Tabla XV. Valores de logaritmos vaturales de UFC/ml. corregidos (LaV.) para cada cepa
y a cada tiempo. Cada valor ¢s ¢l promedio de tres valores de LnVe. Al valor de UFC/mL
originalmente obtenido se le calculd el logaritmo natural ¥ se le aplicé un factor de correccion
anteriormente descrito {seccidn 3.3.5.1 pag 39), obteniendo de esta manera el LaV..

Tiempo (h) LnV, LnV. LaV, LnV,
GS115-Tr GS115-Tg GS115-22K | GS115-pPICS9K
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
3.5 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 04714
8 0.4592 -4,1897 0.4127 0.6357
10 0.5040 -2.98(9 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 duplicaciéon mostrados en la tabla XVI.

La cepa GS115-Tr presentd 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
(GS5115-pPICIK 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 alcanzd alrededor de las 2-3 h (en DO600 y UFC/mL) de

induccidn.
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de induccién en medio BMM (grificas promedio). La grafica superior fue construida por mediciones
chOmmmuasmxhgtiﬁamfmaﬁwcmﬂawdaammcmchFCmeElchch
ordenadas muestra los valores de LaDO, (grafica superior) y LoV, (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, el color azul (A) a la cepa GS115-pPICK 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 DQgyy va tiempo de la cepa GS115-Tg muestra una
velocidad especifica de crecimiento (tabla XVI) estadisticamente sin diferencias significativas
a la velocidad especifica de crecimiento de cepas controles, pero a diferencias de éstas alcanzb
la fase estacionaria mis rapidamente, alrededor de las 6 h Sin embargo la grifica de la
cinética de crecimiemto 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 DOgoo no €8
confiable debido a que dichos valores fueron las suma de las levaduras viables y no viables.

Las cepas controles GS115-pPIC9K y GS115-22K a diferencia de las cepas problemas, no
alcanzaron la fase estacionaria durante tas 16 h de la tnduccién, ni presentaron muerte cehalar.
Estos hallazgos inducen a pensar en un posible efecto Wixico de los productos recombinamtes
(tripsina y tripsindgeno) sobre las células de Pichia pastoris.

Tabla XYL Tiempos de duplicacidm y velocidades especificas de
crecimiento en medio BMPM., Los resultados s¢ expresan como la media
* la desviacion estdndar (n = 3) *(n = 5). ND: No determinado. Literaks
diferentes indican difereucias significativas con p<0.05.

Tiempo de¢ duplicacidn (h)
Cepas DOy UFC/mL
GSI15-Te* 4.12+1.78* 4.39 £ 0.62"
GS115-Tg 6.69 £ 1.21~" ND
GS115-pPICIK 8.19 +0.49" 619+ 1.10™"
GS115-22K 7.10+0.21" 7.43 £ 0.99"

Velocidad especifica de crecimiento (h™")

GS115-Tr* 0.19 £ 0.06" 0.141001°
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 Determinacion enzinitica de alcohol oxidasa y catatasa

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

En los tres ensayos realizados para la determinaciém 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 aumento durante las primeras 6-8 h (Fig. 27) pero &sta
disminuy¢$ rapidamente hasta niveles con actividades proximas a cero en las siguientes 4-6 h.
Para ¢l caso de la cepas controles GS115-pPICIK y GS115-22K la actividad especifica de
AOX tendi0 a aumentar durante las primeras 4-6 b, las sigiuentes 6-8 h presentaron un
comportamiento variable entre ensayos, sin embargo las actividades de AOX en las cepas
control 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 alcabol oxidasa de extractos celulares de
cepas recombinantes de Pickia pastoris cosechadss a difereutes tiempos de
induccibn en medw BMIM,

Actividad de Alcohol Oxidasa (U/mg) Ensayo 1

Tiempo (&) | GS115-Tr | GSI15-Tg GS115- | GS115-22K
pPICOK
0 0.000 0.000 0.000 0.011
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 (h) GS115-Tr GS115-Tg GS115-
pPICSK *
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 0305
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) Emsayo 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
3 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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- GS115-Tr - 0S115-Tg = GS1 | $-pPICY ~ GS115-22K

0.0 o

Figura 27. Actividad especifica de la enzima AOX de la fraccién intracelular de las cepas
recombinantes cultivadas en BMM a diferentes tiempos. Se¢ muestran los tres ensayos realizados.
Cepa GS115-Tg (m), cepa GS115-Tr (@), cepa GS115-pPICIK (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 catslasa de extractos celulares de cepas
recombinantes de Fichia pastoris cosechadas a diferentes tiempos de induccitn en

medio BMM.

Actividad de Catalasa (U/mg) Ensayo 1

Tiempo (h)

GS115-
~ pPIC9K

GS115-Tr

GS115-Tg

GS115-22K

ma®arsno

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

71.31
493.89
71493
500.29
996.16
768.55

1137.92

Actividad de Catalasa (U/mg) Ensayo 2
Tiermpo (h) GS115- GSI15-Ttr | 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

349.31
339.36
631.45
561.69
535.06
455.04
584.91

p—
Ra®ALNO

Actividad de Catalasa (U/mg) Ensayo 3

Tiempo () GS115-Tr GS115-Tg | GS115-22K
19.28 17.10 78.67
724.78 443,14 809.50
1193.55 688.36 930.05
637.05 687.57 637.83
1799.57 946.90 8§21.21
1289.69 1318.41 918.02
1177.43 1455.82 1242.03

i—
NoxasanO

Por otro lado en los resultados de la actividad especifica de la catalasa no se percibe
ninguna tendencia en especial en las cepas recombinantes que indiquen diferencias con las
cepas comrol Las grafica de actividad especifica de catalasa vs tiempo se muestra en la figura
28,



- GS115-pPICY ~- GS115-Tr = GS115-Tg = GS115-22K
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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. S¢ mucstran los tres ensayos realizados.
Cepa GS115-Tg (m), cepa GS115-Tr (@), cepa GS115-pPIC9K (a), cepa GS115-22K (@).
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4.4.3 Analisis de ultraestructura por microscopia clectronica

Los analisis de ultraestructura de las cepas recombinantes de P. pastoris cultivadas en medio
BMM bajo las condiciones descritas anteriormente (seccion 3.3.5.2 pag.42 ) muestran 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
grganelos 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 mds pequeflas 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 G8115-Tg (tripsindgeno), no asi para

la cepa GS115-Tr (tripsina) la cual mostrd 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
obscrvan células mas pequefias de lo normal, sin proliferacion peroxisomal y una muy gruesa pared
celular. En la cepa GS115-pPIC9KTg, se observan células iguales a la cepa control. PC: Pared celular,
M: Mitocondria y V: Vacuola.
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En las cepas GS115-pPIC9K y GS115-22K de las muestras recolectadas a las 14 y 150 h de
induccién 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 pequefias, con pared celular gruesa y sin proliferacién
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 induccion en medio BMM. En la cepa control GS115-22K se observan células con
morfologia intacta y la tipica proliferacion peroxisomal de células inducidas con metanol. En la cepa
GS115-pPICIKTT, sc observan células mas pequeifias de lo normal, sin proliferacion peroxisomal y una
pared celular muy gruesa. En la cepa GS115-pPIC9KTg, se observan células dafiadas, desorganizacion
celular y ausencia de proliferacién 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 induccidn. 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 crecimieuto en medio BMG

Las cinéticas de crecimiemto de las cepas GS115-Tr, GS115-Tg y GS115-pPICIK en medio
BMG (condiciones de po 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 LaDO, ¥ de LaV, pars cada tiempo abtenidos
durante las cinéticas de crecimiento en medio BMG. Cada valor & el
promedio de tres valores de LnDO. o de LaV. Al valor originalmente
obtenido (DO 0 UFC/mL) se le calould el logaritmo natural y se le aplicd
un factor de correcidn amteriormente descrito (seccién 3.3.5.1 pag 39),
obteniendo de esta mancra ¢l LaDO, y de LaV,,

Tiempo (h) LaDO. LnDQ. LnDO.
GS115-Tr GS115-Tg | GS115-pPICIK
0 Q 0 0
2 0.6138 0.4541 0.3746
4 1.0233 0.9019 0.9720
6 1.7852 1.3823 1.3155
3 2.1452 1.9663 1.9049
10 2.43388 2.6319 3.0170
Tiempo (h) LnV,
GS115-Tg
8 1
10 1.1163
12 1.1582
14 1.1954
Tiempo (h) LoV,
GS115-Tr
2 1
3 0.9777
4 1.0030
5 1.0020
7 1.0398
8 1.0727
10 1.0518
23.25 1.2207
25.25 1.2321
28.25 1.2539
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Las cinéticas de crecimiento en medic BMG mostraron que existen diferencias en las
velocidades especificas de crecimientg y por ko tamto en el tiempo de duplicacion entre ias
cepas recombinantes GS115-Tg y GS115-Tr, ¥ a su vez de éstas con la cepa control GS115-
pPICYK. El tiempo de duplicacién de la cepa GS115-Tg es 1.05 veces mayor que el de la cepa
control GS115-pPICIK (p<0.05), mientras 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-Tyg
(p<0.01). Las velocidades especificas de crecimiento y tiempos de duplicacidn de estas cepas
en medio BMG se muestran en la tabla XX_ Reportes anteriores en la literatura (11) indican
que aln bajo estas condiciones de no induccién, existe una expresidn basal de los genes
heterdlogos los cuales estan controlados por el promwotor de AOX/. La diferencia percibida en
velocidades especificas de crecimiento podria ser efecto de los productos heterdlogos
sintetizados a causa de esta expresion basal,

Tabla XX. Tiempos de duplicaciin y velocidades especificas de
crecimiento en medio BMG. Los resultados se expresan como la media
t+ la desviacion cstindar (n = 3). ND: Ng determinado. Literales
diferentes indican diferencias significativas con p<0.0i en las
comparaciones con G5115-C2B4 de los valores obtenidos por DOgy y

p<0.05 para los demas.

Tiempo de duplicaciéa (h)
Cepas D.O. UFC/mL
GS115-Tr 3.48 £0.02° 299 +0.45°
GS115-Tg 2.54 £ 0.02* 1.54 £ 040"
GS115-pPIC9K 2.43£007° ND

Velocidad especifica de crecimiento (i)
GS115-Tr 0.199 + 0.001* 0.235 £ 0.039"
GS115-Tg 0.273 £+ 0.002" 0.475 1 0.14°
GS115-pPICIK ~ 0.286 + 0.008° ND




83

4.4.5 Cinéticas de crecimiento en medio BMM suplementado cou sorbitel (BMM + S)

Las cinéticas de crecimiento de las cepas GS115-Tg, GSUIS5-Tr y GS115-pPIC9K en medio
BMM suplementado con sorbitol estimadas tanto por DOgp como UFC/mL, arrojaron los
valores de LnDO. vs tiempo mostrados en la tabla XXI y los vakores de LnV, v3 tlempo

mostrados en la tabla XXII,

Tabla XXI. Valores de loparitaeos waturales de DOgy corregidos (LuDO,) de los tres
ensayos realizados pasra cads cepa y a cada tiempo. Al valor de DQgoo oviginalmente obtenido
s¢ le calculd el logaritmo natural y se Ie aplicd un factor de correccidon anteriormente descrito
(seccion 3.3.5.1 pag 39), obtenicndo de «sta manera el LaDO..

LnDOc GST15-Tr TnDO, GST15-T; LnDO, GS115pPICIK
Tiempo Ensuyo | Enyayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensuyo | Ensayo | Ensayo | Ensayo
() 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 0 D 0 0 g q 0 q Q

2 04112 | 0.5735 | 0.5085 | 0.1595 | 0.1769 | 0.2679 | 0.3039 | 0.2716 | 0.2968
4 0.8989 | 1.0275 | 0.8641 | 0.2324 | 0.3540 | 0.4014 | 0.4480 | 03991 | 0.4533
6 1.1707 | 1.2722 | 1.2434 | 03378 | 05300 | 0.5918 | 0.6822 | 0.6803 | 0.6557
10 20126 | 21226 | 21999 | 0.2900 | 0.5550 ( 0.5370 | 1.1731 | 1.1782 | 1.1084
14 28612 | 29496 | 27711 | 0.4023 | 06604 | Q6116 | 1.5650 | 1.4658 | 1.5581
16 31766 | 33301 | 29503 | 04747 | 0.7038 | 0.7051 | 1.6065 | 1.5118 | 16776

Tabla XXIL Valores de bogaritmos maturales de UFC/mL corregidos (LaV,) de ks tres
eusayos realizados para cada cepa y 3 cada tempo. Al valor de UFC/mL originalmente
obtenido s€ e cakuld el logaritmo matural y s¢ le aplicd un factor de correccion anteriormente
descrito (seccidn 3.3.5.1 pag 39), obicni¢éndose de esta manera ¢l LoV,

LaV_ GS115Tr LoV, GS115-Tg LoV GS115-pPICOK

Tiempo Ensayo | Ensayo | Ensayo | Emsayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Eosayo
() 1 2 3 I 2 3 1 2 3
0 0 0 ] 0 0 0 0 0 Q

2 1.2536 | 1.079% | 16371 | 0.3675 | 0.1709 | 0.3568 | 06194 | 0.3621 | 0.0793

4 1.4937 | 1.2327 | 1.5937 | 03027 | 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 | 04558
10 3.3851 | 2.8250 | 2.7085 | -2.5543 | -2.4265 | -2.77668 | 0.7817 | 1.0734 | 0.35313
14 3.9805 | 3.6381 | 3.4147 | -2.6676 | -2.7317 | -2.6000 | 1.6882 | 2.3494 | 1.1735
16 432777 | 3.7105 | 34016 | -2.1484 | -2.3505 | -1.9457 | 1.3555 | 2.1161 | 13477

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 duplicacidn mostrados en la tabla XXTII.



T OSISTr()) «GSISTr(2) - Gsiis

Tr
= GShs-Tg(y = (GS115-Tg (2) --mus-n((:,)
" GSUIS-PPICY (1) -+ GS115-pPICY (2) - GS115-pPIco (3)

+GSHS-Tr(1) ~GSI115Tr(2) —=—GSI115-Tr(3)
=-GS115-Tg(1) -=-GSI15-Tg(2) ~=GSI115Tg(@)
= GS115-pPICY (1) ~~ GS115-pPICY (2) = G3115-pPIC9 (3)

LaV,

Figura 31. Cinéticas de crecimiento de cepas recombinantes de Pichia pastoris en medio BMM
suplemantado con sorbitol. La grafica superior fue construida con mediciones de DOsoo mientras que
la grafica inferior fue construida con determinaciones de UFC/mL. El gje de la ordenadas muestra los
valores de LaDO. (gréfica superior) y LnV. (grifica inferior) mientras que ¢l cje de las abscisas
muestra 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.



85

Tabla XXIIl. Tiempos de duplicacidu y velocidades especificas de
creciotiento co medio BMM + S. Los resultados se expresan como la
media £ la desviacion estamdar (n = 3). ND: No detaminado. Literales
diferentes indican diferencias significativas con p<0.01,

Tiempo de duplicacién (h)
Cepas D.0. 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+2.17"

Velocidad especifica de crecimiento (h™')

GS115-Tr 0.197 1 0.008" 0.25 £ 0.024*
GS115-Tg 0.079 £ 0,022° ND
GS115-pPICSK  0.109 + 0.002° 0.108 £ 0.039°

Estas cinéticas de crecimiento indican que existen grandes diferencias entre las tres cepas
estudiadas, La cepa GS115-Tr presentd un tiempo de duplicacion menor que el de la cepa
control, por lo tanto una mayor velocidad especifica de crecimiemto (Tabla XXIII), y este
crecimiento se mamtuvo constante durange las 16 h de la cinética.

Al realizar la cinética de crecimiento DQyggg vs tiempa de la cepa GS115-Tg se observd una
velocidad especifica de crecimiemto (Tabla XXIII) estadisticamente sin diferencias
significativas a las cepa GS115-pPICIK, pero a diferencia de éstas alcanz( la fase estacionaria
méis ripidamente, alrededor de las 6 h. Sin embargo al realizar la cinética de crecimiento
UFC/mL vs tiempo de esta cepa se abserv) crecimiento solamente en las primeras dos horas y
posteriormente se observd claramente la muerte del cultivo (Figura 31, grafica inferior). Como
ya se habia mencionado en una seccién amterior el anilisis por DOggo Do €3 confiable debido a
que dichas valores fueron las suma de las levaduras vivas y muertas.
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4.5 Basqueda de condiciones de fermentacion que favorezcan la biosintesis de los
productos recombinantes

4.5.1 Deteccion de transcritos por RT-PCR

El andlisis de RT-PCR de las cepas recombinantes de P. pasforis 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
detectd el transcrito especifico esperado de 1225 pb aunque la banda en el gel de agarosa se
present 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 AOX] 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.

pb 1234567 891011
# - 1225 pb
2027 y 1904
1584
1375 1183 pb
947 — 1060 pb
831
564 — 493 pb

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 plasmido pPIC9Tr, Carril 11: PCR (-).
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Los resultados del analisis 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-pPICIK). 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
sorbitol. 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 (DOggo = 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 analisis 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 heterdloga esperada (Fig. 34). Al
llevarse a cabo la produccion de la proteina heterdloga de 22 kDa se demostrd que no existié
represion del promotor AOX1 en los medios de cultivo mencionados.
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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 andlisis 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 realizé la inmunodeteccién por la técnica de Western blot, se obtuvo
un resultado positivo (Fig. 36), detectando el tripsinogeno en fermentaciones con el medio
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BMM suplementado con sorbitol, mientras que en los medios BMM y BMMY la
inmunodeteccion result6 negativa.

El medio de cultivo libre de células de fermentaciones con la cepa GS115-Tr cultivada en
medio BMM suplementado con sorbitol present6é 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 observé en los otros medios de cultivo ni en las cepas control. Sin embargo la
inmunodeteccion por Western blot resulté negativa (Fig. 36).

La cepa GS115-pPIC9K no mostrd patrones electroforéticos significativamente diferentes
en los diferentes medios empleados. En la figura 35 se muestra un analisis 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,
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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 induccién 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 camaron 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 tripsindgeno (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 5
DISCUSION

S.1 Construccidn de los vectores pPIC9Tr y pPIC9Tg

El iniciador B251-3 de 32 nucledtidos se apareaba en 23 mucledtidos de la secuencia blanco
(ADNc de tripsinégeno y su secuencia sefial), el iniciador B251-1 de 33 nucledtidos, soko 22
se apareaban totalmente a la secuerncia blanco y el iniciador B251-2 para ambas secuencias
blanco de 27 nucledtidos, 24 se apareaban totalmente. Los nucledtidos sin complementariedad
corresporklian a sitios de restriceidn © bien parte de Ia secuencia del factor « 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 extremo 3’ lo cual favorecia la amplificacion debido a que la extension de la cadena en la
PCR ocurre en direccidn del extremo 3'. Tanto la simulacién de la PCR como los ensayos
reales resuitaron positivos para una banda de 738 pb (iniciadores B251-3 y B251-2) 0 uma
banda de 780 pb (iniciadores B251-1 y B251-2), corroborando con esto que ¢l disefio de ks
iniciadores fue correcto.

Para realizar la clonacidén de los ADNc's de tripsina y tripsindgeno en pPIC9 se enipled el
vector pPICO9hGH22K debido a que al digerir con las enzimas de restriccion Xho Iy Avr I se
obtenia exactamente el mismo esqueleto al del vector pPICY digerido con estas enzimas y
aderuas con pPICI9hGH22K se liberaba un fragmento de 603 pb a diferencia de pPIC9 que
libera un fragmento de 36 pb, y asi se podia comprobar la digestién completa. También esta
estrategia permitié realizar una mejor purificacion del esqueleto del plismido por la técnica
del “Geneclean” ya que era posible distinguir entre el vector digerido con una sola enzima
(digestion parcial) y el vector digerido con ambas (digestidn completa), y asi con un bisturi
obtener la porcion de agarosa correspondiente a la banda del vector digerido con ambas
enzimas y postetiormente realizar la técnica de “Geneclean”. Con la técnica de “Geneclean”
fue posible purificar el vector digerido con las enzimas de restriccion Xho [ y Avr 11 y los
productos amplificados digeridos con las mismas enzimas, Todas las colonias que se
analizaron para identificar la presencia del plismido de interés después de la transformacion
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de células de E. coli con s productos de ligacion resultaron positivas al poseer ¢l plasmido de
interés, o que evidencid que kos procedimientos realizados fueron eficientes.

La integridad de los plismidos oonstruidos pPIC9Tg (portador del ADNc de tripsindgeno)
y pPICITr (portador del ADNc de tripsina) fue corroborada mediante la digestion de éstos con
la endonucleasa Pst I, Los tamafios de cada uno de los fragmentos obtenidos con estas
digestiones correspondicron & los tamafios teéricos obtenidas por el programa DNA Strider
1.1, ademds con esta digestiin fue posible diferenciar entre los plismidos pPIC9Tg, pPICITr y
pPIC9hGH22K debido a que cada uno éstos presents un producto de digestion distintivo. El
pPIC9Tg de 710 pb, el pPICITr de 668 pb y el pPICOhGH22K de 365 pb.

5.2 Transformaciton de P. pastoris coun los vectares pPICYTr y pPIC9Tg

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

Debido 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 seleccidn indica que el plsmido fue
integrado en el genoma saivo muy raros eventos de conversién de His a His".

5.3 Caructerizacion de genotipos y fenotipos de cepas recombinantes
5.3.1 Verificacién de la integracién de lgs vectores de expresifn

La integracion del vector pPIC9Tg fue corroborada en una clona obtenida de la transformacién
del vector digerido con Sal 1 (imtegracidn em el locus his4) y en otra obtenida de [a
transformacion del vector digerido con Sac [ (integracion en el locus AOX7) 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 llevar a cabo el anilisis 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 Sal 1 y otras dos obtenidas de la
transformacién del vector digerido con Sac I, presentaron solo un producto amplificado de
1183 pb identificado por una banda tenue en un gel de agarosa al 1% (comrespondiente al
vector recombinante), el fragmento de 2105 pb proveniente del gen A0X! no fue detectado.
Inicialmente se pensS que el gen heterdlogo o su producto ocasionaba alguna alteracidn en la
célula, debido a que al realizar el aislamiento de ADN gendmico se presentaron mayores
dificultades con estas cepas (GS115-Tr) que con las demdis cepas analizadas (GS115-Tg,
GS115-22K y GS115-pPIC9) por ejemplo, se obtenia menor cantidad de ADN gendmico
debido 2 que fueron mds dificil de lisar dichas células. También se pensé que estas
alteraciones afectaban la eficiencia de la PCR por lo que dificilmente se obtenia una sola
banda y muy tenue.

5.3.2 Induccion de la expresion de los ADNc’s heterdlogos

La banda de ~33 kDa detectada en los andlisis de proteinas extracelulares realizados por SDS-
PAGE de fermentaciones (medio BMM) con las cepas GS5115-Tr se pensd que se trataba de
tripsina de camardn 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 [as cepas control. El resultado negativo en la inmunodeteccion para esta
banda (~33 kDa) sugiere dos posibilidades: La banda detectada por SDS-PAGE es tripsina
recombipante, pero los patrones de glicosilacién distintos de P. pastoris respecto a los del
camaron impiden que ésta sea reconocida por s anticuerpos especificos, o bien que la banda
(~33 kDa) no es tripsina sino otra proteina detectada por la alteracién del metabolismo
protéica en esta cepa recombinante, Los anéilisis 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 patrén 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 patrdn de las cepas GS115-Tr.
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En cuanto a los andlisis electroforéticos de proteinas intracelulares solubles de
fermentaciones (medio BMM) con las cepas GS115-Tg, no se koprd idemificar el producto
recombinante esperado, mientras que en los anilisis de SDS-PAGE de medios de cultivo libre
de células se observé una banda de un tamafio ~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 encomtradas al tratar de producir tripsina de mamifero en forma recombinante,
sicndo los problemas més comunes: actividad protelitica contra proteinas enddgenas del
hospedero, inestabilidad de la proteina, autodigestion de tripsina, inadecuado plegamiento y
degradacion del producto recombinante por proteasas endégenas, de esta manera con los
resultados obtenidos, se pensd que algunos de estos problemas podrian haber sucedido en las
cepas recombinantes construidas tmpidiendo que se acumularan cantidades suficientes del
producto recombinante (tripsina o tripsinégeno) 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 produccion de tripsina y del tripsindgeno de camaron y realizar una
busqueda condiciones de fermentacién que favorezcan la biosintesis de los productos

recombinantes.

5.4 Factores que afectan la produccion de las proteinas de interés

5.4.1 Cinéticas de crecimiento en BMM

En las gréficas de las cinéticas de crecimiento en medio BMM se observan grandes diferencias
entre las dos cepas construidas (GS115-Tr y GS115-Tg) y también de €stas con respecto a las
cepas control. La cepa GS115-Tr presentd inexplicablemente un tiempo de duplicacién 1.72 y
1.98 veces menor (diferencia estadisticamente signtficativa p<0.05) a las dos ccpas controles
((GS115-22K y GS115-pPICY respectivamente). Sin embargo este aparente crecimiento se dio
en un intervalo muy corto de tiempo y s¢ alcanzé muy rapidamente la fase cstacionaria tanto
en las cinéticas evaluadas par DOsoo comoe UFC/mL. Por otro lado hasta las 16 h evaluadas no
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se observy 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 evaluada por DOgo muestra uaa velocidad
especifica de crecimiento (tabla XVI) estadisticamente sin diferencias significativas a In
velocidad especifica de crecimiento de las cepas control, pero a diferencias de €stas alcanzd la
fase estacionaria mas rapidamente, alrededor de las 6 h. Sin embargo Ia cinética de
crecimicnto evaluada par UFC/mL de esta cepa muestra claramente la muerte del cultivo. Esto
indica que en este caso el andlisis por DOsw 0o es confiable debido a que dichos valores
fueron las suma de las levaduras viables y no viables. Las cepas coatroles GS115-22K y
GS115-pPIC9 a diferencias de las cepas problema, no alcanzaron la fase estacionaria durante
las 16 h de induccion evaluadas, ni presentaron muerte celular. Con estos hallazgos se pensd
en un posible efecto thxico de los productos recombinantes sobre las células de Pickia

pastoris.

5.4.2 Determinacién enzimiitica de alcohol oxidasa y catalasa

A pesar de que se realizaron tres ensayos para las determinaciones de las actividades de
alcohol oxidasa y catalasa para cada cepa a diferentes tiempos, oo fue posible obtener valores
promedio debido a la gran variabilidad obtenida en la actividad de estas enzimas entre
ensayos, por lo cual no fue posible establecer una comparacién de este parimetro entre las
cepas construidas y las cepas control, sin embargo se observaron ciertas tendencias repetitivas
entre ensayos. Una de ellas bastante contundente, fue que las cepa GS115-Tr no presentd
actividad de alcohol oxidasa a ningln tiempo estudiado, Este resultado nos conduce al
siguiente razonamiento: Debido a que la alcobol oxidasa es Is uinica enzima responsable de
iniciar la degradacién del metanol para adquirir energia, y el metanol era la Gnica 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 cualquier actividad metabdlica que
requiera, razon por b que estas cepas se mostraron en estado de latencia duramte 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 comirol hasta las
6-8 h, pero posteriormente disminuyo notoriamente hasta niveles cercanos a cero, fendmeno
no observado en las cepas control. Con estos resuitados se cree que el incremento de la
actividad de AOX durante las primeras horas le permitid a la célula poseer energia para
realizar todas las taress celulares incluyendo la produccidén de tripsindgeno y este Uhimo
desencadend la muerte celular observada en las cinéticas de crecimiento evaluadas' por
UFC/mL. Los resultados de ultraestructura por Microscopia Electronica discutidos en la
siguiente seccidn reforzaron los fenémenos hipotéticos plamteados para las cepas GS115-Tr y
GS115-Tg.

Los resuitados de actividad de catalasa fueron muy variabies por lo cual no fue posible
establecer una comparacion de este parametro entre las cepas construidas y las cepas control y
~ ademas no fue posible observar alguna tendencia repetitiva.

5.4.3 Andlisis de uktraestructura por Microscopia Electrénica

Las cepa GS115-Tr mostrd una ultraestrucoura celular muy difererte a las demés cepas
estudiadas y sin cambio considerable a los diferentes tiempos de induccidn evaluados (0, 6, 14
y 150 h). La ausencia de proliferacidn peroxisomal durante la induccidon estd en concordancia
con los datos de ausencia de actividad de AOX1, enzima que se ensambla como octimero en
los peroxisomas. Ademas, el hecho de que no presentd cambios en su ultraestructura durante el
tiempo de induccidn es una prueba més de que estas celulas se encontraban en un probable
estado de latencia.

La cepa GS115-Tg cultivada en medio BMM no mostré diferencias a las O h en su
ultraestructura celular con 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
induccién mostraron dafio y desorganizacion celular, fendmeno no observado en las cepas
control. A pesar que ls muerte celular de las cepa GS115-Tg comienza casi de manera
inmediata de acuerdo & las cinéticas al imiciar la inducciom en medio 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 la
ultraestructura celular son evidentes solo hasta las 14 h de induccidn

Estos fendmenos de muerte celular, disminucidn de actividad de AOX, desorganizacién y
dafio celular probablements sea ocasionado por la protedlisis de protefnas enddgenas, entre las
que st encuentra el mondmero de la alcohol oxidasa, por el producto recombinante
(tripsindgeno) o el producto recombinante activado (tripsina), producidos durante la induccién
del ADNc de tripsindgeno, )

5.4.4 Cinéticas de crecimiento en medio BMG

Los resultados de las cinéticas de crecimiento en medio BMG indican que la velocidad
especifica de crecimiento de la cepa GS115-Tr fue menor que la cepa coatrol (GS115-pPICY9),
mientras que la cepa GS115-Tg mostrd una ligera diferencia (menor) en el crecimiento que el
mostrado por la cepa control Amteriores reportes en la literatura (11) indican que ain bajo
estas condiciones de no induccidn, existe una expresidn basal de los genes beterblogos los
cuales estin controlados por el promotor de AOQX]. La diferencia percibida en velocidades
especificas de crecimiento podria ser efecto de los productos heterSlogos sintetizados a causa
de esta expresion basal.

5.4.5 Cinética de crecimiento en medio BMM +8

Las cinéticas de crecimiento en medio BMM + § indican que existen grandes diferencias entre
lag tres cepas estudiadas. La cepa GS115-Tr present) 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 comrol o tiene una explicacidn Wgica
debido a que es improbable que solo el efecto del gen heterdlogo origine dicha diferencia.

Con este resultado se puede recapitular que estas cepas presentan una velocklad especifica
de crecimiento distinta en todos los medios empleados con respecto a la cepa control, ademds
de presentar una ultrasstructura muy distinta a las cepas control a todos los tiempos de
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induccién estudiados. A pesar de tener una morfologia de colonia igual a las cepas de P.
pastoris y crecer en un medio minime sin histidina como las cepas transformadas, se cree que
esta cepa tiene alteraciones genéticas que influyen en sus caracteristicas fisioldgicas.

La grifica de las cinética de crecimiento en medio BMM + S de la cepa GS115-Tg indica
que hay muerte celular tal como lo hay en el medio BMM, sin embargo 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 la mierte
celular. Estos resultados sugieren que ¢l probable efecto negativo del producto heterSlogo
sobre las células de P. pasioris sea no solo sobre el metabolismo del metanol sino también
sobre otros procesos vitales para la célula.

5.5 Busqueda de condiciomes de fermentacién que favorezcan la biosintesis de los

productes recombinante
5.5.1 Deteccion 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 control G§8115-22K y GS113-pPICOK en ambos medios de cultiva. Los transcritos
especificos detectados en las cepas recombinantes de P. pastoris cultivadas en BMM + §
indican que el sorbitol afiadido al medio de cultivo no reprimié la expresién de los genes
heterdlogos. El gen de tripsindgeno en las cepas GS115-Tg cultivadas en medio BMM o
BMM + § se expres( y de esta manera se refuerza la hipotesis de que el fendmeno de muerte
celular es ocasionado por Ia 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 los medios empleados. Esta cepa presentd durante la mayoria de los
estudios realizados grandes diferencias con las cepas comtrol e incluso en muchas de las
ocasiones presentd comportamientos inexplicables, por ejemplo presenté mejor crecimiento
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 presenté actividad de AOX bajo
condiciones de induccion y su ultraestructura celular fue muy distinta a la de las deméds cepas.
El hecho de que no presentd proliferacién peroxisomal, ni actividad de AOX concuerda con el
hecho de que no fue posible amplificar la banda de 2105 correspondiente al gen de AQX, Estos
resultados sugieren que no esta presente el gen de AOX ¢ bien sufrié una alteracién durante la
imtegracién. El hecho de que las cuatro cepas GS115-Tr analizadas presentaron un fenotipo
His' indica que la integracién ocurrid debido a que el gen HIS4 del vector, complements a la
cepa GS115 que ticne inactivo este gen. Por otro lado en la literatura s& menciona (9) que
ocurren eventos de conversiin his4 (incapaz de producir su propia histidina) a HIS4 (capaz de
producir su propia histidina) y en estas cepas no se produce la proteina heterloga, sin
embargo estos evemos de conversién ocurren con una frecuencia muy baja (menor al 1%), por
lo que se piensa que es improbable que en las cuatrg cepas analizadas haya ocurride dicho
fendmeno, Se cree que ocurrié un evento rero de imtegracidn de aka frecuencia ocasionado
probablemente por el gen heterblogo.

5.5.2 Anélisis de proteinas de fermentaciones de altas densidades celulares

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 represidon del promotor AQX7 y ademas se
llevé a cabo la traduccion en los medios de cultivo mencionados.

La tripsina recombinante de camarén no fue detectada al cultivar la cepa G5115-Tr a altas
densidades celulares en los medios de cultivo empleados. A pesar de que las cinéticas de
crecimiento en medio BMM + § muestran un crecimiento sostenido de esta cepa no fue
detectado el producto beterdlogo, mni el transcrito correspondiente. Con este resultado se
sostiene la hipitesis de que acurrié un evento raro de integracion afectando al gen de AOX 'y al
gen beterologo.

Para el caso de los medios de cultivo procedentes de las fermentaciones con altas densidades
cetulares en BMM+S de la cepa GS115-Tg una banda de apréximadamemte 35 kDa fue
positiva para la inmunodeteccidn con anticuerpos especificos anti-tripsina de camardén. Es



100

importante enfatizar que los medios procedentes de las fermentaciones de la cepa control no
dieron sefial positiva para esta banda en el analisis por Western blot. Estgs resultados muestran
que el sorbito! afladido como fuente de carbomn y energia adicional al medic BMM fue (til
para aumentar la concentracion de tripsinogeno recombinante a un nivel detectable por
Western blot. Sin embargo los niveles producidos afin 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 el sorbitol es una de las fuentes de carbono que oo
reprimen al promotor de 40X, en este trabajo no solc a quedado confirmada esta aseveracidén
(deteccion de transcritos especificos y proteina heterdloga) sino también fue observado que
mejora el crecimiento de las cepas de Pichia pastoris respecto a cuando se emplea solamente
metanol, Por lo tanto el sorbitol podria ser wtil en otras fermentaciones que emplean este
sistema de expresién, para mejorar el aumento de biomasa sin reprimir el promotor de 40X
durante 1a fase de induccién. En el medio de cultivo BMM asi como con la adicion 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 ADN¢ de tripsina de
camardn y del vector pPIC9Tg, portador del ADNc de tripsindgeno de camardn, los cuales
coatienen los elementos genéticos necesarios para su integraciin en el genoma de P. pastorir y
su expresion beterdloga. Estos vectores se emplearon para construir cepas recombinantes 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 ba condiciones habituales de induccidon
resultaron negativas en la produccidn de tripsina y tripsinégeno tras el anilisis por SDS-PAGE
0 Western blot del medio de cultivo libre de células y la fraccidn prutéica imtracelular 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 coatrol (GS115-22K y GS115-pPICIK).

La cepa GS115-Tr cultivada bajo las diversas comdiciones en estudio presentd un
comportamiento diferente respecto a las cepas control. Asi bajo condiciones de induccidn no
se detectd actividad de AOX, ni la proliferacidn 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 lo 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 muerte celular, disminucidn de la actividad de AOX e importantes alteraciones
ultraestructurales, bajo condiciones de no induccién dichas alteraciones no se presentaron La
deteccidn de tranxcritos y el producto heterblogo (tripsindgenc) en conjunto con los resultados
antes descritos sugieren que las alteraciones de la cepa GS115-Tg bajo condiciones de
induccibn son provocadas por la produccion a niveles bajos del producto heterSlogo.
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Con ¢l empleo de sorbitol como fueme de carbono alterna al metanol y cuktivos de altas
densidades celulares se lograron determinar condiciones de cultivo que permitieron retrasar la
muerte del cultivo en las cepas GS115-Tg, ademés de permitir Ia biosintesis de tripsinégeno
recombinante en cantidades detectables por western blot.

Los resultados obtenidos son comparables con los encontrados en Ia literatura donde se
mencionan las dificultades encontradas al tratar de producir tripsina, tales como actividad
proteolitica contra proteinas 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 anilogos de tripsindgeno tal como se menciona recientemente en la literatura
(29). Estos anilogos comtienen modificaciones en la secuencia del péptido lider del
tripsindgeno que comsisten en sustituir la secuencia del péptido lider parural por 2 a 6
aminoicidos diferentes de arginina o lisina. De 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 el precursor imactivo
producido es tratado con una aminopeptidasa para activarlo (29).
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661 gooccacttge Cctgctctgac acggocteca cctacctgge cggcatcgtyg tcoctgggget
121 acggctgtgo cogtecccgge taccotggog tgtacgetga ggtctoctac catgtcgace
181 ggattaaggc caatgctgtt taatcaagtt gtttaacatg tacttacctt gaaagcaata
B4l aagzaazaaa tata









