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Mejoramiento de la produccién de Royalactina (MRJP1) en Pichia pastoris,
mediante generacidn de una cepa sobreproductora y su cultivo en biorreactor.

por
Héctor Manuel Castafieda Aponte

Resumen

La proteina MRJP1 (del inglés Major Royal Jelly Protein 1) mejor conocida como Royalactina (RY) tiene
potencial para su explotacion en la industria farmacéutica, utilizado como agente hepatico-protector,
factor estimulante de eritropoyesis, adyuvante para reducir los niveles de colesterol en sangre.

En trabajos anteriores se han propuesto diferentes modelos para la expresiéon de MRJP1, sin embargo,
ninguno ha sido idéneo para la produccion a escala piloto debido a titulos y rendimientos bajos. El
presente trabajo tiene como objetivo aumentar la expresidn de la proteina RY en Pichia pastoris,
incrementando el nimero de copias del gen ry, mejorando las condiciones del cultivo en la fase de
produccién y cultivo en fed-batch en biorreactor.

Resultados. Se realizd la construccién de dos diferentes plasmidos para la expresidon de RY, uno bajo el
control del promotor pAOX1 (inducible con metanol) y un segundo con una versién mejorada del
promotor pPPGAP (inducible con glucosa). Los pldsmidos se transformaron de forma independiente a una
comercial de P. pastoris. Se realizd el fendmeno de hiperresistencia para aumentar el nimero de copias
de RY integradas al genoma de Pichia, al final del proceso se obtuvieron 119 candidatas productoras.

Todas las candidatas fueron evaluadas mediante cinéticas realizadas en microplaca. Al final del proceso
se obtuvieron 14 cepas sobreproductoras (10 bajo el promotor pAOX1 y 4 con el promotor pPPGAP. Estas
cepas productoras se evaluaron en matraces en medio complejo. De las cepas evaluadas se encontré que
la cepa G3-5 (portando el promotor pPPGAP) presentaba el mejor rendimiento de produccion de RY, cerca
de0.5gL?

Posteriormente se llevaron a cabo estudios de mejoramiento de condiciones de cultivo, donde se
evaluaron tres medios diferentes y dos temperaturas diferentes para la fase de expresiéon (25 y 302C). Los
resultados muestran que se alcanzan rendimientos superiores en medio mineral y 25 2C con un titulo final
del.2glL™

Conclusiones. Se ha generado y caracterizado una cepa de P. pastoris cuyo titulo y rendimiento son los
mas altos reportados para la produccion recombinante de Royalactina. Dados los parametros cinticos y
de produccién de la cepa es una candidata adecuada para futuros trabajos de escalamiento y optimizacion
del bioproceso.
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Capitulo 1. Introduccion 1

1. Introduccion

1.1. La Royalactinay su potencial farmacéutico.

La jalea real (RJ) es una secrecién blanco -amarillenta, producida de las glandulas hipofaringeales
y salivares de las abejas jévenes (Cornara et al. 2017). La RJ es el sustento nutricional para todas
las larvas de abejas, desde el nacimiento hasta el tercer dia de vida; aquellas larvas que han sido
seleccionadas para convertirse en reinas son alimentadas con RJ hasta los cincuenta dias de su
vida como larva. esta dieta tiene un impacto significativo en el tiempo de vida y en el tamafio de

las abejas reina (Fratini et al. 2016).

La jalea real posee numerosas funciones y ha sido ampliamente usada en productos medico
comerciales, alimentos saludables y cosmético(Viuda-Martos et al. 2008; Cornara et al. 2017). El
uso de la RJ como un producto funcional y potenciador de la salud ha sido investigados desde
principios de los 60’s. Hoy en dia la jalea real es consumida a nivel mundial como un suplemento

alimenticio o en formulaciones cosméticas y farmacéuticas (Fujita et al. 2013).

La jalea real es una mezcla compleja de azucares, proteinas, lipidos y vitaminas (Shen et al. 2015).
Dentro de las proteinas mas abundantes de la RJ se encuentra la proteina MRJP1, conocida como
Royalactina (RY), esta glicoproteina de 57 kDa forma parte de un gran complejo oligdmerico de

proteinas, lamadas MRJPs (Buttstedt et al. 2014; Nozaki et al. 2012).

En 2011, Kamakura reporté que una sola proteina en la jalea real, la Royalactina (MRJP1 o RY),
es la que actua como el efector clave en “switch genético” que desencadena el desarrollo el
dimorfismo fenotipico en las abejas, via el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFr).
Es decir, la Royalactina es el efector clave que desencadena el desarrollo morfolégico de las
abejas, convirtiendo a algunas en abejas reina y en otras en obreras; esto ocurre supuestamente

a nivel epigenético mediante la estimulacién del EGFr (Kucharski et al. 2015).

En 2015 Detienne et. al reportaron que la suplementacién al medio con Royalactina extiende el

tiempo de vida, el tamario y la fecundidad de Caenorhabditis elegans a través de la sefializacion
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del EGFr. Xin et al., (2016) reportd un efecto similar en Drosophila melanogaster, y el efecto es

evidente hasta tres generaciones después de haber agregado le RY.

Otros estudios han sefalado que la suplementacidn de esta proteina en los cultivos estimula el

crecimiento de los hepatocitos de rata y previene su apoptosis (Kamakura et al. 2001).

La RY también muestra efectos antibacteriales, antihipertensivos y actia como un factor de

crecimiento en células de mamifero (Mandacaru et al. 2017).

En suma, varios trabajos apuntan a que la proteina RY podria tener un nicho de oportunidad en
la industria farmacéutica, utilizado como agente hepatico-protector, factor estimulante de
eritropoyesis y como adyuvante para reducir los niveles de colesterol en sangre (Mannoor et al.

2009; Kohno et al. 2004; Simuth 2001; Tokunaga et al. 2004; Chen et al. 2016).
1.2. Planteamiento del problema y su contexto.

La disponibilidad y la purificacion del RY a partir de jalea real es complicado. De 25-35 gr RY/ Kg
de RJ (Fratini et al. 2016; Buttstedt et al. 2014). Por lo que la explotacidn esta proteina es un drea

de oportunidad para la biotecnologia, mediante su expresién en forma recombinante.

En trabajos anteriores se han propuesto diferentes modelos para la expresion de MRJP1. Judova
J. et al., (1998) reporta la expresion de la proteina MRIP1 en Escherichia coli, sin embargo, sus
resultados no son alentadores, presenta titulos muy bajos de 0.1 a 0.2 g L' y ademas se generan
cuerpos de inclusién, donde la proteina se encuentra mal plegada, por lo que no conserva gran

parte de su actividad bioldgica (Judova J, Klaudiny J 1998).

También se ha reportado la produccién de MRIJP1 en células de tabaco, sin embargo, los titulos

son bajos y las lineas celulares producen diferentes versiones glicosiladas de la proteina,
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generalmente versiones ricas en manosa. Este patron de glicosilacion difiere mucho de las que
normalmente se presentan en células de insecto, por lo que la actividad bioldgica de la proteina
disminuye, haciendo de este modelo un candidato poco adecuado para la expresién de esta

proteina (Judova et al. 2004).

She et al., (2010) fue el primero en reportar en Pichia pastoris, la expresién de MJPR1, gen
construido a partir de cDNA AccMJPR1 de Apis cerana. En este trabajo se comprueba la actividad
biolégica de la proteina recombinante en lineas celulares de insecto, promoviendo la
proliferacién celular in vivo. Sin embargo, los titulos finales de recuperacién reportados son mas
bien bajos: 0.11 gr/L de proteina recombinantes bajo la expresion del promotor AOX en el vector

pPICIK, y purificados en una columna de afinidad His-tag (Shen et al. 2010; Shen et al. 2015).

Ibarra C. et al., (2014) presenta un modelo similar al de Shen et al., (2010) con el gen de MRJP1
de Apis mellifera clonado en Pichia pastoris bajo en promotor AOX en el vector pPICZa-B y bajo
un proceso de bioseparacion de ATPS (Aqueous Two-Phase Systems). Resultando en un titulo de

produccion de 0.24 g L't y una eficiencia de recuperacién del 83.5% (Ibarra-Herrera et al. 2014).
1.3. Preguntas planteadas

En 2015 Torres-Acosta et al., usando los datos reportados por Ibarra C et al., (2014) reporta un
analisis econdmico de un modelo escalado tedrico de la produccién de RY en Pichia pastoris,
evaluando titulo de produccién, recuperacidon del proceso y costo de materiales. Donde se
encontrd que el titulo es el factor mas relevante a fin de optimizar el proceso (Torres-Acosta et
al. 2015). Mediante la generacién de multiples copias del cassette de expresidén bajo un promotor

fuerte, se estimo que es posible alcanzar 5 g L' de RY.
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Mediante el aumento de copias del gen de interés, ry, bajo un promotor fuerte, ésera posible
alcanzar un titulo suficientemente alto como para hacer que la produccién de RY en Pichia

pastoris sea un bioproceso costeable?

¢Cudles son las condiciones de cultivo adecuadas para la expresion de RY en Pichia pastoris?,

usando cualquiera de los dos promotores mds conocidos en Pichia, pAOX1 y pGAP.
1.4. Vision general de la solucion.

Para lograr generar una cepa que produzca cantidades considerables de proteina recombinate
por lo general se cumple la regla de que a altos nimero de copias del cassette de expresién, serd
mayor la expresion del gen y, por ende, la cantidad de la proteina recombinante. En caso de
Pichia esto ocurre incitando la replicacidon del cassette de expresién de forma postraduccional,
mediante el método PTVA, (PosTrasformational Vector Amplification) reportado por Sunga et al.
(2008), el cual es el punto de partida en este trabajo. Ademas, e forma alternativa se explora un
método alternativo, la insercidn en regiones NTS (NonTranscribed intergenic Spacer), el cual

promete ser igual de efectivo. (Marx et al. 2009).

Este trabajo parte con la generacion de 4 plasmidos de expresidn con diferentes caracteristicas,
dos promotores diferentes y dos métodos de insercion. Se genera una libreria de candidatas

expresantes de la proteina RY usando los dos métodos de insercion diferentes.

Esta libreria es evaluada de forma intensiva para encontrar las candidatas con mejor crecimiento
y con los rendimientos mas altos de produccién. Tras varias rondas de seleccién, se deberd

encontrar una cepa que reuna las mejores cualidades para su cultivo a mayor escala.

Una vez encontradas las condiciones de cultivo éptimas (inoculo, medio de cultivo, pH,

temperatura, tiempo de induccidn e inductor) para la expresién de la proteina RY en matraz; se
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cultiva en biorreactor de 3 L a fin de encontrar las condiciones necesarias para alcanzar la meta

de produccion de 5.5 g L' de proteina recombinante



Capitulo 2. Marco Tedrico 6

2. Marco Teorico.

Esta claro que para llevar la produccion de RY a escala industrial se necesita incrementar el

numero de copias del cassette de expresion, los pardmetros de cultivo y de purificacion, a

fin de tener un bioproceso costeable y altamente eficiente

La levadura Pichia pastoris es uno de los organismos modelos mads utilizados para la

expresion y produccion de proteinas heterdlogas (Puxbaum et al. 2015). Este

microorganismo posee cualidades Unicas que lo hacen un huésped adecuado para los

procesos biotecnoldgicos de biosintesis:

Pocos requerimientos nutrimentales, puede crecer en medios de cultivo baratos ya
sean complejos o sintéticos, como el YPD (Yeast extract-Peptone-Dextrose) o medio
minimo mineral, a velocidades razonables de 0.1 a 0.3 h'! (Looser et al. 2014).

Se cuenta con herramientas moleculares eficientes y bien caracterizadas (molecular
toolbox). Plasmidos estdndar, promotores fuertes y bien caracterizados: pAOX1 y
pPPGAP, sistema CRISPR-Cas9 validado, proceso PTVA para generacion de
inserciones en tandem (Mecklenbrduker et al. 2011; Ahmad et al. 2014).

Kits comerciales: cepas, plasmidos y medios de cultivo, vendidos por Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA).

Pichia posee la capacidad de realizar modificaciones postraduccionales de forma
muy eficiente, produciendo proteinas recombinantes biosimilares a las nativas
(Puxbaum et al. 2015). Hoy en dia se comercializan cepas humanizadas, cuyo patrén
de glicosilacion es similar al realizado por células humanas, permitiendo la expresién

de proteinas con fines terapéuticos (Damasceno et al. 2012; Kim et al. 2015).
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V.  Es capaz de crecer hasta densidades celulares altas, aproximadamente 150 gr de

peso seco/L (Looser et al. 2014).

Una de las primeras cuestiones a atender cuando se quiere producir alguna proteina en
Pichia es la elecciéon de un promotor adecuado, ya que el control de la expresidén génica
juega un papel importante en la produccién de proteinas en cantidades suficientes. El
promotor AOX histdricamente ha sido el mas utilizado por su fuerza de expresion y su
control, el cual es inducido bajo la presencia de metanol en el medio de cultivo (Liu et al.
2016; Huang et al. 2011; Zhang et al. 2000). Sin embargo, en varios trabajos se reporta que
la adiciéon de metanol resulta en un estrés oxidativo para la célula, llegando a ser un
inconveniente, en algunos casos resulta en un bajo titulo de proteina recombinante (Vogl
& Glieder 2013). Por esta razén se ha buscado promotores opcionales, explotando el pool
genético natural de Pichia o mediante la generacion de librerias de promotores mutantes
(Stadlmayr et al. 2010; Mecklenbrauker et al. 2011; Ahmad et al. 2014; Vogl et al. 2013). La
alternativa mas comun es el uso del promotor pGAP, considerado por muchos autores como
un promotor constitutivo, mientras que otros autores indican que su expresion varia
considerablemente dependiendo de la fuente de carbono presente en el medio de cultivo;
algo razonable considerando que regula la produccidon de una enzima que participa en el

metabolismo central (Xiulin Qin et al. 2011; Zhang et al. 2009; Mao et al. 2015).

No existe a la fecha un forma precisa para determinar cual promotor se debe usar en cada
caso, y lo recomendable es generar varias versiones del gen de interés bajo el control de
diferentes promotores, transformar, realizar un screening exhaustivo y determinar que

opcién es la mas adecuada especificamente para el caso particular (Aw & Polizzi 2013).

Otro inconveniente es el proceso de generacion de cepas sobreproductoras, el método mas

utilizado hasta la fecha es el proceso PTVA (Aw & Polizzi 2016; Sunga et al. 2008), basado
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en repeticiones en tandem del plasmido entero en el mismo locus. Este resulta ser un
proceso tedioso, costoso y que implica un analisis exhaustivo de un nimero considerable
de candidatas para encontrar la cepa ganadora, la cual, en condiciones ideales, producira
un titulo alto de proteina en un tiempo razonable, ya que el proceso genera muchas cepas

con errores en integracion del cassette de expresion (Aw & Polizzi 2013).

Una posible solucidn a este inconveniente es la insercion en un solo evento en multiples loci
esparcidos a lo largo del genoma (Ran et al. 2016; Marx et al. 2009) Es decir, la integraciéon
se lleva acabo via recombinacion de una secuencia conservada y repetida en multiples sitios.
Esto significa que se puede obtener una cepa con multiples copias del cassette de expresién
en un solo evento de recombinacién/transformacion. Esta estrategia ya ha sido reportada
anteriormente para el caso de proteinas modelo como la Cu/Zn superdxido dismutasa
humana (hSOD) vy la albumina de suero humana (HSA) (Marx et al. 2009), sin embargo, no

se han reportado su aplicacidn a otros casos de estudio.

Una vez obtenida la cepa sobreproductora el siguiente tema a atacar es el modo de
operacion en que la cepa debe de ser cultivada para asegurar un bioproceso altamente
productivo, sin causar demasiado estrés a la célula y cuya purificacién sea facil (Jahic et al.
2006). Dependiendo del promotor elegido es el modo de operacion a utilizar, se ha
comprobado que el modo fedbatch es favorable para las cepas que expresan bajo el
promotor AOX1, debido a la toxicidad del metanol la adicién de este a dosis discretas resulta
en altos rendimientos (Vogl & Glieder 2013; Spohner et al. 2015). Para el promotor pGAP
se observa que la produccion de proteina estd acoplada al crecimiento celular, por lo que
estrategias de cultivo continuo resultan ser mas eficaces (Miiller et al. 2016). Aun quedan
otros modos de operacidn por explorar como los sistemas de perfusién, los cuales pueden

ayudar a bajar los costos de produccidén y aumentar los rendimientos.
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P. pastoris es considerada un huésped deseable para la expresion de enzimas y proteinas
de diferentes fuentes. Por lo general altos niveles de expresion de proteinas recombinantes
son alcanzados en biorreactor. A diferencia de cultivos en matraz, en biorreactor los
parametros del cultivo como pH, aireacién y tasa de alimentacién de fuente de carbono
pueden ser controlados con precision y en tiempo real (Cereghino & Cregg 1999), ello
permite una mayor reproducibilidad en los cultivos y el hecho de que Pichia Pastoris tiene
la capacidad de alcanzar altas densidades celulares (>500 ODgoon mL™ 0 >100 g L de peso

seco) bajo las condiciones de cultivos son las adecuadas (Looser et al. 2014; Vogl et al. 2013).

Para realizar el salto de cultivo de baja densidad celular en matraz a altas densidades en
biorreactor es necesario la optimizacién de las condiciones de cultivo: pH, temperatura y
concentraciéon de inoculo (Cereghino et al. 2002). Sin embargo, las condiciones establecidas
en fermentador en pequefia escala normalmente necesitan ser ajustadas durante el
escalamiento a grandes volumenes, como la tasa de alimentacion de fuente de carbono (en
caso de operacion en modo fedbatch), tasa de dilucion (en caso de operaciéon en modo

continuo) y la tasa de aireacién (Higgins & Cregg 1998).

En general, dos estrategias de cultivo para Pichia pastoris son derivadas de los promotores
mas usados: el promotor inducible a metanol, pAOX1 y el promotor constitutivo pGAP, que
normalmente funciona bajo fuentes de carbono ricas, glicerol, glucosa, sorbitol, etc.

(Higgins & Cregg 1998).

En el caso de la utilizacidon del promotor pAOX1 es necesario un proceso de cultivo en
biorreactor en tres etapas (Higgins & Cregg 1998). La primera es el crecimiento o
acumulacién de biomasa usando un medio definido con una fuente de carbono no
fermentable como el glicerol, que es la opcidn mas usual. La segunda etapa es la fase de

transicidn al cultivo fedbatch, donde se alimenta al cultivo con glicerol a una tasa limitada
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a la velocidad de crecimiento, con el objetivo de incrementar la concentracion de biomasa
y de preparar a las células para la induccidn (Liu et al. 2016). La tercera etapa, la fase de
induccion consiste en la alimentacidon con metanol, iniciando una tasa baja para facilitar la
aclimatacién de la célula al metanol, seguido con tasas incrementales de metanol hasta
alcanzar la tasa de crecimiento deseable (Looser et al. 2014; Cereghino & Cregg 1999; Vogl

& Glieder 2013).

Ya que el cultivo en biorreactor con metanol requiere equipos, espacios y protocolos de
manejo especiales, debido a la inflamabilidad del metanol, resulta ser un proceso
relativamente caro a gran escala. Por ello en los Ultimos afios ha ganado la aceptacion el
sistema de expresion con el promotor pGAP. Para el cultivo a escala biorreactor el sistema
continuo ofrece rendimientos mas elevados de proteina recombinante en menos tiempo

gue el método fedbatch con metanol (Rebnegger et al. 2014; Maurer et al. 2006).

Se ha observado que la produccién de proteinas bajo el promotor pGAP esta correlacionado
positivamente a la velocidad de crecimiento. Con glicerol o glucosa, Pp alcanza velocidades
de crecimiento significativamente mas grandes, entres 1.7 y 8.5 veces, que con metanol.
Durante el crecimiento en modo batch con glucosa, la pumax varia de 0. 28 a 0.16 h*(Sauer et

al. 2004).

La relacién entre la productividad especifica qp (Mgproducto * 8™ peso seco de biomasa "h™2) y 1 (h1)
refleja el equilibrio entre varios procesos dentro de la célula y la secrecion del producto.
Esta relacidn, llamada cinética de produccidn es esencial para el disefio racional de
estrategias de cultivo en que el 6ptimo crecimiento se mantiene mediante la adicién de la

fuente de carbono en modo fedbatch (Cereghino & Cregg 1999; Maurer et al. 2006).
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La concentracion final mas alta de biomasa reportada para una cepa de P. pastoris crecida
en metanol, cultivada en modo fedbatch, fue de 1,500 gr L' (Cereghino et al. 2002),
mientras que el crecimiento en glucosa se alcanzd una biomasa superior a los 200 gramos

de peso seco por litro (Heyland et al. 2011).

Generalmente, altas productividades y altos titulos son alcanzados si el cultivo ocurre en
altas concentraciones de biomasa, por largos periodos, en la p deseada para la formacién
de producto, antes de que se alcance los limites del sistema, por ejemplo, maxima
concentracion de biomasa, maxima evolucién de calor o suministro de oxigeno (Heyland et

al. 2011).

En sistemas controlados por el promotor pAOX1 normalmente alcanzan productividades
especificas a bajas tasas de crecimiento. En cambio, en los sistemas de expresién
controlados por pGAP tienden a exhibir altas tasas de formacién especifica de producto en

niveles comparables a las cepas AOX1, pero en L operacionales cerca de la tmax.
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3. Hipotesis.

Sise incrementa el nimero de copias del gen RY, a través del método PTVA o por inserciones
en le region NTS, es posible generar y caracterizar una cepa de Pichia pastoris
sobreproductora de proteina RY cuyo titulos y rendimientos sean superiores a los

reportados anteriormente.
4. Objetivo general.

Generar y caracterizar una clona de Pichia pastoris sobreproductora de la proteina RY con

un titulo aproximado a 5 g L' a nivel biorreactor.
4.1. Objetivos especificos.

e Construir diferentes vectores de expresion (usando dos promotores diferentes:
pAOX1 y pGAP) para transformarlos en Pichia pastoris. Se obtendra una cantidad
de candidatas de Pichia que expresen el gen ry en diferentes concentraciones, con
la cual se armara una libreria.

e Armar y evaluar la libreria de candidatas que expresen diferentes versiones de los
promotores de expresion. De la evaluacion se elegird una candidata
sobreproductora.

e Caracterizar la cepa sobreproductora y mejorar las condiciones de cultivo: pH,
temperatura y medio de cultivo, a fin de aumentar la produccién de la RY.

e Realizar cultivos en Fedbatch en biorreactor a diferentes niveles de Oxigeno disuelto

(Og) para caracterizar la produccion de la RY.
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5. Metodologia

5.1. Cepasy plasmidos

La cepa de E. coli DH5a™ (Invitrogen/Life Technologies., Carlsbad, CA, EUA) fue usada
como chasis standard para la manipulacién genética y clonacién de los vectores trabajados.
Fue cultivada de forma rutinaria en caja Petri y/o matraz usando el medio de Luria Bertoni
(low salt) suplementado con 25 pug mL?! de zeocina, a 37 2C y 250 rpm en caso de cultivo

liquido.
Tres cepas de Pichia pastoris fueron usadas en este trabajo:

1) Cepa silvestre X-33 adquirida a Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA)

2) Cepa deficiente en proteasa, construida en el laboratorio, nombrada como MG4, la
cual procede de la cepa 4 (ade2, prb1, pep4) del kit de PichiaPink™ (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), la cual le fue restaurado el genotipo ade2 mediante la
integracién del vector vacio pPINKa-HC en el locus trp2.

3) Cepa productora Cl4, la cual ha sido reportada previamente por Ibarra-Herrera et al.

2014, ya existente en el laboratorio.

Estas cepas fueron usadas como huepesdes para expresar el gen MRIP1, en diferentes

plasmidos y diferentes estrategias de integracion.

La secuencia del promotor PPGAP fue tomada del Qin et al, (2011) y fue sintetizado
quimicamente por DNA2.0 (Menlo Park, CA, EUA) con el péptido sefial alfa de

Saccharomyces cerevisiae.
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Reactivos de PCR, los kits para extraccion de pldsmidos y purificacién de fragmentos de DNA

fueron comprados de Promega (Madison, WI, EUA).

En la Tabla 1 se enlistan los pldasmidos usados y construidos para este trabajo, en Figura 1
se muestran los usados para expresa RY y sus principales caracteristicas. En breve, el gen ry
fue tomado del plasmido pPINKa-ry reportado por Ibarra-Herrera C. et al., (2014) el gen fue
cortado con las enzimas Xhol/Xbal. El fragmento de 1,200 pares de bases (pbs) fue insertado
en el plasmido pPICZ-1 para crear el pPIC2. Posteriormente el promotor AOX1 fue

intercambiado por el pGAP mediante el corte con Bglll y Xhol para crear el pldsmido pPIC3.

Para la construccion del plasmido pPIC5 fue necesaria la clonacion de la regién NTS1 (aprox.
1,500 pbs) usando los primers Fw_Nts_Bgl y Rv_Nts_Xb. Para el plasmido pPIC4 se cloné la
region NTS2 (aprox. 1,200 pbs) utilizando los primers Fw_Nts_Bgl y Rv_Nts_Bm., Tabla 2,
Figura 2. Los productos de NTS1 y 2 fueron purificados y digeridos con Bgll/Xbal y

Bgll/BamHI, respectivamente, antes de la ligacidn con el vector.
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Tabla 1. Lista de plasmidos usados en este trabajo, y sus principales caracteristicas.

Plasmido Esqueleto Promotor Gene Resistencia Elementos extra
pPINK-Ry pPINK Aox1 Ry Amp! ADE2
pPIC1 pPICZ-alfa-B pAOX1 X4 Zeo?
pPIC2 pPICZ-alfa-B pAOX1 Ry Zeo
PPUC-pPGAP- pPUC57 PGAP Amp -
bsd
pPIC3 pPICZ-alfa-B pGAP Ry Zeo
PIC4 pPICZ-alfa-B pAOX1 Ry Zeo rDNA
PIC5 pPICZ-alfa-B pGAP Ry Zeo rDNA
1. Ampicilina.
2. Zeocina.

Tabla 2. Lista, secuencia y funcién de los primers usados para este trabajo.

Nombre Funcién Secuencia
Fw_Nts Bgl  Clonacion CGTGagatctGACAAGTATCCGC
Rv_Nts_Bm  Clonacion TACGCGTGGAtCCGTGTACTA
Rv_Nts_Xb Clonacion CCTTCAtCTaGACCTCACCTTGACTC
Fw_alfa2 Confirmacion GCTGCTCCAGTCAACACTACAA

Rv_aox Confirmacion GCAAATGGCATTCTGACATCC
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Figura 1. Mapas de los plasmidos construidos para este trabajo. Los elementos y sitios de restriccion

relevantes son mostrados. A) pPIC2, B) pPIC3, C) pPIC4 y D) pPIC5.

E. colifue cultivada de forma rutinaria a 372C en cajas Petri o en matraces en medio LB (low

salt) suplementado con 25 ug mL! Zeocina o 100 pg mL! Ampicilina cuando fuese necesario.

Las cepas de P. pastoris fueron cultivadas de forma rutinaria en medio YPD liquido o agar a
302C y 250 rpm para cultivos liquidos. Los medios RDB (Regeneration Dextrose Medium) y
PAD (Pichia Adenine Dropout) fueron usados para recuperar las células después de la
electroporacion. El medio RDB fue preparado acorde a lo reportado por Wu S. et al. (2004),

en breve, 1M de Sorbitol, 1% (p/v) de dextrosa, 0.00004% (p/v) biotina, 1.34% (p/v) YNB, y
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2% (p/v) agar. El medio PAD fue comprado a Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad, CA,
EUA).

Rv_Nts_Xb
Rv_Nts Bm

Fw_Nts Nh

Start |_185wa fwatszgI Spel End

Fw_Nts_Nh Spel
Fw_3

18s_Fw
Start

Figura 2. A) Regidn nativa NTS en el genoma de Pichia pastoris. Se muestran los primers usados para amplificar
el fragmento. B) Representacion esquematica de la insercion del plasmido pPIC5 dentro de la region genémica

NTS Pichia. Los primers usados para confirmer insercion son mostrados

Los cultivos de seleccién en microplato y matraz fueron realizados en medio BMGY/ BMMY
(buffered complex glycerol or methanol medium) suplementado con 100 a 2,000 pg mL™*
de zeocina, el medio fue preparado acorde las instrucciones del manual PichiaPink™
Expression System (Invitrogen/Life Technologies; Carlsbad, CA, EUA). En cinéticas de matraz
la induccion fue realizada mediante la adicion de glucosa al 2% (p/v) a las candidatas
portados del promotor pGAP, mientras que metanol al 0.5% (p/v) fue adicionado a las

candidatas portando el promotor pAOX1.
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El medio minimo mineral (M3) fue preparado acorde los reportado por Gholsalkar A., et al.
(2008), con ligeras modificaciones para los experimentos en matraz. La formulacién final
quedo de la siguiente forma: 20 g L™* glicerol, 7.5 g L™t sulfato de amonio, 8.7 g L™* sulfato de
magnesio heptahidratado, 100 mM buffer fosfato pH 7.1, 1.5 mL L! solucién de vitaminas
y 10 mL L-! solucién de elementos traza. La composicion de las vitaminas fue D-biotina 0.05
g L'}, D-pantotenato de calcio 1.00 g L%, acido nicotinico 1.00 g L%, mio-inositol 25.0 g L,
tiamina hidroclérico 1.00 g L, piridoxol hidroclérico 1.00 g L' y acido p-amino benzoico
0.20 g L. La solucién de elementos traza contiene EDTA 3 g L%, sulfato de Zinc heptahidrato
0.9 g L'}, cloruro manganeso dihidrato 155 mg L, cloruro de cobalto (I1) dihidrato 60 mg L°
1, sulfato de cobre (ll) pentahidrato 60 mg L%, molibdato disddico dihidrato 80 mg L7,
cloruro calcio dihidrate 0.9 g L%, sulfato de fierro heptahidrato 0.6 g L%, acido bérico 200

mg L%, y ioduro de potasio 20 mg L.

Las enzimas de restriccion fueron adquiridas a New England Biolabs (lpswich, MT, EUA).
Reactivos y estandares de proteina para electroforesis fueron adquiridos de BioRad
(Hercules, CA, EUA). Los reactivos antes listados fueron comprados a BD o a Sigma, a menos

que se indique lo contrario.
5.2. Transformacion de Pichia pastoris.

Células electrocompetentes fueron preparadas acorde al protocolo de LiAc/DTT reportado
por Wu & Letchworth (2004), con ligeras variaciones: las células se cosecharon en 2.0 OD
(600 nm), la concentracion final de células electrocompetentes se ajusté aproximadamente a
5 X10° células/80ul, debido a que la mezcla se vuelve demasiado viscosa para manejarla

apropiadamente, por ultimo, se linealizaron de 3 a 6 ug de plasmido por reaccién.
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5.3. Seleccion de cepas y cultivos de Pichia.

Para la seleccidn de candidatas se realizaron cultivos en microplatos de 96 pozos acorde a
X. Qin et al. (2011).Una colonia de cada candidata fue picada con un palillo e inoculada en
un pozo de una placa de 96 pozos Costar/corning (New York, NY. EUA) con 100 pL de medio
de cultivo BMGY. Tras 24 h de crecimiento a 302Cy 250 rpm, la densidad éptica fue tomada
antes de centrifugar el plato a 3,000 g’s por 10 min. El sobrenadante fue removido
completamente y se afiadié 100 uL de medio BMGY o BMMY dependiendo la candidata. Se
cultiva por otras 24 h y al final el sobrenadante se toma para determinar la concentracion

de proteina recombinante secretada por ensayo colorimétrico y por SDS-PAGE.

Los cultivos en matraz fueron hechos en 25 y 50 mL con matraces de 100 y 250 mL,
respectivamente con medio BMGY para la fase de crecimiento. BMGY (se afiade glucosa en
vez de glicerol) para las candidatas que portan el promotor pGAP, y BMMY para las
candidatas que portan el promotor pAOX1, para la fase de expresion. El cambio de medio

(induccidn) fue realizado cuando el cultivo alcanzé de 6 a 10 OD’s.
5.4. Cultivos en biorreactor.

Se utilizaron dos reactores de 3 L de la marca Applikon (Delft, Holanda), con voliumenes de
operacion de 2 L, usando medio MG original. Se afiadié al medio 40 g L de glicerol como

Unica fuente de carbono.

El suministro de oxigeno inicial se realiza con aire a 1 VVM/min y comienza en condiciones
de saturacion, la agitacion se programa en loop dependiente del oxigeno disuelto en los
rangos de 400 a 600 rpm. La temperatura se ajusta a 302C +22Cvy el pH a 6.5 + 3. El setpoint

de oxigeno se ajusta en rango de 30 a 100%.
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Se realizaron al menos dos replicas independientes de cada condiciéon probada. En los

resultados se reportan medias y la desviacidén estdndar de cada condicidn.

Se utiliza la adiccién de hidréxido de sodio 3 N como agente regulador de pH.
Antiespumante GA10, PureProcess/Entegris (Billerica, MT, EUA), al 25% como agente
regulador del nivel a fin de evitar la formacién excesiva de espuma. Los cuales se preparan

en moédulos independientes y se adicionan segln las necesidades del cultivo.

El cultivo se inicia con un inoculo ajustado a 0.1 OD’s. El pre-inoculo se inicia 36 h antes con
un vial de 30 pL de células criopreservadas en glicerol inoculadas en un matraz con 50 mL
de medio YPD. Tras 24 h de crecimiento a 302Cy 250 rpm el cultivo se transfiere a un matraz
de 1 Ly se agrega medio YPG hasta alcanzar 100 mL. 12 h después el pre-inéculo debe de

tener entre 10 y 12 OD’s, suficientes para comenzar el cultivo en biorreactor.

Una cantidad ajustada de indculo se agrega al reactor, mezclado con la cantidad necesaria
de la solucion de elementos traza (20 mL L, 50X) y vitaminas (1.5 mL L) ya sea por

inyeccidn directa a una septa o mediante el médulo de inoculacién.
5.5. Métodos analiticos.

La determinacién de la concentracidn de proteina fue realizada mediante métodos
colorimétricos. La proteina producida en medio c