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a tripsina es una serin-proteasa que juega

un papel importante en la activacién de

endopeptidasas digestivas en animales y lle-

va a cabo la catalisis de reacciones de
hidrdlisis de enlaces peptidicos que contienen resi-
duos de aminoéacidos basicos, tales como lisina y
arginina. La tripsina bovina y porcina se encuentran
disponibles comercialmente y son producidas prin-
cipalmente por aislamiento y purificacion a partir de
tejido animal, sin embargo, frecuentemente esta
enzima se contamina con otras proteasas digesti-
vas, como la quimiotripsina. En la literatura existen
escasos reportes sobre la produccién de tripsina o
tripsinégeno recombinante por el poco éxito obteni-
do en su produccién, ya que generalmente la
biosintesis de esta proteasa provoca efectos noci-
vos para el hospedero o bien se obtienen rendimien-
tos muy bajos debido a su inestabilidad (1, 2).

Pichia pastoris es una levadura metilotréfica que
tiene la capacidad de crecer en metanol como Uni-
ca fuente de carbono, el cual es metabolizado por
una ruta metabdlica que involucra a las enzimas
alcohol oxidasa (AOX), catalasa y formaldehido
deshidrogenasa, entre otras. En esta levadura, la
sintesis de la enzima AOX se induce cuando se em-
plea metanol como Unica fuente de carbono, debi-
do a la activacion del promotor del gen AOX1 bajo
estas condiciones de cultivo (3, 4).

El sistema de expresion de P. pastoris consiste de
vectores de integracion que portan el gen heterdlo-
go de interés bajo el control del promotor del gen
AOX1, siendo posible inducir la expresion del gen
heter6logo al emplear metanol como Unica fuente
de carbono (3, 4).

En 1992 (5) se aislo y caracterizé de las glandu-
las digestivas del camarén Penaeus (Litopenaeus)

vannamei tres isoformas de la principal serin-
proteasa de crustaceos (tripsina). Ademas, el mis-
mo grupo de investigadores clonaron una secuen-
cia de DNAc que codifica para un zimégeno de
tripsina (tripsinégeno) de 255 aminoécidos (6). Pos-
teriormente, nuestro grupo de trabajo clono6 este
DNAc y la porcion del mismo que codifica para
tripsina, ambos fusionados a la secuencia sefial del
factor alfa de Saccharomyces cerevisiae, en un vector
de expresion y se construyeron cepas recombinan-
tes de P. pastoris portadoras de los DNAc de tripsina
y tripsindgeno de Litopenaeus vannamei (7, 8). A
pesar que la integracion de los genes heterélogos
fue verificada por PCR, los productos proteicos de
los genes heter6logos clonados no se detectaron
mediante el analisis de proteinas en geles de polia-
crilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) y ensayos de western blot (7, 8). Un analisis
por microscopia electrénica reveld que las células
de las cepas recombinantes portadoras del DNAc
de tripsina cultivadas bajo condiciones de induccion
mostraban una ausencia de proliferacion
peroxisomal (7, 8), por lo que se penso que la fun-
cion de las enzimas peroxisomales, entre ellas la AOX
y la catalasa, se encontraba alterada.

Con estos antecedentes, en el presente trabajo
se evaluo la integridad funcional de las enzimas
peroxisomales AOX y catalasa de cepas recombi-
nantes de P. pastoris portadoras del DNAc de tripsina
o tripsindgeno de Litopenaeus vannamei, cuando son
cultivadas bajo condiciones de induccién de los ge-
nes heterélogos clonados. Ademas, se evalud el cre-
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cimiento de estas cepas bajo las mismas condicio-
nes de induccioén, con el fin de determinar si éste se
ve afectado por una probable alteracion del meta-
bolismo del metanol, producido por la disfuncion
de estas enzimas peroxisomales.

Estrategia experimental

Para determinar la integridad funcional de las
enzimas peroxisomales AOX y catalasa se determi-
né la actividad especifica de estas enzimas en la
fraccidn soluble intracelular de las cepas portado-
ras del DNAc de tripsina o tripsinégeno, cultivadas
bajo condiciones de induccion de los genes heteré-
logos empleando un medio minimo amortiguado con
metanol como Unica fuente de carbono (BMM). Para
determinar si se ve afectado el crecimiento celular
cuando las cepas recombinantes son cultivadas bajo
condiciones de induccién, se realizaron cinéticas de
crecimiento en BMM y bajo condiciones de repre-
sion de los genes heterdlogos empleando un medio
minimo amortiguado con glicerol como Unica fuen-
te de carbono y agente represor (BMG) y se compa-
raron con las cinéticas de crecimiento de cepas con-
trol. Ademas, se realizaron cinéticas de crecimiento
de las cepas recombinantes cultivadas en BMM su-
plementado con sorbitol, con el fin de evaluar el
efecto del sorbitol como fuente alternativa de car-
bono y energia en presencia de metanol. Por Ulti-
mo, se realiz6 un analisis por SDS-PAGE de la frac-
ciodn soluble intracelular de las cepas cultivadas en
BMM y BMM suplementado con sorbitol, con el fin
de detectar la presencia de AOX y catalasa.

Actividad especifica de AOX y catalasa

La funcionalidad de las enzimas peroxisomales AOX
y catalasa de las cepas recombinantes cultivadas en
BMM (fosfato potasico 100 mM, pH 6.0, base
nitrogenada para levaduras [YNB] 1.34% [p/v],
biotina 0.4 mg/L y metanol 0.75% [v/V]), se evalué
determinando la actividad especifica de estas
enzimas a las 2, 4, 6, 8 y 10 horas de induccién en
la fraccion intracelular empleando un método des-
crito previamente (9). Se emplearon las cepas
GS115-C2B4 (cepa GS115 de P. pastoris [tripsina+,
Mut—+], contiene el DNAc de tripsina de Litopenaeus
vannamei), GS115-Tg2 (cepa GS115 de P. pastoris
[tripsinégeno+, Mut+], contiene el DNAc de
tripsinégeno de Litopenaeus vannamei), GS115-GP

(cepa GS115 de P. pastoris [Mut+], contiene el
vector de expresion sin la secuencia de algin gen
funcional) y GS115-22K (cepa GS115 de P. pastoris
[Mut—+], contiene el DNAc que codifica para una
proteina de 22 kDa), estas dos Ultimas empleadas
como cepas control.

En la cepa GS115-C2B4 no se detectd la activi-
dad especifica de la enzima AOX a los tiempos es-
tudiados, mientras que en la cepa GS115-Tg2 au-
mentd durante las primeras 6 horas y después dis-
minuyo rapidamente hasta niveles préximos a cero
en las siguientes 6 horas (figura 1). Sin embargo,
para el caso de la cepa control GS115-22K, la ac-
tividad especifica de AOX tendié a aumentar a lo
largo del tiempo y para la cepa GS115-GP aumen-
t6 durante las primeras 4 horas para posteriormen-
te disminuir y permanecer constante (figura 1).

Por otro lado, la actividad especifica de la
catalasa de la cepa GS115-C2B4 fue tres veces mas
baja que la observada para la cepa GS115-Tg2 y
las cepas control a partir de las 6 horas de induc-
cion (figura 1).
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Fig. 1. Actividad especifica de la enzima AOX (gréafica supe-
rior) y catalasa (grafica inferior) de la fraccion intracelular de
las cepas cultivadas en BMM a diferentes tiempos de induc-
cion: GS115-C2B4 (¢), GS115-Tg2 (n), GS115-GP (s) y
GS115-22K (e). Los valores reportados son las medias de
tres determinaciones (C.V.< 20%).
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Estos resultados indican que, a diferencia de las
cepas empleadas como control, el cultivo de las
cepas GSS115-C2B4 y GS115-Tg2 bajo condicio-
nes de induccioén de la expresion de los genes hete-
rélogos afecta la funcionalidad de las enzimas
peroxisomales AOX y catalasa.

Cinéticas de crecimiento bajo
condiciones de represion
del gen heterdlogo

Se realizaron cinéticas de crecimiento de las cepas
GS115-C2B4, GS115-Tg2 y GS115-GP cultivadas
en BMG (fosfato potasico 100 mM, pH 6.0, YNB
1.34% [p/v], biotina 0.4 mg/L y glicerol 1% [v/v])
determinando la densidad 6ptica a 600 nm (D.O. )
y las unidades formadoras de colonia por mL (UFC/
mL). Se determinaron las velocidades especificas de
crecimiento y tiempos de duplicacion. Para compa-
rar los resultados, se realizd un analisis de varianza
(ANOVA), comparaciones multiples de Tukey y una
prueba de t de Student empleando el paquete esta-
distico SPSS 8.0.

En la tabla 1 se muestran los tiempos de dupli-
cacion y las velocidades especificas de crecimiento
de las cepas recombinantes cultivadas en BMG. La
cepa GS115-C2B4, mostré el menor crecimiento
en BMG de todas las cepas estudiadas. Ademas las
cepas GS115-C2B4 y GS115-Tg2 mostraron valo-
res de tiempos de duplicacion 1.43 y 1.05 veces
mayores que el de la cepa control, respectivamente,
(p<<0.01y p<<0.05) y diferentes entre si (p<<0.01).

Los resultados indican que existen diferencias fi-
sioldgicas entre las cepas recombinantes y éstas res-
pecto a la cepa control que influyen en el crecimien-
to aun en ausencia de la expresion de los genes
heterélogos.

Cinéticas de crecimiento bajo
condiciones de induccion del
gen heterbélogo

Se realizaron cinéticas de crecimiento de las cepas
GS115-C2B4, GS115-Tg2, GS115-GP y GS115-
22K, las dos ultimas empleadas como cepas con-
trol, las cuales se cultivaron en los medios BMM y
BMM suplementado con sorbitol (figura 2).

En la tabla 2 se muestran los tiempos de dupli-
cacion y las velocidades especificas de crecimiento
de las cepas recombinantes cultivadas en BMM es-

timados por D.O., y por UFC/mL. La cepa GS115-
C2B4 present6 un tiempo de duplicacion menor que
el de las dos cepas control, por lo tanto una mayor
velocidad especifica de crecimiento. Un punto im-
portante a enfatizar es el comportamiento observa-
do en la cepa GS115-Tg2, para la cual se detectd
crecimiento cuando éste se evalué a través de la

medicion de la D.O. ., sin embargo cuando el cre-

Tabla I. Tiempos de duplicacién y velocidades especificas
de crecimiento en medio BMG

Tiempo de duplicacion (h)

Cepas D.O. UFC/mL
GS115-C2B4 3.48 = 0.022 2.99 + 0.452
GS115-Tg2 2.54 +0.02° 1.54 = 0.40°
GS115-GP 2.43 £ 0.07° ND

Velocidad especifica

de crecimiento (h™1)
GS115-C2B4 0.199 + 0.001* 0.24 + 0.042
GS115-T1g2 0.273 =0.002° 0.48 = 0.14°
GS115-GP 0.286 + 0.008¢ ND

Los resultados se expresan como la media = la desviacion estandar
(n=3). ND: No determinado. Literales diferentes indican diferencias
significativas con p<<0.01 en las comparaciones con GS115-C2B4
de los valores obtenidos por D.O. y p< 0.05 para las demas.

cimiento se evalu6 a través de las UFC/mL se ob-
servo claramente la muerte del cultivo (figura 2, gra-
fica inferior).

En la gréafica superior de la figura 2 se observa
gue en medio BMM la cepa GS115-C2B4 y la cepa
GS115-Tg2 iniciaron una fase estacionaria a tiem-
pos muy cortos de 3 y 6 horas, respectivamente,
mientras que las cepas control estuvieron en una
evidente fase exponencial hasta las 16 horas regis-
tradas. Por otro lado, en las cinéticas de GS115-
C2B4 y GS115-Tg2 en el medio BMM suplementa-
do con sorbitol se observd una evidente fase
exponencial (velocidades especificas de 0.284 +
0.003y0.147 = 0.001 hcon tiempos de duplica-
cion de 2.44 x 0.59 y 4.72 *+ 0.39 horas [n=3],
respectivamente) hasta las 20 horas de cultivo (figu-
ra 2, grafica superior). En las cinéticas determina-
das por UFC/mL en BMM, la cepa GS115-C2B4
(figura 2, gréfica inferior) alcanzo la fase estaciona-
ria a las 3-4 horas, mientras que para la cepa
GS115-Tg2 se registré claramente una cinética de
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Tabla II. Tiempos de duplicacion y velocidades
especificas de crecimiento en medio BMM

Tiempo de duplicacion (h)

Cepas D.O. UFC/mL
GS115-C2B4* 412 +1.78¢2 4.89 + 0.62¢2
GS115-1g2 6.69 + 1.212P ND
GS115-GP 8.19 + 0.49° 6.19 + 1.102°
GS115-22K 7.10 £0.21° 7.43 = 0.99°

Velocidad especifica
de crecimiento (h™?)

GS115-C2B4* 0.19 #+=0.06* 0.14+0.012
GS115-Tg2 0.11 =+ 0.022° ND

GS115-GP 0.08 #+=0.01° 0.11+0.02°
GS115-22K 0.098 = 0.003" 0.09 = 0.01°

Los resultados se expresan como la media = la desviacion estandar
(n=3), *(n=5). ND: No determinado. Literales diferentes indican
diferencias significativas con p< 0.05.

muerte del cultivo y las cepas control presentaron
un evidente crecimiento exponencial.

En el medio BMM suplementado con sorbitol, las
cinéticas de crecimiento determinadas evaluando las
UFC para las cepas GS115-C2B4 y GS115-Tg2,
mostraron que hasta las 20 horas de cultivo se en-
contraron en una evidente fase exponencial (veloci-
dades especificas de crecimiento de 0.280 =% 0.005
y 0.146 =+ 0.006 h™con tiempos de duplicacion de
2.47 = 0.23y 4.74 = 0.31 [n=3] horas, respecti-
vamente).

Andlisis de proteinas intracelulares
por SDS-PAGE

Con el fin de detectar la presencia de las enzimas
AOX y catalasa en la fraccion soluble intracelular,
se realizd un andlisis por SDS-PAGE de esta frac-
cion de las cepas GS115-C2B4, GS115-Tg2 y
GS115-22K cultivadas durante 24 horas bajo con-
diciones de induccion en los medios BMM, BMM
suplementado con sorbitol y en el medio complejo
BMMY (BMM mas peptona 2% [p/v] y extracto de
levadura 1% [p/v]). La induccién de la expresion de
los genes heterélogos se inicid en cultivos con altas
densidades celulares obtenidas en cultivos previos
en BMG. Este andlisis revel6 la ausencia de las ban-
das correspondientes a las enzimas AOX (—75 kDa)
y catalasa (—60 kDa) en la fracciéon soluble
intracelular de los cultivos de la cepa GS115-C2B4
en todos los medios evaluados (carriles 4, 5y 6,
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Fig. 2. Cinéticas de crecimiento de cepas recombinantes de
P. pastoris bajo condiciones de induccién determinadas por
D.O. a 600 nm (superior) o bien a través de las UFC/mL
(inferior). (¢ ) Cepa GS115-C2B4 en BMM, (n) cepa GS115-
Tg2 en BMM, (s) y (¢) cepas control GS115-GP y GS115-
22K en BMM, respectivamente, (*) cepa GS115-C2B en BMM
suplementado con sorbitol y (0) cepa GS115-Tg2 en BMM
suplementado con sorbitol.

figura 3), mientras que estas bandas estuvieron pre-
sentes en el mismo andlisis realizado para las cepas
GS115-Tg2 y control (carriles 1, 2, 3, 7, 8y 9, figu-
ra 3).

Estos resultados indican que se llevé a cabo la
expresion de los genes que codifican para AOX y
catalasa y la biosintesis de sus productos, tanto en
la cepa portadora del DNAc de tripsindgeno como
en la cepa control cuando éstas se cultivaron en
BMM, BMM suplementado con sorbitol y BMMY, los
cuales contienen metanol que induce la expresion
tanto de las enzimas peroxisomales AOX y catalasa
como la de los DNAc de tripsina y tripsindgeno
clonados. La cepa control GSS115-22K, cultivada
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Fig. 3. SDS-PAGE al 12% teflido con azul de Coomassie de
proteinas de la fraccion soluble de lisados celulares de las
cepas GS115-22K, GS115-C2B4 y GS115-Tg2. Carril M:
Marcador de peso molecular. Carril 1: GS115-22K en el
medio BMM. Carril 2: GS115-22K en el medio BMM suple-
mentado con sorbitol. Carril 3: GS115-22K en el medio
BMMY. Carril 4: GS115-C2B4 en el medio BMM. Carril 5:
GS115-C2B4 en el medio BMM suplementado con sorbitol.
Carril 6: GS115-C2B4 en el medio BMMY. Carril 7: GS115-
Tg2 en el medio BMM. Carril 8: GS115-Tg2 en el medio
BMM suplementado con sorbitol. Carril 9: GS115-Tg2 en el
medio BMMY.

en BMM suplementado con sorbitol, produjo y
secretd la proteina heter6loga de 22 kDa, eviden-
cia experimental obtenida por SDS-PAGE (resulta-
dos no mostrados) lo cual demuestra la induccién
del gen heter6logo en la presencia de sorbitol. Sin
embargo, los resultados obtenidos de este analisis
para la cepa GS115-C2B4 indican una disminu-
cién en la sintesis 0 un aumento en la degradacion
de las enzimas AOX y catalasa, lo que dio a lugar a
gue sus bandas no se pudieran detectar por SDS-
PAGE a las mismas condiciones experimentales en
las cuales si se detectaron para la cepa GS115-Tg2
y la cepa control. Ademas, estos resultados estan en
concordancia con la ausencia de actividad de AOX
observada cuando la cepa GS115-C2B4 es culti-
vada bajo estas condiciones.

Discusion y conclusiones

Bajo condiciones de represion del promotor AOX1,
las cepas GS115-C2B4 y GS115-Tg2 crecieron de
forma mas lenta que la cepa control, pero se man-
tuvieron en una fase exponencial semejante.

El crecimiento de las cepas GS115-C2B4 vy
GS115-Tg2 se vio afectado cuando estas cepas se
cultivaron bajo condiciones de activacion del pro-
motor de AOX1 (induccién de la sintesis de las

enzimas AOX y catalasa, asi como la sintesis de
tripsina y tripsindégeno clonadas). Bajo estas condi-
ciones, la cepa portadora del DNAc de tripsinégeno
(GS115-Tg2) no se mantuvo viable y la deteccion
de crecimiento determinado por D.O., a tiempos
cortos pudo deberse a algun efecto 6ptico no deter-
minado. Para el caso de la cepa portadora del DNAc
de tripsina, a pesar de que se registrd crecimiento a
tiempos cortos, lo cual podria ser debido a la pre-
sencia de un remanente de glicerol en el in6culo
empleado al inicio del cultivo, se inicié una fase es-
tacionaria temprana a partir de las 3 horas, a dife-
rencia de las cepas control que se mantuvieron en
una evidente fase exponencial hasta las 16 horas
registradas. Por otro lado, el cultivo de las cepas
GS115-C2B4 y GS115-Tg2 en el medio BMM su-
plementado con sorbitol permitié el crecimiento y
viabilidad del cultivo para ambas cepas, a pesar de
que el cultivo se mantuvo en presencia de metanol,
es decir bajo condiciones de induccion de los genes
heterélogos clonados.

Los resultado obtenidos indican que la biosintesis
0 vida media de las enzimas peroxisomales AOX y
catalasa se encuentra limitada, cuando las cepas re-
combinante son cultivadas en un medio que contiene
metanol y se induce la sintesis de tripsina y tripsinégeno.
La disfuncion o funcion limitada de estas enzimas puede
ser una de las causas del crecimiento deficiente y via-
bilidad limitada de las cepas en estudio, debido a que
se afecta el empleo de la fuente de carbono y obten-
cion de energia, este efecto fue contrarrestado cuan-
do se proporciono sorbitol, substrato que sin inhibir el
promotor proporciond una ruta alternativa para la
obtencion de energia, permitiendo asi el crecimiento
de las cepas recombinantes ain en presencia del in-
ductor del promotor AOX1

Los resultados obtenidos sugieren que los pro-
ductos recombinantes inducidos, tripsina y
tripsinégeno de Litopenaeus vannamei, afectan la
biosintesis o vida media de las enzimas
peroxisomales AOX y catalasa.

Por dltimo, la alternativa del empleo de sorbitol
como substrato permitié el crecimiento y la viabili-
dad de las cepas recombinantes en estudio.
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Resumen

En este trabajo se evalud la integridad funcional de
las enzimas peroxisomales AOX y catalasa de cepas
recombinantes de P. pastoris, portadoras del DNAc
de tripsina o tripsindgeno de Litopenaeus vannamei
cuando son cultivadas bajo condiciones de induc-
cion de los genes heterélogos clonados. Los resul-
tados obtenidos indican que la biosintesis o vida me-
dia de las enzimas peroxisomales AOX y catalasa se
encuentra limitada cuando las cepas recombinan-
tes son cultivadas en un medio que contiene metanol
como Unica fuente de carbono y energia y se induce
la expresion de los genes heteroldgos. La disfuncion
o funcion limitada de estas enzimas afecto al creci-
miento y viabilidad de las cepas recombinantes,
debido a que se influye en el empleo de la fuente de
carbono y obtencion de energia. Este efecto fue con-
trarrestado cuando se proporcioné sorbitol al me-
dio de cultivo, permitiendo el crecimiento y viabili-
dad de las cepas recombinantes estudiadas.

Palabras clave: Alcohol oxidasa, Levaduras metilotrofi-
cas, Pichia pastoris, Tripsina, Peroxisomas, Catalasa.

Abstract

In the present work the functional integrity of alcohol
oxidase (AOX) and catalase both peroxisomal en-
zymes of pichia pastoris recombinant strains, har-
boring the trypsine or trypsinogen coding sequence
of shrim (Litopenaeus vannamei), grown under het-
erologous gene induction conditions was evaluated.
Results indicate that biosynthesis or half life of the
peroximal enzymes AOX and catalase were signifi-
cantly altered when the recombinant strains were
grown in an induction medium using methanol as
single carbon and energy source, affecting the growth
and viability of recombinant strains. This effect was
counteracted when sorbitol was added to the induc-
tion medium allowing the growth and viability of the
studies recombinant strains.

Keywords: Alcohol oxidase, Methylotrophic yeast,
Pichia pastoris, Trypsin, Peroxisomes, Catalase.

Referencias

1. Yee L., H. W. Blanch. 1993. Recombinant tripsin
production in high cell density fed-batch cultures in
Eschericia coli. Biotechnol. Bioeng. 41:781-790.

2. Greaney M.G. 1993. Expression vectors for the
bovine trypsin and trypsinogen and host cells
transformed therewith. EP 0597681 Al.

3. Romanos M.A. 1995. Advances in the use of
Pichia pastoris for high level gene expression.
Curr. Opin. Biotech. 6: 527-533.

4. Escamilla Trevifio L.L., J.M. Viader Salvad6, M.
Guerrero Olazaran. 1999. Produccién de pro-
teinas recombinantes en Pichia pastoris. CIEN-
CIA UANL 2(2):27-33.

5. Sellos D., A. Van Wormhoudt. 1992. Molecular
cloning of a cDNA that encodes a serine
protease with chymotryptic and collagenolytic
activities in the hepatopancreas of the shrimp
Penaeus vannamei (Crustacca, Decapoda). FEBS
Lett. 309:219-224.

6. Klein B., G. Le Moullac, D. Sellos, A. Van
Wormhoudt. 1996. Molecular cloning and
sequencing of trypsin cDNAs from Penaeus
vannamei (Crustacea, Decapoda): use in
assessing gene expression during the moult cycle.
Int. J. Biochem. Cell Biol. 28(5):551-563.

7. Escamilla-Trevifio L.L., J.M. Viader-Salvadd, A.
Van-Wormhoudt, J. Sepulveda-Saavedra, R.M.
Leal-Gonzalez, M. Guerrero-Olazaran. 1999.
Expression studies of shrimp trypsin and
trypsinogen in Pichia pastoris. Current Topics in
Gene Expression Systems — Meeting. Invitrogen
Corporation and Research Corporation
Technologies, San Diego, California (U.S.A.).

8. Escamilla Trevifio L.L. 2001. Produccién de tripsina
de camardn blanco del Pacifico (Litopenaeus
vannamei) en Pichia pastoris. Tesis de doctorado en
ciencias con especialidad en Biotecnologia, Facul-
tad de Ciencias Bioldgicas, UANL.

9 Aebi H.1984. Catalase in vitro. Methods
Enzymol. 105: 121-126.

CIENCIA UANL / VOL. IV, No. 4, OCTUBRE-DICIEMBRE 2001

453 [



