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RESUMEN

La levadura Pichia pastoris se ha consolidado como una plataforma de expresidn econdmica
y eficiente para la produccién de proteinas recombinantes, con ventajas como tiempos de
expresion rapidos y la capacidad de realizar modificaciones postraduccionales (PTM).
Reconocida como GRAS por la FDA, esta plataforma se ha empleado con éxito en la
produccién de mas de 70 proteinas biofarmacéuticas. Sin embargo, su eficacia es limitada
en el caso de proteinas recombinantes consideradas “dificiles de expresar”. Este tipo de
proteinas son estructuralmente complejas y requieren PTMs especificas, como la formacién
de enlaces disulfuro y la glicosilacidn, que son fundamentales para su correcto plegamiento.
La sobreexpresion de estas proteinas puede sobrecargar la maquinaria celular de
plegamiento y secrecion, lo que induce una respuesta de estrés en el reticulo endoplasmico

(RE).

El principal obstaculo para la secrecidn de una proteina recombinante es su plegamiento
incorrecto, que activa la respuesta de proteina no plegada (UPR) y la degradacién asociada
a RE (ERAD). Una estrategia clave para superar esta limitacion es la seleccidn de sefales de
secrecidon adecuadas que dirijan de forma éptima el procesamiento postraduccional. Aqui,
evaluamos si la presencia del pro-dominio de proteinas “dificiles de expresar” influye en la

expresion y secrecion de proteinas recombinantes producidas en Pichia pastoris.

Para ello, se utilizaron dos proteinas modelo de estructura compleja: la Proteina
Morfogenética Osea 2 (BMP2) y el activador tisular del plasminégeno (tPA). Se disefiaron y
generaron cepas transformantes de Pichia pastoris, los constructos genéticos incluian tres
variantes para cada proteina: la region madura ("m"), con el pro-dominio completo (pro-)
y con una modificacidn en el sitio de corte Kex2 (K). Las cepas se caracterizaron y, una vez
establecidas, se indujo la expresién de las proteinas. Para evitar los efectos del estrés
masivo, se utilizaron cepas con una insercién del gen (monocopia). Se evalud la activacién
del estrés de reticulo mediante la cuantificacion de la expresion de marcadores moleculares

de UPRy ERAD en los distintos constructos.

Los resultados demostraron que la presencia del pro-dominio no influyd en la activacién de
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las vias de estrés celular (UPR y ERAD) en las cepas monocopia, lo que contrasta con el
comportamiento de cepas multicopia que si exhiben una sobreexpresion de marcadores
como la Disulfuro isomerasa (PDI). Aunque el andlisis por cromatografia de afinidad
confirmé la presencia de las proteinas en todas las fracciones, no se observaron diferencias
significativas entre las variantes de los pro-dominios. Estos hallazgos indican que, si bien la
estrategia del pro-dominio no activd la respuesta de estrés celular en las cepas monocopia,
no fue suficiente para lograr una alta produccion de las proteinas de interés. Esto sugiere
gue el pro-dominio podria no ser el factor determinante en este sistema y que el cuello de

botella podria residir en otra etapa de la via secretora.



ABSTRACT

Pichia pastoris yeast has established itself as an economical and efficient platform for
producing recombinant proteins, with advantages like rapid expression times and the
ability to perform post-translational modifications (PTMs). Recognized as GRAS by the
FDA, this platform has been successfully used to produce over 70 biopharmaceutical
proteins. However, its effectiveness is limited for so-called "difficult-to-express"
recombinant proteins. These proteins are structurally complex and require specific PTMs,
such as disulfide bond formation and glycosylation, which are fundamental for their
correct folding. Overexpression of these complex proteins can overwhelm the cell's
folding and secretion machinery, inducing a stress response in the endoplasmic reticulum

(ER).

The main obstacle to recombinant protein secretion is incorrect folding, which activates the
unfolded protein response (UPR) and ER-associated degradation (ERAD) pathway. A key
strategy to overcome this limitation is to select appropriate secretion signals that optimally
guide post-translational processing. In this thesis, we evaluated whether the presence of a
pro-domain in "difficult-to-express" proteins influences the expression and secretion of

recombinant proteins produced in Pichia pastoris.

To do this, we designed and generated Pichia pastoris transformant strains carrying genetic
constructs for two complex model proteins: Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP2) and
tissue plasminogen activator (tPA). The constructs included three variants for each protein:
the mature region ("m"), the full pro-domain ("pro-"), and a modification in the Kex2
cleavage site ("K"). The strains were characterized and, once established, protein expression
was induced. To avoid the effects of massive stress, we used strains with a single gene
insertion (monocopy). We evaluated the activation of ER stress by quantifying the

expression of molecular markers for UPR and ERAD in the different constructs.

The results showed that the presence of the pro-domain did not influence the activation of
cellular stress pathways (UPR and ERAD) in the monocopy strains, which contrasts with the

behavior of multicopy strains that did exhibit an overexpression of markers like PDI.
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Although affinity chromatography analysis confirmed the presence of proteins in all
fractions, no significant differences were observed between the pro-domain variants.
Likewise, the protein bands for BMP2 and tPA on the gels were faint, suggesting low
production. These findings indicate that while the pro-domain strategy did not activate the
cellular stress response in the monocopy strains, it was not enough to achieve high
production of the target proteins. This suggests that the pro-domain may not be the
determining factor in this system and that the bottleneck may reside elsewhere in the

secretory pathway.
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INTRODUCCION

Proteinas recombinantes como farmacos

Las proteinas cumplen funciones fundamentales para la vida, catalizan reacciones
metabdlicas, forman complejos bioldgicos, participan activamente en la sefializacion celular
y son responsables de las interacciones inter e intracelulares. Por ello, muchas de estas
proteinas se utilizan en la biomedicina como blancos terapéuticos y/o productos
farmacéuticos (1). Con el advenimiento de la tecnologia del ADN recombinante se abrié una
nueva etapa para la obtencion de proteinas en sistemas de expresion heterdloga,
transformandose en una plataforma convencional en la biotecnologia moderna, para la
obtencién de proteinas recombinantes (rProt) de uso industrial (2) y proporcionando
importantes avances en biomédica donde no solo se usan en investigacién, sino también

como medicamentos en el tratamiento de diversas enfermedades (3).

La primera rProt utilizada en la industria farmacéutica fue la insulina humana recombinante
(Humulin®) que fue aprobada por la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA,
por sus siglas en inglés, Food and Drug Administration) en 1982, proporcionando una nueva

generacion de terapias basadas en proteinas (4).

Actualmente se utiliza el término 'biofarmacéutico' para referirse a rProt terapéuticas
(incluidos los anticuerpos), productos basados en acidos nucleicos y productos basados en
células o tejidos disefiados (5). Para el 2018, el nimero de biofarmacéuticos con licencias
activas en los Estados Unidos y la Unién Europea era de 285 productos proteicos aprobados
para su comercializacién, estos incluyen hormonas recombinantes, interferones,
interleucinas, factores de crecimiento, farmacos tromboliticos, etc. El objetivo es tratar
enfermedades importantes como diabetes, infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca

congestiva y cancer, entre otras patologias (5-7).

Desde entonces, la cifra ha seguido creciendo de manera sostenida, y para 2023 la FDA
reportaba mas de 400 biofarmacos aprobados para su comercializacion. Entre los ejemplos

mas destacados se encuentran los anticuerpos monoclonales terapéuticos (mAbs), que
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dominan el mercado biotecnoldgico con aplicaciones en oncologia (trastuzumab, rituximab)
(8), enfermedades autoinmunes (Adalimumab, Infliximab) (9) y enfermedades inflamatorias
cronicas (Etanercept) (10). Asimismo, proteinas recombinantes como los factores de
coagulacion (factor VIl y IX para hemofilia) (11), las eritropoyetinas para anemia asociada a
insuficiencia renal crénica y los factores de crecimiento granulocitario (filgrastim,

pegfilgrastim) (12) han transformado el tratamiento clinico de millones de pacientes.

En la ultima década, también se han incorporado proteinas de nueva generacién como
enzimas recombinantes utilizadas en terapias de reemplazo en enfermedades raras (por
ejemplo, imiglucerasa y laronidasa), asi como proteinas de fusion Fc disefiadas para
aumentar la vida media en circulacion (13,14). Paralelamente, varias proteinas
recombinantes se encuentran en fases avanzadas de ensayos clinicos, incluyendo nuevas
variantes de hormonas del crecimiento, interferones optimizados, BMPs para regeneracion
Osea y versiones mejoradas de activadores tisulares del plasminégeno (tPA) con mayor
estabilidad y eficacia trombolitica. Vacunas recombinantes, como las aprobadas contra la
hepatitis B (Shanvac™) y, mas recientemente, las vacunas contra el COVID-19 (Corbevax®)

(15).

Este panorama refleja no solo el crecimiento exponencial del nimero de proteinas
recombinantes aprobadas, sino también la diversificacién de sus aplicaciones, consolidando
a las rProt como una de las clases de farmacos mas relevantes e innovadoras en la medicina

moderna.

El mercado de las rProt presenta drasticas diferencias en los precios de venta, donde las
proteinas destinadas al uso industrial se venden por decenas de ddlares por kilogramo (kg),
mientras que las destinadas a la biomedicina pueden venderse por miles de millones de
délares por kg. A pesar de que ambas presentan similitudes técnicas en su fabricacion, llevar
un medicamento al mercado se estima en $1.4 billones de ddlares (16,17), lo que se traduce
en que, desafortunadamente, los costos de los medicamentos proteicos a menudo son
extremadamente altos. Un ejemplo representativo, para el 2013, la eritropoyetina humana

recombinante (EPO), usada en el tratamiento para la anemia por insuficiencia renal o
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tratamiento contra el cancer, costaba mas de 2 mil millones USD/kg. Del mismo modo,
terapias de reemplazo de enzimas como las enfermedades de almacenamiento lisosémico
(LSD) representaban mas de $150 mil USD/afio por paciente. Estos altos costos se explican
parcialmente por la inversion en el desarrollo de productos, los gastos asociados al analisis
y control de calidad (18). Aunque la biofarmacéutica representa sélo una fraccion menor de
los productos médicos comerciales, dominan la lista de medicamentos mds vendidos en
todo el mundo. Incluso, por la creciente demanda mundial de medicamentos asequibles y
la escasez de productos biofarmacéuticos esenciales se han establecido mercados ilegales,
donde se comercializan sin ser autorizados y en algunos casos, incluso sin completar
ensayos clinicos para establecer su seguridad (19). Debido a esto, existe una fuerte presion
para la busqueda de alternativas rentables e innovadoras en la produccién de farmacos

proteicos.

Sistemas de expresion de proteinas recombinantes.

Para producir proteinas recombinantes el primer paso es clonar el ADN deseado; entonces
la proteina se amplifica en el sistema de expresidn elegido. Existen variados sistemas de
expresion de proteinas disponibles tanto procariotas, como eucariotas, que van desde
cultivos celulares bacterianos, levaduras, mohos, mamiferos, plantas o insectos, incluso
plantas y animales transgénicos. La eleccion del sistema de expresién adecuado
dependera de la calidad de la proteina, la funcionalidad, la velocidad de produccion vy el
rendimiento que se requiera (20-24). Las proteinas con valor terapéutico a menudo
requieren modificaciones postraduccionales (PTM) necesarias para llevar a cabo su
funcidén bioldgica natural. Estos incluyen, procesamiento proteolitico, formacion de
enlaces disulfuro, plegamiento de proteinas, glucosilacion, entre otras. Ademas, las
proteinas terapéuticas poseen complejas estructuras secundarias y terciarias que deben
mantenerse (5), generando que el hospedero requiera de medios nutricionales complejos
para realizar estas modificaciones, generando un crecimiento mas lento, fragil, alargando
los tiempos y costos de producciéon del biofarmaco (25).

Los sistemas bacterianos de produccidn de proteinas terapéuticas son atractivos debido a

los bajos costos de cultivo, el rapido crecimiento de las bacterias y su productividad. Sin
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embargo, carecen de nucleo, reticulo endopldsmico (ER) o aparato de Golgi, que
desempefian un papel importante en el transporte y las PTM. Dado que las PMT estdn
involucradas en procesos de plegamiento, estabilidad y actividad bioldgica, una rProt
derivada de bacterias podria estar inactiva o incluida en estructuras como los cuerpos de
inclusién (26). Finalmente, las bacterias que sobre producen proteinas recombinantes son
susceptibles a tensiones conformacionales o metabdlicas, afectando negativamente Ila
solubilidad de las proteinas (27).

Por otra parte, las lineas celulares de mamiferos son las plataformas de produccion mas
utilizadas en la produccién biomédica, debido principalmente a la similitud funcional en la
sintesis de proteinas humanasy su capacidad de realizar PTM. La mayoria de los productos
biofarmacéuticos comercializados se producen en lineas celulares inmortalizadas como
ovario de hamster chino (CHO), células de mieloma murino (NS0O), células de embrionarias
de rifién humano 293 (HEK 293) y células de rifidn de hdmster bebé (BHK- 21). Aunque la
produccién en estos sistemas de expresion requiere medios de produccion y crecimiento
mas sofisticados, son los mas requeridos en la produccién de proteinas (28,29).

I “"

Las células CHO se consideran el “gold standard” de la produccion de proteinas de
mamiferos especialmente a escala industrial donde pasé de producir titulos de 5-50 mg/L
en 1985, a 5 g/L en el 2005 que siguen mejorando (30,31). Estos avances en la
productividad se deben a que permite el crecimiento de células a altas densidades en
cultivos en suspensién y la mejora de medios libres de suero definidos quimicamente, que
carecen de materiales derivados de animales. Estos medios personalizados son mas
rentables, ya que no requieren suplementos con suero de fetal bovino; son mas seguros,
ya que hay menos riesgo de contaminacion viral y por priones del suero bovino; y han
simplificado los requisitos de procesamiento (32). Sin embargo, aun se requiere la
implementacion de procesos de eliminacién viral mediante el uso de filtros o resinas, asi
como los pasos de inactivacion mediante el uso de pH bajo o detergentes, para prevenir

el grave problema de seguridad de la contaminacidn viral de las sustancias farmacoldgicas

proteicas, del mismo modo, son sensibles a variaciones en las condiciones de cultivo.
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Problemas como la falta de nutrientes, la limitacién de oxigeno, la acumulaciéon de
subproductos tdxicos y la alta osmolaridad, pueden conducir a la apoptosis celular, que
tiene un impacto negativo en la productividad final (33).

Por otra parte, las levaduras, al ser organismos eucariotas también son capaces de realizar
PTM, sus medios de cultivo son considerablemente menos costosos, son definidos y
permiten obtener altos rendimientos de rProt, combinando produccién en biorreactores
a gran escala, con modificaciones genéticas faciles de lograr y altas concentraciones de
biomasa. Ademas, las levaduras son considerablemente menos susceptibles a la
contaminacién del cultivo y, finalmente, por su pared celular son menos sensibles y mas
resistentes al proceso de produccion (34). Dadas estas caracteristicas, representan una
muy buena opcidn intermedia entre sistemas bacterianos y mamiferos.

El mecanismo de expresidn de proteinas en estos microorganismos es cercano al de las
células de mamiferos. En comparacién con las bacterias, las células de levadura tienen
ventajas como velocidad de crecimiento, PTM, expresidn secretora y facil manipulacidon
genética. Las proteinas de expresion en S. cerevisiae a menudo estan hiperglicosiladas, un
proceso que puede alterar la estructura de la proteina y, como resultado, desencadenar
una respuesta inmune en el organismo del paciente (35), esto no sucede en otras

levaduras, como Pichia pastoris (36).

Pichia pastoris como sistema de produccién heteroéloga.

La levadura metilotréfica Pichia pastoris (P.pastoris), recientemente reclasificada como
Komagataella phaffii (37), es actualmente el sistema de expresién de proteinas mas
utilizado después de Escherichia coli, y se ha establecido como una plataforma exitosa
especialmente en el sector de enzimas industriales y la industria biofarmacéutica. Como
microorganismo considerado generalmente seguro (GRAS) varios productos
biofarmacéuticos han sido aprobados para uso humano por organismos reguladores como
la FDA, como es el caso del inhibidor de la calicreina Kalbitor ® (38) y mas de 70 productos
gue se encuentran en el mercado o en fase de desarrollo tardio (39). P. pastoris, al ser
menos exigente en términos de tiempo y esfuerzo en relacion con los sistemas eucariotas
complejos, es capaz de producir titulos altos, siendo aplicada ampliamente para la
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produccién comercial de diversas proteinas biofarmacéuticas. Algunos ejemplos son:
precursor de insulina a 1,5 g/L, Interleucina 2 intracelular 4 g/L, albimina sérica humana
secretada 4 g/L, factor de necrosis tumoral 6 g/L entre otras proteinas heterdlogas de
interés farmacéutico (22).

Pichia pastoris posee una serie de ventajas distintivas sobre otros hospederos. Es capaz
de utilizar un modo de respiracién aerdbico que le permite alcanzar una alta densidad
celular de cultivo (130 g/ L). Ademas, se dispone de plasmidos con diversos promotores,
como el constitutivo GAP o el inducible por metanol AOX1, lo que permite una expresion
génica controlada (40).

Una de sus mayores fortalezas es su capacidad de realizar expresidn secretora con un bajo
nivel de secrecion de proteinas enddgenas (41). Esto facilita enormemente la purificacion
de la proteina recombinante. Por si fuera poco, a través de la ingenieria metabdlica de la
ruta de glicosilacién, Pichia pastoris puede imitar el sistema de los mamiferos (42). Este
proceso es fundamental para obtener proteinas terapéuticas, ya que la glicosilacién es

crucial para su correcto plegamiento, solubilidad, estabilidad y actividad bioldgica.

Estas caracteristicas, sumadas a su capacidad de producir proteinas de manera intracelular
o extracelular, han ampliado el espectro de proteinas recombinantes que pueden
expresarse en este hospedero, convirtiéndolo en una plataforma ideal para la produccion

de proteinas de estructura compleja destinadas a la biomedicina.

Produccion de proteinas dificiles de expresar

A pesar de los grandes avances en la expresién de rProt en sistemas heterdlogos, la
produccién a escala sigue enfrentando desafios significativos. Se ha estimado que
aproximadamente un 50% de los experimentos fallan en la fase de expresion (43). En gran
parte, esta alta tasa de fracaso se debe a que son un grupo de proteinas con estructura
compleja consideradas “dificiles de expresar” debido a un conjunto de propiedades
intrinsecas que complican su procesamiento en la célula huésped. Estas proteinas son

estructuralmente complejas y presentan caracteristicas que comprometen su secrecién y
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estabilidad (44).

Dichas propiedades incluyen un plegamiento riguroso, la necesidad de variadas vy
especificas PTMs, el ensamblaje en complejos homoméricos o heteroméricos, o bien, la
capacidad de producir estrés en la via traduccional del hospedero (44). Estos
requerimientos a menudo exceden la capacidad celular, generando inconvenientes como
cuellos de botella, toxicidad o la agregacién de proteinas en cuerpos insolubles. Un
problema recurrente es el plegamiento inadecuado de la proteina de interés, que resulta
en la pérdida de su funcion nativa, un evento que ocurre con frecuencia en la expresion
de proteinas humanas de interés farmacoldgico. Por lo tanto, a medida que aumenta la
complejidad de estas proteinas, la eficacia de las plataformas de fabricacion tradicionales
se ve seriamente comprometida (45,46).

En el caso de las bacterias, esto se atribuye principalmente a factores como las diferencias
en el uso de codones, la terminacion prematura de la traduccién por la presencia de
secuencias repetitivas de ADN, diferencias en el potencial redox citoplasmatico que
interfieren con la formacién de enlaces disulfuro y de la falta de PTM (47). Ademas, como
la expresidn funcional estd relacionada con el tamafio y las caracteristicas de la proteina
heterdloga, donde se ha informado que las proteinas con gran peso molecular o aquellas
que poseen varios dominios de membrana presentan una tendencia mucho mayor a
formar agregados insolubles y son propensas a la protedlisis, generando titulos bajos
(46,48). Algunos de estos problemas también se han detectado en la produccion en células
CHO. Principalmente, la informacién detallada sobre la productividad y los niveles de
expresion en plataformas heterdlogas se concentra en la obtencién de anticuerpos
monoclonales (mAb) y proteinas de fusién Fc (13,14,49). Esta abundancia de datos en
torno a los mAb ha establecido un estandar de referencia implicito para el sector, pero al
mismo tiempo, genera una brecha significativa. Como resultado, existe escasa
informacién publicada sobre los niveles de expresidon y secrecidn de otras clases de
proteinas consideradas "dificiles de expresar". Esta disparidad dificulta de manera critica
la capacidad de definir umbrales claros que constituyan una baja o alta productividad para

productos proteicos que no son mAb, volviendo dificil comparar y evaluar la eficiencia de
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diferentes sistemas de produccion (50,51).

La rProt puede ser dificil de expresar no solo debido a desafios intracelulares que genera
en el hospedero (como toxicidad y sobrecarga), sino también, debido a sus propiedades
estructurales intrinsecas como la complejidad de su forma tridimensional o la tendencia a
generar agregados. Estas caracteristicas requieren el uso de estrategias de ingenieria para
superar estas limitaciones de produccién (52,53).

En contraste, es importante reconocer que las proteinas terapéuticas menos complejas,
gue requieren pocas o ninguna modificacién postraduccional (PTM), han sido expresadas
exitosamente en diversos hospederos. El caso mas notable es el de la insulina humana
recombinante (Figura 1A), una de las primeras rProt aprobadas, cuya estructura
relativamente sencilla ha permitido su produccion a escala y de manera eficiente en
sistemas microbianos como las bacterias (54).

Sin embargo, a medida que la complejidad aumenta, la eficacia de las plataformas se
compromete. A pesar de que Pichia pastoris es un referente en la produccién de proteinas
de membrana —un tipo de proteinas complejas consideradas dificiles de expresar (55)—,
existe una brecha de conocimiento respecto a su capacidad para obtener otro tipo de
proteinas dentro de este grupo (56). No obstante, al igual que en otros sistemas de
expresion, parece haber un consenso en que la via secretora y el correcto plegamiento de
la rProt constituyen los principales cuellos de botella en la secrecidén. Se sabe que la
generacion de ciertas proteinas que requieren de multiples PTMs sobrepasa la capacidad
de plegamiento y secrecion de la célula, lo que invariablemente desencadena estrés
celular. Por lo tanto, aln se requiere investigar en profundidad el potencial de P. pastoris
y sus limites para la expresion de proteinas complejas (57,58).

Un ejemplo de proteina compleja es la Proteina morfogenética 6sea 2 (BMP2). Esta
proteina cumple un rol osteoinductor y se utiliza en la regeneracion de tejido éseo (59).
Se considera una proteina dificil de expresar ya que su forma nativa se sintetiza como un
zimogeno, es decir, una forma precursora biolégicamente inactiva. Para alcanzar su forma
funcional madura, la proteina requiere un procesamiento proteolitico especifico, donde

el pro-dominio conformado por 261 aminoacidos debe ser escindido o “cortado” del
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péptido maduro, que posee 114 aminoacidos. Este pro-dominio es mas que un simple
fragmento; su presencia es crucial, ya que se encarga de asistir en el plegamiento correcto
de la proteina madura antes de que ocurra el corte. La proteina madura es compleja
(Figura 1B), presenta un nudo de cisteina con tres puentes disulfuro (dos intracatenarios
y uno destinado a formar la estructura dimérica activa), ademas de requerir un sitio de
potencial glicosilacién (60). Es una proteina pequeia, cuyo homodimero tiene un peso
molecular de 26 KDa. Se ha conseguido su produccion en células CHO (61) sin embargo,
no existen antecedentes de producciéon de BMP2 en P. pastoris, aunque se ha logrado
expresar otras proteinas de esta familia como la proteina BMP4 y 7, pero estas no
pudieron formar las estructuras nativas adecuadas (62).

Otro ejemplo de proteina compleja es el activador tisular del plasminégeno (tPA), una
serina proteasa fundamental en el area clinica, cuya funcion principal es catalizar la
conversion de plasmindégeno en plasmina, enzima fundamental en la disolucién de
coagulos sanguineos (63,64). Su estructura es un mosaico compuesto por 517
aminodcidos y posee cinco dominios (Figura 1C), requiere la formaciéon de 17 puentes
disulfuro y posee tres sitios potenciales de glicosilacién en su estructura madura, se
considera una proteina grande cuyo peso molecular es de 70 kDa. Si bien, esta proteina
se produce comunmente en células CHO, su vital aplicacion clinica ha impulsado una
extensa y variada investigacion para optimizar su produccidn. Por ello, se ha conseguido
su produccion en una amplia gama de hospederos, incluyendo animales transgénicos (65)
y levaduras como P. pastoris. Mas aun, este fuerte interés por su produccidn se refleja en
el desarrollo de fragmentos modificados y quiméricos, que solo contienen su fraccion
catalitica. Esta diversificacidon de estrategias y la simplificacion estructural demuestran
los esfuerzos de la biotecnologia por superar los retos de produccién y garantizar un

suministro eficiente y funcional para su uso terapéutico (66—68).
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A)

Figura 1: Estructuras 3D de las proteinas recombinantes. En A, se muestra la estructura
cristalizada 3D de la insulina recombinante pdb_00006017. En B la estructura
cristalizada 3D de la proteina BMP2 extraida de Koztsh 2015 (69). En C, la estructura
cristalizada 3D de la proteina tPA pdb_00001bda.

Dadas las caracteristicas moleculares de ambas proteinas su producciéon en sistemas de
expresiéon como las bacterias, que carecen de la maquinaria para realizar estas PTMs, a
menudo resulta en proteinas inactivas o insolubles (44). Sin embargo, P. pastoris posee la
capacidad para realizar estas modificaciones postraduccionales complejas, si bien el
patron de N-glicosilacién de P.pastoris difiere del patrén mamifero, su naturaleza
altamente manosilada ha demostrado ser compatible con la actividad bioldégica de
numerosas proteinas de interés terapéutico y, en ciertos casos, incluso confiere ventajas
como una mayor vida media sérica y una menor inmunogenicidad (70). Esta caracteristica
la posiciona como una plataforma ideal para la produccion de moléculas biofarmacéuticas
complejas que de otro modo se degradarian o serian inactivas en otros sistemas de
expresion (71). Sin embargo, los mecanismos que guian la sintesis, PTMs (procesamiento
proteolitico, glicosilaciones, dimerizaciones, formacién de enlaces disulfuro) y secrecién
de rProt pueden ser sobrepasados en el caso de proteinas complejas como BMP2 y tPA,

generando un cuello de botella de la via secretora.
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Sistema de secrecion de proteinas recombinantes

La secrecién de proteinas heterélogas no es solo un simple proceso homogéneo de sintesis
de proteinas, sino que también involucra muchos otros factores como la translocacidn co-
o postraduccional de la proteina naciente en el reticulo endoplasmatico (ER) mediada por
un péptido sefal, plegamiento de proteinas a su estado nativo, formacion de enlaces
disulfuro, control de calidad dentro del ER, glicosilacién (en el ER y en el aparato de Golgi),
trafico y clasificaciéon intracelular de proteinas, y estrés celular por plegamiento incorrecto
o sobreexpresion de la proteina de interés (52,72,73) esquematizados en la Figura 2.

Por lo tanto, cuando la proteina es muy compleja, o requiere de muchas PTM, su
procesamiento puede exceder la capacidad de plegamiento del ER generando un cuello
de botella en la via de secrecién, desencadenando estrés celular. La respuesta celular al
estrés se representa a nivel molecular induciendo la sintesis de chaperonas y/o proteasas.
Las chaperonas actlan en el plegamiento, translocacion y re-plegamiento de proteinas,
capturando intermediarios plegables para evitar la agregacién errénea y/o para facilitar el
re-plegamiento, activando la respuesta de proteina no-plegada o mal plegada (UPR de sus
siglas en inglés Unfolded Protein Response). Por otra parte, las proteasas aseguran que las
proteinas dafiadas y de corta duracion se degraden eficientemente por la via
de degradacidn asociada a ER (ERAD, de sus siglas en inglés Endoplasmic reticulum-

associated degradation) (74-76).
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Figura 2: Resumen de sintesis de proteinas e interrupciones en la via secretora. El| ARN
se transcribe en el nucleo y luego se transporta al citoplasma y se traduce por los
ribosomas. Las proteinas se unen al ER, donde se pliegan y procesan antes de pasar al
Golgi. Las proteinas sufren modificaciones postraduccionales y posteriormente se
procesan a través de la via secretora. En rojo se destacan los puntos principales “cuellos
de botella” en el proceso de secrecién de las proteinas. Modificada de Alves & Dobrowsky,

2017.

Estrés de reticulo endoplasmatico

El estrés de reticulo endoplasmatico (ER) es una respuesta adaptativa de la célula, pero
cuando se mantiene de manera crénica debido a la sobreproduccién de proteinas mal
plegadas, puede conducir a consecuencias deletéreas. Cuando la acumulacién de rProt
activa la via de UPR, se desencadena un mecanismo de sefializacidn celular que inicia con
el aumento del factor de transcripciéon HAC1. Este permite la traduccién de una forma

activa de la proteina Haclp, que se transloca al nucleo para activar la expresién de genes
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diana. Entre estos genes se encuentran la chaperona KAR2 (también conocida como BiP),
gue ayuda en el correcto plegamiento de la proteina de interés, la Proteina disulfuro
isomerasa (PDI), que cataliza la formacion de puentes disulfuro, y la oxidorreductasa
ERO1, que aumenta la capacidad oxidativa del ER (77). Una UPR sostenida puede agotar
las chaperonas del RE y las reservas energéticas, comprometiendo la viabilidad y activando
vias de apoptosis celular, lo que se traduce en bajos titulos de produccion (77).

La célula cuenta con un segundo mecanismo de control de calidad para las proteinas que
no pueden ser correctamente plegadas: la Degradacion asociada al Reticulo
Endoplasmatico (ERAD). Esta via es fundamental para eliminar proteinas mal plegadas
que, de otra forma, se acumularian y causarian toxicidad celular (75). Los componentes
clave de ERAD forman un complejo que identifica y retrotransloca las proteinas del lumen
del RE hacia el citosol. Este complejo incluye el canal de translocacién SEC63 y la proteina
accesoria DER1 (76). Una vez en el citosol, la proteina mal plegada es marcada para su
degradacion por la ubiquitina ligasa HRD1, que afiade cadenas de ubiquitina. Finalmente,
estas proteinas ubiquitinadas son degradadas por el proteosoma. Una sobrecarga de la
via ERAD, causada por la produccidon de proteinas recombinantes con un plegamiento
ineficiente, puede llevar a una disfuncidn del sistema, resultando en la retencién de la
proteina en el RE y, consecuentemente, en titulos de secrecion bajos (78). Por lo tanto, un
plegamiento ineficiente no solo activa la UPR, sino que también sobrecarga la via ERAD,

contribuyendo a la disminucidn de la productividad.

Via de secrecion en Pichia pastoris

La produccion de proteinas recombinantes de alta complejidad en Pichia pastoris esta
intrinsecamente ligada a la eficiencia de su via secretora (79).

La limitacidn para que una proteina considerada dificil de expresar ingrese a la via de
secrecidon puede estar mediada por tres factores, el primero, la translocaciéon de la
proteina naciente al ER mediada por el péptido sefial, luego, los niveles de chaperonas
para su plegamiento y finalmente, el mantenimiento de la estructura terciaria de la

proteina nativa.
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El péptido sefial mas eficaz para dirigir la proteina a través de la via secretora en P.
pastoris es el factor de apareamiento de alfa (MFa) de S. cerevisiae. Este se compone de
una region pre y pro, la pre-region es responsable de dirigir la proteina naciente post-
traduccionalmente hacia el reticulo endopldsmico (ER) y posteriormente es escindida por
una peptidasa sefial. Se cree que la region pro desempeiia un papel en la transferencia de
la proteina desde el ER al Golgi, ayuda a prevenir la preactivacion de proteinas antes de
que lleguen a sus destinos celulares finales e incluso, puede actuar como chaperona.
Luego es escindido de la proteina naciente por proteasas tardias residentes en Golgi, como
la proteasa Kex2 presente en levaduras que se ha descrito ampliamente en S. cerevisiae
(42,80,81).

Respecto al plegamiento al estado nativo de la proteina diana, varios estudios han
encontrado que los pros-dominios en algunas proteinas sintetizadas como zimdégenos son
importantes para la produccién de proteinas maduras activas. Al igual que con MFaq,
los pro-dominios pueden actuar como chaperonas intramoleculares para ayudar al
plegamiento adecuado de péptidos maduros o a estabilizar los péptidos maduros para
aumentar su transporte de ER a Golgi (41,62). Por ello, la coexpresién de la secuencia del
péptido maduro y el pro-dominio puede proporcionar una estrategia para la produccién
eficiente de proteinas dificiles de expresar y biolégicamente activas en P. pastoris. Por lo
tanto, una consideracién fundamental para optimizar la expresion y secrecion de
proteinas en este ventajoso hospedero corresponde a la seleccion apropiada de seiales
de secrecion que dirigen el procesamiento postraduccional de la proteina naciente.

Al respecto, postulamos que, en la via secretora de Pichia pastoris, no es suficiente con el
péptido sefal MFa; la clave podria residir en un pro-dominio eficientemente disefiado
puede facilitar podria facilitar la adquisicién de la estructura nativa de proteinas con
multiples puentes disulfuro. Un pro-dominio funcional ayudaria a evitar la formacién de
agregados insolubles y la activacion del mecanismo ERAD, promoviendo asi un transito
fluido a través del RE. Por el contrario, un pro-dominio no optimizado o la ausencia de
este, podria resultar en un plegamiento ineficiente, aumentando la carga de trabajo del

RE y desencadenando las vias de UPR y ERAD. Esta estrategia, que enfoca la eficiencia de
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la secrecidn desde el disefio del pro-dominio, no ha sido evaluada previamente en detalle.
De esta manera, las modificaciones en el pro-dominio se convierten en una estrategia

directa para modular la secrecidén y mitigar el estrés celular.

Estructura y Desafios de Plegamiento de BMP2 y tPA

Las proteinas seleccionadas, BMP2 y tPA, son patrones modelo que representan desafios
de plegamiento en la produccidn de biofdrmacos. BMP2 pertenece a la superfamilia TGF-
By se caracteriza por la presencia de siete residuos de cisteina que forman una estructura
de "nudo de cisteinas" (cysteine knot), la cual es fundamental para su actividad
osteoinductiva. El tPA, por su parte, es una serin proteasa con cinco dominios
estructurales (dedo, Kringle 1, Kringle 2, dominio de crecimiento epidérmico y dominio de
serin proteasa), cada uno de los cuales requiere un plegamiento preciso y la formacién de
multiples puentes disulfuro intrinsecos. La produccion de estas moléculas en sistemas
procariotas o en levaduras con capacidades de plegamiento limitadas a menudo resulta
en la formacion de cuerpos de inclusidn o proteinas inactivas. Por lo tanto, el uso de estas
proteinas como modelos es ideal para evaluar cdmo un pro-dominio puede mejorar la
capacidad del reticulo endoplasmatico de Pichia pastoris para procesar y secretar

estructuras proteicas de alta complejidad.

25



HIPOTESIS

“Los niveles de secrecion de proteinas complejas de producir en Pichia pastoris
dependen de la presencia de su prodominio, lo que se asocia a un menor estrés de

reticulo”

Para evaluar este postulado, durante esta investigacion se utilizaron dos proteinas
modelo de estructura compleja, la Proteina morfogenética 6sea 2 (BMP2) y el activador

tisular del plasmindgeno (tPA).
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OBIJETIVOS:

Objetivo general:

Analizar la importancia del pro-dominio en la expresidn y secrecién de proteinas
recombinantes complejas producidas en Pichia pastoris, evaluando su impacto en la
activacion de la respuesta de estrés en el reticulo endoplasmatico (UPR y ERAD).

Objetivos especificos:

1. Generar un sistema de produccién heterdloga de BMP2 y tPA en Pichia pastoris

utilizando distintas estrategias de procesamiento del pro dominio.

2. Caracterizar cepas transformantes para la expresion de BMP2 y tPA en Pichia

pastoris.

3. Determinar el efecto sobre el estrés de reticulo de las variantes de BMP-2 y t-PA.
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MATERIALES Y METODOS.

4.1 Microorganismos

Escherichia coli

Para la multiplicacion y amplificacion de los plasmidos, se empled la cepa E.coli TOP10, del
banco de cepas del Laboratorio de cultivos celulares, EIB-PUCV.

Pichia pastoris

Para la expresion de BMP2 y tPA en levaduras se utilizé la cepa de Pichia pastoris X-33.
Como control negativo de expresion se utilizé la cepa sin transformar P. pastoris X-33 (WT)
y la cepa X-33 transformada con el pldsmido pPicZa vacio (sin inserto); como control
positivo de expresiéon de proteinas la cepa 365 Gs115 pPicZa-CalB, del cepario del

laboratorio de cultivos celulares, EIB-PUCV.

4.2 Medios de cultivo

Para el desarrollo de esta investigacion se utilizaron diversos medios de cultivo para cada
microorganismo. El crecimiento de E.coli se llevd a cabo en medio Luria Bertani LB,
constituido por 1% Triptona, 0.5% Extracto de levadura, 1% NaCla pH 7.5y LB agar con 1.5%
agar-agar. Para realizar la seleccidn de clones con antibidtico fue necesario utilizar medio
LB Low Salt, que posee 1% Triptona, 0.5% Extracto de levadura con 0.5% NaCl a pH 7.5, dada
la sensibilidad del antibidtico a las altas concentraciones de sal.

Para el aislamiento y mantencidn de las cepas de P. pastoris X-33 se utilizd el medio YPD
constituido por 1% extracto de levadura, Peptona 2% p/v, Dextrosa (D-Glucosa) 2% p/v.
Para la caracterizacion del crecimiento y la expresidn de proteinas se utilizdé el medio BMG
de sus siglas en ingles “Buffered Minimal Glycerol”y BMM “Buffered Minimal Methanol”,
constituidos por 100mM de fosfato de potasio pH 6.0, 1.34% Base de Nitrégeno de Levadura

(YNB, Yeast Nitrogen Base en inglés), 4 x 10-5% biotina, 1% glicerol 0 0.5% methanol segun
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corresponda.

4.3 Generacion de los constructos.

Busqueda bibliografica de proteinas complejas modelo

Se determinaron dos proteinas reportadas “dificiles de expresar” como modelo, BMP2 y
tPA.  Los genes que codifican para la proteina morfogenética ésea 2 (BMP2) y el activador
tisular del plasmindgeno (tPA), fueron obtenidos desde National Center for Biotechnology
Information (NCBI) bajo los codigos NP_001191.1 para BMP2 y cédigo AAO34406.1 para
tPA.

4.4 Estrategias de procesamiento de prodominio

A partir de las secuencias obtenidas desde NCBI se generaron tres estrategias para dar
origen a cada una de las proteinas en estudio. La primera, es la secuencia madura (m) o
fragmento (f), que carece de péptido sefial y pro dominio; la segunda cuenta con la
presencia de péptido sefial y pro dominio (pro-), y finalmente, la tercera forma presenta
péptido sefial, pro dominio pero con una modificacién de la secuencia nativa de clivaje (K)
para generar que la escisidn del pro dominio sea reconocida por la enzima endopeptidasa

Kex2 originaria de levaduras como P. pastoris, como se ve en la Tabla 1.

Tabla 1: modificacidn sitio de corte

Sito de corte nativo Sitio de corte inducido (K)

Arg—X—X-Arg Lys- Arg- Glu-Ala

4.5 Eleccion y sintesis del vector

Se optd por un vector que cumpliera con los siguientes requerimientos: promotor AOX1,

que determina la expresion del gen mediante la induccidon con metanol; que permitiera la
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expresion de proteinas grandes en cualquier cepa de P. pastoris; marcador de seleccién
Zeocina; tenga ademas la presencia de una o mas etiquetas para purificacién y/o detecciéon
como el epitopos de polihistidina (Histag) y/o la etiqueta c-myc y finalmente la presencia
de un péptido sefial para asegurar la translocacidn al reticulo endoplasmatico como el factor
de apareamiento Alpha de Saccharomyces cerevisiae (aMF).

Dadas sus caracteristicas, el vector elegido fue pPicZaA (invitrogen). Para la sintesis de los
vectores fue necesario someter las secuencias nativas (humanas) a optimizacion de codones
para su expresion en levadura. La generacion de los plasmidos se llevo a cabo por la
empresa Genscript.

Tras la recepcidn de los vectores contenidos en papel, se agregaron 200uL de agua libre de
nucleasas estéril sobre la [dmina, se sometié a vortex durante un minuto, posteriormente
se centrifugd a 1500xg por 5 min, se cuantific6 con nanodrop (BioSpec Nano)
posteriormente se alicuotaron los plasmidos en tubos eppendorf de 1,5mL y se

almacenaron a -20°C.

4.6 Propagacion de plasmidos

Se realizé la transformacion de células de E. coli TOP10 quimicamente competentes con los
plasmidos previamente disefados.

Para generar las células quimiocompetentes se cultivd una colonia de E. coli TOP10
overnight en medio LB, posteriormente se diluyé en 95 mL de medio fresco y se incubd a
37°C con agitacion constante en agitador orbital a 300 RPM hasta alcanzar una densidad
Optica ODgoo de 0,5-08. Posteriormente se centrifugd el cultivo a 1500xg por 5 min a 4°C
para descartar el sobrenadante. El pellet obtenido se resuspendié en 25mL de cloruro de
calcio (CaCly) 50mM y se incubd por 1 hora en hielo. Luego se centrifugd por 15 min a 1500xg
a 4°C, se descarto el sobrenadante y el pellet obtenido se resuspendid en una solucion de
CaCl; al 12% de glicerol, posteriormente se dividié en alicuotas de 20uL en tubos Eppendorf
de 1.5mL para finalmente almacenarlas a -80°C.

Una vez obtenidas las células quimiocompetentes se continud con la transformacién. Para

ello se agregaron 10uL del producto de clonacidn (vector circular) sobre un vial que contiene
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200uL de células quimiocompetentes, se agité suavemente y se dejé incubar por 30 min en
hielo. Transcurrida la incubacién se sometié a shock térmico mediante una incubacién
breve (45 seg) a 42°C en Dry bath incubator (Rocker Scientific) y luego 2 min en hielo
nuevamente. Se agregaron 300 plL de medio LB liquido bajo en sodio (poner concentracion)
a cada vial y se dejé incubar 1 hora a 37°C con agitacidon constante. Posteriormente se
sembraron 120uL en una placa de medio LB bajo en sodio con zeocina 25ug/mL mediante
siembra homogénea con asa de Drigalski, se incubaron por 24 hrs, a 37°C.

Una vez transcurrida la incubacidn se seleccionaron colonias al azar que fueron
resembradas en placas con medio LB con zeocina 25ug/mL y posteriormente cultivadas en
15 mL de medio liquido LB low salt overnigth. Desde este medio se realizd la purificacidon
del plasmido utilizando kit comercial E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit (Omega) segun las
indicaciones del fabricante. El material genético obtenido se cuantificd por nanodrop
(BioSpec Nano), se verificd mediante un gel de agarosa al 1% con Safeview Plus (Fermelo)
a una concentracién de 0.5 pL/mL, observado en un transiluminador LED de luz azul
SmartBlue (Fermelo).

Las transformantes obtenidas fueron E. coli TOP10-BMP2m, E. coli TOP10-ProBMP2m, E.
coli TOP10-ProKBMP2m; E. coli TOP10-tPA, E. coli TOP10-tPAF, E.coli TOP10-tPAKF. Como
control de transformacion se utilizé el plasmido carente de inserto (control +) E.coli TOP10-
pPICZ.

Los clones positivos a la transformacion fueron incubados en matraz de agitacion 24 horas
a 37°C con agitacion de 300 rpm. Posteriormente fueron centrifugados a 500xg por 5
minutos. El sobrenadante se descartd y el precipitado se resuspendio en LB low salt con

glicerol 30%, se realizaron alicuotas de 1 mLy se almacenaron a -80°C.

4.7 Transformacion y Banco de células P. pastoris.

Para realizar la transformacion en P. pastoris fue necesario generar células competentes y
posteriormente linealizar los vectores.
Inicialmente se cultiva una colonia de P. pastoris en medio YPD por 48 horas a 30 °C con

agitacion constante a 200 RPM, transcurrido el tiempo, se toma una colonia para inocular
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25 mL de medio YPD fresco que se deja crecer overnight. Al dia siguiente, se diluye en medio
YPD hasta obtener una densidad éptica de ODeoo de 0,15-0,2. Se incuba alrededor de 6-8
horas hasta alcanzar un ODesoo 0,8- 1. Se centrifuga el cultivo a 500xg por 15 min a
temperatura ambiente para descartar el sobrenadante de cultivo. El pellet se resuspende
cuidadosamente en 9mL de solucidon BEDS estéril frio (10mM Bicine-NaOH pH:8,3, 3% v/v
ethylene-glicol, 5% v/v DMSO grado biologia molecular, 1M sorbitol) con 1 mL de
Dithiothreitol (DTT). Se incubd por 5 min a 100 RPM a 30°C en agitador orbital. Transcurrido
el tiempo se centrifugd a 500xg durante 15 min a temperatura ambiente. Se descartd el
sobrenadante y el pellet obtenido se resuspendié en 1 mL de DTT, para ser utilizadas
inmediatamente.

Paralelamente, los plasmidos puros obtenidos del kit comercial E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini
Kit (Omega) se sometieron a corte con enzima de restriccion Sacl (NewEngland) para su
linealizacidn ya que posee un sitio de corte Unico en la secuencia. Se utilizaron 10ug de DNA,
se incubd por 1 hora a 37°C, se evalud el corte mediante electroforesis en gel de agarosa y
se inactivd por temperatura a 65°C por 20 minutos. Posteriormente se precipitd con
Acetato de sodio (3M, pH 5.2), se centrifugd a 1500xg, se lavé con etanol 70% y se dejé
secar al aire por 10 min. Finalmente, se resuspendié en 10 pL de Agua libre de nucleasas
estéril y se utilizé inmediatamente.

Las transformaciones de P. pastoris se llevaron a cabo mediante la utilizaciéon del método
de electrotransformacion descrito en Cregg y Russell, 1998, donde se sometieron 10 ug de
los plasmidos lineales pPicza-BMP2m; pPicza-proBMP2m; pPicza-proKBMP2m; pPicza-tPA;
pPicza-tPAF; pPicza-tPAKF; pPicz vacio en conjunto con células competentes X-33, con 40
uL de células competentes a un pulso eléctrico mediante la utilizacion de un Electroporador
Micropulser (Biorad) en cubetas de electroporacion de 0,2 cm utilizando el programa PIC,
especial para el procedimiento de transformacidon de P.pastoris. Posteriormente se
permitié que las células transformadas se recuperaran durante 1h en 1 mL de sorbitol 1M
a 30°C, luego se agregd 1mL de medio YPD y se incubé 1 h a 30°C con agitacion 200xRPM.
Posteriormente se sembraron en medio selectivo YPD con 100-200 pg/mL Zeocina y se

incubd por 3 a 10 dias. A continuacidn, las colonias transformadas se purificaron mediante
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estrias para obtener colonias aisladas en medio selectivo YPD 200ug/mL de Zeocina.
Obteniendo las células P.pastoris pPicza-BMP2m; P.pastoris pPicza-proBMP2m; P.pastoris
pPicza-proKBMP2m; P.pastoris pPicza-tPA; P.pastoris pPicza-tPAF; P.pastoris pPicza-tPAKF;
P.pastoris pPicz y P.pastoris WT.

Para conservar las células viables durante el proceso de investigacidn, se tomd una colonia
de cada cepa para inocular 10 mL de medio YPD se incubd durante un periodo de 48 horas
a 30 °C, en agitacidon a 200xG. Finalmente, estas fueron centrifugadas a 500xG por 5
minutos. El sobrenadante fue descartado y las células resuspendidas en YPD con Glicerol
30% v/v estéril. Las células fueron distribuidas en alicuotas de 1mL y almacenadas en

ultrafreezer a -80°C.

4.8 Verificacion de insercion del plasmido en P. pastoris

Para verificar la insercidn del plasmido se realizé la extraccion de DNA gendmico y posterior
PCR de verificacion de todos los clones obtenidos.

Para la extraccion de DNA gendmico se utilizo el kit comercial YeaStar Genomic DNA kit
(Zymo Research) siguiendo las indicaciones del proveedor. Una vez obtenido el DNA total
de los clones se realizd la caracterizacidn por PCR. Para ello, se realizaron dos reacciones de
PCR con los oligonucledtidos AOX1 y AOX2. También se realizd con los oligonucleétidos
disefiados para la amplificacion de la regidn de resistencia antibidtica Bleo y un set de
partidores que flanquea la regidn de clonamiento multiple 5" AOX1 primer- 3" AOX1 primer
(Ps5). Para montar la reaccion se realizé un coctel con los siguientes reactivos: 13.3 uL de
agua estéril libre de nucleasas, 5 uL de Green Buffer (5X), 2.5 uL de cada oligonucleétido (5
M), 0.5 pL de dNTP’s (10 mM cada uno), 0.2 L de la enzima GoTaq Polimerasa (5 U/ulL) y
1 pL del DNA de la muestra. En una de ellas se agregd agua libre de nucleasas en lugar de
DNA como control negativo.

El resultado de la amplificacidon por PCR se observd mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% con Safeview Plus (Fermelo) a una concentracién de 0.5 pL/mL, comparado

con un estandar de peso molecular de 1 Kb Accuruler (Maestrogen). Observado en un
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transiluminador LED de luz azul SmartBlue (Fermelo).

4.9 Seleccion de clones por nimero de copias

Para seleccionar los clones de trabajo se realizaron dos técnicas para determinar la cantidad
de veces que se integrd el plasmido en la secuencia de P. pastoris, en primer lugar, la
seleccion clonal con altos niveles de Zeocina (200 pg/mL) y mediante cuantificacidn relativa
con gPCR.

Se tomaron alicuotas de 1 mL de cultivo celular que se centrifugaron a maxima velocidad
por 2 min, se separd el sobrenadante en tubos limpios para su posterior cuantificacion de
proteinas y el pellet de cultivo se resuspendié en RNA later (Sigma). Se realizd una
extraccion de ARN mediante kit comercial YeaStar RNA kit (Zymo) segun las indicaciones del
proveedor, se cuantificé mediante el uso de nanodrop (BioSpec Nano) las muestras fueron
almacenadas a -80°C. Posteriormente se realizé sintesis de ADNc mediante kit comercial
Affinity Script cDNA Synthesis Kit (Agilent) y se almacend a -20°C. El ADNc obtenido
posteriormente se analizé mediante reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcién
inversa (RT-PCR) y PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR). EInG  mero de copias de las
transformantes s e determiné mediante cuantificacion relativa y el método de 2-2CT
mediante el gen de resistencia de cada clon respecto a un gen constitutivo (ACT1). Se
seleccionaron aquellos clones que tuvieran la misma cantidad de inserciones en todas
las cepas transformadas estudiadas.

Los clones seleccionados poseen la siguiente nomenclatura: M1C2 que corresponde a
P.pastoris pPicza-BMP2m; M2C3 que corresponde a P.pastoris pPicza-proBMP2m; M3C8
que corresponde a P.pastoris pPicza-proKBMP2m; M4C9 que corresponde a P.pastoris
pPicza-tPA; M5C3 que corresponde a P.pastoris pPicza-tPAF; M6C8 que corresponde a

P.pastoris pPicza-tPAKF; M7C3 que corresponde a P.pastoris pPiczVacio.
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5. Caracterizar cepas transformantes para la expresion de BMP2 y tPA en Pichia
pastoris.

5.1 Expresion de proteinas en matraz de agitacion

Para el crecimiento e induccidn de las cepas de P. pastoris productoras se usaron los medios
BMG/BMM, el primer medio contiene como fuente de carbono al glicerol para la obtencién
de biomasa pero que reprime el promotor inducible AOX1. Se inoculd una colonia de
cada cepa transformante, se incubd por 24 horas hasta alcanzar una alta concentracién de
biomasa, se suplemento el cultivo con 0.5% metanol para adaptar a las células al cambio de
fuente de carbono. Transcurridas 24 horas de adaptacidn, se concentraron los cultivos
mediante centrifugacion a 1500xg por 5 min. El pellet se homogenizé6 con medio de
induccion BMM que contiene metanol como fuente de carbono se incubd por 96 horas
suplementando medio con 0.5% de metanol cada 24 horas.

Estos medios al contener tampdén en el medio permiten estabilizar el pH, que ayuda a
mantener el producto, cuando este se excreta al medio extracelular. Como control se utilizd
cepa X-33 WT que no secreta proteinas enddgenas al medio de cultivo.

Se obtuvieron alicuotas de 2 mL de los cultivos cada 12 horas para controlar el nivel de
expresion de BMP2 y tPA en el sobrenadante de cultivo. Para ello, las alicuotas se
centrifugaron a 1500xg por 5 min para separar la biomasa del sobrenadante de cultivo, que

se reservan por separado a -20°C hasta su uso.

5.2 Cuantificacion de proteinas desde el medio de cultivo.

Durante la expresion, las rProt que entren a la via secretora llegan al medio de cultivo, para
poder obtenerlas desde el extracto crudo.

Se extrajo 1 mL de medio de cultivo, se sometidé a centrifugacién a 1500xg por 5 min, se
separd el pelet del sobrenadante que fue utilizado directo para la medicién de proteinas
totales. se cuantific6 mediante kit comercial Pierce BCA (Thermo Scientific) en microplaca

de 96 pocillos. Se utilizaron 25uL de medio de cultivo con 200 pL de la solucién de BCA, se
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incubd a 37°C por 30 min para luego ser medido en espectrofotémetro (Multiskan Skyhigh)
a592 nm.

Paralelamente se tomaron 5 mL de medio de cultivo que fue concentrado en pequefo
volumen mediante la utilizacién de filtros de ultracentrifuga Amicon (Merk) con tamaiio de
50kDa y 10kDa.

Posteriormente fueron analizadas las muestras mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida SDS-PAGE. Para la realizacion de la electroforesis, se prepararon geles de
acrilamida/bisacrilamida 15%, para BMP2 y al 10% para tPA. Los geles fueron corridos a 70
V por 1 hora (gel concentrador) y a 120 V por 2 horas (gel separador). Una vez lista la
electroforesis, se tifieron los geles con 20 mL de solucion de tefiido azul de Coomassie
(etanol 30 %, acido acético 10 %, azul de Coomassie 0.05 %, agua DD) por 30 min con
agitacion gentil. Posteriormente ser destefiidos con 30 mL de soluciéon de distincion (etanol
40 %, acido acético 10%, Agua dd) por 3 horas con agitacion gentil a temperatura ambiente,
hasta visualizar las bandas.

Finalmente, para determinar que las proteinas obtenidas fueran las proteinas de interés, se
tomaron 6 mL de medio de cultivo y se sometieron a cromatografia de afinidad con las
columnas Ni-NTA HisPur™ (Thermofisher) que se basa en la interaccion especifica entre el
niquel y la histidina. Segun las indicaciones del fabricante, se equilibran las columnas con
buffer de equilibrio, se centrifuga a 700xG por 5 minutos, se elimina el buffer,
posteriormente se le agrega la muestra, se incuba en 1 hora, a 4°C en rotacidn constante.
Se centrifuga a 700xG por 5 minutos vy se recupera el flujo (FO) luego se lava 2 veces con
buffer de lavado, ambas fracciones se recuperan (W1 y W2) finalmente se agrega buffer de
elucidon que posee 300mM de imidazol, se centrifuga y se recupera el eluido, este paso se
repite dos veces (F1y F2) posteriormente se cuantificaron todas las fracciones obtenidas

con kit comercial Pierce BCA (Thermo Scientific).

6. Deteccion marcadores moleculares para UPR y ERAD
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6.1 Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Para verificar si la expresion de las rProt modelo esta generando estrés en el ER se midio la
expresion de diversos marcadores moleculares asociados a la respuesta UPR y ERAD. Para
ello, se tomaron muestras desde los distintos cultivos a las 0, 24 y 48hrs, mediante
centrifugacién a maxima velocidad se separé la biomasa del medio de cultivo, este ultimo
se utilizdé para medir proteinas y la biomasa fue resuspendida en RNA Later (Sigma) para
conservar la integridad de las muestras, posteriormente fueron almacenadas a -20°C.
Desde el pellet almacenado se realizd una extraccién de ARN mediante kit comercial YeaStar
RNA kit (Zymo), en primer lugar, se trataron las muestras con la enzima Zymoliase durante
60 min, luego se sometid a lisis celular, se cuantificd el ARN obtenido mediante el uso de
nanodrop (BioSpec Nano) las muestras fueron almacenadas a -80°C.

Posteriormente se realizé sintesis de ADNc mediante kit comercial Affinity Script cDNA
Synthesis Kit (Agilent) y se almacend a -20°C. El ADNc obtenido posteriormente se sometio
a diluciones seriadas, se estandarizé y analizdé mediante reaccion en cadena de la
polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR) y PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR)

en el equipo AriaMx Real-Time PCR (Agilent).

6.2 PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR)

Se analizaron los niveles de transcripcion mediante gRT-PCR de seis genes que participan
en la sintesis de proteinas, la via de secrecion y el estrés de RE, como describe Huang
2019[61].

Los genes HAC1, KAR2, PDly ERO1 se usaron como marcadores moleculares para
determinar si se activa la respuesta de proteinas desplegadas (UPR) y los marcadores
moleculares DER1, HRD3, SEC61 para censar la activacidn de la via de degradacién asociada
al reticulo endoplasmatico (ERAD), como gen de referencia se utilizé el gen de actina (ACT1)
dada su estabilidad en todas las cepas de P. pastoris(Besleaga et al.,2023) Tabla 1.

La expresidon de los genes se midi6 mediante el uso de la expresidn relativa de genes

utilizando el programa Agilent Aria 2.1.1 donde se obtuvieron los valores de CT de cada
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muestra y fueron comparados con la expresion del gen de actina mediante la formula de

ddcQ para obtener las veces de cambio de caga gen. Para la determinacion de los niveles

de expresion de los genes analizados, se empled la cuantificacién relativa y el método de 2-

AACT. En los ensayos de qPCR realizados se analizaron todas las cepas transformantes en los

tiempos 0 (sin induccidn por metanol), a las 24 y las 48 horas (post induccién con metanol)

se estudiaron todos cultivos con el mismo gen al mismo tiempo.

Tabla 2: Primers utilizados para la deteccion de la activacion de las vias de estrés de

reticulo endoplasmatico obtenidos de Huang 2019(82).

Origen Nombre primer Secuencia (5-> 3)
UPR HAC1-F TTCGAAATCGGAGAAAGCAT
HAC1-R TTCGTCCTCTTCTTCGTCGT
KAR2-F TGGTATTCCACCAGCTCCAAG
KAR2-R CAGTTCCCTTATCGGTGGCA
PDI1-F CATTGGCTGAGTTTGTAAAGGAGA
PDI1-R TTTTCTTCCTCGACTGGTCTGAG
ERAD DER1-F CGATTACCTCTACTCATTGGTG
DER1-R CGTTGGGATTCTGTTTGC
SEC61-F CTTCAAGTGACTCCTCTGACC
SEC61-R GAACAACTCTCTGTCTGCTTTG
HRD1-F CTCTCGGTTCTCAAGTTTGTTC
HRD1-R TGGCATCGCTTAGTTTCAC
Control Actin-F GTCCAGCATAAACACGCCG
Actin-R CAGTGGGAAAAACCCACGAA

38



7. Analisis estadistico

Cada experimento fue realizado en triplicado y al menos en tres oportunidades distintas.
Las curvas concentracién-efecto y los analisis estadisticos fueron realizados con el software
GraphPad Prism 10.5.0 (GraphPad© Software Inc.). Los resultados fueron comparados
entre si y con los controles. Las variables cuantitativas fueron expresadas como promedio
mas desviacion estandar, y analizadas mediante andlisis de varianza (ANOVA) de una o dos

vias segun corresponda.
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RESULTADOS

Objetivo 1: Generar un sistema de produccion heteréloga de BMP2 y t-PA en
Pichia pastoris utilizando distintas estrategias de procesamiento del pro-
dominio.

Generacion de los constructos y Cepas transformantes

Diseno de los plasmidos

Las secuencias gendmicas fueron obtenidas desde National Center for Biotechnology
Information (NCBI): Proteina Morfogenética Osea 2 (BMP2) cédigo NP_001191.1; Activador
Tisular del Plasmindgeno (tPA) cdédigo AAO34406.1. A partir estas secuencias se generaron
tres estrategias que dan origen a cada una de las proteinas en estudio, estas son: secuencia
madura (m) o fragmento (f) donde el constructo solo posee la zona madura y/o catalitica
de la proteina; presencia del pro-dominio (pro-), que representa la forma completa de la
proteina nativa, y finalmente, una modificacion sitio especifica de la secuencia nativa de
clivaje de levaduras (K) entre la regién pro-y la regién madura.

Una vez definidas las estrategias para la expresidon de cada una de las proteinas modelos,
se determinaron los parametros esenciales para la eleccién del vector de clonacion.

Como criterio fundamental el vector requeria la presencia del promotor AOX1, este
determina la expresion del gen mediante la induccidn con metanol y permite la expresion
de proteinas grandes en cualquier cepa de P. pastoris, adema3s, la presencia de una o mas
sefiales de secrecion.

En la Figura 3 se puede observar un esquema representativo del disefio de los constructos.
En todos los modelos se puede apreciar la presencia del promotor AOX1, que es inducible
por metanol, péptido sefal (a-MF), las variantes disefiadas para la expresion de las
proteinas modelo (m o F; pro-; K) y en el extremo C-terminal (después de la secuencia
clonamiento multiple) etiquetas para deteccidn y purificacion del producto, seguido de la

region de resistencia a antibidtico.
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Pro P roxi L Prodomain tPA - 6x-His Zeocin®R

K | Paoxi s Prodomain K tPAF - 6x-His Zeocin®
F | Paoxi il tPAF - 6x-His Zeocin®

Figura 3: Esquema representativo del disefio de vectores para evaluar la presencia del

pro-dominio.

A partir de los criterios establecidos se realizd un andlisis dentro de los diversos vectores
comerciales presentes en el mercado. El plasmido elegido fue pPicZa (invitrogen). Este
vector posee un tamano de 3,6 kb permite la expresién y secrecion de proteinas de interés,
presenta etiquetas de epitopos de polihistidina (Histag) y c-myc para deteccién vy
purificacidn de la proteina, sumado a la presencia de una sefial de secrecidon de factor alpha
de Saccharomyces cerevisiae (aMF).

Una vez determinado el diseno final de los vectores, las secuencias de origen humanas
fueron sometidas a optimizacion de codones para su expresién en P. pastoris y posterior
sintesis de los plasmidos por la empresa Genscript. La Figura 4 posee los esquemas de la
construccion final de los plasmidos, en ella podemos apreciar la orientacién en sentido del
promotor, la sefial de secrecidn aMF, en gris la regidén de clonamiento multiple, las sefiales

de purificacién y la resistencia a antibidtico que posee cada uno de ellos.
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Figura 4: Esquema de plasmidos pPicza sintetizados con los constructos integrados en la
region de clonamiento multiple. 1-3 representan los plasmidos disefiados para la expresion
de las variantes de la proteina Bmp2 y 4-6 los plasmidos disefiados para la expresion de las
variantes de tPA. Las diversas estrategias de procesamiento del prodominio para la

produccién de BMP y tPA dieron origen a 1) pPicza-BMP2m; 2) pPicza-proBMP2m; 3)
pPicza-proKBMP2m; 4) pPicza-tPA; 5) pPicza-tPAF; 6) pPicza-tPAKF.

6.1.2 Transformacién de las cepas.

Los plasmidos generados que se observan en la Figura 4, fueron amplificados por
transformacién en E. coli. Se seleccionaron en placas con de Zeocina. Los clones que

integraron el plasmido obtuvieron la resistencia al antibidtico por lo que crecieron en el
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medio de cultivo (Figura 5) dando origen a las cepas: E. coli TOP10-BMP2m, E. coli TOP10-
ProBMP2m, E. coli TOP10-ProKBMP2m; E. coli TOP10-tPA, E. coli TOP10-tPAF, E.coli TOP10-
tPAKF. Como control de transformacién se utilizé el pldsmido carente de inserto E. coli

TOP10-pPicZ vacio (control), y una cepa salvaje E. coli TOP10.

Figura 5: Fotografias representativas de transformacion E.coli TOP10 con vectores de
clonamiento. 1) E. coliTOP10-ProBMP2m, 2) E. coli TOP10-ProKBMP2m 3) Control negativo,

en medio LB low salt-Zeocina 25ug/ml.

Se tomaron colonias al azar desde el centro de la placa y se realizé una comprobacion de
insercion mediante electroforesis en gel de agarosa 1% revelado con Safeview. para
corroborar los distintos tamafios, Figura 6. Los tamanos de banda esperados se muestran

en la Tabla 3.
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MW

10.000 bp —
8.000 bp —
7.000 bp —
6.000 bp —
5.000 bp —
4.000 bp —

3.000 bp —
2.000 bp —

1.000 bp —
700 bp —

500 bp —

200 bp —

Figura 6: Electroforesis de DNA plasmidial para verificacion por tamafio de muestras
obtenidas sintesis de plasmido. 1) 1Kb Ladder; 2) pPicza-BMP2m; 3) pPicza-proBMP2m;
4) pPicza-proKBMP2m; 5) pPicza-tPA; 6) pPicza-tPAF; 7) pPicza-tPAKF; 8) pPICZ vacio, 9)
1Kb Ladder.

Tabla 3: Tamaio esperado de los plasmidos

Tamaiio del inserto Tamaiio total del plasmido
Bmp2m 359 bp 3900 bp
proBmp2m 1148 bp 4689 bp
ProKBmp2m 1142 bp 4683 bp
tPA 1637 bp 5178 bp
tPAF 1082 bp 4623 bp
tPAKF 1142 bp 4683 bp
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Una vez verificada la integridad de los pldsmidos puros obtenidos, se procedié con la
transformacidn de P. pastoris. Para realizar esta transformacidn fue necesario generar entre
5y 20 pg de producto de clonacién. En primera instancia se linealizaron los plasmidos
mediante corte con enzima de restriccidn Sacl, esta enzima posee un sitio de corte Unico en
la secuencia del plasmido. Para evaluar la digestion se realizdé una electroforesis en gel de
agarosa al 1% (Figura 7). En esta se puede observar dos bandas por carril, la inferior
corresponde a los plasmidos lineales y la banda superior a al plasmido no digerido indicando
una multimerizacién del plasmido que se evidencia por peso molecular del doble o mas del
tamano esperado. Los tamafos de banda esperados se pueden encontrar en la Tabla 3, este
procedimiento se repitié hasta la obtencién de producto de clonacién lineal necesario para

transformar P. pastoris.

MW 1 2 3 4 5 6

10000bp—
8000bp —

5000bp —
3000 bp—

2000bp—
1000 bp—

700 bp—

500 bp —

200 bp —

Figura 7: Extraccion de DNA plasmidial digerido por enzima de restriccion Sacl para
transformacion de P.pastoris.1) 1Kb Ladder; 2) pPICZA (pldsmido vacio; 3) BMP2m; 4)
proBMP2m; 5) proKkBMP2m; 6) 1Kb Ladder.

Tras la transformacion, en la Figura 8, se evidencia crecimiento de clones positivos en las

placas de agar YPD suplementadas con 200 ug Zeocina por 10 dias. Dado que P.pastoris es
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altamente sensible al antibidtico, sélo crecen aquellas células que integran la resistencia
presente en el vector.

Se observd una diferencia en el tamafio de las colonias obtenidas dado que aquellas que
aparecen antes (a los 3 dias) generan un crecimiento robusto a los 10 dias de incubacidn,
este procedimiento se repitid hasta obtener al menos 15 clones para cada cepa

transformante.

Figura 8: Seleccmn de transformacion en placas de YPD con ZeocmTM 200ug/mL: 1) WT x-

33; 2) pPicza-BMP2m; 3) pPicza-proBMP2m; 4) pPicza-proKBMP2m; 5) pPicza-tPA; 6)
pPicza-tPAF; 7) pPicza-tPAKF; 8) Control pPicz

Para confirmar la integracién de los vectores en P.pastoris fue necesario tomar clones al
azar para realizar una extraccion de DNA total. La integridad del material genético obtenido
se cuantificod por nanodrop y se analizé mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%
(Figura 9). Al ser muestras de extraccion de DNA total se esperaba que las bandas obtenidas
se vieran por sobre el marcador de peso molecular (1kb ladder) ya que P. pastoris tiene una

longitud de aproximadamente 9,38 Mbp.
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MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

10.000 bp —
7.000 bp —

5.000 bp —

4.000 bp —
3.000 bp —

2.000 bp —

1.000 bp —

700 bp —
500 bp —

200 bp —

Figura 9: Electroforesis en gel de 1% agarosa integridad extraccion de DNA total
P.pastoris transformadas. 1) 1kb ladder 2) P.pastoris pPicza-BMP2m; 3) P.pastoris
pPicza-proBMP2m; 4) P.pastoris pPicza-proKBMP2m; 5) P.pastoris pPicza-tPA; 6)
P.pastoris pPicza-tPAF; 7) P.pastoris pPicza-tPAKF; 8) P.pastoris Control pPicz; 9) P.pastoris
WT; 10) P.pastoris PiczCalB (control+); 11) Control -; 12) 1Kb Ladder.

Una vez obtenido el DNA total de las cepas, fue necesario confirmar la integracién de los
vectores mediante la técnica de PCR. Para ello, se disefiaron partidores especificos (Figura
10) para genes de resistencia antibidtica del pldsmido (Bleo, sefialados en rojo) y para
flanquear el sitio de clonamiento multiple (Ps5, sefialados en azul).

La Figura 10, corresponde al diagrama que sefiala el sitio donde se localizan los cebadores
disefiados, la Figura 11 muestra el resultado de PCR utilizado para la corroboracién por
amplificacién de los genes en los pldsmidos puros. Bleo, estd disefado para generar un
amplicon de 200 bp, la Figura 11A se puede observar que todos los plasmidos utilizados
para generar las cepas transformantes presentan amplificacion del fragmento que
corresponde al gen de resistencia a Zeocina.

Por otra parte, los cebadores disefiados denominados Ps5 presente en la Figura 11B,

flanquea el sitio de clonacion multiple desde una parte del promotor AOX1, por lo que el
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tamaiio que refleja incluye al aMF que posee un tamafio de 223 bp, la secuencia insertada
(Tabla 3), los reporteros correspondientes a una cola de histidina (6xHis) de 17 bp y al c-
Myc de 17 bp, por lo que se pueden observar amplicones de diferentes tamafios para cada

uno de los pldsmidos evaluados presentes en la Tabla 4.

Sacl (208)

o 40x;
Ory

of@,.

4

CYC1 terminator

(-alpha-factor secretion signal)

tPA_pPICZalphaA
5178 bp

EM7 promoter -
A
Lol
v
%
30
2
6/\

N

AOX1 terminator

(6xHis)

Figura 10: Diagrama del disefio de partidores especificos (Bleo y Ps5). En rojo se sefialan
los partidores que se disefaron para la identificacién del gen de resistencia a Zeocina (Bleo).
En azul los cebadores de amplificacion del sitio de clonamiento multiple, ambos partidores

se realizaron para la verificacidn de integracion del vector de expresién.
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A) B)
MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MW

10.000 bp
7.000 bp

5.000 bp
4.000 bp
3.000 bp

3.000 bp —

1.500 bp —
1.000 bp
700 bp

500 bp

700 bp —
500 bp —

200 bp 200 bp —

Figura 11: PCR de validacion de primers disefiados para deteccion de marcador de
seleccion (Bleo) y sitio de clonamiento multiple (Ps5) en plasmidos puros. En Figura A
podemos observar 1) 1kb ladder; 2) Bleo pPicza-BMP2m; 3) Bleo pPicza-proBMP2m; 4)
Bleo pPicza-proKBMP2m; 5)Bleo pPicza-tPA; 6) Bleo pPicza-tPAF; 7)Bleo pPicza-tPAKF ; 8)
Control pPicz; 9) Control -; 10) 100bp Ladder; En la Figura B podemos observar 1) Ps5
pPicza-BMP2m; 2)Ps5 pPicza-proBMP2m; 3) Ps5 pPicza-proKBMP2m; 4)Ps5 pPicza-tPA; 5)
Ps5 pPicza-tPAF; 6) Ps5 pPicza-tPAKF; 7) Ps5 Control pPicz; 8)Ps5 Control -; 9) Control -;
10) 1Kb Ladder.

Tabla 4: Tamafios esperados para los fragmentos amplificados por los cebadores Ps5.

Tamaiio fragmentos generados con Ps5

BMP2m 696 bp
pro-BMP2m 1485 bp
ProKBMP2m 1479 bp

tPA 1974 bp
tPAF 1419 bp
tPAKF 1479 bp
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Para verificar la insercidon de los plasmidos en las cepas transformadas de P. pastoris se
realizd una comprobacidon multiple desde el DNA gendmico, evaluando los genes nativos
AOX1y AOX2, sumado a la presencia de los genes Bleo y Ps5 mediante PCR convencional y
electroforesis en gel de agarosa al 1%, los resultados se exponen en la Figura 12 y 13.

En los carriles 5, 9 y 13 de la Figura 12 y en los carriles 9 y 13 de la Figura 13 se pruebe
observar una doble banda. Esto sucede ya que la banda superior de aproximadamente
2.2kb corresponde al gen AOX1 presente en la cepa WT y la banda de menor tamafio en los
mismos carriles corresponde producto proveniente del plasmido que flanquea al sitio de
clonamiento multiple cuyos tamafios se encuentran en la Tabla 4.

En los carriles 2,6 y 10, tanto en la Figura 12 como 13, podemos observar la amplificacién
de un “fragmento” del gen AOX1 que corresponde a 200 bp, el par de cebadores con los
que se amplificé este fragmento, esta disefiado para gPCR, por lo que su tamafio es muy
inferior al fragmento nativo que podemos observar con los partidores Ps5.

En los carriles 3, 7 y 11 de ambas Figuras podemos encontrar una banda de 1992 bp
correspondiente a AOX2. La amplificacion de los genes AOX1 y AOX2 nos indica que el DNA
gendmico obtenido corresponde a P. pastoris, la presencia del amplicon del gen Bleo de 200
bp presente en los carriles 4, 8 y 16 en ambos geles y Ps5 nos indica que el plasmido esta
integrado en el genoma de la levadura.
Siguiendo esta idea, los carriles 2,3,4 y 5, corresponden a la extraccion de DNA de la cepa
productora de BMP2m, que nos confirma la integracién del plasmido en el genoma de la
cepa X-33 de P. pastoris. Del mismo modo, los carriles 6,7,8 y 9, corresponden a la cepa
proBMP2m, los carriles 10,11,12 y 13 a la cepa proKBMP2. Los carriles 14,15,16 son
controles negativos y finalmente los carriles 17, 18 son controles positivos.

El mismo orden encontramos en la Figura 11 para la confirmacidn de las cepas
productoras de tPA. Los carriles 2,3,4 y 5 corresponden a la cepa productora de tPA
nativa. En el carril 5 podemos observar que, a diferencia de las otras cepas productoras, la
amplificacién por Ps5 no presenta duplicidad de banda, sino solo una banda de mayor

intensidad en su brillo. Esto se atribuye a que el tamaio del fragmento que se amplifica
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por este set de partidores posee un peso molecular cercano al de AOX1 por lo que se
podrian estar solapando las bandas. En los carriles 6,7,8 y 9, corresponden a la cepa tPAF y

10,11,12 y 13 a la cepa tPAKF..

MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 12: Validacién por PCR en cepas de P. pastoris transformadas. Deteccion de genes
enddgenos AOX1, AOX2, genes introducidos BMP2 y marcador de seleccién Bleo. 1)1kb
ladder; 2) AOX1 P.pastoris pPicza-BMP2m; 3) AOX2 P.pastoris pPicza-BMP2m; 4) Bleo
P.pastoris pPicza-BMP2m; 5) Ps5 P.pastoris pPicza-BMP2m; 6)AOX1 P.pastoris pPicza-
proBMP2m; 7) AOX2 P.pastoris pPicza-proBMP2m; 8) Bleo P.pastoris pPicza-proBMP2m;
9)Ps5 P.pastoris pPicza-proBMP2m; 10) AOX1 P.pastoris pPicza-proKBMP2m; 11) AOX2
P.pastoris pPicza-proKBMP2m; 12) Bleo P.pastoris pPicza-proKBMP2m; 13) Ps5
P.pastoris pPicza-proKBMP2m; 14) AOX1 control (-); 15) AOX2 control (-); 16) Bleo control
(-); 17) Ps5 Control pPicz; 18) Bleo Control pPicz; 19) 100 bp Ladder.
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MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

10.000 bp —
8.000 bp —

5.000 bp —

2.000 bp—
1.500 bp—

1.000 bp—
700 bp—

500 bp -

200 bp -

Figura 13: Validacidn por PCR en cepas de P. pastoris transformadas. Deteccion de genes
enddgenos AOX1, AOX2, genes introducidos tPA y marcador de seleccion Bleo.1)1kb
ladder; 2) AOX1 P.pastoris pPicza-tPA; 3) AOX2 P.pastoris tPA; 4) Bleo P.pastoris tPA; 5)
Ps5 P.pastoris tPa; 6)AOX1 P.pastoris pPicza-tPaf; 7) AOX2 P.pastoris pPicza- tPaF; 8) Bleo
P.pastoris pPicza-tPAF; 9)Ps5 P.pastoris pPicza-tPAF; 10) AOX1 P.pastoris pPicza-tPAKF;
11) AOX2 P.pastoris pPicza-tPAKF; 12) Bleo P.pastoris pPicza-tPAkKF; 13) Ps5 P.pastoris
pPicza-tPAKF

Seleccion clonal por nimero de copias del gen.

Una vez verificada la insercion del pldsmido se realizé la seleccién de los clones segun
numero de copias insertadas en el genoma de la levadura.

Se seleccionaron diez clones de cada una de las cepas transformadas, los cuales fueron
sometidos a extraccidon de material genético. La cuantificacién del niumero de copias
insertadas se realizd mediante gPCR relativa utilizando el método AACt, empleando un gen
enddégeno como referencia interna. Con base en estos andlisis, se selecciond un clon
representativo de cada cepa transformante, correspondiendo en todos los casos a aquellos
gue presentaron una Unica copia del gen de interés. En el grafico (Figura 14) se pueden

observar 10 cepas transformantes para cada inserto localizadas en el eje X, enumeradas del
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Figura 14: Seleccion de clones por nimero de copias del gen. Se tomaron 10 clones de cada
cepa, se extrajo su material genético y mediante expresion relativa se establecid la cantidad
de copias del inserto presentes en cada transformante. En el eje x se puede observar el
numero asignado a cada clon (1-10); en el eje Y se puede observar el nUmero de copias que
posee cada uno de ellos. En A observan los clones correspondientes a las cepas M1:
P.pastoris pPicza-BMP2m; M2: P.pastoris pPicza-proBMP2m; M3: P.pastoris pPicza-
proKBMP2m; control positivo de transformacién P.pastoris pPicz vacio. En B los clones
correspondientes a M1: P.pastoris pPicza-tPA; M2: P.pastoris pPicza-tPAF; M3 P.pastoris

pPicza-tPAKF; control positivo de transformacion P.pastoris pPicz vacio.
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Las cepas seleccionadas adquirieron la nomenclatura segun el vector utilizado (MX) seguido
del clon seleccionado (CY). Siguiendo esta nomenclatura las cepas que se utilizaron en los
estudios posteriores son: M1C2; M2C3; M3C8; M4C9; M5C3; M6C8. Adicionalmente se
utilizaron las cepas M3C3 y M6C3 como controles multi copia, ya que presentan mas de 6

copias cada uno.

Objetivo 2: Caracterizar cepas transformantes para la expresion de BMP2 y tPA
en Pichia pastoris.

Caracterizacion de las cepas transformantes

Una vez realizada la comprobacién de la transformacidn fue necesario caracterizar cada una
de las cepas nuevas, para ello, se realizd una cinética de crecimiento en medio BMG hasta
alcanzar el estado estacionario del cultivo (20-24 horas) a 30°C en matraz de agitacion. En
la Figura 15 A observamos las cepas M1C2, M2C3, M3C8, que codifican para las diversas
variantes de BMP2, en B las cepas M4C9, M5C3, M6C8 que codifican para las diversas
formas de tPA, sumado al control de transformacién M7C3 con el pldsmido vacio.

Todas Las cepas fueron crecidas con glicerol como Unica fuente de carbono, se obtuvieron
alicuotas del cultivo y se midio la absorbancia del medio de cultivo (OD600) cada una hora
hasta completar 24 horas. Se observa que la fase de crecimiento exponencial de las cepas
productoras de BMP2 se encuentra aproximadamente entre las 10 y 15 hrs de cultivo. La
cepa M3C8 posee un crecimiento retardado durante esta etapa, sin embargo se normaliza
al momento de llegar a fase estacionaria donde alcanza un mayor OD600, evidenciando que
genera mayor cantidad de biomasa que las variantes M1C2 y M2C3. A las 20 hrs de cultivo
todas las cepas alcanzan el estado estacionario en estado estacionario (Figura 15A). Un
comportamiento distinto observamos en las cepas productoras de tPA (Figura 15B) donde
la zona exponencial se alcanza entre las 4 y las 12 horas de cultivo, la fase estacionaria se
ve muy marcada posterior a las 12 horas. Si observamos el crecimiento de las cepas
individualmente podemos destacar que M6C8 alcanza niveles mayores de ODG600,

evidenciando mayor cantidad de biomasa, en contraste a la cepa M5C3 cuyo crecimiento
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es menor a la cepa control, pero sin embargo se normaliza pasadas las 20 horas de cultivo,

alcanzando igual concentracién de biomasa.

Curva de crecimiento
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Figura 15: Curvas de crecimiento de las cepas transformantes en medio de cultivo BMG.

Para evaluar la integridad de las células en cada cultivo se utilizé6 microscopia dptica
tradicional. Como se puede apreciar en la Figura 16, todas las cepas poseen células
ovaladas, presentan gemacioén y no se encuentran en estado de floculacién, caracteristico
de las levaduras en fase estacionaria tardia (envejecidas). Ademas, podemos observar que

los cultivos son axénicos, ya que no se observa contaminacién por bacterias.
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Figura 16: Microscopia optica de las cepas transformantes en cultivo con medio BMG al

alcanzar el estado estacionario. En A-C observacion microscépica de cepas productoras

de BMP2, D-F observacién microscépica de las cepas productoras tPA.

Analisis de la produccion de proteinas recombinantes BMP2 y tPA en cepas
transformantes de P. pastoris.

Como se evidencio en la Figura 15, todas las cepas a las 24 hrs de cultivo se encuentran en
estado estacionario con altas concentraciones de biomasa. En este punto, se cambié la
fuente de carbono del cultivo a metanol 0,5% v/v para inducir al promotor AOX1 y generar
la expresidn de proteinas, se suplementé nuevamente con metanol 0,5% v/v a las 24 y 48
hrs.

En las Figuras 17 y 18 podemos observar la cuantificacidon de proteinas totales obtenidas
desde el sobrenadante de cultivo de las cepas monocopia. TO corresponde a las 24 horas
de crecimiento con medio de cultivo BMG, que al poseer glicerol en el medio de cultivo
reprime el sistema de produccién de proteinas heterdlogas por lo que evidenciamos una

muy baja concentracion de proteinas en el medio de cultivo. La presencia de 0,5% v/v de
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metanol induce el promotor inducible AOX1 activando la maquinaria para la produccion
de proteinas recombinantes por lo que podemos observar un aumento en la
cuantificacion de proteinas totales en el medio de cultivo a las 24 hrs (T24). Tras este
punto se suplementd nuevamente con metanol para mantener la concentracion de 0,5%
v/v, esto se ve reflejado en el aumento en la obtencion de proteinas en el sobrenadante
(T48).

Se utilizaron 4 controles, la cepa WT (X33), la cepa transformada con el vector vacio
(control), la cepa 365 que sintetiza una enzima lipasa denominada CalB como control de
expresion de una proteina que requiere pocas modificaciones post traduccionales y
finalmente una cepa transformante multicopia (6-8 copias del gen).

En la Figura 17 se puede apreciar la cuantificacion de proteinas para las variantes de BMP2
con sus respectivos controles. En el tiempo cero (T0), encontramos una muy baja
concentracion de proteinas totales, lo cual es el comportamiento esperado antes de la
induccién con metanol. Aqui se observa que las cepas M1 (productora de BMP2 madura) y
M3 (prodominio con sitio de corte Kex2 modificado) muestran una concentracion similar a
los controles (WT y plasmido vacio), un comportamiento que también se repite en la cepa
multicopia (M3MC). De manera destacada, la cepa M2, que posee el prodominio
completo en su estructura, genera una concentracion de proteinas totales ligeramente
mayor respecto al control. Sin embargo, en este punto, la cepa que produce la proteina
control CalB (cepa 365) ya muestra una concentracién de proteina superior a todas las
cepas productoras de BMP2. El panorama cambia significativamente al inducir con 0,5%
v/v de metanol, donde a las 24 horas (T24), se aprecia un aumento en las proteinas totales
en todas las cepas en estudio respecto al control. En este punto, las cepas M1, M2 y M3
presentan una concentracion de proteinas en el medio de cultivo que es muy similar entre
ellas, mientras que se evidencia un aumento en la cepa multicopia. Transcurridas las 48
horas (T48) de induccion, las cepas M1, M2 y M3 mantienen una concentracién de
proteinas totales muy similar entre si, y la cepa multicopia (M3MC) continda mostrando
un aumento. No obstante, la cepa productora de CalB (cepa 365) mantiene su posicion

como el sistema mas productivo, mostrando una concentracion mucho mayor de
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proteinas totales secretadas en comparacion con todas las cepas productoras de BMP2.

Un comportamiento similar podemos observar en la Figura 18, donde en TO encontramos
una muy baja concentracidn de proteinas totales, sin diferencia entre las cepas en estudio
y la cepa control, esto cambia al inducir con 0,5% v/v de metanol, donde a las 24 hrs (T24)
se muestra un aumento en las proteinas totales en todas las cepas, aqui llama
fuertemente la atencion que la cepa productora de tPAF (M5), muestra una menor
concentracion de proteinas que el control, el mismo comportamiento podemos observar
en la cepa multicopia (M6MC). Las cepas M4y M6, presentan una concentracién de
proteinas similar al control, sin embargo, la cepa 365 mantiene su posicién como el
sistema mas productivo, mostrando una concentracion mucho mayor de proteinas totales
secretadas en comparacién con todas las cepas productoras de tPA.

Finalmente, a las 48 hrs (T48), la cepa M5 mantiene una baja concentracién de proteinas
totales que, sin embargo, muestra un leve aumento respecto al control. Llama la atencion
gue la cepa M4, que genera tPA completa, presenta altos niveles de concentracién de
proteinas, superiores a los exhibidos por la cepa multicopia y similares a los observados en
la cepa 365.

Posteriormente algunas muestras T48 fueron analizadas mediante electroforesis en

condiciones denaturantes SDS-PAGE y tefidas con azul de Coomassie (Figura 19).

58



ns ns ns

3
7]

ns %k %k %k

*
*

)|
|
s

1

%k %k 3k 5k 3k %k
= 200+ ne ‘ ki
£ = WT
2 = M1
= 1504
8 2 = M2
(1]
r 100 = M3
2 = == 365
g 50 mm M3MC
2 E3 CONTROL
o
[ 0=

TO T24 T48
Tiempo

Figura 17: Cuantificacidon de proteinas totales desde el medio de cultivo para las
cepas productoras de BMP2. Se pueden observar las diversas cepas evaluadas al tiempo 0
(sin metanol), induccién con metanol transcurridas 24 horas, y transcurridas 48 horas de
produccién. Podemos observar la cepa WT, la cepa productora de BMP2m (M1) la cepa
productora de Bmp2 con presencia del predominio (M2) y la cepa que posee el sitio de
corte inducido K (M3). Ademas, se puede observar un control de expresién de la enzima
CalB (365), una cepa con corte inducido “K” que posee 6 copias del gen “multiples copias”
(M3MC) y el control de transformacién vacio. Cada experimento fue realizado en
triplicado, los datos fueron expresados como promedio mas desviacion estandar y

analizados mediante el test ANOVA, de dos vias ****p< 0,0001
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Figura 18: Cuantificacidon de proteinas totales desde el medio de cultivo para las
cepas productoras de tPA posterior a la induccion con metanol 0.5%. Se pueden observar
las diversas cepas evaluadas al tiempo 0 (sin metanol) transcurridas 24 horas y a las 48
horas de produccién. Podemos observar la cepa WT, la cepa productora de tPA nativa
(M4) la cepa productora de tPA fragmento (M5) y la cepa que posee el sitio “k” de corte
inducido (M3). Ademas de puede observar un control de proteina “siempre” CalB (365),
una cepa con corte inducido que posee 7 copias del gen “multiples copias” (M3MC) y el
control de transformacion vacio. Cada experimento fue realizado en triplicado, los datos
fueron expresados como promedio mads desviacién estdndar y analizados mediante el test

ANOVA, de dos vias ****p< 0,0001
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Figura 19: Geles de proteina en condiciones denaturantes SDS-PAGE revelado con azul
de Coomassie. En A se observan las variantes para la expresién de Bmp2. En el carril 1 se
encuentra el peso molecular de proteinas; en el carril 2 sobrenadante de cultivo cepa WT;
3 sobrenadante de cultivo cepa M1C3 (Bmp2m); 4 sobrenadante de cultivo cepa M2C3; 5
sobrenadante de cultivo cepa M3C8; En el carril 6 sobrenadante de cultivo para control de
plasmido vacio (M7); 7 control positivo de la técnica BSA (70 kDa). En B se observan las
variantes para la expresién de tPA, 1 peso molecular de proteinas, 2 sobrenadante de
cultivo cepa WT; 3 sobrenadante de cultivo cepa M4C9; 4 sobrenadante de cultivo cepa
M5C3; 5 sobrenadante de cultivo cepa M6C8; 6 sobrenadante de cultivo cepa M7; 7
control de carga BSA (70kDa).

Ambos geles de proteinas presentan condiciones denaturantes dado el tratamiento que
recibieron con B-mercaptoetanol (BME) que rompe los enlaces disulfuro presentes en la
proteina, por lo que en el gel A deberiamos encontrar bandas que se encuentren cercanas
a los 15 kDa, ya que el mondmero de BMP2 posee un tamafio de 16kDa. Una banda de
bajo peso molecular cercano a los 10 kDa se puede observar solo en el carril 4, que
corresponde al sobrenadante de la cepa M2. Sin embargo, en el carril 2 y 4 se pueden
observar dos bandas inespecificas cercanas a los 35kDa.

Por otra parte, en el gel B, se deberian observar bandas que corresponden a 70kDa que es
el peso molecular de la proteina tPA nativa y una banda cercana a los 40 kDA que es el

peso molecular aproximado de la proteina fragmento. En los carriles 3,4,5, que son las

61



muestras M4, M5 y M6 respectivamente, se logra observar una banda muy tenue cercana
a los 70 kDa. Adicionalmente en el carril 6, que corresponde a la cepa M7 se logra ver una

los tenue cercana a los 35kDa.

Cuantificacion proteinas purificadas por cromatografia de afinidad

Posterior a la cuantificacidon de proteinas totales y corroboracién con los geles SDS-PAGE,
se sometieron las muestras a cromatografia por afinidad para su purificacion. En este caso,
se utilizaron columnas cromatograficas de niquel (HisPur™ Ni-NTA ) ya que este metal
pesado presenta una alta afinidad con los fragmentos ricos en histidina.

Los plasmidos generados tienen integrada una cola de polihistidina (6xHis) en la regién N-
terminal (Figura 3), por lo que las proteinas generadas deberian quedar retenidas en las
columnas.

Para la cromatografia Se recuperaron 5 fracciones, la primera, nombrada FO que
corresponde a todas las proteinas que no poseen cola de histidina en su estructura. A
continuacion, las fracciones W1y W2 que corresponden a los lavados de las columnas, aqui
se espera obtener proteinas que pudieran tener histidina en su composicion, pero en baja
cantidad. Finalmente, las fracciones F1 y F2 que corresponden a los eluidos con imidazol.
Este compuesto quimico compite por el sitio de unién del niquel por ello, se emplea como
un agente de competicion para eluir (liberar) las proteinas purificadas de la resina.

En las Figuras 20 y 21 se puede observar la cuantificacion de proteinas en las distintas
fracciones obtenidas desde las cromatografias. En la Figura 20 podemos observar el estudio
de las cepas productoras de BMP2, aqui podemos observar que el mayor contenido de
proteinas en el sobrenadante de cultivo no presenta afinidad por la columna ya que la
cuantificacién de FO nos senala la falta de cola de histidina en las proteinas totales desde el
medio de cultivo, esto se ve principalmente en la muestra M2. Sin embargo, se pudo
cuantificar la presencia de proteinas en w1, w2, F1 y F2. Un comportamiento similar se
observa en la Figura 21, donde vemos que la fraccion FO todas las variantes de tPA,

presentan una alta cuantificacién de proteinas.
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Figura 20: Cuantificacion de proteinas totales desde fracciones rescatadas de
Cromatografia de afinidad de niquel en cepas productoras de BMP2, en sobrenadante
de cultivo las 48 horas de produccion. En el eje x se encuentran las fracciones estudiadas
donde FO corresponde a proteinas que no 6xHis, W1y W2 corresponden a las fracciones
recuperada de los lavados de las columnas. F1y F2 son las fracciones recuperadas
posterior al tratamiento con 300 mM de imidazol. Se observan las siguientes cepas: M1
productora de BMP2m, M2 la cepa productora de Bmp2 con presencia cel prodominio y
M3 cepa que posee el sitio de corte inducido “k”. Ademds, M3MC una cepa con corte
inducido que posee 7 copias del gen y control de plasmido vacio. Cada experimento fue
realizado en triplicado, los datos fueron expresados como promedio mas desviacion

estandar y analizados mediante el test ANOVA, de dos vias ****p< 0,0001
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Figura 21: Cuantificacion de proteinas totales desde fracciones rescatadas de
Cromatografia de afinidad de niquel de cepas productoras de tPA en sobrenadante de
cultivo las 48 horas de produccion. En el eje x se encuentran las fracciones estudiadas
donde FO corresponde a proteinas que no 6xHis, W1y W2 corresponden a las fracciones
recuperada de los lavados de las columnas. F1y F2 son las fracciones recuperadas
posterior al tratamiento con 300 mM de imidazol. Se observan las siguientes cepas: M4,
cepa productora de tPA; M5 cepa que posee el sitio de corte inducido “k”; M6 productora
de fragmento de tPA. Ademds, M6MC una cepa con corte inducido que posee 6 copias del
gen y control de plasmido vacio. Cada experimento fue realizado en triplicado, los datos
fueron expresados como promedio mads desviacién estdndar y analizados mediante el test

ANOVA, de dos vias ****p< 0,0001
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Objetivo 3: Determinar el efecto sobre el estrés de reticulo de las variantes de
BMP-2 y t-PA.

Activacion Via UPR y ERAD

Para evidenciar el estrés generado en el reticulo endoplasmatico (RE) que causa la expresion
de las proteinas dificiles de expresar BMP2 y tPA, se evalud la expresion de genes clave para
la via UPR y la via ERAD. Para UPR se utilizaron los genes HAC1, KAR2, PDIl y ERO1; para la
deteccion de la via ERAD se utilizaron DER1, HRD3, SEC61, como gen de referencia se utilizé
el gen de actina (ACT1) de P. pastoris Tabla 2.

Para el analisis de las muestras se evaluaron las cepas productoras de BMP2 que se
observan en la Figura 22 y 23, donde se evaluaron los marcadores moleculares para la via
UPR y ERAD respectivamente. Se puede observar en la Figura 22 que las cepas de copia
Unica que expresan BMP2 poseen una expresioén relativa de todos los marcadores de la via
UPR similar a la cepa control por lo que no mostraron diferencias significativas (P>0.05). Sin
embargo, la cepa que posee multiples copias del gen, sobreexpresan HAC1 y PDI mostraron
diferencias significativas (P<0.05) en las muestras con 48 horas de induccidon con metanol.
Por otra parte, la cepa 365 que produce CalB también sobreexpresa el marcador molecular
PDI a las muestras de 48 horas. De igual forma, las cepas que poseen copia Unica del gen
no generan cambios en los marcadores moleculares de la via ERAD, sin embargo, la cepa
M3, que expresa la variante de BMP2 con corte inducido por la endopeptidasa nativa Kex2
de P. pastoris, presenta un aumento en la expresién de SEC61 en el tiempo 0 (TO) previo a

la induccidn con metanol.
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Figura 22: expresion relativa de marcadores moleculares asociados a la via UPR en cepas
que expresan BMP2. Para la determinacién de los niveles de expresion de los genes
analizados, se empled la cuantificacidn relativa y el método de 2-2CT. En los ensayos de
gPCR realizados se analizaron todas las cepas transformantes en los tiempos 0 (sin
induccidn por metanol), y a las 48 horas (post induccidon con metanol) se estudiaron todos
cultivos con el mismo gen al mismo tiempo. Las muestras analizadas son: M1 productora
de BMP2m, M2 la cepa productora de Bmp2 con presencia del prodominio y M3 cepa que
posee el sitio de corte inducido “k”. Ademads, M3MC una cepa con corte inducido que
posee 7 copias del gen y control de pldsmido vacio. Cada experimento fue realizado en
triplicado, los datos fueron expresados como promedio mas desviacion estandar y

analizados mediante el test ANOVA, de dos vias ****p< 0,0001
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Figura 23: expresion relativa de marcadores moleculares asociados a la via ERAD en
cepas que expresan BMP2. Para la determinacién de los niveles de expresién de los genes
analizados, se empled la cuantificacidn relativa y el método de 2-2CT. En los ensayos de
gPCR realizados se analizaron todas las cepas transformantes en los tiempos 0 (sin
induccidn por metanol), y a las 48 horas (post induccidon con metanol) se estudiaron todos
cultivos con el mismo gen al mismo tiempo. Las muestras analizadas son: M1 productora
de BMP2m, M2 la cepa productora de Bmp2 con presencia del prodominio y M3 cepa que
posee el sitio de corte inducido “k”. Ademads, M3MC una cepa con corte inducido que
posee 7 copias del gen y control de pldsmido vacio. Cada experimento fue realizado en
triplicado, los datos fueron expresados como promedio mas desviacion estandar y

analizados mediante el test ANOVA, de dos vias ****p< 0,0001
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Respecto al analisis de las cepas productoras de tPA que se observan en la Figura 24 y 25,
igualmente se evaluaron los marcadores moleculares para la via UPR y ERAD
respectivamente. Se puede observar en la Figura 24 que las cepas de copia Unica que
expresan tPA poseen una expresion relativa similar al control en la evaluacién de los
marcadores moleculares HAC1, KAR2 y PDI, sin embargo, se puede apreciar un aumento en
la expresién del marcador ERO1 en las tres variantes productoras de tPA (M4, M5, M6)
estudiadas al tiempo 0. Respecto a la cepa que posee multiples copias del gen, podemos
observar que genera un aumento en la expresion de los genes HAC1 y PDI a las 48 horas de
induccion con metanol. Por otra parte, la cepa 365 que produce CalB también sobre expresa
el marcador molecular PDI.

De igual forma, las cepas que poseen copia Unica del gen no generan cambios en los
marcadores moleculares de la via ERAD (Figura 25), salvo la cepa M4 productora de tPA ,
gue presenta un aumento en la expresion de HAC1 en el tiempo 0 (TO) previo a la induccidn

con metanol.
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Figura 24: expresion relativa de marcadores moleculares asociados a la via UPR en cepas
que expresan tPA. Para la determinacion de los niveles de expresidn de los genes
analizados, se empled la cuantificacidn relativa y el método de 2-2CT. En los ensayos de
gPCR realizados se analizaron todas las cepas transformantes en los tiempos 0 (sin
induccidn por metanol), y a las 48 horas (post induccidon con metanol) se estudiaron todos
cultivos con el mismo gen al mismo tiempo. Las muestras analizadas son: M4 productora
de tPA, M5 que corresponde a cepa productora del fragmento catalitico de tPA y M6 cepa
que posee el sitio de corte inducido “k”. Ademds, M6MC una cepa con corte inducido que
posee 8 copias del gen y control de pldsmido vacio. Cada experimento fue realizado en
triplicado, los datos fueron expresados como promedio mas desviacion estandar y

analizados mediante el test ANOVA, de dos vias ****p< 0,0001.
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Figura 25: expresion relativa de marcadores moleculares asociados a la via ERAD en
cepas que expresan tPA. Para la determinacion de los niveles de expresidon de los genes
analizados, se empled la cuantificacidn relativa y el método de 2-2CT. En los ensayos de
gPCR realizados se analizaron todas las cepas transformantes en los tiempos 0 (sin
induccidn por metanol), y a las 48 horas (post induccidon con metanol) se estudiaron todos
cultivos con el mismo gen al mismo tiempo. Las muestras analizadas son: M4 productora
de tPA, M5 que corresponde a cepa productora del fragmento catalitico de tPA y M6 cepa
que posee el sitio de corte inducido “k”. Ademds, M6MC una cepa con corte inducido que
posee 8 copias del gen y control de pldsmido vacio. Cada experimento fue realizado en
triplicado, los datos fueron expresados como promedio mas desviacion estandar y

analizados mediante el test ANOVA, de dos vias ****p< 0,0001.

70

I BN B

X33
M4

M5

M6
365
M6MC
Control



DISCUSION
La produccién de proteinas recombinantes con aplicacidn terapéutica representa un

desafio cuando se trata de moléculas complejas consideradas “dificiles de expresar”,
debido a que presentan requerimientos estructurales y bioquimicos que superan la
capacidad de procesamiento basal del hospedero. Entre estas limitaciones se incluyen la
necesidad de plegamiento intrincado, una elevada demanda de modificaciones
postraduccionales (PTM), la formacion de multiples enlaces disulfuro y patrones
especificos de glicosilacidn. La sobreexpresion de este tipo de proteinas puede saturar la

maquinaria de plegamiento y secrecion, provocando la activacién de la respuesta a
proteinas mal plegadas (UPR) y de la via de degradacion asociada al reticulo endoplasmico
(ERAD)(77).

En este contexto, se seleccionaron dos proteinas modelo de alta complejidad: BMP2 y tPA.
La dificultad de BMP2 radica principalmente en la estricta disposicidon de puentes disulfuro
que conforman un nudo de cisteina con tres enlaces intracatenarios y un enlace
intermolecular que estabiliza la forma homodimérica, careciendo ademas de sitios de
N-glicosilacién en su estructura madura, sin embargo, en su prodominio posee 3 sitios de
N-glicosilacidon que podrian ayudar al plegamiento de la proteina (83).

Por su parte, tPA requiere la formacidn de 17 puentes disulfuro y posee tres sitios de N-
glicosilacion, caracteristicas que la convierten en una molécula altamente demandante en
términos de plegamiento y procesamiento secretorio (63).

Ambas proteinas son biofarmacos de alto requerimiento en la industria farmacéutica, por
lo que la presencia de N-glicosilaciones puede marcar la diferencia al momento de ser
suministrada a un paciente (84). La importancia de la N-glicosilacion se subraya al
considerar que ambas proteinas modelo son biofarmacos de alto requerimiento. Este
proceso es fundamental para guiar el plegamiento correcto, la solubilidad y la estabilidad
de la proteina, lo que lo convierte en un factor determinante para la eficacia clinica (85). Si
bien la eleccidn de Pichia pastoris es ventajosa por sus glicanos naturalmente mas cortos,
su via nativa aun puede generar hipermanosilacion, lo que podria resultar en una

respuesta inmunoldgica o una vida media sérica reducida (86).
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Frente a las exigencias del modelo, la eleccion del vector de expresidn en P. pastoris es un
factor critico para lograr una produccidn eficiente. Entre los plasmidos comercialmente
disponibles, los derivados del sistema pPIC (Invitrogen/ThermoFisher) constituyen la
principal plataforma de uso. Una de sus caracteristicas determinantes es la combinacion
de un promotor fuerte e inducible (AOX1) con un péptido seiial eficiente, que en conjunto
definen tanto la intensidad de transcripcidon como la correcta entrada de la proteina en la
via secretoria (87,88).

En este trabajo se utilizé el vector pPICZa, ya que porta el promotor AOX1 y el péptido
sefial del factor de apareamiento alfa (MFa) de Saccharomyces cerevisiae como se puede
observar en la Figura 3 y 4. El promotor AOX1 a diferencia del promotor de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (PGAP) asegura altos niveles de expresién bajo
induccidon con metanol (89). Normalmente, la concentracion de metanol de hasta el 5% es
tolerable para los organismos, pero los niveles altos de concentraciones de metanol (por
encima del 5%) son muy toxicos para la viabilidad celular y pueden detener el proceso de
produccién (58) por ello actualmente se estd trabajando en la busqueda de promotores
que inducen la expresion de proteinas libres de metanol (90). Por su lado, el péptido sefial
MFa dirige la proteina naciente hacia el reticulo endoplasmico, donde comienza su
procesamiento y plegamiento (91). Este péptido posee una regién “pre”, que facilita la
translocacion, y una regién “pro”, que actua como chaperona intramolecular favoreciendo
el trafico hacia el aparato de Golgi. La escision de la regidn pro en P. pastoris es mediada
por la proteasa Kex2p, homéloga a la furina en mamiferos, que reconoce secuencias
dibasicas y permite la maduracién de diversas proteinas secretadas. Para optimizar este
paso, se adaptd la secuencia de corte nativa de las proteinas estudiadas, originalmente
dependientes de furina, para que fueran reconocidas de manera eficiente por Kex2p,
asegurando la liberaciéon de la forma madura y funcional en el medio extracelular (41,92).
De este modo, la combinacién AOX1-MFa representa una estrategia fundamental para
obtener proteinas terapéuticas complejas con alta productividad y calidad estructural.

En la etapa de transformacion, a diferencia del sistema bacteriano, las células

competentes de P. pastoris requieren grandes cantidades (a nivel de ug) del pldsmido,
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por ello para su integracién es necesario linealizar con una enzima de corte Unico el
plasmido (Figura 7) (93).

Adicionalmente, en la expresidn de proteinas recombinantes el numero de copias
integradas del gen de interés constituye un factor determinante. En la mayoria de los
casos, se produce un solo cruce en el genoma, pero se producen inserciones multiples en
el 1-10% de los casos (41). Aunque la integracion de multiples copias suele
correlacionarse con mayores niveles transcripcionales (94), también incrementa el riesgo
de saturar la maquinaria secretora y acumular proteinas mal plegadas en el lumen del
reticulo endopldsmico, activando la UPR y generando un estrés celular que enmascara los
efectos intrinsecos del disefio del constructo (73,94). Por ello, al analizar el nimero de
copias que se integraron en las células transformantes, se optd por aquellas que poseian
una copia Unica (Figura 14). Al elegir aquellas que son monocopia minimizamos la
variabilidad asociada a la sobreexpresion masiva y atribuimos las diferencias observadas
en plegamiento, secrecidn o activacion de rutas de estrés directamente a la presencia del

prodominio y sus modificaciones (Figura 3).

Dentro de las estrategias planteadas en este estudio se encuentra la expresién de la
proteina en su forma funcional, es decir, biolégicamente activa. Por parte de BMP2
corresponde Unicamente a la regidn madura, designada como BMP2m, y por parte de tPA
se asigno el nombre tPAF derivado del fragmento que cataliza la reaccién de disolucién de
coagulos, homdlogo a la proteina comercial Reteplasa (65). En esta estrategia se
esperaba que la proteina al ser la regidon madura, por tanto, mds pequefia, no requiera de
tanto procesamiento y sea mas sencilla de generar en P. pastoris.

Esto se ve reflejado en la cuantificacion de proteinas (Figura 14 y 15) donde podemos
apreciar que la expresion de proteinas totales en el sobrenadante de cultivo a las 48 horas
de induccion con metanol presenta una mayor de concentracion de proteinas respecto al
control. La cepa M1 equivale a 130 + 1,24 ug/mL, la cepa M5 presenta una concentracion
de proteinas totales que asciende a 115 + 1 ug/mL. Por otra parte, si lo comparamos con

una proteina pequefa que requiere pocas modificaciones postraduccionales como es Calb
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[2], [69](cepa 365) que se utilizé como control, vemos que esta genera mayor cantidad de
proteinas totales que equivale a 174 + 0,5 pug/mL lo que podria indicar que es mas facil de
sintetizar para el microorganismo. Este aumento respecto al control podria sugerir que,
aungue ambas proteinas fueron secretadas, su eficiencia fue menor en comparacién con
una proteina mas sencilla como CalB (95), lo que podria confirmar que el nivel de

complejidad estructural sigue siendo un factor limitante en P. pastoris.

La segunda estrategia planteada en este estudio es la expresidon de la forma “nativa” de la
proteina, es decir, que el cassette de transformacién contenga la informacién para la
sintesis de la forma precursora, con la presencia del prodominio, cuyo sitio de corte es
reconocido por la endopeptidasa humana (furina). Con esta estrategia se buscé que, tras
las modificaciones postraduccionales requeridas, de origen a la proteina en su forma
madura activa. Para BMP2 esta estrategia dio origen a la cepa M2 y en tPA a la cepa M4.
Al observar la cuantificacién de proteinas totales encontramos 133 + 2,8 ug/mL de
proteinas totales en la cepa M2; y 160 = 7 ug/mL en la cepa M4, en ambos casos podemos
observar que la cuantificacion es superior a las cepas control (WT y CONTROL), pero
inferior a la cepa 365 productora de CalB (174 + 0,5 ug/mL). A su vez, la cepa M2 presenta
niveles similares a la cepa M1, demostrando que el prodominio podria no estar influyendo
en la mayor generacién de proteinas. Sin embargo, al comparar la cepa M4 (160 + 7 ug/mL
) y la cepa M5 (115 + 1 pg/mL) podemos observar que hay una mayor deteccion de
proteinas, lo que sugiere la presencia de la estructura precursora en la cepa M4 podria
estar facilitando una mayor eficiencia de produccién o secrecidn, lo que se ve reflejado en
una mayor concentracion de proteinas totales en comparacién con el fragmento tPAF de

la cepa M5.

Para alivianar el costo energético que significa para la levadura llevar a cabo los cortes
proteoliticos necesarios para generar una proteina funcional, es decir, el corte de furina
gue se encarga de escindir el prodomino nativo, se modificé la region de corte para que

sea reconocida por la misma endopeptidasa que corta el MFa, Kex2p. Para ello se
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generaron las variantes M3 que tuvo una cuantificacion de proteinas totales de 140 t 4,34
ug/mLy M6 146 + 6 ug/mL.

Todas las cepas generaron mayor cantidad de proteinas totales que los controles WTy
vector vacio (CONTROL), a su vez, menor cuantificacién de proteinas que la cepa
productora de CalB.

Por otra parte, se evaluaron las cepas M3 y M6 que poseian multiples copias del inserto.
En ambos casos estas generaron un aumento significativo en la cuantificacion de proteinas
totales donde M3MC 156 + 4ug/mLy M6MC 147 + 4ug/mL respectivamente, ambas

superiores al control, pero similares a su homélogo sin el corte inducido.

Los resultados exhibidos por la cuantificacién de proteinas totales no se ven reflejados
fielmente en los geles de SDS PAGE presentes en la Figura 19 Ay B, donde se observan
bandas que no corresponden al peso molecular que se esperaba. En la Figura 19A se
observaron dos bandas, una equivalente a 10kDa y otra de 35 kDA en los carriles 2 y 4,
gue corresponden a la cepa M1y M3. Este tamafio difiere de los 16 kDa que corresponde
al tamaino del mondmero de BMP2, ya que se encuentra en condiciones denaturantes.
Algo similar ocurre en la Figura 19B, donde se deberia observar una banda de 70 kDa en el
carril 3 y una banda cercana a los 40 kDa en los carriles 4 y 5. En los carriles 3,4,5, que son
las muestras M4, M5 y M6 respectivamente, se logra observar una banda muy tenue
cercana a los 70 kDa. Sin embargo, también se observa en el carril 6, que corresponde a la
cepa M7 (control de transformacién de pldasmido vacio), una banda tenue cercana a los
35kDa.

Se conoce por literatura que una de las ventajas de utilizar a la levadura P. pastoris como
sistema de expresion heterdloga es que posee un bajo nivel de secrecion de proteinas
endogenas, lo que simplifica los procesos de purificacidon de proteinas recombinantes (96).
Sin embargo, en los analisis experimentales se observaron bandas inespecificas que
evidencian la presencia de proteinas enddgenas en el sobrenadante de cultivo. De
acuerdo con estudios protedmicos, podrian corresponder a proteasas, la mayoria de estas

proteinas se encuentran en un rango de 10 a 70 kDa, siendo un contaminante recurrente
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la proteasa extracelular de la familia de las subtilisinas (~37 kDa) (97,98). Este tamafio
coincide con las bandas encontradas en los geles.

Este resultado podria reflejarse también en la baja intensidad se las bandas en el gel de
proteinas, pese a que en la cuantificacion queda en evidencia la expresion de proteinas
secretadas y que los geles se cargaran con 2 ug cada una de las muestras, se esperaba
una intensidad de la banda fuera similar al control de carga (BSA), sin embargo esto no
sucede, lo que podria sugerir que gran parte de la proteina recombinante no se esta
secretando o se podria estar degradando ya que, aunque las proteasas enddgenas se
producen en bajas cantidades, nuestra proteina de interés también lo estd, lo que hace a
las proteasas un factor significativo. Una oportunidad de mejora podria ser revelar con
plata, cuya sensibilidad es mayor respecto al azul de coomassie (99,100) y podria
proporcionarnos mayor detalle de las proteinas presentes en el sobrenadante, o el uso de
cepas deficientes de subtilisinas (87).

La presencia de diferentes patrones de glicosilacion o la hipermanosilacién también podria
verse reflejada en los geles SDS-PAGE como bandas difusas o “smears”, con un peso
molecular aparente mayor al tedrico de la proteina (101). Un resultado asi indicaria que la
homogeneidad de la rProt esta comprometida por la maquinaria de glicosilacién del
huésped. Por lo tanto, aunque Pichia es una plataforma robusta, el éxito final y la
funcionalidad de la proteina dependen de la calidad de esta modificacién postraduccional.
Esto subraya la necesidad de implementar estrategias de ingenieria metabdlica, como
Pichia GlycoSwitch (41), para obtener un perfil de N-glicanos complejo que asegure la
funcionalidad terapéutica y la homogeneidad molecular de las proteinas secretadas, que
se esperaria ver como bandas mas definidas en el gel.

Este postulado podria descartarse mediante la aplicacion de inmunoensayos como Elisa o
Western Blot aprovechando la cola de histidina (6xHis) presentes en el vector (102,103).
Como la cuantificacion fue realizada con las proteinas totales del sobrenadante de cultivo,
la presencia de proteasas puede estar sobrestimando las lecturas por lo que se optd por
purificar mediante cromatografia de afinidad los sobrenadantes (Figura 20 y 21). Aqui

podemos observar que hay presencia de proteinas en todas las fracciones, indicativo de la
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heterogeneidad de las proteinas que pudimos obtener de los sobrenadantes de cultivo de
las cepas transformantes estudiadas.

Se observa una fuerte presencia de proteinas en la fraccién que no se une a la resina de
niquel-NTA (FO) donde deberiamos encontrar la mayor parte de los productos proteicos
que carecen de la cola de 6xHIS. A su vez deberiamos encontrar proteinas que tuvieron
una leve afinidad en las fracciones W1y W2, finalmente podremos encontrar nuestras
proteinas de interés en las fracciones F1 y F2, donde el imidazol presente en el buffer
compite con la proteina para unirse a la resina consiguiendo liberar nuestra proteina de
interés, sin embargo no se logran observar diferencias significativas respecto al control,
por lo que se sugiere realizar una electroforesis de proteinas (SDS-PAGE) para corroborar
el porcentaje de la proteina de interés en contraste con las proteasas que se podrian estar

produciendo.

Parte central de la presente propuesta era que el prodominio podria influir en la baja
expresion de proteinas de interés, ligada a la activacion de las vias de UPR o de ERAD.

El primer punto que llama fuertemente la atencion es que, si se analiza de forma global,
las cepas que se seleccionaron que poseen una insercidn Unica del gen, no inducen la
activacion de los principales marcadores moleculares de estrés de reticulo (Figura 22, 23,
24y 25), a diferencia de aquellas que presentan multiples copias del gen (M3MCy
M6MC), que aumentan la expresion de genes cruciales, principalmente de UPR. Si vemos
la Figura 22, podemos observar las distintas variantes generadas para la expresién de
BMP2, (M1, M2, M3 y M3MC) no presentan diferencias en los marcadores moleculares
HAC1; KAR2 y ERO1, respecto al control de plasmido vacio, sin embargo podemos
observar que la cepa multicopia (M3MC) presenta un aumento significativo en la
expresion de PDI.

Como lo sefalan diversos autores, la insercién de multiples copias del gen sobrepasa el
sistema de plegamiento del reticulo y en este se comienzan a acumular intermediarios mal
plegados, generando un cuello de botella. En este caso, BMP2 pese a que requiere pocos

enlaces disulfuro estos son bastante especificos ya que requieren formar un nudo de
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cisteina, este suele ser el paso critico para su produccién y esto se ve reflejado en el
aumento de la expresion de la proteina disulfuro isomerasa (PDI) como una respuesta
celular dirigida (56,77).

Un efecto similar podemos observar en la Figura 24, donde se aprecian las variantes de
tPA (M4-M5-M6-M6MC), donde al igual que BMP2, las variantes de procesamiento del
prodominio a las 48 horas de induccién con metanol no generan la sobreexpresién de
HAC1, KAR2 o ERO1, sin embargo, la cepa multicopia (M6MC) sobreexpresa PDI lo que
indica que el cuello de botella dentro del reticulo se esta dando principalmente a nivel de
formacidn de puentes disulfuro, lo que podria esperarse ya que tPA requiere la formacion
de 17 puentes disulfuro para su forma activa (65,68).

Aunque no es significativo podemos ver también que ambas cepas “multicopia” generan
un aumento en HAC1 (1,5-1,8 veces de cambio), este factor de transcripcidn funciona
como la principal respuesta a la sobrecarga en el reticulo, confirmando que se est3
formando un cuello de botella (73,104).

Llama la atencién que el marcador molecular KAR2 no se vea sobre expresado. La falta de
sobreexpresion de KAR2 (una chaperona general que se une a polipéptidos desplegados)
es muy interesante. Si el problema fuera una saturacion global de la capacidad de
plegamiento del RE, esperariamos ver un aumento de todas las chaperonas, incluyendo
KAR2. Su ausencia sugiere que, a pesar de la activacion de la UPR, el estrés no es por la
presencia masiva de proteinas completamente mal plegadas, sino por la acumulacién de
intermediarios de plegamiento defectuosos especificamente en el paso de formacion de
los puentes disulfuro.

Por otra parte, es importante observar que en la cepa control que genera la proteina CalB
(365) se ve aumentada la expresion de HAC1 y PDI, sin embargo, en este caso no sabemos
cuantas copias del gen posee, pero si podemos observar que hay una mayor cantidad de
proteinas (Figuras 14 y 18) demostrando que se esta sobre produciendo pero que a su vez

estd induciendo la via UPR.

Es llamativo también que el gen ERO1 a tiempo 0 (TO) se vea subexpresado para la
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generacion de tPA respecto al control, en las tres variantes de tPA. En primer lugar, esto
deja en evidencia que la subexpresion no esta ligada a la presencia del prodominio sino a
la formacién de la proteina recombinante en general, y por otra parte, nos indica un cuello
de botella, donde la subexpresién de ERO1 significa que la levadura esta produciendo
menos de la enzima clave para generar los puentes disulfuro, ya que ERO1 codifica una
oxidorreductasa Erolp, enzima que genera el poder oxidante necesario para que PDI
pueda formar nuevos enlaces disulfuro, lo que podria estar reflejado en el bajo titulo de
proteinas (77,97,98).

Por otra parte, el mismo gen en las variantes de BMP2 poseen una expresién mayor
respecto al control a tiempo 0, sin embargo, esta diferencia no es significativa,
demostrando una vez mas que las variaciones en los marcadores moleculares son
independientes al grado de complejidad de la proteina en estudio.

Respecto a la via de degradacién del reticulo endoplasmatico (ERAD), llaman la atencién
principalmente dos resultados. El primero es la sobrexpresion de SEC61 en la cepa
productora de BMP2 con corte inducido por Kex2p, la cepa M3. En la Figura 23 se puede
observar que a tiempo 0, es decir sin induccion por metanol, existe una sobrexpresion de
SEC61, esto podria indicar que la célula esta respondiendo a una sobrecarga, no en el
plegamiento, sino en la translocacion de la proteina al reticulo endopldsmico (105). Segun
diversos autores, este fendmeno se da en muchos sistemas de expresion, y es el primer
punto que evidencia el estrés, ya que, si la proteina no puede entrar al RE, se acumula en
el citoplasma, lo que puede llevar a la formacion de agregados y al colapso de la
produccién (106).

En el caso de la produccidn de las variantes de tPA, llama la atencion la sobrexpresion del
gen HRD1 inducido por la cepa productora de tPA nativa (M4) sin induccidn por metanol
(TO). El gen HRD1 codifica para una ubiquitina ligasa (E3) que reside en la membrana del
reticulo endoplasmico (RE). Las ligasas E3 son las responsables de marcar las proteinas mal
plegadas para su degradacion (75,76,107). Esto puede estar sefialando que la baja
expresion de tPA podria estar ligado a la degradacidn por ubiquitinacion de forma basal.

Finalmente es importante destacar que no hay una activacidn significativa en ninguno de
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los marcadores moleculares estudiados para la via de ERAD por las variantes generadas en
este estudio a las 48 horas post induccidon con metanol.

En resumen, nuestros resultados indican que el estrés del reticulo endoplasmatico (RE) en
cepas de Pichia pastoris que expresan tPA y BMP2 es una consecuencia directa de la

cantidad de proteina secretada, no de la complejidad del pro-dominio.

En el caso de las cepas monocopia, la baja a moderada carga de expresion del gen no
generd una respuesta UPR significativa. Este hallazgo sugiere que, a pesar de la
complejidad de proteinas como tPA y BMP2, la maquinaria celular nativa es capaz de lidiar

con el plegamiento de forma eficiente cuando la demanda es controlada.

A diferencia de esto, en las cepas multicopia, la alta carga de expresion del gen
desencadend una respuesta UPR robusta. Esta clara activacidon del mecanismo de
adaptacion celular evidencia que la sobreproduccion masiva de la proteina satura los
sistemas de translocacién y plegamiento, confirmando que el cuello de botella es la
capacidad de procesamiento del hospedero, y no un fallo intrinseco asociado a la

presencia o disefio del pro-dominio.

De este modo, nuestros resultados destacan que, mas que la complejidad intrinseca de
BMP2 y tPA, es el numero de copias lo que determina el grado de estrés celular en P.
pastoris, lo cual tiene implicaciones directas para la estrategia de ingenieria en la

produccién de proteinas terapéuticas.
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CONCLUSIONES

Este estudio se analizaron las limitaciones asociadas a la expresidn y secrecién de
proteinas recombinantes complejas en Pichia pastoris, utilizando BMP2 y tPA como
proteinas modelo. Mediante la generacion y caracterizacion de cepas con distintas
variantes del pro-dominio, se evalué el impacto del disefio de la construccidon génica, las
diferencias respecto al numero de copias, |la carga sobre el plegamiento proteico y la

activacion del estrés del reticulo endoplasmatico(UPR y ERAD)..

Considerando los resultados planteados durante el desarrollo de este trabajo es posible
concluir que se generaron exitosamente cepas de Pichia pastoris que integraron las
distintas construcciones del pro-dominio para la expresion de las proteinas recombinantes
BMP2 y tPA, permitiendo evaluar de manera controlada el efecto del pro-dominio y de la
carga génica sobre la expresion y secrecién de proteinas complejas. Ademas, vimos que
las cepas transformantes, independientemente del tipo de pro-dominio o del nimero de
copias integradas, no presentaron diferencias significativas en sus tasas de crecimiento,
indicando que las modificaciones genéticas introducidas no comprometieron la viabilidad

celular ni el metabolismo basal del hospedero.

Por otra parte, fue posible la caracterizacion de las cepas transformantes de Pichia
pastoris para la expresion de BMP2 considerando el nimero de copias integradas, el
crecimiento celular y la capacidad de expresién de las proteinas recombinantes. El analisis
comparativo entre cepas monocopia y multicopia, portadoras de distintas variantes del
pro-dominio, evidencié que las modificaciones introducidas no afectaron
significativamente la cinética de crecimiento, permitiendo descartar efectos deletéreos
sobre la fisiologia basal del hospedero. Esta caracterizacién permitié evaluar de manera
independiente el impacto del pro-dominio y de la carga génica sobre la expresion y
secrecion de proteinas recombinantes complejas. Sin embargo, se evidencio una baja
recuperacion de proteinas en el medio extracelular lo que se podria atribuir a proteasas

extracelulares del hospedero lo que resalta la importancia de considerar factores post-
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secrecidn en la evaluacion del rendimiento productivo de proteinas complejas en P.

pastoris.

Finalmente se determind el efecto sobre el estrés de reticulo de las variantes de las
distintas variantes estudiadas, donde evidenciamos que la presencia o modificacién del
pro-dominio en cepas monocopia no indujo una activacion significativa de la respuesta a
proteinas mal plegadas (UPR), sugiriendo que, bajo condiciones de carga de expresion
baja a moderada, la maquinaria de plegamiento del reticulo es capaz de manejar
eficientemente proteinas recombinantes complejas como BMP2 y tPA. Este resultado se
contrasta al observar exclusivamente las cepas multicopia donde se evidencia, una
activacion robusta de la UPR, lo que indica que el estrés de reticulo estd determinado
principalmente por la carga génica y la sobreexpresién, mas que por la complejidad

estructural del pro-dominio.

Estos resultados sugieren refinar la hipdtesis inicial, demostrando que el pro-dominio, si
bien no es suficiente por si solo para reducir el estrés de reticulo bajo condiciones de alta
carga de expresion, contribuye a un contexto celular compatible con un plegamiento
adecuado cuando la expresidon se mantiene dentro de los limites de la capacidad secretora

del hospedero.
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PROYECCIONES

Si bien la estrategia del prodominio se comporté adecuadamente en cepas monocopia, el
desafio de la baja productividad y la degradacion proteolitica persiste. Por lo tanto,
futuras investigaciones deben enfocarse en soluciones experimentales directas: se podria
optimizar el host mediante ingenieria genética para reducir la actividad de las proteasas
extracelulares y aumentar la recuperacién de la proteina integra, o bien, realizar ensayos
de coexpresidn de chaperonas en el Reticulo Endoplasmico para asistir el plegamiento y

aumentar la eficiencia de secrecion.

Finalmente, la integracidén de herramientas de vanguardia como los sistemas de expresién
cell-free, esta estrategia podria ofrecer un ambiente simplificado donde se pueden
controlar directamente los componentes de plegamiento y minimizar la degradacién,
resolviendo el problema de la toxicidad celular y los cuellos de botella de la via secretora.
O la integracién de herramientas de biologia sintética y edicién génica (como CRISPR) que
abren la posibilidad de diseiar cepas a medida (custom-made), capaces de superar las
limitaciones observadas, avanzando hacia una produccidn mas eficiente, escalable y con

mayor rendimiento de biomoléculas de interés terapéutico.
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ANEXOS

Tablas suplementarias:

TablaS1: Secuencias de proteinas originales y posterior a la optimizacién de codones.

RLERAASRANTVRSFHHEESL
EELPETSGKTTRRFFFNLSSIP
TEEFITSAELQVFREQMQDA
LGNNSSFHHRINIYEIIKPATA
NSKFPVTRLLDTRLVNQNAS
RWESFDVTPAVMRWTAQG
HANHGFVVEVAHLEEKQGV
SKRHVRISRSLHQDEHSWSQ
IRPLLVTFGHDGKGHPLHKEK
REAEAQRKRLKSSCKRHPLYV
DFSDVGWNDWIVAPPGYH
AFYCHGECPFPLADHLNSTN
HAIVQTLVNSVNSKIPKACCV
PTELSAISMLYLDENEKVVLK
NYQDMVVEGCGCR

Nombre | Secuencia proteina Secuencia optimizacién de codones

BMP2 MQAKHKQRKRLKSSCKRHP | ATGCAAGCAAAACATAAGCAAAGAAAGCGACTCAAATCGTCATGCAAACGTCACCCGTTGTA
LYVDFSDVGWNDWIVAPPG | TGTCGACTTCAGTGATGTGGGGTGGAATGACTGGATTGTTGCGCCACCAGGGTACCACGCTT
YHAFYCHGECPFPLADHLNS | TCTATTGCCATGGCGAGTGTCCGTTTCCTTTAGCTGATCACCTGAATAGCACTAACCATGCCAT
TNHAIVQTLVNSVNSKIPKAC | CGTCCAGACGCTAGTCAATTCGGTAAACTCTAAGATCCCCAAGGCGTGTTGCGTACCCACCGA
CVPTELSAISMLYLDENEKVV | ACTTTCTGCAATATCCATGTTGTACCTAGACGAAAACGAAAAAGTTGTGCTTAAAAATTACCA
LKNYQDMVVEGCGCR GGATATGGTGGTAGAGGGATGCGGTTGTCGG

Pro- MGAAGLVPELGRRKFAAASS | ATGGGGGCAGCTGGGTTGGTGCCCGAATTGGGGCGACGAAAATTCGCCGCCGCGTCTTCCG

BMP2m GRPSSQPSDEVLSEFELRLLS | GTCGTCCCTCGAGTCAGCCGAGCGACGAAGTATTGAGTGAGTTTGAATTACGTCTTTTGTCTA
MFGLKQRPTPSRDAVVPPY | TGTTTGGCCTTAAGCAGCGTCCTACTCCATCCAGAGACGCTGTGGTTCCCCCATACATGCTAG
MLDLYRRHSGQPGSPAPDH | ACTTATACAGAAGACACTCAGGCCAGCCGGGGTCACCAGCCCCTGATCATAGACTGGAGAGG
RLERAASRANTVRSFHHEESL | GCCGCTTCTCGTGCTAACACCGTTCGCTCCTTCCACCACGAAGAGTCTTTAGAGGAACTCCCG
EELPETSGKTTRRFFFNLSSIP | GAAACATCCGGAAAAACAACTCGGCGGTTTTTCTTCAATCTCAGTTCGATCCCAACAGAGGAA
TEEFITSAELQVFREQMQDA | TTTATAACGTCCGCGGAACTTCAAGTGTTTCGAGAACAGATGCAGGACGCATTGGGAAATAA
LGNNSSFHHRINIYEIIKPATA | CTCATCCTTCCACCATCGCATCAATATATACGAGATCATAAAACCGGCGACGGCAAATAGCAA
NSKFPVTRLLDTRLVNQNAS | GTTCCCTGTTACCCGGCTATTAGATACTCGCCTAGTCAACCAAAACGCATCGCGGTGGGAGTC
RWESFDVTPAVMRWTAQG | GTTTGATGTCACCCCTGCAGTGATGAGGTGGACCGCTCAAGGCCATGCCAATCACGGTTTTGT
HANHGFVVEVAHLEEKQGV | TGTCGAAGTAGCGCATCTCGAAGAAAAGCAAGGTGTAAGTAAGCGACACGTACGCATTAGCC
SKRHVRISRSLHQDEHSWSQ | GGAGCCTTCATCAGGACGAGCATTCTTGGTCACAGATTCGTCCATTACTAGTTACGTTTGGAC
IRPLLVTFGHDGKGHPLHKR | ACGACGGTAAAGGCCACCCACTACATAAGAGGGAAAAAAGGCAAGCTAAGCATAAACAACG
EKRQAKHKQRKRLKSSCKRH | AAAGCGCCTCAAAAGTTCGTGTAAGAGACATCCTCTGTATGTAGACTTCTCAGATGTCGGATG
PLYVDFSDVGWNDWIVAPP | GAACGATTGGATTGTTGCCCCCCCTGGCTATCACGCTTTCTACTGCCATGGTGAGTGCCCCTTC
GYHAFYCHGECPFPLADHLN | CCCCTGGCAGACCACCTGAATTCGACAAATCATGCAATAGTACAGACGCTGGTCAATTCAGTA
STNHAIVQTLVNSVNSKIPKA | AACAGTAAAATTCCGAAGGCGTGCTGTGTTCCGACTGAGCTTTCTGCGATCAGCATGCTATAT
CCVPTELSAISMLYLDENEKV | CTCGATGAGAACGAGAAGGTGGTGTTAAAAAACTATCAAGATATGGTCGTCGAGGGGTGTG
VLKNYQDMVVEGCGCR GATGTAGG

Pro-K- MGAAGLVPELGRRKFAAASS | ATGGGAGCTGCGGGCTTGGTCCCTGAATTGGGAAGGCGAAAGTTTGCAGCAGCGTCGTCTG

BMP2m GRPSSQPSDEVLSEFELRLLS | GTCGACCAAGTTCACAGCCGAGTGATGAAGTACTCAGCGAATTCGAACTTCGCCTCTTGTCTA
MFGLKQRPTPSRDAVVPPY | TGTTCGGGTTAAAGCAACGTCCGACGCCGTCCAGGGACGCTGTAGTCCCGCCCTATATGTTAG
MLDLYRRHSGQPGSPAPDH | ATCTATATCGTCGACACTCAGGCCAGCCCGGTTCGCCAGCACCTGATCATAGACTGGAGCGA

GCGGCATCGAGAGCCAATACTGTACGGTCTTTTCACCACGAGGAGTCATTGGAGGAATTACC
TGAGACCTCGGGAAAAACTACCCGCCGTTTTTTTTTTAATTTATCTTCCATCCCTACGGAGGAA
TTCATAACATCTGCGGAACTTCAAGTATTCCGTGAACAGATGCAAGACGCTCTGGGCAATAAT
TCCAGTTTCCACCATCGAATTAACATTTACGAGATCATAAAGCCTGCCACAGCCAACAGCAAG
TTTCCCGTCACGAGGCTACTCGACACCAGACTTGTCAATCAGAACGCAAGTAGATGGGAATCC
TTTGACGTTACACCCGCAGTGATGAGGTGGACTGCCCAAGGACATGCCAATCACGGCTTTGTT
GTTGAGGTGGCTCATTTGGAAGAAAAACAGGGAGTATCGAAACGCCACGTCCGCATATCTCG
TTCATTACATCAAGACGAACACAGCTGGTCGCAAATTAGGCCCCTTCTCGTCACATTCGGCCAT
GATGGTAAGGGTCACCCCCTCCATAAGGAGAAACGGGAGGCTGAAGCGCAACGGAAACGCC
TCAAATCAAGTTGTAAGAGACATCCACTGTACGTCGACTTCTCAGATGTTGGGTGGAATGATT
GGATCGTTGCCCCACCGGGGTACCACGCGTTCTATTGCCACGGGGAGTGCCCATTCCCGCTAG
CTGATCATCTAAATTCCACCAACCATGCAATCGTGCAGACTCTGGTGAACAGCGTGAACAGCA
AGATTCCAAAGGCGTGCTGTGTACCTACGGAGCTTTCCGCCATAAGCATGTTATATCTAGATG
AGAACGAAAAAGTTGTGCTGAAAAACTACCAGGACATGGTTGTGGAGGGTTGCGGGTGTCG
G
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tPA MSQEIHARFRRGARSYQVIC | ATGAGCCAGGAAATACATGCTCGTTTCCGTAGGGGTGCGCGTTCTTACCAGGTCATATGTCGG
RDEKTQMIYQQHQSWLRPV | GATGAAAAGACGCAAATGATCTACCAACAGCATCAATCGTGGTTGCGACCGGTTCTCCGTTCA
LRSNRVEYCWCNSGRAQCH | AACAGAGTTGAGTATTGTTGGTGCAACTCGGGAAGAGCACAATGCCACTCTGTGCCCGTTAA
SVPVKSCSEPRCFNGGTCQQ | GTCGTGCAGCGAGCCAAGATGTTTCAATGGCGGCACTTGTCAACAAGCCCTTTATTTCAGCGA
ALYFSDFVCQCPEGFAGKCC CTTTGTATGTCAATGTCCAGAAGGCTTCGCTGGCAAATGTTGTGAGATCGATACACGCGCGAC
EIDTRATCYEDQGISYRGTW ATGTTACGAAGATCAGGGAATCAGCTACAGGGGGACCTGGTCAACGGCGGAATCCGGTGCA
STAESGAECTNWNSSALAQ GAGTGTACGAATTGGAATAGTTCTGCTTTGGCACAGAAACCCTATTCCGGACGCAGGCCTGA
KPYSGRRPDAIRLGLGNHNY CGCCATTCGACTGGGTTTAGGTAACCACAACTATTGCCGCAACCCGGACCGTGACTCAAAACC
CRNPDRDSKPWCYVFKAGK ATGGTGCTACGTGTTCAAGGCCGGTAAATATTCTTCCGAATTTTGCAGCACTCCCGCTTGTTCT
YSSEFCSTPACSEGNSDCYFG | GAAGGGAACAGCGACTGCTACTTCGGGAACGGTTCAGCCTACCGAGGGACACATTCTCTAAC
NGSAYRGTHSLTESGASCLP TGAGTCTGGCGCGAGTTGCCTTCCTTGGAACTCGATGATTCTTATAGGCAACGTGTATACGGC
WNSMILIGNVYTAQNPSAQ | ACAAAATCCTTCCGCTCAGGCATTGGGTCTAGGGAAACATAATTATTGCCGCAACCCGGACG
ALGLGKHNYCRNPDGDAKP GAGACGCTAAACCATGGTGTCACGTGCTTAAAAATAGACGACTCACCTGGGAGTACTGCACG
WCHVLKNRRLTWEYCDVPS | TCCCGTCATGTAGTACGTGTGGTCTAAGGCAGTATAGTCAACCCCAGTTTCGGATTAAGGGG
CSTCGLRQYSQPQFRIKGGLF | GGGCTATTTGCAGACATCGCGTCGCACCCCTGGCAGGCAGCCATATTCGCGAAGCACCGGAG
ADIASHPWQAAIFAKHRRSP | ATCCCCGGGAGAACGTTTTTTGTGCGGGGGCATTTTAATAAGCTCATGTTGGATATTGTCTGC
GERFLCGGILISSCWILSAAHC | GGCGCATTGTTTTCAGGAACGCTTCCCACCTCACCACTTGACCGTAATCCTGGGTAGAACATA
FQERFPPHHLTVILGRTYRVV | TCGGGTCGTCCCGGGCGAAGAGGAACAAAAGTTTGAGGTGGAAAAATACATTGTACACAAG
PGEEEQKFEVEKYIVHKEFDD | GAGTTTGATGACGATACATACGATAATGATATTGCCCTACTACAACTGAAATCTGATAGTAGC
DTYDNDIALLQLKSDSSRCA CGGTGCGCCCAGGAGTCGTCGGTAGTCCGGACTGTTTGCCTGCCTCCCGCCGATCTACAATTA
QESSVVRTVCLPPADLQLPD CCGGACTGGACTGAATGCGAACTCTCCGGCTATGGAAAGCATGAGGCACTGAGTCCTTTCTAT
WTECELSGYGKHEALSPFYSE | TCCGAGCGCTTAAAAGAGGCCCACGTCCGCTTATACCCATCATCACGTTGCACGAGTCAGCAT
RLKEAHVRLYPSSRCTSQHLL | CTCCTGAATAGGACTGTAACCGATAATATGCTCTGCGCTGGTGACACCAGGTCGGGAGGACC
NRTVTDNMLCAGDTRSGGP | CCAGGCTAATTTACATGATGCGTGTCAAGGGGATAGTGGAGGCCCTCTCGTTTGCCTGAATG
QANLHDACQGDSGGPLVCL | ACGGTCGAATGACCCTTGTAGGTATAATCAGCTGGGGGCTTGGCTGTGGACAGAAGGATGTG
NDGRMTLVGISWGLGCGQ | CCCGGGGTTTACACCAAGGTTACAAATTATCTCGACTGGATTCGTGATAACATGCGGCCA
KDVPGVYTKVTNYLDWIRD
NMRP

tPA-F MSYQGNSDCYFGNGSAYRG | ATGAGCTACCAGGGAAATAGCGATTGTTATTTCGGCAACGGTTCTGCTTACAGGGGGACCCA
THSLTESGASCLPWNSMILIG | CAGTCTTACGGAGTCAGGCGCATCGTGCCTGCCGTGGAACAGTATGATTCTTATCGGGAAGG
KVYTAQNPSAQALGLGKHN TATATACTGCACAGAATCCTAGTGCTCAAGCTTTAGGCCTCGGAAAACATAACTACTGTCGGA
YCRNPDGDAKPWCHVLKNR | ATCCGGATGGCGACGCCAAGCCATGGTGTCACGTACTTAAAAATCGCCGATTGACGTGGGAG
RLTWEYCDVPSCSTCGLRQY | TACTGCGATGTTCCTTCATGTAGCACCTGTGGTTTGCGGCAGTATTCTCAGCCACAATTTCGGA
SQPQFRIKGGLFADIASHPW | TCAAGGGCGGTTTGTTCGCTGATATAGCATCGCATCCATGGCAGGCCGCTATCTTTGCCAAGC
QAAIFAKHRRSPGERFLCGGI | ATAGAAGATCCCCGGGGGAGCGTTTCCTATGCGGTGGTATATTGATCTCTTCGTGCTGGATAC
LISSCWILSAAHCFQERFPPH TATCTGCCGCTCACTGTTTCCAGGAACGGTTTCCGCCACATCATTTAACAGTGATACTAGGACG
HLTVILGRTYRVVPGEEEQKF | TACTTACAGAGTAGTACCTGGAGAAGAGGAGCAGAAGTTTGAAGTGGAAAAATATATTGTGC
EVEKYIVHKEFDDDTYDNDIA | ACAAAGAATTCGACGACGACACGTATGACAATGACATTGCTCTGCTTCAACTGAAATCTGATT
LLQLKSDSSRCAQESSVVRTV | CAAGTCGATGCGCACAAGAATCGTCCGTCGTACGCACCGTCTGCTTACCCCCTGCGGACTTAC
CLPPADLQLPDWTECELSGY AACTCCCAGATTGGACCGAGTGTGAGCTATCCGGATACGGTAAACACGAAGCGCTTTCACCCT
GKHEALSPFYSERLKEAHVRL | TTTATAGTGAGCGATTGAAGGAAGCGCACGTGCGCCTATATCCTTCTTCTAGGTGT
YPSSRCTSQHLLNRTVTDNM | ACTTCGCAGCATTTACTCAACAGGACAGTCACTGACAATATGCTATGCGCCGGGGATACAAG
LCAGDTRSGGPQANLHDAC AAGCGGCGGCCCCCAAGCAAACCTCCACGACGCGTGTCAAGGGGACTCAGGTGGCCCCCTCG
QGDSGGPLVCLNDGRMTLV | TTTGCCTTAATGATGGGCGCATGACACTGGTTGGGATTATCTCTTGGGGGCTCGGTTGCGGTC
GIISWGLGCGQKDVPGVYTK | AAAAGGATGTCCCCGGAGTCTATACAAAAGTTACGAACTACCTGGATTGGATAAGGGATAAC
VTNYLDWIRDNMRP ATGCGTCCT

tPA-KF MSQEIHARFRRGAREKREAE | ATGAGTCAAGAAATTCATGCTCGATTCCGGCGAGGCGCGAGAGAGAAAAGGGAGGCAGAG

ASYQGNSDCYFGNGSAYRG
THSLTESGASCLPWNSMILIG
NVYTAQNPSAQALGLGKHN
YCRNPDGDAKPWCHVLKNR
RLTWEYCDVPSCSTCGLRQY
SQPQFRIKGGLFADIASHPW
QAAIFAKHRRSPGERFLCGGI
LISSCWILSAAHCFQERFPPH
HLTVILGRTYRVVPGEEEQKF
EVEKYIVHKEFDDDTYDNDIA
LLQLKSDSSRCAQESSVVRTV
CLPPADLQLPDWTECELSGY
GKHEALSPFYSERLKEAHVRL
YPSSRCTSQHLLNRTVTDNM
LCAGDTRSGGPQANLHDAC
QGDSGGPLVCLNDGRMTLV
GIISWGLGCGQKDVPGVYTK
VTNYLDWIRDNMRP

GCAAGCTATCAGGGCAATTCTGACTGCTACTTCGGTAATGGTTCTGCTTACCGAGGGACGCAC
TCATTAACCGAATCGGGTGCTTCTTGTCTACCCTGGAACTCAATGATCTTGATTGGGAACGTCT
ACACTGCACAAAATCCGAGTGCGCAGGCCCTCGGACTAGGTAAGCATAATTATTGTCGCAAC
CCGGATGGGGATGCTAAGCCATGGTGTCATGTACTTAAAAACCGTCGTCTAACATGGGAGTA
TTGCGACGTTCCTTCCTGTAGTACATGCGGACTTAGACAATACAGCCAGCCCCAATTTCGGATT
AAAGGGGGCTTATTCGCCGACATAGCCTCGCATCCTTGGCAGGCGGCGATATTCGCCAAACA
CAGGCGCTCGCCTGGCGAGCGTTTCCTGTGTGGCGGAATTCTTATATCATCGTGCTGGATCTT
ATCAGCCGCTCACTGTTTTCAAGAGCGGTTTCCGCCACATCACCTAACCGTGATCCTCGGTAG
AACATATCGGGTGGTTCCCGGGGAAGAAGAGCAAAAATTTGAGGTAGAAAAGTATATCGTA
CATAAGGAGTTTGACGACGACACGTACGATAATGATATAGCGCTTCTGCAGCTCAAGTCTGAC
TCCTCCAGGTGCGCACAAGAATCCAGTGTGGTTCGTACAGTGTGCTTGCCCCCAGCGGATCTT
CAGCTCCCGGACTGGACGGAGTGTGAACTGTCGGGATACGGTAAACACGAAGCTTTATCTCC
GTTCTACAGCGAACGACTCAAAGAAGCACACGTACGCCTATATCCATCAAGTAGGTGCACTTC
TCAACACCTCCTGAATAGAACCGTCACTGATAATATGTTGTGCGCAGGTGACACGCGTTCCGG
GGGCCCCCAAGCCAACTTGCATGATGCTTGCCAGGGGGACAGCGGAGGCCCACTTGTCTGTC
TGAACGACGGACGCATGACTTTGGTGGGAATCATAAGCTGGGGTTTAGGGTGTGGCCAGAA
GGATGTCCCTGGTGTCTACACCAAGGTTACAAACTATCTGGATTGGATTAGGGATAATATGCG
GCCT
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Tabla S2: Secuencias primer para verificacién por PCR de los insertos.

Origen Nombre primer SECUENCIA

Plasmido (pPICZalpha) Ps5- F GACTGGTTCCAATTGACAAGC
Ps5-R GGATGTCAGAATGCCATTTGC
Bleo-F ACGTGACCCTGTTCATCAGC
Bleo-R CTCCTCGGCCACGAAGTG

P.pastoris AOX1-F GTGCCCAACTTGAACTGAGG
AOX1-R AGATCGTCAAATGGGGTGGT
AOX2-F GACTCCTGGACACCCTGAAA
AOX2-R CCTCTTGCAAACAAGCATCA
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Figuras suplementarias

MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

BMP2m ‘ ProBMP2 ‘ ProkBMP2

Figura S1: Validacion de variantes de BMP2 con mapeo enzimatico en muestras de extraccion
plasmidos. 1)1kb ladder; 2) Plasmido pPicza-BMP2m sin corte; 3) Plasmido pPicza-BMP2m
digerido con Sacl/BamH]I; 4) Plasmido pPicza-BMP2m digerido con Bbsl; 5) Plasmido
pPicza-proBMP2 sin corte; 6) Plasmido pPicza-proBMP2 digerido con Sacl/BamH]I;7)
Plasmido pPicza-proBMP2 digerido con Bbsl; 8) Plasmido pPicza-proKBMP2 sin corte; 9)
Plasmido pPicza-proKBMP2 digerido con Sacl/BamHI;10) Plasmido pPicza-proKBMP2
digerido con Bbsl;11) Control Plasmido pPicza vacio(-)sin corte; 12) Control Plasmido

pPicza digerido con Sacl/BamHI ; 13) Plasmido pPicza digerido con Bbsl(-); 14) 1Kb Ladder.
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Figura S2: Validacion de variantes de tPA con mapeo enzimatico en muestras de extraccion
plasmidos. 1)1kb ladder; 2) Plasmido pPicza-tPA sin corte; 3) Plasmido pPicza-tPA digerido
con Sacl/BamHl; 4) Plasmido pPicza-tPA digerido con Bswl/Hindlll; 5) Plasmido pPicza-tPAF
sin corte; 6) Plasmido pPicza-tPAF digerido con Sacl/BamHI;7) Plasmido pPicza-tPAF
digerido con Bswl/Hindlll; 8) Plasmido pPicza-tPAKF sin corte; 9) Plasmido pPicza-tPAKF
digerido con Sacl/BamHI;10) Plasmido pPicza-tPAKF digerido con Bswl/Hindlll;11) Control
Plasmido pPicza vacio(-)sin corte; 12) Control Plasmido pPicza digerido con Sacl/BamHI ; 13)

Plasmido pPicza digerido con Bswl/Hindlll; 14) 1Kb Ladder.
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Figura S3: Parametros cinéticos de cultivos de cepas transformadas para la produccion de
BMP2. A) Tasa especifica de crecimiento celular; B) Rendimiento de produccién de proteina
por biomasa; C) Tasa especifica de produccidn de proteinas. Cada experimento fue realizado
en triplicado, los datos fueron expresados como promedio mas desviacién estandar y
analizados mediante el test ANOVA, de dos vias ****p< 0,0001.
0.3+ 0.05 0.0015
= WT X-33
0.04 = M4
021 5 003 -; 0.0010 = M5
= i—: ’ e = M6
* 044 & 0024 50.0005_ = Control
0.014
0.0- 0.00- 0.0000-
ORI 24.0 48.0 24.0 48.0
,x{‘\ o°° Horas post induccion Horas post induccién

Figura S4: Parametros cinéticos de cultivos de cepas transformadas para la produccién de
tPA. A) Tasa especifica de crecimiento celular; B) Rendimiento de produccion de proteina
por biomasa; C) Tasa especifica de produccidn de proteinas. Cada experimento fue realizado
en triplicado, los datos fueron expresados como promedio mas desviacién estandar y

analizados mediante el test ANOVA, de dos vias ****p< 0,0001.
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