién de otras
fuentes de energia como peptona y extracto de levadura no fue detectado el tripsindgenc en las
cepas GS115-Tg,
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CAPITULO 6
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se logro la construccidn del vector pPICITr, portador del ADNe de tripsina de
camardn y del vector pPIC9Tg, portador del ADNc de tripsindgeno de camardn, los cusles
coutienen los elementos gendticos necesarios para su integraciin en el genoma de P. pastoris y
su expresion beterSloga. Estos vectores se emplearon para construif cepas recornbinantes de P.
pastoris portadoras en su genoma del ADN¢ de tripsina (GS115-Tr) y de tripsindgeno
(GS115-Tg) de camardn, los cuales fueron integrados bajo la regulacién del promotor de
A0X1.

Las cepas recombinantes construidas y cultivadas bajo condiciones habituales de induccion
resultaron negativas en la produccion de tripsina y tripsinGgeno tras el andlisis por SDS-PAGE
0 Western blot del medio de cultivo litre de células y la fraccidn pratéica intracelular soluble.

Al realizar la bisqueda de los factores que afectaban la produccién de tripsina o
tripsindgeno se encontraron importantes diferencias entre las cepas construidas (GS115-Tr y
GS115-Tg) y las cepas control (GS115-22K y GS115-pPIC9K].

La cepa GS115-Tr cultivada bajo las diversas condiciones en estudio presemd un
comportamieato diferente respecto a las cepas control. Asi bajo condiciones de induccidn no
se detectd actividad de AOX, ni la proliferacion peroxisomal esperada y no fue pasible
detectar los tramscritos especificos para tripsina y para 40X asi como el producto
recombinante esperado. Estos resultados sugieren que el gen de AOX pudo haber sido
afectado durante la integracion o cual pudo haber ocurrido por un evento de integracion poco
habitual.

Por otro lado, la cepa GS115-Tg mostrd una serie de alteraciones durante la induccidn tales
como mmuerte celular, disminucidn de la actividad de AOX e importantes alteraciones
ultraestructurales, bajo condiciones de no induccidn dichas alteraciones no se presentaron La
deteccion de tranxcritos y el producto hetenblogo (tripsindgeno) en conjunto con los resultados
antes descritos sugieren que las alteraciones de la cepa GS115-Tg bajo condiciones de
induccibn son provecadas por la produccion a niveles bajos del producto heterdlogo.
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Con el empleo de sorbitol como fueme de carbono alterna al metanol y cukivos de altas
densidades celulares se lograron determinar condiciones de cultivo que permitieron retrasar la
muerte del cultivo en las cepas G8115-Tg, ademds de permitir I8 biosintesis de tripsindgeno
recombinarte en cantidades detectables por western biot.

Los resultados obtenidos son comparables con los encontrados en la literatura donde se
mencionan las dificultades encontradas al tratar de producir tripsina, tales como actividad
proteolitica contra protefnas enddgenas del hospedero, inestabilidad de la proteina,
autodigestién de tripsina, etc. Por lo tanto las prespectivas de este trabajo son llevar a cabo la
produccion de analogos de tripsindgeno tal como se menciona recientemente en la literatura
(29). Estos anilogos contienen modificaciones en la secuencia del péptido lider del
tripsindgeno que consisten en sustituir la secuencia del péptido lider marural por 2 a 6
aminodcidos diferentes de argidina o lisina. D¢ esta manera el precursor de tripsina producido
es inactivo y bastante estable a diferencia del precursor natural (tripsindgeno) por lo que no
causa problemas a la cepa hospedero. Posterior & su produccidn ¢l precursor inactivo
producido es tratado con una aminopeptidasa para activarlo (29).
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541 ttcccatcgt gtctygacgac gagtgtigeg atgcttatgg ccagagcgac attgaggact
601 ccatgatctg tgccggagtg cCcgagggcg gcaaggactc gtgoccagyggdt gactcotggeyd
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661 gcccecttge Ctgctctgac acggocteca cctacctgge cggcatcgtyg tocctgggget
721 acggctgtge ceqtccegge taccctggeg tgtacgetga ggtctoctac catgtcgace
781 ggattaaggc caatgctgtt taatcaagtt gittaacatg tacttacctt gaaagcaata
841 aagaaaaaaa tata









