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1. INTRODUCCION



Introduccién

1. APLICACION BIOTECNOLOGICA DE LA LEVADURA Sacécharomyces
cerevisiae.

La Biotecnologia es el uso de la Microbiologia, la Bioguimica y la Ingenierfa de una forma
integrada con el objetivo de utilizar los microorganismos y los cultivos celulares para
manufacturar productos itiles. Es una rama de ia Ciencia que ha existido desde los origenes de la
civilizaci6én donde ya se realizaban fermentaciones para la obtencién de productos como la
cerveza ¥ el vino. En los dltimos 25 aiios se ha visto rejuvenecida con el desarrollo de la Biologfa
Molecular y de las técnicas de Ingenierfa Genética. Hasta ese momento la parte central de la
Biotecnologifa la constituia la Microbiologfa Industrial, que tenfa como campo principal de trabajo
en la segunda mitad de este siglo el desarrollo de la produccién de antibi6ticos y la manufactura a
gran escala de enzimas y productos usados en la industria alimentaria. La apﬁricién de la
Ingenierfa Genética ha permitido la modificacién de los microorganismos y el desarrollo de la
expresién heteréloga de protefnas en sistemas microbianos y iineas celulares, generando un
elevado nimero de nuevos productos.

La levadura §. cerevisiae es actualmente una podercsa herramienta biotecnolégica. Esto
ka sido posible debido al conocimiento previo de su comportamiento a gran escala, debido a su
uso en fermentaciones tradicionales y el elevado grado de conocimiento a mivel genético y
bioquimico que se posee de la misma. Por lo tanto la combinacién de los avances de la Biologfa
Molecular con el alto grado de conocimiento acerca de esta levadura han dado como resultado la
comprensién de los mecanismos moleculares de muchos de sus procesos biolégicos, permitiendo
su explotacién con fines de produccién de protefnas heterélogas con interés comercial. De hecho,
la primera vacuna de origen recombinante aprobada para su uso en humanos, vacuna contra la
hepatitis B, y el primer producto de origen recombinante aprobado para su uso alimentario,
renina, han sido producidos en esta especie de levadura; existiendo actualmente varias proteinas de
origen recombinante con interés terapéutico en fase de ensayo clinico. ‘

El répido auge de §. cerevisiae en el campo de la expresién heterSloga se justifica por una
serie de ventajas, entre las que destacan: que es un organismo reconocido como seguro por la
FDA de tipo GRAS (Generally Recognized As Safe) por su tradicional uso en la industria
alimentaria; esto contrasta con los problemas de E. coli, que presenta en su pared materiales
téxicos de tipo pirogénico o los sistemas celulares de mamifero susceptibles de ser portadores de
oncogenes 0 DNA viral, lo que obliga a que los productos obtenidos en estos sistemas tengan que
ser controlados con méis exigencia que los producidos en la levadura. También destaca por la
facilidad de crecimiento y el bajo coste de los medios de cultivo, lo cual la aproxima a sistemas
procariotas del tipo E. coli. Por dltimo, al ser un organismo eucariota, es capaz de llevar a cabo
modificaciones post-traduccionales més parecidas a los eucariotas superiores, de los que suelen
proceder las protefnas que van a ser producidas, y también puede secretar protefnas de una forma
eficiente. Todo ello hace de §. cerevisiae un organismo apto para la expresién de protefnas
heterSlogas tanto de forma intracitopldsmica como por la ruta de secrecién (Tabla I).



Tabla I. Ejemplos de proteinas heter6iogas de interés expresadas en §. cerevisiae.




Proteina Uso Expresién Referencia
HB EngerixR Vacuna Hepatitis B Intracelular Valenzuela et al.,
1982
Malarnia CS Vacuna Malaria Intracelular Barr et al., 1987a .
env2-3 HIV Vacuna HIV Intracelular Barr et al., 1987b
Proinsulina humana | Tratamiento diabetes Intracelular Cousens et al., 1987
SODh Tratamiento dafio Intraceluiar Hallewell et al., 1987
isquémico
FGFh Reparacién tejidos Intracelular Barr et al., 1988
Antitripsina Enfisema pulmonar Intracelular Rosenberg et al.,
1984
HCV Deteccién en sangre Intracelular Kuo et al., 1989
anticuerpos HCV
EGFh Reparacion tejidos Secreci6n Brake et al., 1984
Insulina humana | Tratamiento diabetes Secrecién Thim et al., 1986
PDGFh Reparacidn tejidos Secrecitn Ostman ef al., 1989
GM-CSFh Tratamiento Secrecién Cantrell et al., 1985
neutropenia
IGE-1h Tratamiento Secrecidn Brake et al., I 1984
osteoporosis -

CS: circumesporozoito, EGFh: factor de crecimiento epidérmico humano; FGFh: factor

de crecimiento de fibroblastos humano; GM-CSF: factor estimulante de colonias de

granulocitos y macréfagos; HCV: virus hepatitis C; HIV: virus de la inmunodeficiencia

humana; IGFh: factor de crecimiento tipo insulina humano; PDGFh: factor de

crecimiento derivado de plaquetas humano: SODh: superéxido dismutasa humana.
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2. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA EXPRESION HETEROLOGA DE
PROTEINAS EN S. cerevisiae.

La expresi6n heterSloga de protefnas es un proceso complicado con muiltiples factores en
juego. Hay que tener en cuenta desde el sistema de transformacion hasta la fase final consistente
en la recuperacién y purificacién de la protefna de interés. Sin olvidar ¢l desarrollo de un vector
de expresi6n y las modificaciones a las que hay que someter al gen heterélogo que se desea
expresar. También hay que estudiar el tipo de cepa hospedadora en cada caso, asi como las
mejoras que se puedan realizar en las mismas. Por dltimo es necesario, sobre todo desde un punto
de vista industrial, el desarrollo de técnicas que permitan el salto de escala a fin de poder
rentabilizar el proceso.

3. PROCESO DE TRANSFORMACION.

El proceso de transformacién consiste en inducir un estado de competencia en la célula
que permita la introduccién de DNA exdgeno, en este caso el vector de expresién. Conviene no
olvidar que el proceso de transformaci6n es ligeramente mutagénico, tanto para la célula
hospedadora (Shortle er al.,, 1984) como para el DNA introducido (Clancy et al., 1984); no
obstante debido a la baja frecuencia de mutacién no representa un mayor problema en este tipo
de transformaciones. Lo que si que hay que tener en cuenta a la hora de optimizar la expresi6n de
una protefna es el anélisis de varios transformantes ya que es frecuente encontrar diferencias de
productividad entre ellos de forma no claramente explicada hasta la fecha, especialmente en
vectores de expresién derivados del plasmido de 2y, en los que se observan variaciones en el
nimero de copias de pldsmido.

3.1. Sistemas de transformacion.

i

En la actualidad existen tres métodos de transformacién descritos para §. cerevisiae.
3.1.1. Transformacién por medio de protoplastos.

Fue el primer método descrito. Consiste en el tratamiento de las células con un complejo
enzimético hidrolftico que degrada la pared celular de la levadura generando protoplastos, en los
que por medio de un tratamiento con calcio y polietilenglicol se logra la entrada del DNA
ex6geno (Beggs, 1978; Hinnen ef al., 1978 ). Los transformantes deben se obticnen en un medio
selectivo isoténico, para que puedan regenerar la pared celular.

3.1.2. Transformacién de células enteras.

Afios més tarde Ito et al. (1983), desarrollaron un sistema de transformacién de c€lulas
enteras de levadura en el que el estado de competencia se inducfa por tratamiento de la pared
celular con cationes, destacando el litio como el mas efectivo. La eficiencia de este sistema era maés
baja que la lograda con el método de protoplastos, por lo que se han desarrollado variaciones que
aumentan la frecuencia de transformacién, siendo la mds utilizada la adicién de DMSO que
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incrementa en 25 veces el nimero de transformantes (Hill et al, 1991). Es el sistema més
utilizado por la facilidad de su realizaci6n.

3.1.3. Transformacion por electroporacion.

Es el sistema mds modemo y fécil de realizar. Fue desarrollado por Meilhoc ef al. (1990),
se basa en la exposicién de la membrana celular a un pulso eléctrico de alta intensidad durante un
tiempo del orden de milisegundos. Este choque eléctrico provoca una desorganizacién en la
membrana celular, que se vuelve altamente permeable a las moléculas presentes en ese momento
en el medio externo.

3.2. Marcadores de seleccion.
3.2.1. Marcadores de seleccién auxotréficos.

Son los mds empleados, se basa en el uso de mutantes en la sintesis de algunos
amino4cidos, de modo que la inclusién de las copias silvestres de los genes mutados en los
vectores de transformacin permite la seleccién de los transformantes. Los més utilizados son los
genes de las rutas de biosfntesis de leucina (LEU2), triptéfano (FRP1), histidina (HIS3) y uracilo
(URA3). Existe una variante del gen LEU2 con el promotor truncado, LEU2-d (Beggs, 1978) con
un nivel muy bajo de expresién ya que utiliza un promotor del plasmido de 2y, lo que hace que
los transformantes seleccionados por su capacidad para crecer en medios sin leucina, presenten un
alto ndmero de copias. Este tipo de vectores portadores del marcador LEU2-d requiere la
transformacién de la célula por el método de protoplastos. Por lo tanto una forma de regular el
nimero de copias de un vector en una célula es la inclusién de este marcador LEU2-d junto con
otro marcador URA3. Dependiendo de la seleccién utilizada, el mimero de copias de pldsmido y
por tanto el nivel de proteina producido, es mayor o menor (Loison et al., 1989).

3.2.2. Marcadores de seleccién dominantes.

Su principal ventaja es que permiten la transformacién de cepas de uso industrial carentes
de mutaciones conocidas. No requieren ¢l uso de medios selectivos para la seleccién de
transformantes.

Los més utilizados se basan en la resistencia a antibi6ticos, destacando entre ellos el
antibiético aminoglucosfdico G418 (Jiménez y Davies, 1980; Webster y Dickson, 1983,), la
higromicina (Gritz y Davies, 1983) y el cloranfenicol (Hadfield ef al., 1986). En general se deben
de incubar los transformantes unas horas en medio no selectivo antes de iniciar la presién selectiva
con el antibiético (Beesley ef al., 1990). Otra precaucién que se debe de tener con este tipo de
transformantes es la eliminacién de la presién selectiva durante la fase de induccién de la
expresién de la protefna, ya que antibiSticos como G418 pueden aumentar la incorporacién
errénea de aminoécidos por interferir con la funcién del ribosoma.

Un tipo diferente de marcador dominante estd basado en la sensibilidad de algunas cepas
de S. cerevisiae al cobre (cupi), utilizando como marcador el gen CUP/ en presencia de



Introduccién

concentraciones de cobre que serfan inhibitorias del crecimiento (Foget y Welch, 1982).

Henderson et al. (1985) han utilizado este sistema para la transformacién de cepas industriales de
S. cerevisiae.

3.3. Tipos basicos de vectores.

Los vectores que se pueden emplear en la transformacién de S. cerevisiae pueden ser de
varios tipos atendiendo al mimero de copias y a su posible integracién en el genoma de la célula.
Dentro de los vectores no integrativos existen los de bajo ndmero de copias: YCp y YRp. Los YRp,
plasmidos replicativos, presentan como elemento autoreplicativo origenes de replicacién
cromosomales (ARS) (Campbell, 1983), son bastante inestables durante los procesos de divisién
celular. Los YCp, pldsmidos centroméricos, ailaden una secuencia correspondiente a una regién
centromérica del cromosoma (CEN) con lo que se mejora su estabilidad (Clarke y Carbon, 1980);
por su bajo nimero de copias no son de gran utilidad en la expresién heter6loga de proteinas.
Los plasmidos derivados del pldsmido endégeno de 2u, denominados episémicos (YEp), son de
alto nimero de copias, entre 50-100 copias por célula, lo que les hace ideales para su uso en la
expresién heter6loga de protefnas, dado que una elevada dosis génica es uno de los factores que
contribuyen a lograr una alta expresién.

Los vectores integrativos (YIp) carecen de secuencias auténomas de replicacion,
aprovechan la presencia de fenémenos de recombinacién homéloga que ofrece §. cerevisiae para
lograr su integracién en ¢l cromosoma (Orr-Weaver ef al., 1983).

Parent et al. (1985) han realizado una exhaustiva recopilacion de los diferentes tipos de
vectores disponibles en §. cerevisiae.

4. VECTORES DE EXPRESION DE PROTEINAS HETEROLOGAS EN
S. cerevisiae.

El vector de expresién es uno de los aspectos que ha recibido una mayor atencién en el
campo de la expresidn de proteinas heter6logas, existiendo en la actualidad un amplisimo nimero
de vectores de diferentes caracterfsticas que permiten llevar a cabo la expresién de una proteina de
la forma més adecuada en cada caso.

En el desarrollo de un vector de expresién son varios los factores a tener en cuenta para su
disefio: el tipo de promotor y de terminador, las modificaciones en el gen heterélogo y por iltimo
la estabilidad del vector en la célula.

4.1. Sistemas de promotores.

Tras la descripcién de los sistemas de transformacién de S§. cerevisiae se iniciaron
rapidamente los estudios sobre la expresién de genes heterSlogos. Los primeros intentos se
realizaron empleando los promotores de la proteina que se trataba de expresar; esto causaba fallos
en la iniciacién de la transcripcién dando lugar a moléculas de mRNA aberrantes. Un ejemplo lo
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representa el primer intento de produccién de una proteina heteréloga, la fB-globina de conejo
(Beggs et al., 1980). Tras esta observacién se llegé a la conclusién acerca de la necesidad de
emplear promotores de levadura para dirigir la transcripcién de los genes heterélogos, siendo el
primer ¢jemplo de protefna heteréloga producida de forma eficiente en S. cerevisiae, la

produccién de a-interferén bajo el promotor de la alcohol deshidrogenasa 1 (Hitzeman et al,
1981).

Los promotores para dirigir la expresién de proteinas heterSlogas deben de ser unos
promotores fuertes, es decir pertenecientes a genes de la levadura con un alto nivel de expresién.
Las caracteristicas de los promotores de levadura, asf como los factores que regulan la eficiencia y
el inicio de la transcripcién son ampliamente descritos por Struhl (1989). En un primer momento
se centraron los esfuerzos en el aislamiento de promotores de genes de la ruta glicolitica, ya que
eran genes de un alto nivel de expresién; mas adelante se comprobd la necesidad de regular la
expresién por lo que se buscaron promotores de expresién regulable. Recientemente se han
desarrollado promotores hibridos que combinan varias caracteristicas de los anteriores.

4.1.1. Promotores de la ruta glicolitica,

Como ya se ha comentado anteriormente los esfuerzos se centraron en el aislamiento de
promotores de genes de dicha ruta debido al alto nivel de expresién de los mismos. Son los
promotores de los genes de alcohol deshidrogenasa 1, ADHI{, (Hitzeman et al., 1981),
3-fosfoglicerato quinasa, PGK, (Tuite et al., 1982) y gliceraldehido-3-fosfato, GAPDH, (Holland y
Holland, 1980). En un principio se crefa que eran de expresién constitutiva, més adelante se
comprobé una disminucién en su nivel de expresién si crecen en una fuente de carbono no
fermentable. Estos promotores de tipo glicolitico son los mis potentes de S. cerevisiae llegando a
obtencr en ¢l caso del promotor del gen PGK el 5% del mRNA total. A pesar de su escasa

regulacién han sido ampliamente empleados tanto a escala de laboratorio como a escala industrial
(Mc Aleer et al., 1984).

4.1.2. Promotores regulables.

Con el paso del tiempo se comprobé la necesidad de lograr promotores que permitieran
una expresién regulada de los genes heterélogos para evitar problemas de retraso en el
crecimiento de las células originado por la carga adicional que suponen ciertas proteinas
heterélogas expresadas de forma constitutiva. Para ello se desarrollaron promotores regulables
por fuente de carbono y por fosfato.

Los promotores regulables por fuente de carbono tenfan la caracterfstica de tener la
transcripcién inhibida en presencia de glucosa y se activaban por galactosa o por sacarosa.

Los promotores regulados por galactosa son dentro, de este grupo, los de expresién més
fuerte y més finamente regulados de que se dispone en S. cerevisiae. Se basa en el empleo de los
promotores de genes relacionados con el metabolismo de la galactosa (GALI, GAL7, GAL10). La
regulacién de la transcripcién por galactosa ha sido estudiada como un modelo de control de la
transcripcién en eucariotas (Johnston, 1987). El mRNA de dichos genes se induce rdpidamente
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unas 100 veces tras la eliminacién de la glucosa del medio y la adicién de galactosa (St. John and
Davis, 1981).

La regulacién por fosfato se basa en ¢l uso del promotor de la fosfatasa dcida (PHOS)
(Hinnen et al., 1978), induciéndose su transcripcién en ausencia de fosfato en el medio. Las
caracterfsticas de este sistema han sido revisadas por Vogel y Hinnen (1990).

Por dltimo un grupo de promotores de uso mdés restringido es el de los genes del
metabolismo de la sacarosa. Son los promotores de los genes de la alcohol deshidrogenasa 2,
ADH2, invertasa, SUC2 e iso-citocromo ¢, CYCI. De ellos ¢l més utilizado es el promotor del gen
ADH?2 reprimido unas 100 veces en presencia de glucosa (Price et al., 1990). Este grupo de
promotores presenta una desventaja para su uso industrial; es dificil mantener una fina regulacién
por glucosa de los mismos en las condiciones en que es necesario crecer las células para alcanzar
altos niveles de biomasa, ya que son condiciones de crecimiento con cantidades limitadas de
glucosa con lo que la represién de estos promotores no es Sptima.

4.1.3. Promotores hibrides.

Se¢ han desarrollado con el fin de lograr sistemas de induccién regulados finamente
combinando los promotores més fuertes con los sistemas de regulacién existentes. Como hemos
mencionado con anterioridad los promotores mds fuertes son los de los genes de la ruta glicolitica,
pero tiene en contra la escasa regulacién de la transcripcién que poseen. Por ello se construyeron
promotores hibridos, combinando las zonas encargadas de regular la transcripcién de unos con las
zonas promotoras de los més fuertes. Algunos de los promotores hibridos descritos son los
formados por: la regién promotora del gen PGK con las regiones regulables de los promotores de
los genes GALI-GALIO, creindose el promotor PGK/GAL (Cousens et al., 1990), la regién
promotora del gen GAP con las regiones reguladoras de los genes regulables por galactosa,
promotor GAP/GAL (Bitter y Egan, 1988), la regién promotora del gen GAP con las regiones
reguladoras del promotor del gen ADH2, promotor GAP/ADH2 (Cousens et al., 1987) y la regién
promotora del gen GAP con la regién reguladora del promotor del gen PHOS, promotor
GAP/PHOS (Hinnen et al. 1989),

También se han desarrollado promotores de regulacién esterofdica. Son unos promotores
que pueden ser adaptados a cualquier cepa de S. cerevisiae con una induccién independiente de
las condiciones del cultivo. Se basa en la observacién de que los receptores de hormonas
esteroidicas de mamiferos actian como activadores transcripcionales en levaduras. Requieren la
expresién simultdnea del receptor glucocorticoide en la levadura y la inclusién en e! promotor de
levaduras de la regién de respuesta a la seiial transmitida por el receptor glucocorticoide en
presencia de hormonas. Esto se ha llevado a cabo con el promotor del gen CYCI logridndose
inducciones del orden de 100 veces (Schena et al., 1991). Un sistema similar se ha desarrollado
con ¢l promotor del gen PGK colocando elementos de respuesta a andrégenos (Purvis ef al.,
1951). Una de sus caracteristicas mis destacadas es su posible utilizacién en levaduras carentes de
promotores finamente regulados como Kluyveromyces lactis y Schizosaccharomyces pombe.
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4.2. Terminadores de la transcripcién.

Toda cassette de expresién debe de llevar un terminador de la transcripcién para asegurar
una eficiente formacién del extremo 3' del mRNA, ya que es uno de los factores criticos para
lograr una alta expresién (Zaret y Sherman, 1982). Los terminadores de la transcripcién més
utilizados en la expresi6n heterSloga de protefnas proceden de los genes TRPI (Hitzeman e al.,
1983), ADHI (Urdea et al., 1983), GAP (Rosenberg et al., 1984) y MF1 (Brake et al, 1984),
aunque también se puede utilizar un terminador presente en el plidsmido de 2w lo que simplifica
en algunos casos enormemente la construccién del plasmido (Sutton y Broach, 1985).

4.3. Modificaciones en el gen heterélogo.

Otro de los factores a tener en cuenta es el tipo de gen heterSlogo que va a ser expresado,
asf como las caracterfsticas de la protefna que codifica dicho gen.

4.3.1. Uso de cDNA.

En los primeros intentos de produccién de protefnas heterélogas ademds de utilizar el
propio promotor del gen que se querfa expresar como ya hemos mencionado en un apartado
anterior, en el caso de la expresién de la f-globina de conejo (Beggs ef al., 1980) se comprobd la
imposibilidad por parte de §. cerevisiae, de procesar correctamente un DNA compuesto por
exones e intrones dando origen a moléculas de RNA aberrantes, no logrdndose detectar en ningiin
momento la protefna. Este hecho indic6é la necesidad de trabajar con ¢cDNA cuando se tratase de
lograr la expresién de un gen que tuviera intrones en su secuencia.

A nivel de la transcripcidn de los genes heter6logos se ha observado que regiones ricas en
A-T pueden provocar fallos en la transcripcién por parada brusca de la misma lo que da origen a
protefnas aberrantes o incluso a la ausencia de esa protefna; ello ha llevado a modificar dichas

regiones en los genes para lograr una eficiente transcripcién de los mismos (Romanos et al.,
1991c¢).

También se debe evitar la presencia de regiones no codificantes en el extremo 5' del gen
heterSlogo ya que puede dificultarse la iniciacién de la traduccién al dificultar o distorsionar la
unién al ribosoma (Cigan y Donahue, 1987).

4.3.2. Uso de codones. Genes sintéticos.

A nivel de la traduccién de genes heter6logos existe controversia acerca de la importancia
del uso de codones basada en observaciones contradictorias entre si. Est4 claro que los genes més
expresados por S. cerevisiae presentan unos codones con mds frecuencia de uso que otros, son los
llamados codones de uso preferencial. Sin embargo, Ernst (1988) describe una serie de genes
heterélogos con un alto contenido de codones no preferenciales cuyas proteinas son producidas
en gran cantidad. En cambio, hay otros ejemplos en los que el cambio de codones no
preferenciales por los més comunes produce un incremento de 50 veces en la cantidad de proteina
sin modificar los niveles de RNA (Kotula y Curtis, 1991). Apoyando esta observacién se ha
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comprobado que los codones de un gen pueden influir en la cantidad de protefna cuando el
mRNA estd presente en altas cantidades especialmente cuando la expresién se lleva a cabo en
medio minimo donde la célula se ve obligada a producir una amplia variedad de enzimas
biosintéticas codificadas por codones no preferenciales (Sharp y Cowe, 1991).

No obstante hay que tener en cuenta que al cambiar los codones en un gen se puede
interferir con otros pardmetros como son la estructura primaria y secundaria del mRNA que
puede afectar a la estabilidad y formaci6n del extremo 3' del RNA (Fleer, 1992).

4.3.3. Adicion de secuencia sefial. Glicosilacién.
|

Una de las modificaciones que se realiza con mis frecuencia en un gen heter6logo es la
adicion de una secuencia seiial, en el caso de que el gen carezca de ella, o Ia eliminacién de su
secuencia sefial y sustitucién por una de §. cerevisiae. La adicién de esta secuencia sefial hace que
la protefna sea secretada al medio extracelular. Esto presenta unas indudables ventajas, como la
facilidad para la purificacién del producto, pero no hay que ignorar los inconvenientes gue
pueden aparecer, si la proteina heter6loga que se desea producir no es normalmente secretada en
su organismo homologo pueden presentarse problemas de glicosilaciones inespecificas que
pueden alterar su estructura y actividad biol6gica (Ruohonen et al,, 1987 y Romanos et al.,
1991c). Incluso en el caso de protefnas que normalmente estdn glicosiladas S. cerevisiae puede
realizar una hiperglicosilacién de las mismas alterando sus caracterfsticas (Schultz ef al., 1987).

Las secuencias sefial més utilizadas para lograr la secrecién de proteinas heterélogas en
3. cerevisiae son las de los genes de factor-a, MFal (Brake, 1989), de la fosfatasa 4cida, PHOS

(Arima et al., 1983 y Sato et al., 1989) y la del gen de la invertasa, SUC2 (Perlman et al., 1982 y
Melnick et al., 1990).

4.4. Estabilidad del vector de expresion.

Ademis de asegurar un alto nivel de expresién de la proteina cuidando todos los

parimetros expuestos anteriormente, el vector de expresién debe ser mantenido de forma estable
en la célula. '

Los vectores derivados del pldsmido de 2y son los més utilizados para lograr altos niveles
de expresién por el alto nimero de copias en que estdn presentes en la célula. Sin embargo,
presentan el inconveniente, observado en muchos casos, de la disminucién en el mimero de
copias, llegando en ocasiones a la pérdida total del pldsmido, originando una ventaja selectiva para
las células carentes de plasmido frente a las portadoras del mismo en el cultivo. Esto hace que en
la mayorfa de los casos la expresién deba llevarse a cabo en medio minimo para asegurar el
mantenimiento del pldsmido, lo que significa una menor productividad que cuando se realiza el
cultivo en medio rico. Para evitar este problema se han desarrollado sistemas de autoseleccién
para asegurar el mantenimiento del pldsmido en las células, independientemente de las
condiciones del cultivo, lo que permite trabajar con medios ricos que ofrecen una mayor
productividad. '
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El primer sistema de autoseleccién se basé en el desarrollo de cepas ura3 furl como
receptoras de pldsmidos portadores del gen URA3 (Loison et al., 1986), estas cepas tienen
bloqueada la captacién de uridina del medio (fur/) y la ruta de sintesis interna de uracilo (ural),
por lo que el mantenimiento del pldsmido URA3 es esencial para el mantenimiento de la
viabilidad celular. Napp y Dasilva, (1993) han mejorado el sistema aiiadiendo una tercera
mutacién urid-k, que bloquea la entrada de uridina y citosina. La gran ventaja de este sistema
respecto de los que se expondrén a continuacién es que es aplicable a todos los plismidos que
contienen URA3, marcador muy comin en los vectores de expresién de S. cerevisige. Para la
obtencién de este tipo de cepas se ha desarrollado un sistema basado en la exposicién de cepas
transformantes a concentraciones 10 mM de 5-fluorouracilo que sélo son toleradas por mutantes
furl que aparecen de forma espontdnea (Romanos et al., 1991a).

Los otros sistemas desarrollados se basan en el empleo de cepas mutantes condicionales en
un gen que estd en el vector de expresién con €l que se transforma la cepa; ésto obliga al
mantenimiento del vector de expresion que porta el gen que complementa la mutacién de la cepa
hospedadora. Hay descritos dos sistemas de este tipo basado en mutantes termosensibles en el gen
CDC9 que codifica para una DNA ligasa (Unternihrer et al, 1991) y otro basado en cepas
mutantes en el gen SRBI. Los mutantes srb] requieren la presencia constante de estabilizador
osmotico para asegurar la viabilidad de la cepa, la transformacién con un pldsmido portador del

gen silvestre SRBI permite el crecimiento en medio sin estabilizacién osmética (Rech ef al.,
1992).

Recientemente Ludwig et al. (1993) han disefiado un sistema basado en la transformacién
con un pldsmido de 2u que lleva insertada una cassette de expresién, tras la transformacién el
plésmido sufre una recombinacién mediante la recombinasa Flp con el pldsmido endégeno de 2y,
tras la cual se genera un pldsmido que serd eliminado por las células quedando la cassette de
expresion incorporada en el plismido end6geno de 2u. De esta forma se obtiene un pldsmido que
es mantenido de forma estable en ausencia de presién selectiva en el medio de cultivo.

Ademas de los sistemas de autoseleccién descritos existen otras formas de estabilizar un
vector de expresién. Una de ellas se basa en su integraci6n estable en el genoma de S. cerevisiae.
Para ello se disefié un sistema que utiliza los elementos delta (8), que se encuentran dispuestos
repetitivamente a lo largo del genoma, de la levadura. De esta forma se han logrado cepas con 20
copias integradas de la cassette de expresién de NGF (factor de crecimiento nervioso) (Sakai et
al., 1991). Un sistema similar ha sido desarrollado utilizando los DNA ribosémicos (Lopes et al.,
1989, 1990).

No obstante, no todo son ventajas con los sistemas de autoseleccién, ya que por ejemplo
en ellos no se puede prevenir una inestabilidad debida a la aparicién de una fuerte presién
selectiva en favor de células portadoras de alelos mutantes del gen heterSlogo, ¢ con mutaciones
en las secuencias del promotor necesarias para lograr un alto nivel de expresién. Este fen6meno
fue descrito en una cepa de §. cerevisiae transformada con una cassette de expresién de HBsAg
(Ant{geno de superficie de la hepatitis B) donde se observé que una mutacién en el promotor que
producia una menor expresién significaba un enriquecimiento del cultivo en las células
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portadoras de esa mutacién, por la ventaja que adquirfan sobre las que mantenfan un mayor nivel
de expresién (Fleer, 1992).

5. CEPAS HOSPEDADORAS PARA LA EXPRESION HETEROLOGA DE
GENES.

La eleccién de la cepa cuando se trata de optimizar la expresién de una protefna
heter6loga es un factor al que se le ha prestado menor atencién en comparacién con otros
aspectos como el desarrollo de vectores de expresién o el escalado de los procesos. Sin embargo,
la importancia del fondo genético de las cepas en la expresién de una proteina heter6loga ha
quedado de manifiesto en el estudio de De Baetselier ef al. (1991), en el que se ensayan varias
cepas en relacién con la produccién de la glucosa oxidasa de Aspergillus niger, encontrdndose
diferencias de 100 veces en el nivel de expresién entre ellas, sin que exista una explicacién
aparente para este hecho.

La mejora de las cepas hospedadoras se ha enfocado atendiendo fundamentalmente a dos
aspectos:

-mejora de la productividad de la protefna heter6loga
-facilitar la recuperacién de la proteina heterSloga.

5.1. Cepas deficientes en proteasas.

La ventaja aportada por este tipo de cepas es la mejora de la productividad por medio de
un aumento en la estabilidad de la proteina producida.

5.1.1. Proteasas en S. cerevisiae y expresion heteréloga.

S. cerevisiae contiene un gran nimero de proteasas localizadas en diferentes
compartimientos celulares: citosol, vacuola, mitocondria, reticulo endopldsmico y aparato de
Golgi; asf como en las membranas de estos orgénulos celulares (Achstetter y Wolf, 1985). La
presencia de algunas de estas proteasas puede interferir con la purificacién de enzimas
intracelulares asf como de proteinas heter6logas (Jones, 1991a). La proteolisis realizada por las
proteasas juega un papel central en varios procesos fisiolgicos como son la esporulacién,
situaciones de ayuno de nitrégeno, la secrecién de protefnas y la inactivacién de feromonas. Tras
el uso de . cerevisiae como hospedador para la expresién de protefnas heter6logas, ha surgido un
nuevo enfoque de estas enzimas ya que las protefnas heterSlogas parecen ser mis susceptibles a
los procesos de proteolisis (Enfors, 1992), al tratarse de protefnas extrafias para la célula que las
pfoduce. De lo anterior se deduce que la cantidad final de una proteina heter6loga, ademés de
depender de las caracteristicas del vector, se puede ver afectada por fenémenos de proteolisis en
mayor o menor medida segin las caracteristicas de la protefna, su localizacién subcelular y las
caracterfsticas de la cepa hospedadora. Es posible por tanto que una estrategia de defensa de la
cepa, para responder a la carga extrafia, que representa la hiperproduccién de una proteina
heteréloga, sea inducir la proteolisis de la misma, ademds de la pérdida de pldsmido o la seleccitén
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de mutantes con menor nivel de transcripcién. Por todo ello las cepas deficientes en proteasas son
cada vez més utilizadas en la expresién heter6loga de protefnas.

La principal fuente de proteolisis inespecifica en la levadura lo representan las proteasas
del lumen vacuolar. En extractos celulares de cepas deficientes en esas proteasas se ha observado
una disminucién de un 95% en la capacidad degradativa de substratos inespec{ficos en
comparacién con extractos celulares de cepas silvestres (Hirsch et al., 1989). En la vacuola existen
varias proteasas: endoproleinasas A y B (yscA/PrA y yscB/PiB), carboxipeptidasas Y y S
(yscY/CpY y yscS/CpS), aminopeptidasas I y Co (yscl/Apl y yscCo/ApCo) (Hirsch e al., 1989).
Las proteasas mds importantes son la PrA y la PrB, siendo la PrA la principal responsable de la
maduracién del resto de las proteasas vacuolares siguiendo una reaccién en cascada de activacién
junto con la PrB (Jones, 1991b). Las proteasas vacuolares son sintetizadas como precursores
inactivos, su maduracién se produce catalizada por la PrA y en menor medida por la PtB (Fig. 1).
Por otro lado, la PrB ha aparecido como una de las principales fuentes de problemas proteoliticos
en la purificacién de protefnas homélogas de §. cerevisiae (Pringle, 1975).

La PrA estd codificada por ¢l gen PEP4 (Ammener ef al., 1986) y l1a PrB por el gen PRBI
(Mechler et al.,1988). La mutacién en estos genes no produce efectos fenotipicos dafiinos para la
c€lula a excepcion de que la célula se encuentre sometida a procesos de estrés como esporulacién
© ayuno de nutrientes.

Las cepas deficientes en PrA (pep4) ylo deficientes en PrB (prbl) han sido ampliamente
utilizadas en la produccién de proteinas heterSlogas (Tabla II). La justificacién del uso de estas
cepas en la expresidén heter6loga de protefnas es doble, por un lado pueden prevenir una
degradacién inespecifica de las protefnas durante su proceso de produccién, y durante el proceso
de rotura celular pueden prevenir la aparicién de procesos de proteolisis inespecifica (Titchener-
Hooker et al., 1989).

5.2. Cepas supersecretoras y de baja glicosilacién.

Aunque la secrecion de proteinas es uno de los métodos méis empleados en la obtencién y
recuperacién de protefnas heterSlogas en S. cerevisiae, frecuentemente las cantidades secretadas
han sido bajas, probablemente debido al bloqueo de la capacidad de la ruta secretora de la
levadura, consecuencia de la elevada cantidad de protefna heter6loga producida por el vector de
expresién (Shuster, 1991). Para lograr esta secrecién de las protefnas, ademés de afiadir una
secuencia sefial, se¢ han desarrollado estrategias alternativas basadas en la bisqueda de cepas
mutanies supersecretoras.

Sleep et al. (1991} desarrollaron un ensayo en placa utilizando anticuerpos de la proteina
que se desea secretar, para tras sucesivas rondas de mutagénesis sobre la cepa transformada
identificar mutantes supersecretores.

La cepa pmrl, deficiente en una ATPasa dependiente de calcio (Rudolph et al. 1989), ha

demostrado tener una mayor capacidad secretora que la cepa silvestre en el caso de la expresion
de hormona bovina de crecimento (Smith et al., 1985) y prouroquinasa (Turner et al., 1991).
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Figura 1. Ruta de maduracién de las proteasas vacuolares. La linea superior
representa el producto inicial de la traduccién; los nidmeros, los sitios de corte para
originar la proteina madura activa; ps, péptido sefial; * protefna activa en catélisis
intramolecular; ** proteina con actividad proteolitica en otras moléculas.
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Tabla II. Cepas deficientes en proteasas empleadas en la expresién heter6loga de
proteinas en §. cerevisiae.




Proteina Cepa Genotipo relevante Referencia
FGFh ABl116 pepd prbl Barr et al., 1988
EGFh AB103 pepd Brake et al., 1984
EGFh BJ2168 pepd prbl prel Clements et al., 1991

tPA BJ305 pep4d prbl Gill et al., 1990
[FN 20B-12 pepd Hitzeman et al.,
1983
ATPasa 20B-12 pep4 Horowitz ef al., 1990
Quimosina MT302/1¢ pepd Mellor et al., 1983
Hemoglobina GSY-112 pepd prbl Wagenbach et al.,
1991
Hirudina - TR1456 prbl Ibba et al., 1993
B-galactosidasa CBL1-20 pepd Ludwig et al., 1993
VLPs BJ2168 pep4 prbi prcl Asenjo et al., 1993

FGFh: factor de crecimiento de fibroblastos humano; EGFh: factor de crecimiento

epidérmico humano; tPA: activador tisular de plasmindgeno; IFN: interferén; VLP:

"virus-like particles” protefna particulada del retrotransposén Ty.
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Sin embargo a veces las protefnas secretadas no son activas. Esto puede deberse a
fenémenos de hiperglicosilacién, especialmente importante en el caso de protefnas que no son
naturalmente secretadas llevando a disminuciones de actividad en el caso de la interleukina 1-f
(Liviet al.,, 1991) o a la pérdida de reactividad con anticuerpos en el caso de la protefna gp350 de
EBV (Schultz er al., 1987). Por dltimo, pero no por ello menos importante, la glicosilacién
inespecifica de proteinas heter6logas producidas con fines terapéuticos puede significar su
inutilizacién por la presencia de residuos de a-1,3-manosa que parecen ser inmunogénicos
(Ballou, 1970).

En un principio para eliminar los problemas de hiperglicosilacién, que con cierta
frecuencia ocurren en §. cerevisiae, se ide un sistema basado en mutar las regiones susceptibles
de glicosilacién de los genes heterSlogos que van a ser expresados (Melnick ef al., 1990), pero
esto suponia un estudio detallado para cada gen y consumfa mucho tiempo. Era més efectivo y
prictico el uso de mutantes deficientes en glicosilacién, especialmente de la sintesis de manano,
mnn9, que no aiiadfan la cadena externa de manosa (Kukuruzinska et al., 1987). Estos mutantes
mnn9 adn eran capaces de incorporar residuos a-1,3-manosa, por lo que desarrollaron dobles
mutantes, tipo mnn? mnnl, en los que se habia eliminado por completo la incorporacién de restos
de manosa durante la glicosilacién. Dada la mayor sensibilidad osmética de dichos mutantes y la
disminucién en su capacidad de crecimiento, Sledziewski ef al. (1990) crearon una cepa con la
expresién de MNN9 regulada por temperatura.

Los mutantes pmri, mencionados anteriormente como cepa supersecretora, presentaban
también defectos en el patrén de glicosilacién, debidos a que dicha mutacién evita el paso a través
del aparato de Golgi, orgénulo celular en el que se lleva a cabo 1a hiperglicosilacién.

5.3. Cepas que facilitan la liberacion de protefnas heterélogas intracelulares.

Cuando las proteinas heterSlogas se producen de forma intracelular la recuperacién de las
mismas requiere la rotura de las células. Por tanto, una alternativa para recuperar el producto
producido es el empleo de cepas mutantes que sean capaces de liberar de modo controlado su
contenido intracelular al medio de cultivo. Este tipo de mutantes, dentro de los que se encuadra
las cepas desarrolladas en nuestro laboratorio, se comentard més adelante.

6. OBTENCION DE PROTEINAS HETEROLOGAS INTRACELULARES
DE S. cerevisiae.

La rotura, desintegraci6n o permeabilizacién celular es una operacién necesaria para el
aislamiento de proteinas intracelulares que la célula no es capaz de secretar. Como hemos
mencionado anteriormente durante los iltimos quince afios son numerosos los ejemplos de
proteinas heterdlogas expresados en S, cerevisiae; para muchos de ellos se ha logrado establecer
mecanismos de secrecién, en cambio para un importante nimero de ellos no ha sido posible, de
ahf la importancia en el desarrollo de técnicas para lograr la recuperacién de estas proteinas
intracelulares.
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El proceso de recuperacién de una protefna es previo a su purificacién y estd integrado
por dos procesos:

-la rotura de la célula
-la separaci6én de los restos celulares.

La rotura celular es el primer paso para lograr una correcta liberacién del contenido
intracelular, existiendo varios métodos para llevarlo a cabo que serdn objeto de un tratamiento
mds detallado a continuacién. La separacién primaria de los restos celulares se realiza bdsicamente
por centrifugacién, siendo necesario ademés en algunos procesos el uso de técnicas adicionales.
Los procesos de purificacién son especificos para cada tipo de proteina que se trate de purificar,
destacando entre los mds utilizados las técnicas cromatogrificas (Crueger, 1989).

Por iltimo, no conviene olvidar la influencia del factor econémico en el disefio de estos
procesos, principalmente en cuanto a consumo de energfa, tiempo y trabajo requerido, el cual a su
vez estd directamente relacionado con el valor afiadido de la protefna que se estd produciendo.

6.1. Rotura celular de S. cerevisiae.

Las células de la levadura S. cerevisiae son duras y diffciles de romper, debido
principalmente a la existencia de una pared celular gruesa y resistente, formada por sucesivas
capas de diferentes polimeros principalmente mananos y f-glucano. A la hora de elegir un
método para llevar a cabo una rotura celular, uno de los pardmetros a observar es la estabilidad de
la protefna que se ha producido y que se va a purificar, ya que la mayorfa de las protefnas para
mantener su actividad dnicamente resisten temperaturas y pH moderados, ademds representan el
blanco ideal para las proteasas liberadas de la c€lula durante el proceso de rotura celular. Todos
estos factores limitan las condiciones del proceso a emplear que deben de ser lo mis suaves y
cortas posible. Otro aspecto, a la hora de estudiar estos procesos, es la posibilidad de su escalado
industrial.

Los métodos de rotura celular, descritos hasta la fecha, para lograr la liberacién de
proteinas heter6logas intracelulares se dividen en:

-métodos quimicos

-métodos fisicos

-métodos bioldgicos.

Las caracteristicas que debe cumplir el método de rotura ideal son:
-méxima liberacién del producto

-impedir la desnaturalizacién de la proteina o la inactivacién de la enzima
-evitar la degradacién térmica

-no generar restos celulares de un tamaiio de partfcula demasiado fino
-ser optimizable y repetitivo.
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6.1.1. Métodos quimicos.

Se basan en ¢l uso de solventes orgénicos y detergentes para acelerar los procesos de
autSlisis de . cerevisiae (Breddam y Beenfeldt, 1991). El sistema se basa en la autdlisis celular
por medio de una plasmolisis originada por tratamiento de las células con solventes orginicos.
Para seguir la liberacién del contenido intracelular Breddam y Beenfeldt, (1991) miden la
cantidad de la proteasa vacuolar carboxipeptidasa Y liberada por la célula, requiriendo el proceso
un fino control del pH en torno a 8. Entre los solventes orgénicos con mejores resultados destacan
los alcoholes de cadena entre 6 y 9 carbonos de longitud. Los detergentes con mejores resultados
son el Tritén X-100 y N-laurilsarcosina. Desde el punto de vista de su escalado industrial presenta
las siguientes ventajas:

-0 requiere el uso de aparatos especiales para lograr la rotura celular
-deja unos restos celulares grandes ficilmente separables por simple centrifugacién
-el coste de los productos inductores de la autélisis es bajo.

Pero también presenta una serie de inconvenientes como son:

-la dificultad para eliminar los compuestos quimicos, utilizados para inducir la autlisis, en
posteriores procesos de purificacién

-¢l riesgo de desnaturalizacién de las protefnas liberadas por parte de los detergentes y los
alcoholes empleados en la aut6lisis

-los largos tiempos de incubacién para lograr la autélisis, entre 20 y 30 h

-los problemas que pueden presentar las proteasas liberadas durante el proceso, ya que
estin muchas horas en contacto con las protefnas liberadas, aumentando el riesgo de su
degradacién (Breddam y Beenfeldt, 1991).

6.1.2. Métodos fisicos.

Estos métodos se basan en la rotura mecénica de las células mediante la aplicacién de altas
presiones y el uso de homogeneizadores con bolas de vidrio (Schiitte y Kula, 1990). Actualmente
son los métodos utilizados a nivel industrial, pero presentan el grave inconveaiente de la
generacion de calor, que puede llegar a desnaturalizar la protefna de interés, asf como el alto coste
de las instalaciones y de los materiales necesarios para la construccién de los aparatos, que debido
a las altas presiones que deben soportar son cerdmicas especiales o incluso diamantes de uso
industrial que encarecen el coste del equipo y su mantenimiento (Schiitte y Kula, 1990).

6.1.3. Métodos biolagicos.
Estos métodos se basan en la induccién de la autdlisis de las células mediante el uso de

enzimas liticos, que degradan la pared celular generando protoplastos que son lisados por choque
osmético, o bien empleando cepas que tienen un fenotipo Iftico condicional.
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6.1.3.1. Uso de enzimas liticos.

Huang ef al. (1991) han desarrollado un sistema, denominado Liberacién Diferencial de
Productos (DPR), basado en el uso de enzimas Ifticos que degradan la pared celular de
§. cerevisiae combinado con el uso de estabilizadores osméticos. Con estos tratamientos los
autores logran la liberacién selectiva de enzimas y protefnas localizados en diferentes
compartimientos celulares (espacio peripldsmico, citoplasma y mitocondrias). El complejo de
enzimas liticos utilizados procede de Qerskowia xanthinolytica (Hunter y Asenjo, 1987); obtenido
a partir de cultivos continuos de esta especie. Se trata de una mezcla de enzimas lfticos con
actividades B-1,3-glucanasa, proteasa, p-1,6-glucanasa, mananasa y quitinasa. Todas estas
actividades actiian de forma sinérgica en la degradaci6n de la pared celular, pero sélo dos de ellas
son esenciales para lograr esta degradaci6n de la pared celular, la actividad mananasa que degrada
la capa externa de manano de la pared y la B-1,3-glucanasa para la degradacién de la capa interna
de glucano (Huang et al. 1991). La produccién de estas enzimas obtenida en un fermentador de
2000 litros es suficiente para lisar un fermentador de 100.000 litros de §. cerevisiae (Schiitte y
Kula, 1990). También se ha empleado este sistema para lograr la liberacién de VLPs del interior
de las células (Asenjo et al., 1993).

Actualmente los estudios sobre la Liberacién Diferencial de Productos (DPR) se dirigen
hacia la seleccién de las condiciones més suaves para lograr la lisis del cultivo, y por otro lado
hacia el abaratamiento de los costes y disponibilidad de las enzimas, que no son reutilizables. Este
dltimo aspecto, es uno de los mayores impedimentos para el escalado del proceso, que se verfa
facilitado si se lograse la clonacién de os genes responsables de la produccién de las enzimas,
para poder acometer su produccién en gran cantidad en sistemas celulares més econémicos, tipo
E. coli. Junto a esto, otro problema afiadido es la contaminacién con proteasas de estos complejos
enziméticos que puede originar la degradacién de la protefna de interés y que obliga a realizar
técnicas de purificacién, durante la obtencién de las enzimas liticos, para eliminar las proteasas
(Asenjo et al., 1993).

6.1.3.2. Uso de mutantes ifticos condicionales.

Las caracteristicas de los mutantes srb/ de §. cerevisiae (Stateva et al.,, 1990) han
permitido su uso como sistema de liberacién de protefnas recombinates producidas
intracelularmente. Estos mutantes dnicamente son viables en medios de cultivos estabilizados
osméticamente, de modo que cuando son transferidos a un medio hipoténico las células se lisan.
La funcién del gen SRB/ es todavia desconocida.

Broker (1994) aprovechando esta caracterfstica estudié la liberacién de la proteina
heter6loga intracelular Factor XIIla en estos mutantes, demostrando su liberacién tras someter las
células a un choque osmético. Pero solamente el 20% de las células se lisaban permaneciendo
resistentes al choque osmético el resto de la poblacién, lo que indicaba un bajo rendimiento del
proceso.

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un sistema para liberar de forma controlada
proteinas heterdlogas intracelulares, basado en ¢l uso de mutantes slt2 (de la Fuente et al., 1993).
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La aplicacién biotecnol6gica de estos mutantes se basa en su fenotipo Iftico termosensible.
Cuando las células de estos mutantes crecen a 24°C no sufren lisis celular, mientras que a 37°C se
lisan liberando el contenido intracelular. La presencia de sorbitol en el medio de cultivo elimina
este fenotipo Iftico (Torres et al., 1991). '

7. GEN SLT2 DE S. cerevisiae.
7.1. Funciones de la pared celular de S. cerevisiae.

La pared celular de §. cerevisiae puede representar hasta el 30% del peso seco de la célula,
luego su mantenimiento representa un gran esfuerzo para la maquinaria celular. Actualmente la
pared celular es considerada una estructura celular dindmica sometida a constantes cambios en su
arquitectura y composicién durante el ciclo biolégico de la levadura (gemaci6n, apareamiento,
esporulacién). Ademds una de las funciones més obvias e importantes de la pared celular es actuar
como soporte estructural de la célula ademéds de proteger a la célula de cambios osméticos del
entorno, asf como servir de filtro para la entrada y salida de sustancias de la célula (Klis, 1994).

La proteccién osmética es sin duda una de las funciones primarias de la pared celular, sin
la presencia de una pared celular estable la célula lisa, a menos que el medio se suplemente con un
estabilizador osmético. Se han descrito varias causas que pueden producir sensibilidad osmética,
algunas de ellas son:

-mutaciones que afectan a la sfntesis de B-glucano (Song ef al., 1992 y Dfaz et al., 1993)

-mutaciones en los genes de una serie de quinasas activadas por una quinasa homéloga de

la protefna quinasa C de mamffero (Errede y Levin, 1993),

La permeabilidad de la pared celular, o sea su accién de filtro, determina el paso de
moléculas del exterior al interior y viceversa. Se ha demostrado la influencia de factores presentes
en ¢l medio de cultivo que pueden afectar a la permeabilidad de Ia pared estudiando: la liberacién
de protefnas al medio externo (Rossini ef al., 1993) y la penetracién de reactivos quimicos al
interior de la célula (Vogel ef al., 1992).

7.2. Pared celular y gen SLT2.

Los mutantes autoliticos representan una de las posibles aproximaciones al estudio de
fenémenos relacionados con la pared celular.

El mutante autolitico L3, (cedido por el Dr. Cabib), presenta un fenotipo litico
termosensible a 37°C y eliminable por estabilizacién osmética del medio de cultivo; esta
observacién permitfa relacionar la mutacién de L3, denominada inicialmente lyt2-1, con la
formacién de una pared celular osméticamente estable a la temperatura de 37°C. Por
complementacién del fenotipo de este mutante L3, se clon6 en nuestro laboratorio el gen SLT2
(Torres et al., 1991). Dicho gen codifica para una protefna serfn-treonfn quinasa, siendo la
primera quinasa relacionada con el mantenimiento de una pared celular estable. M4s tarde Lee ef
al. (1993) clonaron el gen MPK! que codificaba una MAP quinasa perteneciente a una ruta de
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transmisién de sefiales mediada por la proteina quinasa C, resultando dicho gen ser idéntico a
SLT2. Esta ruta de transmisioén de sefiales se ha relacionado con el control de la sfntesis y
mantenimiento de la pared celular, sin que se tengan evidencias claras de los efectores finales de la
ruta. Recientemente Davenport ef al. (1994) han postulado la activacién de la ruta como una
respuesta a un estrés hipot6énico en el medio externo, ya que en esas condiciones detectan un
aumento en 1a fosforilacién de la proteina Slt2p.

Aunque inicialmente se pensé que los genes SLT2 y LYT2 no eran alélicos, la recuperacién
del alelo SLT2 en los mutantes /yt2 demostr6 que este alelo estaba afectado en dichos mutantes,
concretamente eXistfa una sustitucién de la Gly35 por un Asp. La mutacién Iyt2-] se renombré
sit2D35, nuestros mutantes inicialmente denominados /yr2-1 han pasado a denominarse sir2D35.

Los otros componentes de la ruta son: PKC/ (Levin y Bartlett-Heubusch, 1992), BCK]
{Lee y Levin, 1992) y MKKI/MKK?2 (Irie et al., 1993) (Fig. 2). El orden de los componentes de la
ruta se ha realizado mediante experimentos de epistasis (Avery y Wasserman, 1992). La actividad
de 1a MAP quinasa Slt2p es requerida para ¢l mantenimiento de una pared celular osméticamente
estable a la temperatura de 37°C (Martin et al., 1993), al igual que el resto de componentes de la
ruta en los que la interrupci6n de los genes causa un fenotipo lftico eliminado por estabilizacién
osmética del medio de cultivo a 37°C, excepto en el caso de PKCI, donde los mutantes pkclA
requieren estabilizacién osmética a cualquier temperatura para ser viables (Paravicinin e al.,
1992), lo que sugiere una bifurcacién de la ruta a ese nivel. La existencia de esta ruta de
transmisién de sefiales reafirma la idea de la pared celular como una estructura dinémica a lo
largo del ciclo celular, sometida en todo momento a una fina regulacién por parte de la célula, y
la esencialidad de una pared celular osméticamente estable para asegurar la viabilidad de las
células.

En la levadura se han descrito otras rutas de transmisi6n de sefiales en las que participan
MAP quinasas (Johnson y Vaillancourt, 1994) relacionadas con los procesos de apareamiento
celular y regulacién osmética de la célula. La comparacién entre los diferentes elementos de estas
rutas permite afirmar la existencia de un médulo de transmisién de seiiales integrado por MAP
quinasas conservado a lo largo de la evolucién ya que las rutas descritas en vertebrados son
similares a las descritas en . cerevisiae. Asi por e¢jemplo una MAP quinasa de Xenopus laevis
sobreexpresada en un mutante s/2 de §. cerevisiae restaura su capacidad de crecimiento a 37°C.
Asi pues estas observaciones abren un amplio campo para el empleo de . cerevisige como
modelo de estudio de la transmisi6n de sefiales mediadas por rutas de las que forman parte MAP
quinasas.

7.3. Otras caracteristicas del fenotipo slf2.

Los mutantes s/t2 ademés del fenotipo litico caracteristico presentan otras caracterfsticas
fenotfpicas destacables: :

-alta sensibilidad a cafefna, concentraciones 12 mM de esta sustancia producen lisis de las

células a 24°C, la lisis de nuevo es eliminada por la adicién de un estabilizador osmético al

medio de cultivo
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Figura 2. Ruta de transmisién de seiiales en §. cerevisiae implicada en el
mantenimiento de la integridad celular, a través de la formacién de una pared celular
osmdéticamente estable.
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-incapacidad para crecer en glicerol como tnica fuente de carbono a la temperatura de
30°C
-elevada sensibilidad a inhibidores de la sintesis de la pared celular.

. PRODUCCION DE PROTEINAS HETEROLOGAS DE INTERES EN
. cerevisiae.

O oo

A continuacién se comentan los tres tipos de protefnas heter6logas producidas en la
levadura . cerevisiae en este trabajo.

8.1. Cloranfenicol acetil transferasa (CAT).

La enzima cloranfenicol acetil transferasa (CAT), de origen bacteriano, es responsable de
la resistencia a cloranfenicol en cepas de E. coli (Shaw, 1983). Su expresién en . cerevisiae fue
desarrollada para lograr un sistema de transformacién basado en el empleo de un marcador
dominante que permitiera tanto la transformacién de cepas industriales como de laboratorio
basindose en la resistencia a cloranfenicol que conferfa dicho gen, ya que este antibiético es
téxico para los ribosomas mitocondriales (Hadfield ef al., 1986). En un trabajo posterior Hadfield
et al. (1987) comparan la expresién de CAT en §. cerevisiae y E. coli demostrando la produccién
de una protefna idéntica, que en la levadura se producfa en un nivel que representaba el 2.1% de la
proteina total.

Este alto nivel de expresién y el hecho de que fuera de produccién intracelular asf como la
facil deteccién de la misma por medio de un ensayo espectrofotométrico (Shaw, 1975), nos llevé
a elegirla como protefna heteréloga modelo para estudiar la liberacién de protefnas heter6logas
intracelulares en mutantes autolfticos.

8.2. Expresion de la proteina HLA-DP de clase II en S. cerevisiae.

Los genes DP del sistema de histocompatibilidad humano codifican para unas proteinas
que se encuadran en los denominados antigenos de clase II (Benacerraff, 1991). Se expresan en la
superficie de diferentes tipos de células implicadas en la respuesta inmunitaria (linfocitos B,
linfocitos T activados, macréfagos etc.) siendo su funcién la de presentar péptidos antigénicos.
Estos proceden de la degradacién de antfgenos captados del extenor celular (protefnas exégenas)
llevada a cabo por las células presentadoras de antigeno. El conjunto HIA-clasell/péptido es
reconocido por las células T cooperadoras (Unanue y Allen, 1987).

A diferencia de las protefnas de clase I, purificadas y cristalizadas por Garret et al. (1989),
las de clase II, tipo DP, no han sido purificadas lo que justifica su expresién en un sistema
heterSlogo con este fin. Existen ejemplos previos de éxito de la produccién en §. cerevisiae de
proteinas complejas que requieren ensamblaje: Horwitz et al. (1988) logran la secrecién de un
anticuerpo, Wagenbach et al. (1991) demuestran el ensamblaje de las dos cadenas de la
hemoglobina de conejo y Jansen et al. (1989) obtienen el ensamblaje de las diferentes
subunidades del receptor nicotinico de Torpedo californica. Ademas Stern y Wiley (1992),
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producen con €xito unas formas solubles del alelo DR de clase II del MHC usando como sistema
de expresién baculovirus.

8.3. Expresion de Ty-VLPs de S. cerevisiae.

La protefna Ty-VLP es una protefna multimérica producto de la sobreexpresién del
retrotransposén de la levadura Ty (Kingsman ef al., 1991). El retrotransposén Ty de §. cerevisiae
presenta una organizacién similar a la de un retrovirus excepto la presencia de protefnas de la
envoltura, ya que su replicacién es intracelular. El nombre VLP (Virus Like Particles) se debe a
que sus protefnas se ensamblan asemejando un "core" retroviral, formado por 300 subunidades
con un didmetro de 60 nm.

Adams ef al. (1987) demostraron que inicamente la sobreexpresién de uno de los genes
del retrotranspos6n, concretamente el gen 7YA, era suficiente para la formacién de las particulas,
que se acumulaban en un alto mimero dentro de la célula. El producto del gen TYA es la proteina
pl.

La produccién de estas particulas ha demostrado tener varias aplicaciones basadas en las
diferentes caracteristicas que presenta:

-se han utilizado como vehfculos de presentacién antigénica, mediante el desarrollo de
protefnas de fusién con la protefna pl. La ausencia de envuelta glicoproteica de estas
particulas les confiere un carfcter no inmunogénico lo que permite el uso de estas
protefnas de fusién para obtener anticuerpos y desarrollar vacunas. Entre las protefnas de
fusién realizadas destacan la obtenida con una protefna antigénica del virus VIH (Griffiths
et al., 1991).

-también es posible utilizarlo como un sistema de purificacién, aprovechando las
caracteristicas ffsicas de las partfculas que permite separarlas del resto mediante
centrifugacién en gradientes de sacarosa (Adams et al., 1987).

9.LEVADURAS NO CONVENCIONALES.

En los dltimos aiios han comenzado a utilizarse otras especies de levadura como
hospedadores para la expresién heter6loga de protefnas. Esto se debe a la aparicién de problemas
en la expresién de ciertas proteinas en S. cerevisiae, bajos niveles de secrecién y productividad, e
incluso fracasos completos en la expresién de un gen (Romanos ef al., 1992).

Por todo ello se inicié el estudio de especies de levadura que pudieran evitar esos
problemas. Se recurrié a especies de levadura que eran empleadas en diferentes procesos
industriales: Pichia pastoris, empleada en la produccién de "single-ceil protein" a gran escala
crecida en medios con metanol, ya que se trata de una levadura metiltr6fica (Wegner, 1983);
Kiuyveromyces lactis de uso tradicional en la industria alimentaria para la produccién de lactasa;
Yarrowia lypolitica, usada en la produccién de metabolitos como el 4cido citrico (Shah er al,
1982) y Hansenula polymorpha que es otra levadura metiltréfica. En todas ellas se contaba ya
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con un conocimiento previo acerca de técnicas para su cultivo en gran escala en medios de cultivo
muy econdémicos.

De todas ellas P. pastoris y H. polymorpha han demostrado tener las mejores
caracteristicas para ser desarrolladas como hospedadores para la expresién heter6loga debido a su
capacidad para crecer en presencia de metanol, caracteristica que ha sido aprovechada para
desarrollar un sistema de promotores inducibles por metanol.

9.1. Expresién de genes heterélogos en P. pastoris.

P. pastoris es una especie de levadura metiltréfica ampliamente utilizada en
fermentaciones industriales cor un ciclo biolgico y unas caracterfsticas parecidas a §. cerevisiae
(Gleeson y Sudbery, 1988). La similitud con S. cerevisige se pone de manifiesto por la
funcionalidad cruzada de genes cntre ambas especies, ha permitido utilizar marcadores
auxotréficos de §. cerevisiae para la seleccién de transformantes de P, pastoris. Para poder
desarrollar esta levadura como hospedador para la expresién de protefnas heterSlogas se requerfa
un sistema de transformacién, que fue desarrollado por Cregg et al. (1985), y la existencia de
promotores fuertes. Concretamente Ellis ef al. (1985) clonaron los genes de la ruta de asimilacién
de metanol; entre estos genes se eligi6 el promotor del gen AOXI (Alcohol oxidasa 1) para
utilizarlo en la expresién heterloga, siendo una de los promotores mds fuertes descritos en la
naturaleza, ya que llega a acumular el 30% de la protefna total creciendo en metanol. La ausencia
de pldsmidos nativos en esta especie de levadura obligé al desarrollo de unos vectores de
expresién que producfan la integracién de la cassette de expresién, via recombinacién homéloga,
en ¢l genoma de la levadura.

P. pastoris ha demostrado ser un hospedador excelente tanto para la produccién de
protefnas heter6logas a nivel intracelular como por secrecién. En este dltimo aspecto es de
destacar que presenta un patrén de glicosilacién més parecido a las células eucariotas superiores
¥ya que no afiade la ramificacién final de manosa que afiade §. cerevisiae, con lo que las protefnas
producidas corren menor riesgo de ver alteradas sus caracterfsticas inmunogénicas y su actividad
biolégica (Cregg et al,, 1993). En la tabla III se citan ejemplos de protefnas que han sido
producidas en P. pastoris, observéndose la presencia de protefnas de muy variadas caracterfsticas.

También se han desarrollado cepas de P. pastoris que presentan una mayor estabilidad en
las protefnas heterélogas producidas en este sistema. Gleeson y Howard, (1991) han desarrollado
una cepa de P. pastoris mutada en el gen PEP4 de esta levadura, lo que hace que dicha cepa sea
deficiente en proteasas vacuolares.

Para el crecimiento de esta levadura a altas densidades Opticas, se ha desarrollado un
sistema de fermentaci6én alimentada ("fed-batch®) con una fase inicial de crecimiento en glicerol
para obtener biomasa, ya que en estas condiciones el promotor del gen AOX/ ests reprimido, y a

continuacion la fase de inducci6n, con adicién de metanol que dura unas 50 horas (Cregg et al.,
1993).
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Tabla ITIlI. Ejemplos de proteinas heterSlogas expresadas en P. pastoris.




Protefna Expresién Referencia
B-galactosidasa Intracelular Tschopp et al., 1987a
Antigeno superficie virus Intracelular Cregg et al., 1987
hepatitis B
Factor de necrosis tumoral Intracelular Sreckrishna ef al., 1988
(TNF)
Fragmento C de la toxina Intraceiular Clare et al., 1991a
tetdnica
Antigeno P69 de Pertursis Intracelular Romanos ef al., 1991
Estreptoquinasa Intracelular Hagenson ef al., 1989
Invertasa Secrecién Tschopp et al., 1587b
Albimina sérica humana Secrecitn Barr et al., 1992
Lisozima bovina Secrecién Digan et al., 1989
Factor creciminento Secrecién Cregg et al., 1993
epidérmico humano (EGFh) _
Aprotinina Secrecién Vedvick et al., 1991
Factor de creciminento Secrecién Clare et al., 1991b

epidérmico ratén (EGFm)
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En resumen, la levadura P. pastoris ha alcanzado un uso extenso como hospedador en la
expresion heterSloga de protefnas, desplazando en algunos casos a §. cerevisize comoé sistema de
eleccién, debido a su mayor productividad, mejor capacidad secretora y patrén de glicosilacién,

disponibilidad de un sistema de crecimiento a gran escala y disponibilidad de un sistema de
induccién de la expresién fuerte y finamente regulado.
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Matenales y Métodos

1. MICROORGANISMOS Y PLASMIDOS UTILIZADOS.

1.1. Cepas de S. cerevisiae.

Las cepas utilizadas en este trabajo, su genotipo, asf como su procedencia, se detallan en la
tabla IV.

1.2. Cepas de E. coli.

Unicamente se utiliz6 la cepa DH5a (recA, endAl, gyr96, thil, hsdR 17, supEd4, (rk,
mk*), relAl, F8OR, lacZM15, F @ 80R, relAl).

1.3. Plasmidos.

Los pldsmidos utilizados en este trabajo se muestran en la tabla V.

2. MEDIOS DE CULTIVO.

Los medios de cultivo se esterilizaban en autoclave a 121°C durante 20 minutos o bien
mediante filtracién. Para lograr la solidificacién del medio, se afiadfa bacto-agar a una
concentracién final de 20 g/l.

2.1. Medios de cultivo para E. coli.

Medio LB, como medio rico para el crecimiento bacteriano (bacto-triptona 10 g/, extracto
de levadura 5 g/l, NaCl 5 g/l).

Medio TB, empleado en la realizacién de minipreparaciones de DNA a partir de

transformantes de E. coli (bacto-triptona 12 g/l, extracto de levadura 24 g/l, glicerina 4ml/l,
adiciondndose tras su esterilizacién KH,PO,4 2.3 g/l y K,HPO, 12.5 g/l).

Medio SOB, utilizado en el crecimiento de las bacterias en experimentos de
transformacién por el método de Hanahan, (1985) (bacto-triptona 20 g/l, extracto de levadura
5 g/l, NaCl 10mM, adiciondndose tras su esterilizacién KCl y MgCl, hasta una concentracién
2.5 mM y 10 mM respectivamente).

Medio SOC, empleado para expresar la resistencia al antibiStico en experimentos de
transformacién por el método de Hanahan, (1985) (medio SOB al cual se le adicionaba una
solucién estéril de glucosa 2 M, hasta una concentracién final de 20 mM).

A estos medios se les afiadfa:

-Ampicilina (100 pg), para seleccionar células resistentes a dicho antibidtico.

-X-Gal en dimetilformamida e IPTG en agua (40 pl por placa de Petri de ambas
soluciones, de concentracién 40 mg/ml y 1 M respectivamente) para discriminar los clones
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Tabla IV.. Cepas dc S. cerevisiae empleadas en este trabajo.




Cepa Genotipo Referencia
Procedencia
TD28 MATa, ura3AS2, inos 1-151,canR Dr. F. del Rey
Dept. Microbiologia
Univ. Salamanca
DBY-746 | MATa, trpl-289, leu2-3.112, ura3A52, his3Al Dr. F. del Rey
Dept. Microbiclogia
Univ. Salamanca
L3c34a MATa, sit2D35, leu2-3.112, ade2, his4A34 | Dept. Microbiologfa II
F. Farmacia
Univ. Complutense
L3c46c MATa, sit2D35, leu2-3.112, ura3A52, his4A34 | Dept. Microbiologfa Il
F. Farmacia
Univ. Complutense
L.D1 MATa/MAT «, slt2D35/5it2D35, leu2- Dept. Microbiologfa II
3.112/leu2-3.112, his4A34/hisdA34 F. Farmacia
Univ. Complutense
LHDP1 MATa, slti2D35, ade2, leu2-3.112, pep4 AHIS 3, Este trabajo
prblAl.6R :
LHDP2 MAT«, slt2D35, ade2, leu2-3.112, pep4AHIS3 Este trabajo
LHDP3 MATa, sit2D35, ade2, leu2-3.112, trpl-289, Este trabajo
ura3A52, pep4AHIS3
BI5461 MATa, ura3A52, trpl-289, lys2-801, leu?- Yeast Genetic Stock
3.112, his3A200, pep4AHIS3, prbIAl.6R Center Univ.
canl GAL California Berkeley
BI5464 MATa, ura3As52, trpl-289, leu2-3.112, Y east Genetic Stock
his3A200, pep4AHIS3, prbiAl.6R canl GAL Center Univ.
California Berkeley
LDKP1 MATa, slt2AURA3, ura3AS52, trpl-289, leu2- Este trabajo

3.112, his3A200, pep4AHIS3, prbiAl.6R
can! GAL




Tabla V. Plismidos empleados en este trabajo.




Plasmido Caracterfsticas Tipo Referencia
Procedencia
YEp 352 ori 2 bla lacZ (MCS) URA3 | Vector bifuncional E. colilS. Hill et al., 1986
. cerevisiae
Epis6mico
pCHI100L. ori 2u bla LEU2 TRP1 Vector de expresién de CAT C. Vliambres
ADCl1p-CAT-CYCI1t en S. cerevisiae Dept. Microbiologfa II
Episémico F. Farmacia UCM
pMA5620 ori 2ubla LEU2-d Vector de expresién VP en Adams et al., 1987
PGKp-TY Ad-PGKt S. cerevisiae
Episémico
pCHO8 ori 2u bla TRPI ADClp- Vector con cassette de Hadfield et al., 1986
CYG expresién ADC1
Episémico
pMAS! ori 2u bla LEU2-d Vector con cassette de Mellor et al., 1983
PGKp-PGKt expresién PGK
Episémico
RSV5.gpt ori bla LTRp gpt Vector bifuncional E. Long et al., 1991
coliflineas celulares
Resistencia 4. micofendlico
RSV5.neo ori bla LTRp neo Vector bifuncional E. Long et al., 1991

colillineas celulares
Resistencia G418




Matcriéles y Métodos

portadores del gen de la B-galactosidasa, frente a los que habfan adquirido mseno en los
experimentos de clonacién,

2.2. Medios de cultivo para S. cerevisiae.

Medio YPD, medio rico de crecimiento (medio YED al cual se le adicionaban 20 g/l de
peptona).

Medio MM, medio sintético utilizado generalmente para seleccionar y mantener los
transformantes de levadura o para determinar las auxotroffas de una determinada cepa (base
nitrogenada de levadura sin aminoicidos 6.7 g/l, glucosa 20 g/l més, esterilizados por separado, las

bases o aminodcidos proteindgenos de eleccién, segiin las neceSIdades a una concentracién de
30 mg/ml).

Medio MPE, como medio s6lido muy rico utilizado para el crecimiento de diploides para

una induccién posterior de su esporulacién (extracto de levadura 8 g/l, peptona 3 gfl, glucosa
100 g/l).

Medio ME, medio sélido inductor de la esporulacién de cepas diploides (acetato potésico
10 g/, extracto de levadura 1 g/l, glucosa 0.5 gfl).

Medio MR, medio de regeneracién de protoplastos, empleado en experimentos de
transformacién segin Hinnen et. al. (1978). Se caracteriza por su elevada concentracién en
sorbitol para crear un ambiente isoténico capaz de permitir la regeneracién de los protoplastos,
conteniendo ademds todos los requerimientos nutricionales necesarios para la regeneracién de la
pared celular, excepto el marcador de seleccién del pldsmido (sorbitol 182.4 gfl, glucosa 20 gil,
agar 30 g/l, YPD l{quido 10 ml/l, solucién aminoidcidos 140 ml/l). La solucién de aminodcidos se
prepara segin Sherman ef al. (1986). El medio YEPD y la solucién de amino4cidos se afiadian
atemperados a 50°C al medio recién esterilizado, una vez atemperado a dicha temperatura.

Los medios empleados en las fermentaciones alimentadas se detallan en la tabla VI.

Cuando era necesario los medios podfan ser suplementados con estabilizadores osméticos,
cafeina, BCIP:

-cafeina, se preparaba una solucién madre 825 mM en agua estéril, afiadiéndose la

cantidad necesaria al medio, generalmente 12 mM, antes de repartirse en las placas de Petri

vacfas.

-sorbitol, se afiadfa al preparar el medio de cultivo esterilizindose en autoclave

conjuntamente, se empleaba en concentraciones 1 M (182.4 g/l), 0.5 M (91.2 g/l), 0.25 M

45.6 g/l).

-cloruro s6dico (NaCl) al 1.5%, empleado como estabilizador osmético.

-BCIP (5-Bromo-4-cloro-3-indoliifosfato), se afiade la solucién acuosa de la sal disédica

filtrada al medio de cultivo atemperado a S0°C, antes de que se solidifique el agar, a la

concentracién final de 40 pg/ml.
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Tabla VI. Composicién de los medios de cultivo empleados en las fermentaciones
alimentadas.




Medio sintético Medio rico
Componente
Inicial Alimentacién | Inicial Alimentacién
Glucosa (g/1) 2 533 2 533
Extracto de levadura (g/1) - - 40 30
Aminodcidos (g/1) 5 25 - -
KH;PO4 (g/1) 13.5 2.9 13.5 29
(NH4)2S04 (g/1) 1 50 3.8 5.
MgSQO4 7TH50 (gil) 1 3.8 1 3.8
Tiamina (g/1) 0.004 0.01 0.004 0.01
Inositol (g/l) 0.02 0.07 0.02 0.07
Solucién metales? (ml) 3 7 3 7
Solucién vitaminas® (ml) 3 7 3 7
Antiespumante (ml/1) 1.5 1.5 1.5 1.15

a) Solucién de metales: ZnCly 4H50, 2 g/l; MgMoO4 2H;0, 2 g/l; H3BO3, 0.5 g/l; HCI

conc., 100ml/l.

b) Solucién de vitaminas: dcido pantoténico, 0.42 g/l; niacina, 3.05 g/l; piridoxina, 0.7
g/l; biotina, 0.003 g/l; 4cido félico, 0.02 g/l
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3. MANIPULACION DE MICROORGANISMOS.
3.1. Condiciones de crecimiento y conservacion de cepas. '
3.1.1. Cepas de E. coli.

Estas cepas se conservaban a -20°C en viales con glicerol al 50%. El cultivo en medio
liquido se realizaba a 37°C y agitacién vigorosa durante el tiempo necesario. El cultivo en medio
s6lido generalmente era en placa y se incubaba a igual temperatura durante 16-20 horas.

3.1.2. Cepas de S. cerevisiae.

Las estirpes utilizadas se conservaban a 4°C en tubos con medio s6lido inclinado YPD, que
contenfa doble concentracién de todos los nutrientes, o bien congeladas a -20°C, en alicuotas
liquidas que contenfan glicerol a una concentraci6n final del 20%. Las estirpes transformadas, se
solfan conservar temporalmente en placas o en tubos con el medio MM sélido adecvado. Se
realizaban resiembras peri6dicas de las cepas mantenidas en tubo inclinado cada 6 meses.

El crecimiento en medio sélido se llevaba a cabo generalmente en placas de Petri, a la
temperatura elegida (24-37°C) durante el tiempo necesario.

Para los cultivos liquidos se utilizaban matraces, de capacidad 5 veces superior al volumen
del medio, incubdndose en un bafio con agitacién a la temperatura adecuada.

3.1.2.1. Crecimiento en fermentador.

El fermentador empleado fue el modelo Braun Biostat E, tanto para realizar las
fermentaciones discontinuas como para las de tipo alimentado.

3.1.2.1.1. Cultivos discontinuos.

El volumen de trabajo fue de 10 1, la aireacién 2 I/min, la agitacién de 250 rpm. El medio
utilizado era YPD, la temperatura era 24° o0 37°C dependiendo del tipo de experimento.

3.1.2.1.2. Cultivo alimentado.

La fermentacién alimentada se realizaba controlando el cociente respiratorio del cultivo
como pardmetro para regular la adicién de medio fresco (Fieschko ef al., 1987). En un principio,
la fermentacién se iniciaba como un cultivo discontinuo, cuando se agotaban los nutrientes se
iniciaba la adicién de medio de cultivo comenzando la fermentacién alimentada. ILas condiciones
de trabajo eran: volumen inicial de trabajo 15 1 (sobre una cuba de 25 1), pH fijo en 4.5, aireacién
inicial 5 I/'min, pO7 fijada en 50% controlada por la agitacién (inicial 250 rpm) y la aireaci6n, que
incrementaban sus valores conforme la demanda de oxigeno era mayor en el cultivo aumentando
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el caudal de aire, asf como la velocidad de agitacién para lograr una eficiente disolucién del
mismo.

Los medios de cultivo fueron medio sintético y medio complejo, la composicién de los
medios se refleja en la tabla V1.

3.2. Determinacion del crecimiento.

3.2.1. Turbidimetria.

El crecimiento de los cultivos se determinaba mediante la medida de la turbidez del
mismo, por lectura de la densidad 6ptica (DO) a 600 nm en un espectrofotémetro Beckman DV
640. Las muestras se dilufan convenientemente hasta que su DO se encontrara en un intervalo de
valores tal que existiera linearidad entre la lectura de DO y el nimero de células (0.05-0.4).

3.2.2. Recuento de células.

La determinacién de la concentracién celular de S. cerevisiae en el medio de cultivo se
realiz6 con una cdmara Neubauer cuentagl6bulos, por observacién directa en un microscopio de
contraste de fases. Para que la muestra fuera estadisticamente significativa, el nimero de células
contadas por cdmara debia ser superior a 300.

3.2.3. Calculo de biomasa.

En fermentaciones a gran escala, la medida del crecimiento se realiza por determinacién
de la biomasa como peso seco de células por litro de cuitivo. En este trabajo se ha empleado para
medir el crecimiento en las fermentaciones alimentadas. Se toman los tubos eppendorf, se secan
en un horno a 100°C durante 2 h, se pesan y se guardan en presencia de sflice, se ailade 1 ml de
cultivo, se centrifuga elimindndose el sobrenadante, se secan de nuevo en horno 5-10 h, al cabo de
ese tiempo se vuelven a pesar calculdndose la diferencia que corresponde al peso seco de las
células. Cada medida se realiza por triplicado, obteniéndose la media aritmética como valor
definitivo expresado en g/l.

3.3. Determinacién del niimero de viables.
3.3.1. Por citometria de flujo.
Se llevé a cabo mediante la tincién selectiva de las células con ioduro de propidio, segiin
el método descrito por de la Fuente ef al., (1992), utilizando un analizador del Centro de
Citometria de Flujo de la UCM marca Becton-Dickinson, Sunnyvalley, CA, modelo FACScan. Para

el andlisis de datos se utilizaron los programas de Becton-Dickinson (San José, CA), FACScan
Research Software y LYSYS IL
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3.4, Técnicas de microscopia.
3.4.1. Microscopia de contraste de fases.

Las muestras de levaduras se observaban en montaje himedo, en un microscopic Nikon
Optiphot, empleando un objetivo de contraste de fases 40 X y un ocular 10 X. Cuando se usaba el

ioduro de propidio como fluorocromo indicador de muerte celular, se utilizaba la iluminacién de
fluorescencia.

3.5. Técnicas genéticas.
3.5.1. Obtencion de diploides.

Se utilizo la técnica descrita por Fink (1971). El aislamiento de los diploides se tlevaba a
cabo mediante micromanipulacién, utilizando un micromanipulador Leitz acoplado a un
microscopio Wild de contraste de fases, sobre 14minas de medio sélido de preesporulacién (MPE).
Posteriormente, €stas eran incubadas en placas con agar agua (a fin de proporcionar la humedad
necesaria) a 24°C durante 34 dfas, tiempo tras el cual las colonias de los diploides se hacfan
visibles.

3.5.2. Esporulacion.

Cuando se requerfa la esporulacién de algin diploide, éste se sembraba primero en medio
de preesporulacién y se dejaba crecer durante 3 o 4 dfas a 24° o 28°C, segiin las caracteristicas de
la cepa. Pasado este tiempo, se sembraba en medio de esporulacién a 24° C y se incubaba durante
un tiempo que oscilaba entre 5 y 14 dfas. La presencia de ascas se ponfa de manifiesto por
observacién microscopica. '

3.5.3. Diseccion de ascas.

La diseccién de ascas se realizaba con arreglo al método descrito por Johnston y Mortimer
(1959), modificado por Bevan y Costello (1964}, excepto en la utilizacién de glusulasa (Endo
Laboratories inc, Wilmington, Dellaware, USA) a una concentracién del 10% durante un tiempo
comprendido entre 5 y 15 minutos. En estos trabajos se utilizaba el micromanipulador
previamente citado.

3.5.4. Ensayos genéticos en placa de mutaciones en los genes de proteasas.
Las actividades proteasa son susceptibles de ensayos en placa (Jones, 1991a). Se basan en

la permeabilizacién de las células para permitir el contacto de las proteasas con su substrato que se
traduce en un cambio de color o en la aparicién de un halo en la coloma. '
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3.5.4.1. Ensayo de actividad proteasa A, test APE.

La permeabilizacién de las células se logra con una sobrecapa de dimetilformamida en la
que se disuelve el ester de B-naftil N-acetil-DL-fenilalanina, éste es hidrolizado por la proteasa A
produciendo P-naftol que reacciona con una solucién de la sal de diazonio Fast Gamet GBC
apareciendo la colonia de color rojo si hay actividad proteasa o de color rosa si la colonia esté
mutada en ese gen careciendo de actividad proteasa A (Jones, 1991a).

3.5.4.2. Ensayo de actividad proteasa B, test HPA.

La permeabilizacién de las células se logra con una sobrecapa conteniendo SDS, la
proteasa B es capaz de hidrolizar el substrato particulado Hide Powder Azure apareciendo un halo
alrededor de la colonia (Jones, 1991a).

4. MANIPULACION DE DNA. TECNICAS DE BIOLOGIiA MOLECULAR.

4.1. Soluciones tampén utilizados.

Todos los tampones empleados en este apartado estin descritos en el manual de
laboratorio de Sambrook et al.,(1989).

4.2. Aislamiento de DNA plasmfdico de E. coli.

Para la extraccién de DNA plasmfdico de E. coli, se utilizaron fundamentalmente dos
métodos. Asf, mediante el método descrito por Holmes y Quigley (1981), por cbullicién de las
células en presencia de lisozima, se obtenfa DNA de forma rdpida y en pequefia escala, en general
utilizado para el andlisis de clones de transformacién. Para la obtencién de DNA en mayor
cantidad y de mayor pureza se siguié el método de lisis alcalina descrito por Sambrook et al.,
(1989), excepto en las precipitaciones, las cuales se realizaron con isopropanol. Asimismo, s¢
llevaba a cabo una purificacién mediante solubilizacién con acetato aménicc 2.5 M y posterior
precipitacién con isopropanol.

4.3. Aislamiento de DNA y RNA total de células de levadura.

Para la obtencién de DNA total de . cerevisiae y de P. pastoris, y de RNA de
5. cerevisiae se siguieron basicamente los métodos descritos por Sherman et al, (1986).

4.4. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

La preparacién de los geles de agarosa y las muestras, asi como el desarrollo de la
electroforesis, se llevé a cabo segiin las técnicas descritas por Davis ef al., (1986). La
concentracién usual de agarosa en los geles era del 0.7%, preparindose éstos en tampén TAE y
adicionando bromuro de etidio a una concentracién final de 0.5 pg/ml. La electroforesis se
realiz6 en cubetas Bio-Rad wide minisubcell, Bio-Rad subcell y BRL H6. Las bandas de DNA se
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visualizaban con un transiluminador de luz UV a 254 nm, fotografidndose con una cdmara
Polaroid con pelicula polaroid 667 y filtro rojo Kenko R1 o bien se utilizé un scanner Gelprinter
{Vicon industries inc. Melville, NY, USA).

4.5. Extracciéon de DNA a partir de geles de agarosa.

Para llevar a cabo el aislamiento de determinados fragmentos de DNA de geles de agarosa
se sigui6 el procedimiento general de electroelucién recogido por Sambrook et al., (1989), si bien
se omitfa el pretratamiento del papel (Whatman DE 81) con EDTA y NaOH; los lavados con el
tamp6n "Low salt" se llevaban a cabo en un tubo eppendorff y las eluciones con ¢l tamp6n "High
salt" eran realizadas a temperatura ambiente. Un segundo método utilizado se basa en la adsorcién
a polvo de vidrio, utilizando el kit Geneclean, de acuerdo con las directrices de la casa comercial
(BIO 101, La Jolla, California). '

4.6. Determinacién del tamafio, pureza y concentraciéon de DNA.

La determinacién del tamaiio de los fragmentos lineales de DNA se llevé a cabo utilizando
como patrones los diversos marcadores de peso molecular suministrados por Boehringer
Mannheim (Penzberg, Alemania).

El fndice de pureza se determiné midiendo la absorbancia a 280 nm y a 260 nm en un
espectrofotémetro Beckman DV 640 y determinando la relacién A260/A280, siendo adecuado
para el DNA un resultado de 1.8-2.

La concentracién de DNA se obtenfa midiendo la absorbancia a 260 nm, considerando
que un valor de | equivale a una concentracién de 30 pg/ml para oligonucleétidos, de 50 pgiml
para DNA de doble cadena y 40 mg/ml para RNA.

4.7. Digestién del DNA con endonucleasas de restriccién.

La digestién de DNA con las distintas enzimas de restriccién se llevé a cabo segin
especifica Sambrook et al. (1989), utilizando enzimas y tampones de la casa Boehringer.

4.8. Desfosforilacion del extremo 5' del DNA.

Para evitar la recircularizacién del vector cuando éste habfa sido digerido con una inica
enzima de restriccion, se llevé a cabo la desfosforilacién de los extremos 5' del DNA mediante el
tratamiento de éste con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP), siguiendo el
procedimiento descrito por Sambrook et al. (1989). La enzima y el tamp6n eran los
suministrados por la casa Boehringer.
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4.9. Ligacion del DNA.

De nuevo se siguieron las recomendaciones de Sambrook ef al., (1989) utilizando la DNA
ligasa del fago T4 y el tamp6n adecuado procedente de Boehringer. Las ligaciones se llevaban a
cabo a 13° C durante 12-16 horas.

4.10. Transformacion del DNA.

La transformacién de las distintas cepas de E. coli se llevé a cabo mediante el método
descrito por Hanahan (1985).

La transformacién de S. cerevisiae se llevé a cabo utilizando células enteras tratadas con
cationes alcalinos (acetato de litio), segiin el método descrito por Ito et al., (1983). En el caso de
transformaciones con plismidos cuya seleccién era LEU2-d, la transformacién se llevé a cabo por
el método de protoplastos descrito por Hinnen et al. (1978).

4.11. Hibridacién DNA-DNA.
4.11.1. Marcaje no radiactivo de fragmentos de DNA con digoxigenina.

Los fragmentos de DNA de S. cerevisiae empleados como sondas genéticas fueron
marcados, utilizando la reaccién de PCR utilizando la Taq DNA polimerasa, nucle6tidos marcados

con digoxigenina, sintetizindose molécuias que llevan incorporadas moléculas de digoxigenina
{Emanuel, 1991).

Los nucle6tidos no incorporados se separaron del producto de PCR segin se describe en
el apartado 4.5 de esta seccion.

4.11.2. Transferencia de DNA. Deteccién de secuencias especificas.

Los procesos de desnaturalizacién, neutralizacién y transferencia del DNA de los geles de
agarosa a membranas de Nylon (Biodyne, Pall), fueron realizados bdsicamente de acuerdo a la
técnica originalmente desarrollada por Southern (1975), introduciendo las modificaciones
descritas por Sambrook et al., (1989).

La prehibridacién e hibridacién de sondas al DNA fijado en las membranas se realiz6 de
acuerdo con los protocolos recogidos por Sambrook et al., (1989). La incubacién de la sonda
con las membranas, se realizé a 68°C en el caso de que existiese un 100% de homologfia
sonda-gen, y a 50°C en el caso de porcentajes de homologia menores desconocidos en las
hibridaciones heterélogas con sonda de §. cerevisiae sobre DNA de P. pastoris. En el primer caso
los lavados se realizaron a 68°C y a temperatura ambiente, en el otro los lavados fueron a 50°C y a
temperatura ambiente. El revelado se llevé a cabo utilizando el "Genius System" (Boehringer
Manheim) siguiendo las instrucciones de los fabricantes.
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4.12. Hibridacion RNA-DNA.

4.12.1. Marcaje no radiactivo de fragmentos de DNA con biotina.

El marcaje de las sondas genéticas se realizé con nucleStidos marcados con biotina
empleando la técnica de PCR, purificdndose el producto amplificado segiin lo descrito en el apdo.
4.5 de esta seccién.

4.12.2. Transferencia de RNA. Deteccién de secuencias especificas.

Las muestras de RNA fueron sometidas a electroforesis en geles de agarosa conteniendo
formaldehido, posteriormente transferidos a membranas de Nylon (Biodyne, Pall), estos procesos
fueron realizados de acuerdo a la técnica originalmente desarrollada por Alwine et al (1977),
introduciendo las modificaciones descritas por Sambrook et al., (1989).

La prehibridacién ¢ hibridacién de sondas de DNA al RNA fijado a las membranas se
realizé de acuerdo con los protocolos recogidos por Sambrook et al., (1989). La incubacién de la
sonda con ias membranas, se realizé a 68°C. Posteriormente, se llevaron a cabo tres lavados de
S minutos, uno a 68°C y dos a temperatura ambiente. El proceso de revelado se efectué utilizando

el "PolarPlex Chemiluminiscent blotting kit" (Millipore) segin las especificaciones indicadas por
los fabricantes.

4.13. Secuenciaciéon de DNA.

La determinacién de la secuencia de los productos de PCR se llevé a cabo mediante
secuenciacién automitica en el Servicio de Secuenciacién de la Universidad Complutense dotado
de un secuenciador automético de la casa Pharmacia modelo ALF. Las muestras de DNA fueron
preparadas mediante lisis alcalina seguida de purificacién con una columna Quiagen (Quiagen,
Inc). La secuencia en ambas cadenas de los productos de PCR fue obtenida mediante el uso de los
iniciadores universales M13 ("universal primer" y "reverse primer").

4.14. Amplificacion de DNA mediante PCR.

La amplificacién de DNA mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (Saiki ef al.,
1985), se realizé en un aparato DNA Thermal Cycler (Perkin-Elmer) de acuerdo a las técnicas
descritas en el manual de Sambrook ef al., (1989) y en el de Innis ef al,, (1990).

Las condiciones de amplificacion eran diferentes segin las caracteristicas del DNA molde
a amplificar y las caracterfsticas de los oligonuclestidos a emplear:

-amplificacién de las formas solubles de las cadenas o y B de la protefna HILA-DP. Las
condiciones fueron: (94°C 2', 45°C 5, adicién Taq DNA polimerasa, 72°C 2" 1 ciclo, (94°C 1',
50°C 1', 72°C 2" 28 ciclos, (94°C 1', 50°C 1', 72°C 10" 1 ciclo.

-amplificacién del gen quimérico de HILA-DP conteniendo ambas cadenas unidas por un
adaptador sintético mediante PCR solapante (Higuchi et al., 1990), las condiciones seguidas
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fucron: para la primera PCR fueron idénticas a las descritas para las formas solubles; la segunda
PCR, que es la PCR solapante, se realizé en las siguientes condiciones, (94°C 2', 45°C 5', adicién
Taq DNA polimerasa, 72°C 2 3 ciclos, (94°C 1", 50°C 1', 72°C 2" 25 ciclos, (94°C 1', 50°C 1',
72°C 109 1 ciclo.

-amplificacién de homélogos del gen SLT2 empleando los oligonucleétidos degenerados
a partir de DNA genémico de P. pastoris, las condiciones utilizadas fueron: (96°C 3', 50°C 5,
adicion de Taq DNA polimerasa, 72°C 1% 1 ciclo, (94°C 1', 55°C I', 72°C 1') 28 ciclos, (94°C 1,
55°C I', 72°C 10% 1 ciclo.

4.14.1. Clonacién de los productos de PCR.

I.a clonacién de los productos amplificados mediante PCR se basa en la propiedad de
algunas DNA polimerasas termoestables, entre ellas la Taq, de adicionar una adenina en los
extremos 3' fuera de molde (Clark, 1988). Esta caracteristica ha permitido el desarrollo de
vectores dotados de una timina extra que hace posible la clonacién de los productos de PCR
directamente. En este trabajo se ha utilizado el pT7Blue-Tvector® (Novagen, Madison USA)
siguiendo las instrucciones especificadas por los fabricantes.

5. ANALISIS DE PROTEINAS.

5.1. Preparaciones de protefnas.
5.1.1. Obtencién de células y sobrenadantes de cultivo.

Las c€lulas se separaban de los medios de cultivo por centrifugacién a 2000g durante
5 minutos a 4°C, se lavaban con agua destilada, suplementada con sorbitol 1 M cuando las células
eran de estirpes liticas y habfan sido cultivadas en medios estabilizados osméticamente, quedando
listas para su procesamiento posterior.

Los sobrenadantes de estos cultivos fueron empleados para valorar distintas actividades
enzimiticas, CAT y fosfatasa alcalina, directamente sin necesidad de concentracién y como
muestras para realizar electroforesis de proteinas. En caso de que fuera necesaria su
concentracién, ésta se realizaba bien por ultrafiltracién empleando un filtro de tamafio de
exclusién de 10000 daltons, o por precipitacién con sulfato aménico. lLa precipitacién de
proteinas con sulfato aménico se realizaba a 4°C afadiendo la cantidad deseada de sulfato
amonico, 30' de reposo y centrifugacién a 10000g durante 10 minutos, separando posteriormente
el precipitado del sobrenadante, €l cual podia volver a ser precipitado de nuevo. El precipitado era
resuspendido en buffer TE.

5.1.2. Preparacién de extractos celulares.
Los extractos celulares se obtuvieron por rotura mecénica. Las células se resuspendfan en
buffer con polvo de vidrio Ballotini (0.4 mm de didmetro) en proporcién 1:1 (v:v) procediéndose

a la ruptura por agitacién en vortex durante tres perfodos de 60", refrigerando los tubos el mismo
tiempo en hielo entre cada perfodo de agitacién.
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Por observaci6n directa al microscopio de contraste de fases se comprob6 la rotura de las
c€lulas para comprobar que el porcentaje de células rotas fuera superior al 90%.

La separacién de los restos celulares se realizé por centrifugacién a 10000g durante 15' a
4°C, los sobrenadantes de esta centrifugacién eran los extractos solubles libres de células
empleados como muestras para valorar las actividades enziméticas y para la realizacién de las
electroforesis de protefnas.

La solucién tamp6n empleada en la rotura mecénica de las células era buffer TE (10 mM
Tris-HCl pH 7.4, 2mM EDTA, con inhibidores de proteasas: PMSF, aprotinina, antipaina,
leupeptina y pepstatina A a una concentracién de 625 mg/l).

5.1.3. Obtencién de proteinas intracelulares por choque osmético.

Este tipo de preparaciones proteicas intracelulares podfan ser obtenidas por medio de un
choque osmético, lo que requerfa el empleo de cepas slt2. Las células creciendo en fase
exponencial en presencia de estabilizacién osmética a 37°C, se recogfan, se lavaban con agua
destilada estabilizada osméticamente, y se resuspendfan en buffer TE durante 15", lo que
provocaba la lisis celular. El sobrenadante conteniendo las protefnas solubles era separado de los

restos celulares por centrifugacién a 2000g durante 10', siendo el sobrenadante apto para ensayar
actividades enziméticas.

§£.2. Valoracion de fosfatasa alealina en S. cerevisiae.
5.2.1. Valoracion cualitativa.

Se realiza con BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato), este reactivo es un substrato de
fosfatasa que, al ser hidrolizado por dicha enzima, da lugar a una coloracién azul.

Las cepas a analizar se siembran en las placas con BCIP (40 mg/ml) y se incuban a 37°C
durante 24-48 horas. Al cabo de este tiempo, las cepas autoliticas aparecen tefiidas de color azul
debido a la liberaci6én de la fosfatasa alcalina .

5.2.2. Valoracion cuantitativa.

La fosfatasa alcalina es una enzima intracelular, que sé6lo se libera al medio cvando la
célula se lisa, luego su valoracién nos da idea del grado de lisis del cultivo. Esta enzima es capaz
de hidrolizar el substrato paranitrofenil fosfato disédico (PNPPNa,), liberando paranitrofenol
(PNP), el cual a pH alcalino es de color amarillo {Cabib ef al., 1975). '

La solucién enzimdtica a valorar provenia de sobrenadantes del cultivo de células. Las
mezclas de reaccién contenfan 500 pl de una solucién del sustrato PNPPNa,-20 mM en tampén

glicina-sosa 0.1 M pH:9.8, a los cuales se afiadfa otros 500 pl del sobrenadante a analizar. La
reaccidén se incubaba a 37°C en oscuridad hasta aparicién de coloracién amarilla. La valoracién

34



Materiales y Métodos

del PNP se llevaba a cabo espectrofotométricamente, leyendo la absorbancia a una longitud de
onda de 420 nm. Las lecturas obtenidas se referfan a una curva patrén de PNP de concentraciones
comprendidas entre 10 y 180 pg/ml. La unidad enzimética (UE) se definié como la cantidad de
enzima neccesaria para liberar 1 nanomol de PNP por minuto en las condiciones de la reaccién,
determindndose su ndimero en funcién de la ecuaci6n:

UE= [pug/ml}139,11 x 2000/t

siendo t el tiempo de reaccién en minutos.
5.3. Valoracién de la actividad cloranfenicol acetil transferasa (CAT) en S. cerevisiae.

La actividad CAT se midi6 segin describe Shaw (1975) utilizando como substrato
5-5'-ditiobis-(2-4cido nitrobenzoico) (DTNB). La actividad CAT se cuantificd tanto en extractos
celulares solubles de S. cerevisiae como en muestras de sobrenadante de los cultivos.

La reacci6n se basa en el aumento de absorbancia a 412 nm debido a la produccién de
S-tio-2-nitrobenzoato, sustancia con coeficiente de extincién molar de 13600 a dicha longitud de
onda. La unidad enzimética de CAT se describe como la cantidad de enzima qué cataliza la
produccién de 1 mmol de S5-tio-2-nitrobenzoato por minuto a 25°C. La composicién de la
soluci6én tamp6n de reaccién es: 50 mM Tris-HC1 pH 7.5, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM
DTNB, 0.4 mM AcCoA (Hadfield et al., 1987).

Las mezclas de reaccién se-realizaban en 1 ml de volumen final utilizando 100 wl de
sobrenadante de cultivo de células 6 20 pl de extracto celular, completando hasta 1 ml con la
solucién tampén de reaccién.

5.4. Determinacién cuantitativa de proteinas.
5.4.1. Método de Bradford.

La valoracién de la cantidad de protefna de una muestra se determind siguiendo el método
descrito por Bradford (1976), utilizando una solucién de albimina sérica bovina de
concentracién conocida (2.5-25 pg/ml) para hacer una curva patrén. El reactivo de Bradford fue
suministrado por la casa Bio-Rad.

5.4.2. Método espectrofotométrico.

Un segundo procedimiento utilizado en la estimacién de la concentracién de proteina en
una muestra se realiz6 midiendo su absorbancia a 280 nm en un espectrofotémetro Beckman DV
640 y considerando que 1 unidad de absorbancia a 280 nm equivale a una concentraci6n de
1 mg/ml.
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5.5, Electroforesis de proteinas.
5.5.1. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes.,

La electroforesis de protefnas en condiciones desnaturalizantes se llevé a cabo en geles de
poliacrilamida segiin el método descrito por Laemmli (1970). Los geles separadores eran de
poliacrilamida al 10% y contenfan SDS al 0,1%. La electroforesis se desarrollaba en cubetas
Bio-Rad 150-A a una intensidad fija de 40 mA o bien a un voltaje constante de 60 V. Como
marcadores de peso molecular se emplearon patrones suministrados por Bio-Rad.

5.6. Revelado de proteinas en geles de poliacrilamida.
La deteccién de las protefnas en geles de poliacrilamida se llevé a cabo mediante su
tincién con Azul Brillante de Coomassie R-250 y posterior decoloracién segiin Sambrook et al.,

(1989).

Cuando era precisa una mayor sensibilidad, se recurrfa a la tinci6n con nitrato de plata, de
acuerdo a Merril et al., (1982), utilizando el "kit" de tincién suministrado por Bio-Rad.

Los geles se secaban sobre papel 3 MM o entre papel celofén, en un secador de geles a
vacfo (Bio-Rad 483 acoplado a una bomba de vacio Telstar MS-5) a 80°C durante 2 horas.
6. TECNICAS INMUNOLOGICAS.
6.1. Transferencia de proteinas e inmunodeteccién.
Las protefnas presentes en los geles de poliacrilamida (400 pg/muestra) se¢ transfirieron a
membranas Immun-lite (Bio-Rad) de acuerdo a Towbin et al., (1979). Las transferencias se
llevaban a cabo en una cubeta de transferencia Bio-Rad durante tres horas a una intensidad

constante de 250 mA.

Se utiliz6 el kit bioluminiscente Immmun-lite, suministrado por Bio-Rad, siguiendo sus
instrucciones.

El anticuerpo policlonal anti-VI.P se utilizaba a una dilucién 1:25000.

6.2. Marcaje intracitoplasmatico de células de levadura. Deteccion mediante citometria
de flujo.

Es una técnica basada en la permeabilizacién de las células de levadura para permitir el

acceso al interior del anticuerpo. La unién del primer anticuerpo es detectada por reaccién de éste
con un segundo anticuerpo conjugado capaz de emitir fluorescencia.
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Las células de §. cerevisiae tras crecer a 28°C durante 15-24 horas, se recogfan por
centrifugacién 2000g durante 5', se lavaban dos veces con PBS y se permeabilizaban por
tratamiento con BFA durante 30', a continuacién se lavaban de nuevo dos veces con PBS, se
incuban con el anticuerpo frente a la protefna que se quiere detectar durante 60' a 4°C con
agitacién suave, se lavaban dos veces con PBS, se incubaban a continuacién con el anticuerpo
conjugado con isotiocianato de fluorescefna (FITC) durante 50' a 4°C con agitacién suave, se
lavaban las células con PBS y se afiadia ioduro de propidio al 0.005%, para comprobar que la

permeabilizacién celular habfa sido correcta. El anticuerpo HLA-DP utilizado fue B7/21 en una
dilucién 1:1000.

El PBS se prepar6 segiin se describe en Sambrook et al. (1989). La composicién del BFA
es: NaaHPO4, 200 mg/l; KH,PO4, 1 gf/l; acetona 450 ml/l, formaldehido 37%, 250 ml/l, H20
300 ml/l; el pH 6.8.
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III. RESULTADOS



Resultados

1. PRODUCCION Y LIBERACION DE PROTEINAS HETEROLOGAS EN
CEPAS AUTOLITICAS DE S. cerevisiae.

1.1. Liberaciéon de proteinas heterélogas al medio de cultivo por la cepa autolitica LD1 de
S. cerevisiae mediante choque térmico.

La cepa de §. cerevisiae elegida para realizar los ensayos de liberaci6n de proteinas
heter6logas intracelulares fue L.D1, una cepa mutante en el gen SLT2, diploide homocigética para
la mutacién si{f2 D-35, que en los ensayos de caracterizacién fenotipica previa habfa demostrado
una eficiente expresién del fenotipo autolitico consistente en presentar lisis a 1a temperatura de
37°C con liberacién del contenido intracelular al medio de cultivo (de 1a Fuente ef al., 1993). Para
tratar de aprovechar esta caracteristica, desde el punto de vista biotecnolégico, estudiamos la
capacidad de los mutantes para liberar protefnas heterélogas al medio extracelular. La protefna
heter6loga intracelular elegida fue la enzima Cloranfenicol Acetil Transferasa (CAT), de origen
bacteriano, por ser producida intracelularmente y presentar un ensayo colorimétrico facil de
realizar (Shaw, 1975). Adema4s esta levadura no presenta actividad enzimdtica similar con lo que
eliminamos la posibilidad de interferencias de proteinas homélogas ¢n ¢l ensayo colorimétrico de
deteccion (Hadfield et al., 1987).

1.1.1. Produccion de CAT en la cepa LD1. Ensayo en matraz.

En primer lugar, con el fin de ensayar la medicién de actividad CAT y comprobar su
produccidn intracelular en la cepa LDI1, transformamos esta cepa con el pldsmido de expresién de
CAT pCHI100L. Este pldsmido procede del pCH100 (Hadfield et al., 1986), desarroliado con ¢l
gen TRP] como marcador de auxotrofia para la transformacién en S. cerevisiae, al que fue
necesario introducir el gen LEU2 como marcador de auxotroffa para poder transformar la cepa
LD1. Dicho pldsmido lleva el gen de la proteina CAT bajo el promotor del gen ADCI (Alcohol
Deshidrogenasa 1) y ¢l terminador del gen CYC! (Citocromo Oxidasa I).

Tras la transformacién de la cepa LD! con el plismido pCHI100L, procedimos a
cuantificar la expresién intracelular de CAT valorando su actividad enzimitica en extractos
celulares de la cepa transformada crecida en cultivo discontinuo ("batch™), a escala de matraz a la
temperatura de 24°C, a la que la cepa LD1 se comporta como una cepa silvestre. Utilizamos como
cepa control para comparar los niveles de expresi6n de CAT la cepa silvestre para el carécter litico
DBY-746, transformada con dicho pldsmido. Para que las medidas fueran comparables en todos
los extractos celulares se tomaron cantidades de cultivo equivalentes a una DO de 10 y se
completaron los extractos celulares en un volumen final de 1 ml, de tal forma que la expresién de
la actividad enzimdtica como UE/ml indicarfa las UE totales presentes en cada extracto celular.

Los resultados se muestran en la figura 3, observdndose expresién de CAT en ambas cepas
en unas cantidades detectables y crecientes a lo largo de la fase exponencial del cultivo,
estabilizdndose al llegar a la fase estacionaria (alrededor de unas 25-30 UE/ml), no observdndose
diferencias entre la cepa LD1 (Iig. 3A) y la DBY-746 (Fig. 3B). Luego el plasmido pCHi0OL
dirige la expresién de CAT de forma eficiente y en una cantidad detectable. El nivel de expresién
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Figura 3. Actividad CAT en extractos celulares. (A) Cepa LD1/pCH100L; (B) cepa
DBY-746/pCH100L. Leyenda: (M), densidad 6ptica 600 nm; (A), actividad CAT en
extractos celulares (UE/ml). (C) Valores m4ximos de CAT en §. cereviside.
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de CAT obtenido representaba aproximadamente valores en torno al 2% sobre la proteina total

(Fig. 3C), que resultaron similares a los valores descritos para el plismido pCH100 (Hadfield er
al., 1987).

El siguiente objetivo era comprobar la produccién de CAT a escala de fermentador y
comprobar si la expresién del fenotipo litico en la cepa 1.D1 conducia a la liberacién de CAT al
medio de cultivo. ‘

1.1.2. Estudio de la produccion y liberacion de CAT al medio de cultivo .

En primer lugar, realizamos un cultivo discontinuo en fermentador de 10 1 a 24°C, con la
cepa LD1 transformada con el pldsmido pCHI00L (Fig. 4A). En estas condiciones e} cultivo
manticne una alta viabilidad, superior al 85%, a Yo largo del tiempo; no detectdndose actividad
CAT en ningiin momento en el medio de cultivo como era de esperar debido a la ausencia de
lisis. En el extracto celular se detecta actividad CAT que presenta un patrén de produccién
creciente a lo largo de la fase exponencial del cultivo alcanzando 21 UE/ml, similar al observado a
escala de matraz, 26 UE/ml (Fig. 3A). Asimismo los niveles de protefnas totales presentes en el
medio de cultivo se mantienen constantes, en torno a 35 pg/ml.

A continuacién repetimos el experimento realizando un choque térmico a 37°C en un
cultivo creciendo inicialmente a 24°C, para obtener biomasa, con el objeto de estudiar la presencia
de CAT en el medio de cultivo por expresién del fenotipo Iftico. Antes del cambio de temperatura
las células deben de estar creciendo en fase exponencial, ya que la expresién del fenotipo es
dependiente de la presencia de crecimiento activo en el cultivo (Torres ef al., 1991).

En Ia figura 4B podemos observar que mientras el cultivo se mantenfa a 24°C la actividad
CAT en el medio de cultivo no es detectable, tras un cambio a 37°C, la lisis que sufrfan las células
se traducia en aparicién de actividad CAT en el medio de cultivo. La aparicién de actividad CAT,
tras el cambio de temperatura, iba acompaifiada de un incremento de 2.5 veces en las proteinas
totales presentes en el medio de cultivo, observdndose una brusca disminucién de la' viabilidad
como consecuencia de la lisis celular. El miximo de actividad CAT se logra a las seis horas del
cambio térmico (1.5 UE/ml, 1.3 UE/DO) y coincide con el nivel mdximo de proteinas en el caldo,
50 pg/ml, y con una lisis del 80% del cultivo, medida por citometria de flujo como porcentaje de
células teiiidas con ioduro de propidio, el cual penetra en las células como consecuencia de la
pérdida de permeabilidad selectiva que produce la expresién del fenotipo litico, facilitando al
andlisis de grandes poblaciones celulares (de la Fuente ef al., 1992). Estos datos coinciden con
observaciones previas que indicaban ese tiempo como el éptimo para la expresién del fenotipo
litico (de la Fuente et al., 1993).

Los datos anteriores indicaban que la expresién del fenotipo litico en la cepa LD1 por
choque térmico permitia la liberacién de una proteina heter6loga de localizacién intracelular,
CAT, al medio de cultivo en un fermentador en condiciones de cultivo discontinuo.
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Figura 4. (A) Cepa LD1/pCH100L crecida en cultivo discontinuo en fermentador de
10 1 a 24°C; (B) idénticas condiciones con choque térmico a 37°C. Leyenda: (H),
densidad éptica; (+), viabilidad expresada como porcentaje de celulas IP(-); (=7),
protefna total en el medio de cultivo (ug/ml); (A) actividad CAT en extracto celular
(UE/ml); (), actividad CAT en el medio de cultivo (UE/ml).
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Para realizar un estudio més detallado de la liberacién de proteinas y comprobar la
reproducibilidad del sistema realizamos un nuevo cultivo de la cepa transformada en fermentador
con choque térmico a 37°C (Fig. 5).

El crecimiento se detiene debido a la cafda de viabilidad por la lisis que experimenta el
cultivo, pasando de niveles en torno 85-90% a 20% de células ioduro de propidio negativas tras
6 h a 37°C (Fig. 5); a continuacién se estabiliza en torno a niveles del 25-30% observéndose un
incremento en la densidad &ptica del cultivo, lo que nos indicaba que una fraccién del cultivo
continuaba creciendo y lisando, ya que no se producia recuperacin en la viabilidad del cultivo.

También se observa un aumento en las protefnas totales presentes en el medio de cuitivo,
indicativo de que la lisis se acompaiia de liberacién del contenido intracelular, destacando que el
valor méximo, 110 pg/ml a las 6 h (Fig. 5), representaba un incremento de 2.75 veces el nivel
basal de protefna a 24°C, al igual que en el experimento anterior (Fig. 4B), coincidiendo ademdés
con el momento de mayor lisis del cultivo, observdndose a continuacién una disminucién,
obteniéndose a! final del cultivo (34 h a 37°C) una cantidad similar a la presente en ¢l medio de
cultivo antes del cambio de temperatura (Fig. 5).

Se detecta actividad CAT (1 UE/m!) a partir de las 3 h del cambio térmico que va en
aumento hasta las 6 h, 2 UE/ml, lo que se correlaciona con la mdxima lisis del cultivo y méximo
nivel de protefnas totales en el medio de cultivo, detectdndose una disminucién a partir de ese
momento, al igual que ocurria con las protefnas totales, desapareciendo la actividad CAT a las 34 h
del choque térmico. Las mismas observaciones tenfan lugar en el caso de la actividad enzimética
de la fosfatasa alcalina, enzima intracelular de S. cerevisiae cuya valoracién sirve como control de
la liberacién del contenido intracelular, que tras alcanzar un miximo a las 6 h decae hasta
desaparecer a las 34 h (Fig. 5).

La desaparicién de las actividades enziméticas de CAT y de fosfatasa alcalina nos indica la
posible presencia de proteolisis inespecifica ya que la lisis produce liberacién dé¢ todas las
protefnas de la levadura entre las que se encuentran las proteasas de origen vacuolar responsables
de estos fendmenos (Hirsch et al., 1989).

En la figura 6 se comparan mediante diagramas de barras los valores de proteinas totales
(paneles A y C) y de actividad CAT (paneles B y D) presentes en los extractos celulares
(obtenidos a partir de igual nimero de células, determinado por su DO) y en el medio de cultivo
en los fermentadores crecidos a 24°C (Fig. 4A) y 37°C (Fig. 5). Para poder comparar los
diferentes datos entre sf, se expresan como ug/DO los valores de proteinas totales y como UE/DO
los datos de actividad CAT. En los extractos celulares obtenidos de muestras del fermentador a
24°C (panel A), no se observa disminucién de la cantidad de protefna ni aumento en la proteina
presente en el medio de cultivo, sin embargo en los extractos celulares del fermentador con
choque térmico a 37°C (panel C), sf se observa una disminucién, tomando como extracto celular
de referencia el obtenido a 24°C en el momento del cambio a 37°C. Los sucesivos extractos
celulares, obtenidos tras el choque térmico, contienen una menor cantidad de protefna, a medida
que se observa un incremento en las proteinas totales de los caldos. Esto ocurre hasta las 6 h, ya
que se observa que a las 15 h y 34 h después del choque térmico la disminucién de proteina en el
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Figura 5. Cepa LD1/pCHI100L crecida en cultivo discontinuo en fermentador de 10 1
a 24°C con cambio térmico a 37°C. Leyenda: (M), densidad Optica; (+), viabilidad
expresada como porcentaje de celulas IP(-); (<), protefna total en el medio de cultivo
(ug/ml); (%), actividad CAT en el medio de cultivo (UE/ml); (V), actividad fosfatasa
alcalina en el medio de cultivo (UE/ml); el cambio térmico de 24°C a 37°C se
representa por la linea vertical.
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Figura 6, Cepa LD1/pCHI100L crecida en cultivo discontinuo en fermentador de 10 1
a 24°C (paneles A y B), y a 24°C con cambio térmico a 37°C (paneles C y D). Se
representan los valores de protefna total en ug y actividad enzimética CAT en UE, por
densidad Gptica de cultivo. Las barras punteadas corresponden a medidas efectuadas
con extractos celulares y las barras rayadas son medidas realizadas en el medio de
cultivo. En el panel B los valores obtenidos en el medio de cultivo no se representan,
ya que fueron cero en todos los casos.
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extracto celular no se correlaciona con un aumento en el caldo. El nivel final de proteina en el
extracto celular representa el 15% de la cantidad inicial de proteina.

En la misma figura 6 se observa un fen6meno similar en el caso de la actividad CAT; a .
24°C (panel B) la actividad es tinicamente detectable en el extracto celular, y se incrementa a lo
largo de la fase exponencial de crecimiento. En cambio, a 37°C (panel D) en el momento del
cambio de temperatura, considerado tiempo cero, toda la actividad se detectaba en ¢l extracto
celular, observindose como la disminucién de actividad CAT en el extracto celular significa un
aumento de la misma en el caldo en una cantidad equivalente hasta las 6 h; a partir de ese
momento la actividad sigue disminuyendo en el extracto celular, mientras que en el caldo

comienza a disminuir a las 15 h, para desaparecer a las 34 h. La actividad CAT remanente en el
extracto celular a las 34 h era ¢l 9.6% de la inicial.

Se puede concluir que hay una liberacién de CAT a las 6 h del choque térmico
equivalente al 82% de la actividad CAT inicialmente detectada en el interior de las células, pero
que a partir de ese momento la liberacién simultdnea de proteasas conduce a la degradacién de la
enzima CAT, ya que la cantidad de protefnas totales y la actividad enzimética en los extractos
celulares disminuye, pero no se mantiene estable la actividad en el caldo.

1.1.3. Concentracion de CAT liberado al medio de cultivo.

A continuacién tratamos de ver la posibilidad de concentrar la proteina CAT liberada al
medio, de cultivo de forma preparativa, con el fin de obtener preparaciones de protefnas més
concentradas y por tanto, m4s adecuadas para iniciar posteriores procesos de purificacién. Para
ello se siguieron dos métodos: precipitacién con sulfato aménico y concentracién por
uitrafiltracién con corte de 10.000 daltons de peso molecular, el CAT tiene un peso de
aproximadamente 25.000 daltons.

La ultrafiltracién (Fig. 7) se realiz6 concentrando 150 ml de medio de cuitivo,
correspondiente a 6 h a 37°C (Fig. 5), hasta un volumen final de 10 ml, es decir se concentré 15
veces. La actividad inicial total en los 150 ml del medio antes de concentrar era de 270 UE y tras
la concentracién las unidades enziméticas totales eran 252 UE (93%). En términos de protefnas
totales la cantidad inicial era de 16.5 mg, y la final de 15 mg (90%). Esto indicaba que la
recuperacion de la actividad era elevada, si bien no se lograba un grado de purificacién elevado,
obteniéndose una preparacién de protefnas de mucho menor volumen que permitirfa iniciar
procesos de purificacién con mayor comodidad en el manejo de la muestra.

En la precipitacin con sulfato aménico (Fig. 8) la recuperacién de actividad CAT que se
obtiene con un 60% de sulfato aménico fue del 65% de la actividad CAT, mientras que la
protefnas totales precipitada es el 27%, logrindose un factor de purificacién de 2.4, lo que junto a
la reduccién de volumen lograda permitirfa proseguir con el proceso de purificacién.
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Figura 7. Esquema y resultados de la concentracién de la protefna CAT en
sobrenadantes de medios de cultivo realizada por ultrafiltracion.
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Figura 8. Esquema y resultados de la precipitacién con sulfato aménico de la
protefna CAT presente en sobrenadantes de medio de cultivo.
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Figura 9. Perfil electroforético de las protefnas presentes en el sobrenadante de un
medio de cultivo a 24°C y a 37°C, en las cepas TD28 (SLT2) y LD1 (slt2). En todas
las calles se han utilizado muestras de 20 ul de sobrenadante de medio de cultivo.
Calle 1, sobrenadante de cultivo de TD28 a 24°C; calle 2, sobrenadante de TD28 tras
6 horas a 37°C; calle 3, sobrenadante de LD1 a 24°C; calle 4: sobrenadante de LDI
tras 3 horas a 37°C; calle 5: sobrenadante de LD1 tras 6 horas a 37°C.
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1.1.4, Perfil electroforético de las proteinas liberadas al medio de cultivo.

Con objeto de determinar qué tipo de protefnas eran liberadas en una lisis por choque
térmico y saber si habfa liberacién selectiva de algiin tipo de protefnas, se realiz6 una electroforesis
de protefnas en gel de poliacrilamida con SDS utilizando como muestras volimenes iguales
(20 W) de medios de cultivo a 24°C y a diferentes ticmpos a 37°C. La tinci6n del gel con plata
revel6 (Fig. 9), que en la cepa LD1 a 24°C la protefna extracelular es indetectable mientras que a
37°C aparece un perfil de bandas similar al presente en un extracto celular, mientras que en una
cepa silvestre para el carécter l{tico (TD28) no se observa la presencia de protefnas en caldos a
37°C. Se concluye pues que la lisis por choque térmico que tiene lugar en la cepa LDI1 produce
una liberacién inespecffica de protefnas sin distincién de tamagio y similar a las presentes en un
extracto celular, lo que hace factible la liberacién de cualguier protefna heterSloga intracelular.

1.2. Estudio de la cepa LD1 a escala semiindustrial,

Los estudios se llevaron a cabo en la Seccién de Fermentacién Microbiana del
Departamento de Biotecnologfa de ZENECA Pharmaceuticals en el Reino Unido. En dicha
Seccién se disponfa de una planta de fermentacién equipada con un sistema que permite llevar a
cabo fermentaciones alimentadas controlando el cociente respiratorio (RQ) del cultivo (Fieschko
el al., 1987), imitando las condiciones de trabajo de una planta de producci6n. El sistema se
ilustra en la figura 10, la salida de gases del fermentador se encuentra conectada a un analizador
de gases que mide ¢l contenido del aire que sale del fermentador en 02 y COy; los valores de esa
medida son analizados por un ordenador, que calcula en tiempo real el valor del cociente
respiratorio (RQ= CO,/0,), y decide en funci6n del valor del mismo activar o desactivar la bomba
dosificadora de medio que se encuentra conectada en serie con el ordenador.

1.2.1. Estudio de la capacidad y velocidad de crecimiento de Ia cepa LD1.

La cepa elegida para realizar las fermentaciones alimentadas fue la cepa LDI, con la que
se habian realizado originalmente los estudios de liberacién de protefnas heter6logas en
experimentos en cultivos discontinuos. En primer lugar, era necesario evaluar el comportamiento
de la cepa LDI en este sistema de fermentacién alimentada. Se ensayé la capacidad de
crecimiento, es decir produccién de biomasa y viabilidad del cultivo a la temperatura permisiva de
24°C. Los medios de cultivo elegidos fueron: medios complejos y sintéticos.

1.2.1.1. Crectmiento en medio sintético completo.

El crecimiento a 24°C de la cepa LDI en medio sintético completo se describe en las
figuras 11 y 12. Tras la inoculacién la densidad éptica del fermentador fue de 0.35, observindose
una fase de latencia de unas 40 h, durante la cual el cociente respiratoric no se estabiliza y no hay
aporte continuo de medio fresco por parte de la bomba dosificadora (Figs. 11 y 12). Tras este
periodo, se inicia la fase exponencial de crecimiento caracterizada por una estabilizacién del
cociente respiratorio del cultivo, lo que hace que la bomba incremente de forma creciente ¢l
aporte de medio de cultivo fresco (Fig. 12), para soportar el crecimiento que tiene lugar,
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Figura 10. Esquema del sistema de fermentacién alimentada basado en el coeficiente

respiratorio (RQ).
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Figura 11. Cepa LDI crecida en cultivo alimentado en fermentador a 24°C en medio
sintético. Leyenda: (M), densidad 6ptica a 600 nm; (A), mimero de células viables,
107cél/ml; (@), biomasa del cultivo en gfl; (), presién de oxigeno en el cultivo.
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Figura 12. Cepa LDI crecida en cultivo alimentado en fermentador a 24°C en medio
sintético. Perfiles de cociente respiratorio (panel A) y alimentacién de medio de
cultivo fresco (panel B).
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incrementdndose la densidad 6ptica, la biomasa y la viabilidad del cultive (Fig. 11). La tasa de
crecimiento del cultivo era de p= 0.063 h-1, el nivel de biomasa final fue de 20 g/l y l1a viabilidad
de 5.7x10® ¢él/ml para una densidad 6ptica de 45 (Fig. 1t). El cultivo se detuvo, por razones
l€cnicas, en plena fase exponencial, indicando el perfil del RQ y de la bomba dosificadora, que se
mantenfan constante y en aumento respectivamente, la posibilidad de continuar el crecimiento una
generacion mds alcanzando los 40 g/l de biomasa y las 100 unidades de densidad Sptica. En
resumen la cepa LD1 crece con una buena viabilidad en este medio con el dnico inconveniente de
una larga fase de latencia.

1.2.1.2. Crecimiento en medio complejo.

La misma cepa fue crecida a continuacién en idénticas condiciones utilizando un medio
complejo. Los resultados se presentan en las figuras 13 y 14. Tras la inoculacién, la densidad
6ptica inicial fue de 0.5, observdndose una fase de latencia menor que en el caso anterior de sélo
15 h, con una tasa de crecimiento 2.5 veces mayor (u=0.154 h'1) (Fig. 13). El inicio de la fase
exponencial a las 15 h (Fig. 13) coincide con la estabilizacién del cociente respiratorio que se
traduce en ese instante en un aporte creciente de medio por parte de la bomba dosificadora de
medio (Fig. 14). La fase exponencial de crecimiento se mantiene durante 20 h hasta densidad
Optica en torno a 100 (Fig. 13); en ese momento se observa una disminucin en el aporte de
medio de cultivo (Fig. 14), con parada del crecimiento exponencial. Los valores obtenidos con
este medio eran 39 g/l de biomasa, 9x108 cél/ml con una densidad 6ptica en torno a 100
(Fig. 13). La conclusién m4s importante de este experimento fue la mayor rapidez de crecimiento
de la cepa en este medio, con una fase de latencia inferior a la mitad alcanzéndose de forma
reproducible un nivel de biomasa medio-alto (40 g/l), con una alta viabilidad, demostrindose la
adaptacién de esta cepa a estas condiciones de crecimiento en fermentacién alimentada. La mayor
rapidez de crecimiento era un factor importante en la expresién del fenotipo litico, como se
menciond con anterioridad, ya que su expresién es dependiente del mismo (Torres et al., 1991).

1.2.2. Estudio de la capacidad y velocidad de crecimiento de la cepa LD1
transformada con el plasmido pCH100L.

Una vez demostrada la capacidad de crecimiento de la cepa LDI, y seleccionado el medio
de cultivo procedimos a estudiar la capacidad de crecimiento de la cepa transformada con el
pldsmido pCH100L., para comprobar la adaptacién fisiol6gica de la cepa al pldsmido (Gellissen ez
al., 1992) en esas condiciones de trabajo, y calcular la estabilidad del plasmido, al tratarse de un
medio de cultivo en el que no se aplica presién selectiva para el mantenimiento del plasmido.

El preinéculo de estos cultivos se realizé en medio sin leucina, es decir con presion
sclectiva para el mantenimiento del pldsmido, con el fin de asegurar el mdximo nimero de células
viables portadoras de pldsmido en el momento de la inoculacién del fermentador. Los datos de
este experimento se muestran en las figuras 15 y 16. Tras una fase de latencia corta de 10-15 h se
inicia la fase exponencial de crecimiento que se mantiene hasta alcanzar niveles de densidad
optica 115, con biomasa de 45 g/l y viabilidad de 9x108 cél/ml (Fig. 15), valores similares a los
obtenidos en la cepa sin transformar (Fig. 13). La tasa de crecimiento fue u=0.138 h-1, similar a
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Figura 13. Cepa LD! crecida en cultivo alimentado en fermentador a 24°C, en
medio complejo. Leyenda: (M), densidad 6ptica a 600 nm; (A), nimero de células
viables, 107cél/ml; (@), biomasa del cultivo en g/l. (#), presién de oxigeno en el
cultivo.
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Figura 14. Cepa LDI crecida en cultivo alimentado en fermentador a 24°C, en
medio complejo. Perfiles de cociente respiratorio (panel A) y alimentacién de medio
de cultivo fresco (panel B).
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la de la cepa silvestre por lo que la presencia del pldsmido no alteraba la velocidad de crecimiento

de la cepa en estas condiciones.

Para calcular la estabilidad del pldsmido a lo largo del cultivo evaluamos ei nimero de
células que crecfan en medio minimo sin leucina (portadoras de pldsmido) frente a las que crecfan
en medio YPD, estableciendo el porcentaje de células portadoras de plismido, a lo largo del
cultivo. En la tabla VII se muestran los datos, indicando que hasta densidad Optica 65 la pérdida
de pldsmido no es muy acusada, detectdndose niveles superiores al 75%. A partir de ese momento
la disminucién de células portadoras de pldsmido es mayor, llegando al final del cultivo con
densidad 6ptica 115 y un 43% de las células con plidsmido. No obstante el cambio témnco a 37°C
debe efectuarse en un momento de la fase exponencial que permita un crecnmlento activo del
cultivo; teniendo en cuenta que la méxima densidad 6ptica alcanzada por la cepa en estas
condiciones es 100 (Fig. 15), un choque térmico deberd realizarse en torno a densidad 6ptica
20-30 para permitir una correcta expresion del fenotipo litico. En ese momento del cultivo, el
porcentaje de células portadoras de plésmido ronda aproximadamente el 80%, con densidad
Optica 12 es del 85% y a densidad 6ptica 65 es del 78% (Tabla VII), lo que es un porcentaje

aceptable para realizar el choque térmico con garantfas de recuperar una buena cantldad de CAT
en el medio de cultivo. !

|
F

1.2.3. Efecto de un choque térmico en un cultivo de LD1/pCH100L creciendo en
fermentacion alimentada. T
!

Los resultados previos de velocidad de crecimiento y estabilidad del pldsmido mdlcaban la
posibilidad de realizar la fermentacién con choque térmico en medio complejo. L

El preindeulo del fermentador creci6é en medio deficiente en leucina, con presién selectiva,
para asegurar el miximo porcentaje de células portadoras de pldsmido en el inicio del‘ cultivo. Los
datos del fermentador se muestran en las figuras 17 y 18. En la fase inicial del cultlvo a 24°C, tras
una fase de latencia de unas 15 h, se observaba una estabilizacién del cociente resplratono con
inicio de adicién de medio fresco al cultivo (Fig. 18), coincidente con el inicio de un crecimiento
exponencial en el cultivo con incremento del nivel de biomasa en el mismo y tasa de ?crecimiento,
u=0.154 h-1, similar a fermentadores anteriores (Fig. 17). A las 28 h de cultivo se alcanzaba una
densidad Sptica de 20 con una viabilidad de 1.7x10% cél/ml y biomasa de 8.9 g/l (Fig. 17).
Teniendo en cuenta los datos previos de la capacidad de crecimiento a 24°C, la densidad 6éptica 20
parecia el momento adecuado para realizar ¢l cambio térmico a 37°C, ya que itodavia hay
posibilidad de crecimiento activo en el cultivo, como lo indican los perfiles de cociente
respiratorio y de alimentacién de medio (Fig. 18), para que tenga lugar la expresién | del fenotipo
litico de la cepa LD1; en ese momento, el 82% de las células del cultivo eran portadoras del
pldsmido pCH100L. !

Sin embargo, tras el cambio térmico, no se observaba una correcta expresién del fenotipo
litico, ya que la viabilidad del cultivo a las 12 h del cambio térmico (40 h de cultivo) era del 80%
(Fig. 17), tomando como valor de referencia el valor a 24°C en el momento del cambio de
temperatura. El comportamiento de este mutanie a 37°C determina, que tras el cambio de
temperatura, se produzca un desajuste del cociente respiratorio, (Fig. 18), lo que detiéne el aporte
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Figura 15. Cepa LD1/pCH100L crecida en cultivo alimentado a 24°C, en medio
complejo. Leyenda: (M), densidad 6ptica a 600 nm; (A), nimero de células viables,
107¢él/ml; (V), nimero de células viables en medio minimo sin leucina, 107cél/ml;
(®), biomasa del cultivo en g/l; (#), presién de oxigeno en el cultivo.

Tabla VIL Estabilidad del pldsmido pCH100L en la cepa LD1, crecida en fermentacion
alimentada a 24°C.
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Figura 16. Cepa LD1/pCH100L crecida en cultivo alimentado a 24°C, en medio
complejo. Perfiles de cociente respiratorio (panel A) y alimentacién de medio de
cultivo fresco (panel B).
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Figura 17. Cepa LD1/pCHIOOL crecida en cultivo alimentado a 24°C, en medio
complejo, con cambio térmico a 37°C. Leyenda: (M), densidad Gptica a 600 nm; (A),
nimero de células viables, 107cél/ml; (@), biomasa del cultivo en gfl; (), presién de
oxigeno en el cultivo; la linea vertical representa el cambio a 37°C.
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Figura 18. Cepa LD1/pCHI00L crecida en cultivo alimentado a 24°C, en medio
complejo, con cambio térmico a 37°C. Perfiles de cociente respiratorio (panel A) y
alimentacién de medio de cultivo fresco (panel B).
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Figura 19. Cepa LD1/pCHI100L crecida en cultivo alimentado a 24°C, en medio
complejo. Perfiles de cociente respiratorio (panel A) y alimentacién de medio de
cultivo fresco (panel B).
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de medio de cultivo al fermentador, provocando que no pueda mantenerse el crecimiento, y por

tanto no se exprese el fenotipo litico que es dependiente de la presencia de crecimiento activo en
el fermentador.

Se mantuvo un fermentador control paralelo inoculado con las mismas células, a 24°C
todo el tiempo, en el cual el cociente respiratorio no sufre alteracién, manteniéndose en aumento
el aporte de nutrientes al fermentador por parte de la bomba (Fig. 19), frente a lo observado en el
fermentador con cambio de temperatura (Fig. 18).

2. DESARROLLO DE CEPAS LITICAS DE S. cerevisiae DEFICIENTES
EN PROTEASAS. LIBERACION Y ESTABILIDAD DE PROTEINAS
HETEROLOGAS.

2.1. Obtencion de mutantes autoliticos de S. cerevisiae deficientes en proteasas.

Los resultados previos indicaban una inestabilidad en las actividades enziméticas de CAT y
también de fosfatasa alcalina cuando eran liberadas al medio de cultivo, probablemente debida a
la presencia en el medio de proteasas liberadas durante el proceso de lisis que producfan una
proteolisis inespecifica. Estas observacicnes justificaban el desarrollo de cepas autolfticas
deficientes en proteasas. En S. cerevisiae las proteasas vacuolares son las responsables de los
fendmenos de proteolisis inespecifica. El control de la produccién y maduracién de dichas
proteasas es realizado en una reaccién en cascada por la proteasas A y B, codificadas
respectivamente por los genes PEP4 y PRBI (Hirsch et al., 1989). Por lo tanto, la eliminacién de
dichos genes supondria 1a reduccién de la proteolisis inespecifica causada por las proteasas de
origen vacuolar. Para obtener mutantes autoliticos deficientes en ambos genes de proteasas
solicitamos a la colecci6n de cepas de levadura "Yeast Stock Center” las cepas BJ5461 y BI5464,
dos cepas haploides, mutadas en los genes PEP4 y PRBI.

Para obtener cepas autoliticas deficientes en proteasas seguimos dos estrategias:

-cruces genéticos de cepas autoliticas (s{2D35), concretamente L3c34a y L3c36c,
portadoras de la misma mutacién que la cepa diploide LD1 empleada con anterioridad,
con las mencionadas BJ5461 y BJ5464 deficientes en proteasas.

-interrupcién del gen SLT2 en la cepa BJ5464.

El uso de ambas estrategias se justificaba debido a que resultados previos en nuestro
laboratorio demostraban la importancia del fondo genético presente en la levadura en la
expresién del fenotipo litico, acentudndolo o disminuyéndolo; por ello es necesario evaluar todos
los mutantes obtenidos, eligiendo el que presente mejor expresién del fenotipo autolftico.

2.1.1. Uso de cruces genéticos.

Se realizaron cruces genéticos entre las cepas de tipo sexual opuesto seleccionando los
diploides en medios selectivos, basdndonos en las auxotroffas de los mismos:
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-L3c34a x BJ5461, en medio minimo suplementado sélo con leucina.
-L3c36¢c x BJ5464, en medio minimo suplementado sélo con leucina y uracilo.

Se indujo la esporulacién de los diploides por crecimiento sucesivo en medios de

preesporulacién y de esporulacion, procediéndose a la diseccién de las ascas, obteniéndose 23
ascosporas.

2.2. Analisis del fenotipo sif2 en las ascosporas.

A continuacién, se procedi6 a la caracterizacién fenotipica de las ascosporas obtenidas,
realizando diversas pruebas de crecimiento en placa con el objeto de seleccionar primero las
portadoras del fenotipo litico sit2. La baterfa de pruebas a realizar con las ascosporas obtenidas
fue:

-Sensibilidad a concentraciones 12 mM de cafefna a 24°C.

-Capacidad de crecimiento y lisis a 37°C en placas con BCIP.

-Complementacién por estabilizacién osmética con sorbitol 1 M de la lisis inducida por

cafeina (12 mM) y por temperatura (37°C).

En toda la baterfa de pruebas se emplearon como cepas control la cepa BJ5464 (SLT2) y
la L3c36¢ (sit2), dos de las cepas parentales.

2.2.1. Sensibilidad de las ascosporas a concentraciones 12 mM de cafeina.

Los mutantes s/2 son incapaces de crecer a 24°C en presencia de concentraciones 12 mM
de cafefna, debido a la lisis que la presencia de dicha sustancia produce en las células. Por ello
sembramos las ascosporas obtenidas en placas de YPD con cafefna y se incubaron a 24°C el
tiempo necesario, incubando al mismo tiempo una placa control de YPD a la misma temperatura.
Los resultados se muestran en la figura 20 donde en la placa con cafefna (panel A), se observa que
las ascosporas Ic, 4a, 8b, 9a, 9b y 11c son sensibles a cafefna y por tanto probablemente sean
mutantes s/2. En la placa control, todas las ascosporas crecen nrormalmente (panel B).

2.2.2. Capacidad de crecimiento y lisis a 37°C .

El BCIP es un susbtrato para la enzima intracelular fosfatasa alcalina, la lisis de las células
a 37°C libera dicha enzima produciendo la hidrélisis del BCIP, apareciendo las colonias de color
azul-verdoso, permaneciendo con la coloracién normal en el caso contrario. Ademds
dependiendo del fondo genético, aunque en todos los casos se produzca lisis celular los mutantes
sit2 pueden o no crecer a 37°C.

Sembramos dos placas de YPD con BCIP, y se incubaron a 37°C y 24°C. Los resultados de
la figura 21 demuestran que a la temperatura de 37°C (panel A) algunas ascosporas eran
incapaces de crecer (1c, 9b, 11c) y otras crecian con coloracién azul-verdosa (8b, 9a, 11a) siendo
ambos tipos de ascosporas probables mutantes s/#2; en el panel B de la figura aparece la placa
incubada a 24°C donde todas las ascosporas crecfan con normalidad sin lisis. Todas las ascosporas
sensibles al choque térmico, enumeradas anteriormente, fueron también sensibles a cafefna, con
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Figura 20. Inhibici6n del crecimiento por cafefna de las ascosporas obtenidas en el
cruce genético de las cepas L3c34a con BI5461, y L3c36c con BI5464. Panel A,
YPD con 12 mM de cafefna; panel B, YPD. La temperatura de crecimiento fue de
24°C.







Figura 21. Lisis de las ascosporas obtenidas en el cruce genético de las cepas L3¢34a
con BJ5461, y L3c36¢ con BJ5464. Panel A, YPD con BCIP a 37°C; panel B, YPD
con BCIP a 24°C.
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excepcién de la ascospora 1la que crecia en cafeina (Fig. 20, panel A), lo que hizo que fuera
descartada para posteriores estudios; en cambio, la ascospora 10a que no crecia en cafeina
(Fig. 20, panel A) fue descartada ya que a 37°C no presentaba lisis celular (Fig. 21, panel A), la
ausencia de crecimiento en cafefna puede ser debido a una mayor sensibilidad de la cepa frente a
ese compuesto, por otras causas diferentes a las de la mutacién en el gen SLT2.

2.2.3. Estabilizacién osmética de la lisis producida por cafeina (12 mM) y por
temperatura (37°C).

El fenotipo sit2 se caracteriza por producir lisis en las células debido a la formacién de
una pared celular osméticamente inestable, por lo que la presencia de un estabilizador osmético
en el medio de cultivo evita la lisis y restaura la capacidad de crecimiento de las células (Torres et
al., 1991). El estabilizador osmético elegido fue el sorbitol, en una concentracién 1 M,
observando si se eliminaba la lisis producida por cafeina y por temperatura.

Para ello, sembramos las ascosporas sensibles a cafefna (ver apdo. 2.3.1.) en placa de YPD
suplementado con 12 mM de cafeina y sorbitol 1 M incubando a 24°C, y las sensibles a
temperatura (ver apdo. 2.3.2) en uyna placa de YPD BCIP suplementada con sorbitol 1 M
incubando a 37°C. En la figura 22 aparecen los resultados, en el panel A se muesira la placa de
YPD-cafefna-sorbitol en la que crecen todas las ascosporas al igual que en la placa de YPD-BCIP
con sorbitol (panel B), por lo que la restauracién del crecimiento, por eliminacién de la lisis
debida a la estabilizacién osmética, realizada por el sorbitol es una prueba més que nos confirma
la presencia de la mutacién sif2.

Los resultados de ia bateria de pruebas efectuadas se recogen en ia tabla VIII, las
ascosporas lc, 4a, 8b, 9a, 9b y llc eran mutantes sit2, procediéndose con ellas, por tanto, a

realizar ensayos fenotipicos de actividad proteasa debida a los productos de los genes PEP4 y
PRBI.

2.3. Analisis de fenotipo deficiente en proteasas PEP4 y PRBI.

Con las ascosporas seleccionadas anteriormente se ensay$ la presencia o ausencia de
actividad proteasa debida a los productos de los genes PEP4 (test APE) y PRBI (test HPA) (Jones
et al., 1991a). Los ensayos se realizan en placa segin se describe en materiales y métodos (apdo.
3.5.4.) empleando para una correcta interpretacién de los resultados, como cepas control, dos de
las cepas parentales empleadas en los cruces genéticos: BJ5464, deficiente en ambos genes de
proteasas y L3c36c, silvestre para ambos genes PEP4 y PRBI.

Los resultados del test APE (Fig. 23, panel A) indicaron que las ascosporas 1c, 9b y 1l¢
son cepas pep4. En los resultados del test HPA (Fig. 23, panel B) aparecia como cepa prbl la
ascospora llc.

En la tabla IX-A aparecen de¢ forma conjunta los datos de ambos experimentos,
apareciendo como cepa portadora de ambas mutaciones, pep4 y prbi, la ascospora 1lc.
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Figura 22. Eliminacién de la lisis por estabilizacién osmética con sorbitol de las
ascosporas sit2. Panel A, placa de YPD con 12. mM de cafefna, suplementada con
sorbitol 1 M, incubada a 24°C. Panel B, placa de YPD con BCIP, suplementada con
sorbitol 1 M incubada a 37°C.







Tabla VIII. Resultados del anélisis fenotipico de las ascosporas obtenidas en los cruces
genéticos de las cepas L3c34a con BJ5461 y L3c¢36¢ con BJ5464.




YPD YPD YPD YPD
Ascospora | 12mM cafefna | 12 mM cafeina BCIP BCIP
24°C 1 M sorbitol 37°C 1M sorbitol

24°C 37°C
la + nd + nd
1b + nd + nd
1c - + - +
2a + nd + nd
2b + nd + nd
3a + nd + nd
3b + nd + nd
4a - + +* +
4b + nd + nd
6a + nd + nd
Ta + nd + nd
7b + nd + nd
8a . + nd + nd
8b - + +* +
9a - + +* +
9b - + - +
10a - nd + nd
1Gb + nd + nd
10c + nd + nd
10d + nd + nd
11la + nd +* nd
11b + nd + nd
l1c - + - +
BlI5464 + + + +
L3c46c - + +% +

+: crecimiento

-: no crecimiento

*: lisis, color azul-verdoso
nd: no determinado




Figura 23. Anidlisis del fenotipo deficiente en proteasas de las ascosporas sli2.
Panel A, test APE; panel B, test HPA.
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Tabla IX. (A) Resultados de los test APE y HPA. (B) Resultados de la lisis, medida por
citometria de flujo, de las ascosporas lc, 9b, 11c y la cepa BJ5464, expresada como
porcentaje de células tefiidas con ioduro de propidio.




Ascospora Test APE Test HPA
(pep4) (prol)
lc - +
4a + +
8b + +
Sa + +
9b - ] T
llc - -

+:Test positivo, gen silvestre.
-: Test negativo, gen mutado

B
Ascospora YPD 24°C§ ~ YPD37°C§ YPD37°C
Sorbitol 1M§
lc 16 76 23
9b 22 71 18
l1c 5 88 2
BJ5464 5 2 1

§: Células lisadas, expresadas como porcentaje de células teiiidas con ioduro de
propidio, medidas por citometria de flujo.



Resultados

2.4. Anilisis del fenotipo litico mediante citometria de flujo de los mutantes liticos deficientes
en proteasas obtenidos en el cruce genético.

Se eligieron todas las ascosporas lfticas que resultaron estar mutadas en alguno de los
genes de proteasas, para realizar una medida més exacta de su lisis mediaate tincién con ioduro de
propidio y andlisis mediante citometrfa de flujo (de la Fuente ef al., 1993) con el objeto de
establecer la que presentaba una mejor expresién del fenotipo iftico a 37°C con menor lisis a 24°C,
Las ascosporas elegidas para realizar este experimento fueron: 1c, 9b, 11lc, seleccionadas por ser
mutantes s/t2 y tener uno o los dos genes de proteasas mutados, utilizando como cepa control la
cepa BJ5464, silvestre para el fenotipo litico. En el experimento medimos la lisis de los cultivos,
tras 15 h de incubaci6n, de las diferentes ascosporas en las siguietes condiciones:

-crecidas en medio YPD a 24°C, temperatura permisiva

-crecidas en medio YPD a 37°C, temperatura no permisiva

-crecidas en medio YPD suplementado con sorbitol 1 M a 37°C.

Los resultados del experimento se muestran en la tabla IX-B y en las figuras 24
(ascosporas lc y 9b) y 25 (ascospora 11c y cepa BJ5464 como cepa control). En la tabla IX-B se
representan los porcentajes de células lisadas, y en las figuras 24 y 25 los diagramas de las
citometrias de las diferentes ascosporas, en los que se representa la intensidad de fluorescencia en
abcisas, que es una medida de la emisién de fluorescencia por las células que, por estar lisadas, son
permeables al ioduro de propidio, y en el eje de las ordenadas se representa el niimero de células;
si el cultivo esta lisado, la emisién de fluorescencia es alta y la poblacién celular aparece
desplazada a la derecha sobre ¢l eje de las abcisas.

Observando conjuntamente la tabla IX-B y las figuras 24 y 25 (paneles A y D)
comprobamos que todas las ascosporas presentaron porcentajes de lisis inferiores al 25% en los
cultivos realizados a 24°C, destacando la ascospora 11c con un 5% de lisis (Fig. 25, panel A),
porcentaje igual al de la cepa silvestre BJ5464 (Fig. 25, panel D).

En los cultivos a 37°C, la cepa silvestre no estaba lisada presentando dnicamente un 1.5%
de lisis (Fig. 25, panel E), frente a las ascosporas 1¢ con 76% de lisis (Fig. 24, panel B), la 9b con
71% de lisis (Fig. 24, panel E) y la Ilc con un 88% de lisis (Fig. 25, panel B), siendo esta
ascospora la que presenté un porcentaje superior de células lisadas.

Todos los cultivos realizados a 37°C en presencia de sorbitol 1 M presentaron niveles de
lisis inferiores al 25% (Tabla IX-B), destacando la eliminacién del fenotipo litico observada en la
ascospora 11c, que ve reducida su lisis en presencia de sorbitol al 1.2% (Fig. 25, panel C), nivel
comparable al de la cepa silvestre BJ5464 que es del 1% (Fig. 25, panel F).

De las observaciones enumeradas anteriormente, se deduce que la ascospora con una
mejor expresién del fenotipo litico fue la 1lc, si bien las ascosporas lc y 9b presentaban también
unos buenos niveles de lisis.
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Figura 24. Medida de la lisis de las ascosporas s/12 deficientes en proteasas, mediante
citometrfa de flujo. El medio de cultivo empleado fue YPD. Panel A, ascospora ica
24°C; panel B, 1c a 37°C; parnel C, Ic a 37°C en medio estabilizado osméticamente
con sorbitol 1 M. Panel D, ascospora 9b a 24°C; panel E, 9b a 37°C; panel F, 9b a
37°C en medio estabilizado osméticamente con sorbitol 1 M. La lisis se expresa
como porcentaje de células ioduro de propidio positivas.
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Figura 25. Medida de la lisis de las ascosporas s/t2 deficientes en proteasas y de la
cepa parental silvestre BJ5464, mediante citometrfa de flujo. El medio de cultivo
empleado fue YPD. Panel A, ascospora 11c a 24°C; panel B, 11c¢ a 37°C; panelC, 11¢
a 37°C en medio estabilizado osméticamente con sorbitol 1 M; panel D, BJ5464 a
24°C; panel E, BJ5464 a 37°C; panel F, BJ5464 a 37°C en medio estabilizado
osméticamente con sorbitol 1 M. La lisis se expresa como porcentaje de células
ioduro de propidio positivas.
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Resultados

Las ascosporas 1lc, 1c y 9b fueron designadas, a partir de este momento, como cepas
Liticas Haploides Deficientes en Proteasas (LHDP):

-11c pasa a ser LHDPI
-1¢ pasa a ser LHDP2
-9b pasa a ser LHDP3

Los genotipos completos de las tres nuevas cepas se indican en la tabla 1V. La‘cepa elegida
para continuar los experimentos fue la LHDP1 por ser doble mutante, pep4 prbl, ademds de litica.

2.5. Estudio de la lisis y liberacién de proteinas de la cepa LHDP1. Ensayos en matraz.

Como hemos mencionado en el apartado anterior, la cepa elegida para estudiar la
liberacién y estabilidad de proteinas fue la cepa LHDP1 (ascospora 1llc). Los ensayos
preliminares se realizaron en matraz, estudiando la liberacién de proteinas totales y de fosfatasa

alcalina al medio de cultivo, a la temperatura de 37°C, con objeto de proceder a la caracterizacién
de la cepa.

A partir de un preinéculo inicial crecido en medio YPD, a la temperatura de 24°C,
procedimos a inocular sendos matraces a 24°C, como control, y a 37°C. Los parimetros medidos
fueron la densidad 6ptica a 600 nm, ¢l nivel de proteinas totales en el medio de cultivo, la lisis

medida como porcentaje de células yoduro de propidio negativas y la actividad fosfatasa alcalina
en caldos.

En el matraz a 24°C (Fig. 26, panel A) no se observo lisis celular significativa en ningiin
momento del cultivo, con niveles de viabilidad entre el 85-95% de la poblacién celular,
manteniéndose constantes los niveles de proteinas totales en el medio de cultivo, en torno a
15 pug/ml, y permaneciendo la actividad de fosfatasa alcalina en unos niveles basales en torno a
1 UE/ml. En cambio, en el matraz incubado a 37°C (Fig. 26, panel B), observamos una brusca
cafda de viabilidad del cultivo: 35% a las 3 h, 25% a las 7 h y 10% de viabilidad a las 24 h. Esta
brusca cafda en la viabilidad del cultivo se correlacionaba con un incremento de 3.5 veces en la
cantidad de protefnas totales presentes en el medio de cultivo, asi como en un incremento de la
actividad fosfatasa alcalina que alcanzé las 27 UE/ml a las 24 h. El perfil observado en la
liberacién de protefnas totales y de actividad fosfatasa alcalina no sufrié disminucién en ningin
momento.

En la figura 27 se representan las actividades de fosfatasa alcalina presentes en el extracto
celular y en el medio de cultivo a 24°C y 37°C, representadas como UE/DO para poder comparar
los datos entre si. En el cultivo a 24°C, la actividad enzimética permanece mayoritariamente en el
extracto celular, no siendo atribuibles las oscilaciones de los extractos celulares a una liberacion de
la enzima al medio de cultivo, ya que la actividad enzimdtica en el caldo no aumenté en ningin
momento (Fig. 27, panel A). En cambio, en el cultivo a 37°C (Fig. 27, panel B) se observa a lo
largo del tiempo que la disminucién en la cantidad de actividad enzimética presente en el extracto
celular se correlacion6 con un incremento progresivo de la actividad enzimética presente en el
medio de cultivo, recuperdndose a las 24 h en el medio de cultivo el 80% de la actividad
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Figura 26. Estudio de la lisis y liberaci6n de protefnas de la cepa LHDP1, en matraz
a 24°C (panel A) y a 37°C (panel B). Leyenda: (M), densidad éptica a 600 nm; (+),
viabilidad expresada como porcentaje de celulas IP(-); (5*), protefna total en el medio
de cultivo (ug/ml); (V), actividad fosfatasa alcalina en el medio de cultivo (UE/ml).
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Figura 27. Producci6n y liberacién de fosfatasa alcalina en la cepa LHDP1 en
matraz a 24°C (panel A) y a 37°C (panel B). La actividad fosfatasa alcalina se expresa
como unidades enzimdticas por densidad 6ptica de cultivo.
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Resultados

enzimética, tomando como referencia la cantidad presente en el extracto celular de tiempo cero,
correspondiente al momento del cambio de temperatura.

Estos resultados nos indican la capacidad de la cepa LHDP1 para liberar su contenido
intracelular como consecuencia de la expresién del fenotipo litico slf2, como ocurrfa en el caso de

la cepa LDI, pero con una mayor estabilidad de los productos liberados a las 24 h del choque
térmico. '

2.6. Liberaciéon y estabilidad de las proteinas liberadas en cultivos en fermentador de Ia
cepa LHDP1/pCH100L.

A continuacién, transformamos la cepa LHDP1 con el pldsmido de expresién de CAT,
pCH100L, para realizar estudios de liberacién y estabilidad de la protefna CAT en escala de
fermentador de 10 | en cultivos tipo "batch". Para ello, realizamos dos cultivos en fermentador:
uno a 24°C, para observar el comportamiento de la cepa en fermentador y medir la produccién de
CAT, y otro a 24°C con cambio térmico a 37°C, para estudiar la liberacién de CAT al medio de
‘ cultivo por dicha cepa.

Al igual que en el caso de la cepa LD1/pCHI100L, los cultivos en fermentador los
realizamos en medio YPD, creciendo previamente los in6culos en medio minimo sin leucina con
presion selectiva para el mantenimiento del pldsmido, con el fin de asegurar el mdximo porcentaje
de células portadoras de pldsmido en el inicio del cultivo. Los resultados del fermentador crecido
a 24°C se indican en la figura 28A, siendo concordantes con los obtenidos en matraz, con la cepa
sin transformar. La produccién de CAT, en el extracto celular, alcanzé las 60 UE/m!, lo que es
aproximadamente tres veces superior al nivel detectado en la cepa LD1/pCHI00L (Fig. 4A), no
detectdndose, en ninglin momento, actividad CAT eén el medio de cultivo. La viabilidad del
cultivo, medida por citometria de flujo, se mantuvo durante todo el tiempo en niveles superiores al
80%, no detectindose por tanto en ninglin momento un aumento significativo en la cantidad de
protefnas totales presente en el medio de cultivo. '

Una vez comprobado el comportamiento de la cepa LHDP1 a 24°C, similar al de una cepa
silvestre, y la capacidad de produccién de CAT en escala de fermentador, procedimos a realizar
un fermentador con cambio térmico a 37°C (Fig. 28B). En este caso, tras el cambjo de
temperatura, se observé una cafda brusca de viabilidad que alcanzé el 15% a las 24 h. Este
fenémeno se acompaiié de un aumento de protefnas totales en el medio de cultivo, y de aparicién
de actividad CAT y fosfatasa alcalina en el medio de cultivo. Las protefnas totales aumentaron 3.5
veces su cantidad en el caldo pasando de 40 pg/ml a 140 pug/ml, lo que significaba que se estaba
produciendo lisis del cultivo con liberacién del contenido intracelular al medio de cultivo, que se
mantiene con un perfil creciente constante tras el cambio de temperatura. La actividad CAT siguié
un perfil similar al de las protefnas totales en el medio de cuitivo alcanzando 4.8 UE/ml a las 24 h,
no siendo detectable mientras el cultivo era mantenido a 24°C; observaciones similares son vélidas
para la actividad fosfatasa alcalina valorada como referencia. Estos resultados contrastan con la
disminucién de estas actividades enzimdticas observadas en el caso de la cepa LD1/pCH100L
(Figs. 4B y 5).
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Figura 28. Cepa LHDP1/pCH100L crecida, en cultivo discontinuo en fermentador
de 10 1, a 24°C; (B) idénticas condiciones con choque térmico a 37°C. Leyenda: (W),
densidad 6ptica a 600 nm; (+), viabilidad del cultivo, expresada como porcentaje de
células IP(-); (4°), protefnas totales en ¢l medio de cultivo (ug/ml); (4) actividad CAT
en extracto celular (UE/ml); (%), actividad CAT en el medio de cultivo (UE/ml); (V),
actividad fosfatasa alcalina en el medio de cultivo (UE/ml); el cambio térmico de
24°C a 37°C se representa por la lfnea vertical.
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Figura 29. Cepa LHDP1/pCH100L, crecida en cultivo discontinuo en fermentador
de 101, a 24°C (paneles A y B), y a 24°C con cambio térmico a 37°C (paneles C y D).
Se representan los valores de protefnas totales en ug y actividad enzimdtica CAT en
UE, por densidad dptica de cultivo. Las barras punteadas corresponden a medidas
efectuadas con extractos celulares y las barras rayadas son medidas realizadas en el
medio de cultivo. En los paneles A y B los valores obtenidos en el medio de cultivo
no se representan, ya que no fueron significativos.
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Resultados

En la figura 29 se compara la evolucién de la cantidad de protefnas totales y actividad
CAT, presentes en los extractos celulares y en el medio de cultivo de los fermentadores de la cepa
LHDP1/pCH100L correspondientes a 24°C (ver fig. 28A) y con cambio de temperatura a 37°C
(ver fig. 28B). En los extractos celulares del fermentador crecido a 24°C, no se observa
disminucién de la cantidad de proteinas totales presentes en los mismos (Fig. 29, panel A); sin
embargo en los correspondientes al fermentador con cambio de temperatura a 37°C, se observé
una disminucién de la cantidad de proteinas totales al mismo tiempo que iba aumentando la
cantidad de protefnas totales presentes en el medio de cultivo (Fig. 29, panel C). La cantidad de
proteina presente en el extracto celular correspondiente a las 24 h del cambio de temperatura fue
del 16%, mientras que al medio de cultivo se liberd el 70% de la proteina de las células, tomando
como referencia la cantidad presente a 24°C (Fig. 29, panel C).

La actividad CAT en el fermentador a 24°C dnicamente fue detectable en el extracio
celular, siguiendo un perfil creciente a lo largo del cultivo (Fig. 29, panel B); en cambio, en el
fermentador con cambio de temperatura se observa una progresiva disminucién en la cantidad de
actividad CAT presente en el extracto celular, al tiempo que ésta aumenta en el caldo,
manteniéndose estabie a las 24 h (Fig. 29, panel D).

En ambos casos, es de destacar que se observa una mayor estabilidad de los productos
liberados, en comparacién con lo observado en la cepa LD1/pCHI100L (Fig. 6).

2.7. Perfil electroforético de las proteinas liberadas en un choque térmico de la cepa
LHDP1 en fermentador.

Al igual que en el caso de la cepa LD1/pCH100L realizamos una electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS, con el fin de determinar el perfii de protefnas liberadas, como
consecuencia de la lisis térmica, al medio de cultivo. Para ello cargamos en el gel muestras iguales
de medio de cultivo (20 pl) sin concentrar, correspondientes a 24°C y a varios tiempos después del
choque térmico (Fig. 30), volviendo a mostrar un perfil similar al obtenido con la cepa LDl
(Fig. 9), por lo tanto la cepa LHDPI también muestra capacidad para liberar protefnas en un
amplio rango de pesos moleculares, lo que nos permitiria su uso para liberar cualquier protefna
heter6loga producida de forma intracelular. En el gel se observa un aumento en la intensidad de
las bandas, correlativo con la lisis progresiva que sufre el cultivo a lo largo del tiempo.

2.8. Obtencién de mutantes autoliticos deficientes en proteasas por interrupcién del gen
SLT2 en la cepa BJ5464.

La segunda estrategia consistié en interrumpir el gen SLT2 en una cepa con un fondo
genético deficiente en proteasas, como la cepa de coleccién BJ5464, doble mutante pep4 prbl.

La transformacién se realiz6 con el fragmento lineal EcoRI del plésmido
plC20 sit2AURA3, donde el fragmento HindIIl de! gen SLT2 habia sido reemplazado por el gen
URA3, para aumentar la eficiencia de la recombinacién homéloga de la copia del gen
interrumpida con el gen silvestre presente en el genoma de la levadura (Fig. 31).
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Figura 30. Perfil electroforético de las proteinas presentes en el sobrenadante de
medio de cultivo a 24°C y a 37°C en la cepa LHDPL. En todas las calles se han
utilizado muestras de 20 wl de sobrenadante de medio de cultivo. Calle 1, patrén de
pesos moleculares; calles 2 y 3, sobrenadantes de medio de cultivo a 24°C; calle 4,
sobrenadante de medio de cultivo tras 3 horas a 37°C; calle 5, tras 6 horas a 37°C;
calle 6, tras 9 horas a 37°C; calle 7, tras 12 horas a 37°C; calle 8, tras 24 horas a 37°C.
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Figura 31. Detalles de la realizacion de la interrupcion del gen SLT2 en la cepa
BJ5464 para obtener la cepa LDKP1.
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Resultados
Se analizaron un total de 15 transformantes Urat por andlisis fenotipico en placa de

forma similar al descrito en el apartado 2.2, seleccionindose cinco de cllos que presentaban las
caracteristicas fenotipicas esperadas:

-lisis a la temperatura de 37°C, apareciendo las colonias color azul-verdoso en
placas con BCIP, frente a la parental que aparece sin coloracién, la presencia de sorbitol en el
medio restauraba la capacidad de crecimiento y la lisis, apareciendo de igual coloracién que la
cepa parental (Fig. 32, paneles A y B).

-lisis por sensibilidad a cafeina 12 mM a 24°C, evitada por la presencia de sorbitol
en la placa (Fig. 32, paneles C y D). '

Con los cinco transformantes seleccionados se realizé la confirmacién definitiva de que
estaban interrumpidos en el gen SLT2, por medio de una hibridacién DNA-DNA ("Southern"),
demostrando los cinco transformantes estar interrumpidos en dicho gen, el DNA genémico de
3. cerevisiae se digiri6é con la endonucleasa de restriccién EcoRl, el tamaifio esperado para el
fragmento portador del gen silvestre era de 3.24 Kb, mientras que el del fragmento con el gen
interrumpido era inferior, 3.14 Kb (Fig. 32, panel E), los cinco transformantes aparecen con una
banda de inferior tamafio a la del gen silvestre confirméndose la interrupcién del gen SL72 en
dichos transformantes. La sonda empleada fue el fragmento EcoRI del gen SLT2 (Torres et al,

1991). La cepa BJ5464 slf2AURA3 pasa a denominarse LDKP1 (Litica Deficiente en Quinasa y
Proteasas 1).

2.9. Medida de la lisis en la cepa LDKP1 por citometria de flujo.

A continuacién estudiamos la expresién del fenotipo litico de esta cepa, midiendo la lisis
que presentaba la nueva cepa mediante citometria de flujo, en cultivos crecidos 15 h en las
siguientes condiciones: :

-crecida en medio YPD a 24°C, temperatura permisiva

-crecida en medio YPD a 37°C, temperatura no permisiva

-crecida en medio YPD suplementado con sorbitol 1 M a 37°C,

Los diagramas de las citometrias se muestran en la figura 33. En el panel A aparecen las
células crecidas a 24°C, la mayoria de la poblacién celular era viable con sSlo un 8% de células
lisadas, frente al 80% de células lisadas cuando el crecimiento se realizaba a 37°C (panel B). La
presencia de un estabilizador osmético, sorbitol 1 M, a 37°C disminuyd la lisis de las células hasta
un 6% (panel C). Estos resultados indicaban la correcta expresién del fenotipo litico debido a la
presencia de la mutacién slt2 en la nueva cepa. '
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Figura 32. Anidlisis de cinco transformantes de la cepa BJ5464 con la construccién
pIlC20sit2AURA3. Panel A, crecimiento en YPD BCIP a 37°C; panel B, crecimiento en
YPD BCIP 1 M sorbitol a 37°C; panel C, crecimiento en YPD 12 mM cafeina a 24°C;
panel D, crecimiento en YPD 12 mM cafeina con 1 M sorbitol a 24°C; panel E,
resultado de la hibridacién DNA-DNA con la sonda del gen SLT2.







Figura 33. Medida de la lisis de la cepa LDKPI, mediante citometria de flujo. El
medio de cultivo empleado fue YPD. Panel A, 24°C; panel B, 37°C; panelC, 37°C, en
medio estabilizado osméticamente con sorbitol 1 M.
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Resultados

3. LIBERACION DE PROTEINAS HETEROLOGAS EN MUTANTES
AUTOLITICOS DE S. cerevisiae POR CHOQUE OSMOTICO.

Los resultados anteriores, descritos para las cepas LDl y LHDPI, demostraban la
capacidad para liberar protefnas heterélogas intracelulares, cuando las células eran lisadas por
medio de un choque térmico. Nos planteamos el desarrollo de sistemas alternativos para producir
lalisis de una forma controlada. Aprovechando la complementacién por estabilizacién osmética
de la lisis, estudiamos qué sucedfa cuando células crecidas en presencia de un estabilizador
osmético a 37°C eran resuspendidas en un medio sin estabilizaci6n osmética; es lo que
denominaremos de ahora en adelante un choque osmético.

3.1. Ensayos preliminares de choque osmético en la cepa LHDP1.

Los ensayos se realizaron en cultivos de la cepa LHDPI, crecidos en YPD con sorbitol 1 M
a 37°C hasta DO 3, se centrifugaron las células, midiéndose los niveles de protefnas totales y de
fosfatasa alcalina en ese momento, valores de referencia, y se resuspenden a continuacién en YPD,
tras una incubacién a 37°C durante toda la noche, se midieron las cantidades de protefnas totales y
de actividad fosfatasa alcalina a las 16 h (Fi g- 34, panel A). Se observa una cafda de viabilidad del
90%, un incremento de 5 veces en la cantidad de proteinas totales presentes en ¢l medio de cultivo,
la actividad fosfatasa alcalina pasa de ser indetectable a 60 UE/ml, lo que nos indicaba que era
posible lograr lisis eficiente del cultivo por este método. En el diagrama de barras (Fig. 34,
panel B) observamos como mientras ¢l cultivo era mantenido en presencia de sorbitol, la actividad
fosfatasa alcalina permanecfa mayoritariamente en el interior de las células y tras la eliminaci6n
del estabilizador osmético, la actividad enzim4tica pasaba a ser mayoritariamente detectada en el
~ caldo. Asf pues, el choque osmético parecfa ser un método adecuado para lograr la liberacién del
contenido intracelular, debido a la lisis que produce en las células.

3.2. Medida de la lisis en un choque osmético por citometria de flujo.

Con el fin de establecer cuénto tiempo tardaban las células en lisarse, cuando eran
sometidas a un choque osmético, decidimos realizar un seguimiento de la lisis mediante citometrfa
de flujo. Para ello células crecidas a 37°C en medio estabilizado osméticamente hasta fase
exponencial, se recogfan las células por centrifugaci6n resuspendiéndolas en agua midiéndose la
lisis antes e inmediatamente después del choque osmético. Las cepas elegidas para realizar el
experimento fueron: LD1, LHDP1, LHDP2, LHDP3 y LDKPL. Los estabilizadores osméticos
ensayados fueron NaCl al 1.5% y sorbitol en concentraciones 1 M, 0.5 M. 0.25 M, todos ellos en
cultivos crecidos a 37°C; como control utilizamos cultivos de las mismas cepas crecidos en sorbitol
I M a la temperatura de 24°C. En la tabla X se¢ muestran los diferentes porcentajes de lisis
alcanzados en las diferentes condiciones de cultivo. Las cepas LD1, LHDP1 y LDKPI presentaron
una buena eliminacién del fenotipo litico en presencia de sorbitol 1 M, 0.5 M y NaCl 1.5%, con
una lisis inferior al 10%, siendo mayores los porcentajes de lisis en presencia de sorbitol 0.25 M.
La lisis alcanzada por choque osmético en las células de estas cepas fue superior al 70% en todos
los casos excepto en la cepa LHDPI crecida en NaCl 1.5%. Las cepas LHDP2 y LHDP3 sé6lo
presentaron bajos niveles de lisis cuando crecian en presencia de sorbitol 1 M, alcanzando lisis
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Figura 34. Liberacién de proteinas, tras un choque osmético, en la cepa LHDPL.
Panel A, crecimiento inicial de la cepa en medio estabilizado osméticamente a 37°C,
la Iinea vertical representa ¢l cambio a un medio no estabilizado osméticamente.
Leyenda: (M), densidad éptica a 600 nm; (+), viabilidad celular, expresada como
porcentaje de celulas IP(-); (), proteinas totales en el medio de cultivo (ug/ml}; (V),
actividad fosfatasa alcalina en el medio de cultivo (UEiml).- Panel B, actividad de
fosfasa alcalina en el interior de las células (barras punteadas) y en el medio de
cultivo (barras rayadas). Las medidas a las 0, 3 y 7 horas corresponden a medio de
cultivo estabilizado osméticamente, la de 24 horas corresponde a medio de cultivo
sin estabilizacién osmética. La actividad fosfasa alcalina se expresé como UE por
densidad 6ptica del cuitivo.
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Tabla X. Resultado de la lisis de choques osméticos, en diferentes estabilizadores
osméticos, de las cepas 1.D1. LHDP1, LHDP2, LHDP3 y LDKP1.




CEPA YPD37C YPD37°C YPD37°C YPD37C YFPD24°C
Sorbitol 1M | Sorbitol 0.5 M | Sorbitol 0.25M 1.5% NaCl Sorbitol 1M

+§ $ | + - + - + - + -
LD1 2 80 2 76 6 65 9 65 2 4
LHDP1 2 81 3 67 30 77 2 40 5 4

LHDP2 23 96 49 97 55 97 65 91 5 7

LHDP3 18 97 52 97 42 97 43 93 3 3

LDKP1 6 72 4 23 20 48 5 20 2 7

Lisis celular expresada como porcentaje de células teiiidas con ioduro de propidio,
medida por citometria de flujo.
+§: lisis medida en presencia del estabilizador osmético.

-§: lisis medida en agua, choque osmdtico.



Figura 35. Medida de la lisis de las cepas LD1, LHDP1 y LDKPI sometidas a
choque osmético, mediante citometria de flujo. Se representa la lisis de las células en
medio estabilizado osméticamente (LD1 (A), LHDP1 (B), LDKPI1 (C)) y tras la
resuspensién de las mismas en agua (LD1 (D), LHDP1 (E), LDKP1 (F)). La lisis
celular se expresa como porcentaje de células ioduro de propidio positivas.
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superiores al 90% cuando son sometidas a un choque osmético. En la figura 35, se muestran las
gréficas, obtenidas por citometrfa de flujo, de las cepas LD1, LHDP1 y LDKPI, en presencia y
ausencia de estabilizacién osmética, observéndose como la mayorfa de la poblacién celular se
lisaba tras la retirada del estabilizador osmético. En cultivos de mutantes s/f2 crecidos a 37°C en
presencia de concentraciones 1 y 0.5 M de sorbitol, tras la eliminacién de! estabilizador osmético,
es posible lograr niveles de lisis superiores al 80% de forma inmediata. La lisis producida por el
choque osmético parecfa ser dependiente de la temperatura a la que crecfan las células, ya que los
cultivos de estas cepas, crecidos en presencia de sorbitol 1 M, a 24°C no sufrfan lisis celular
cuando eran transferidos a agua (Tabla X).

3.3. Perfil electroforético de las proteinas liberadas al medio de cultivo ﬁor choque
osmético,

A continuacién se procedié a comprobar el perfil de protefnas liberadas al medio de
cultivo con este método de lisis; para verificar si era comparable al obtenido por choque térmico.
Para ello, realizamos una electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (Fig. 36), cargando
muestras iguales de caldos de cultivo, antes y después del choque osmético, de las cepas DBY-746
(SLT2), LD1, LHDP1 y LHDP2. Sélo se observé la presencia de proteinas, tras el choque
osmético, en las muestras comrespondientes a las cepas lfticas, calles 6, 8, 10; que mostraban un
perfil similar al de un extracto celular, calle 2, y al obtenido por la lisis tras un choque térmico
(Figs. 9 y 32). ;

3.4. Liberacién de CAT por choque osmético en cepas liticas de S. cerevisiae.

Una vez establecido que la lisis era inmediata, tras la eliminacién del estabilizador
osmotico, y que habfa liberacién de protefnas al medio de cultivo, procedimos a estudiar la
liberacién de CAT, como proteina heter6loga producida por cepas sit2. El experimento se realizé
creciendo las células en medio YPD con sorbitol 1 M a la temperatura de 37°C, hasta mitad de fase
exponencial, equivalente a densidad Sptica 1.5 a 3, recogiendo las células por centrifugacién y
resuspendiéndolas en igual volumen de solucién tampén, tipo TE, durante 15 minutos,
procediéndose a evaluar la liberacién de las proteinas en las muestras de sobrenadante de cultivos
(SN) (Fig. 37). Previamente antes de eliminar el estabilizador osmético, se tom6 una muestra del
cultivo que sirviera como valor de referencia. Los pardmetros evaluados en el extracto celular y
sobrenadante de medio de cultivo y de solucién tampén, antes y después del choque osmético,
respectivamente fueron:

-protefnas totales

-actividad CAT.

Las cepas empleadas en el experimento fueron LD1, LHDP1 y LDKPI, todas ellas
transformadas con el pldsmido de expresién de CAT, pCHI100L. Los resultados del experimento
se expresan como mg de proteinas totales/IDO y UE de CAT/DO, tanto en extractos celulares como
en caldo de medio de cultivo (antes del choque osmético) y sobrenadante de la solucién tampén
(después del choque osmético). Los diagramas de barras de la figura 38 muestran que tras el
choque osmético, se producfa una disminucién en las proteinas totales presentes en el interior de
las células disminuyendo los valores de proteinas totales presentes en los extractos celulares
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Figura 36. Perfil electroforético de las protefnas presentes en el sobrenadante de un
medio de cultivo, antes y después de un choque osmético, en las cepas DBY-746
(SLT2), LD1, LHDP1 y LHDP2. En todas las calles se han utilizado muestras de 20 pl
de sobrenadante de medio de cuitivo. Calle 1, patrén de pesos moleculares; calle 2,
muestra de un extracto celular de la cepa DBY-746; calles 3 y 4, sobrenadantes de
medio de cultivo de DBY-746 antes y después del choque osmético, calles 5y 6,
sobrenadantes de medio de cultivo de LD1 antes y después del choque osmético;
calles 7 y 8, sobrenadantes de medio de cultivo de LHDP2 antes y después del
choque osmético; calles 9 y 10, sobrenadantes de medio de cultivo de LHDPI1 antes
y después del choque osmético.
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Figura 37. Esquema del proceso para la obtencién de preparaciones de proteinas
mediante chogque osmético.
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Flgura 38. Liberacién de la proteina heter6loga CAT, tras choque osmético, de las
cepas LD1, LHDP1 y LDKPI, transformadas con el pldsmido pCH100L. Panel A,
medida del contenido en proteinas totales (ug/DO), de los extractos celulares, antes y
después del choque osmético, y en el sobrenadante del medio de cultivo después del
choque osmético; panel B, medida de la actividad CAT (UE/DO),en idénticas
condiciones que en el panel A.
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(Fig. 38, panel A), al igual que !a actividad CAT, que era liberada al caldo como consecuencia de
la lisis que sufren las células (Fig. 38, panel B). Volvimos a observar una mayor produccién de
CAT en la cepa LHDPI, en comparacién con la cepa LDI1. La cantidad relativa de CAT liberada
en las tres cepas liticas fue similar, en tomo al 60-70% de la actividad inicial presente en ¢l interior '
de las células (Fig. 38, panel B).

3.4.1. Estudio de la influencia del tiempo en la liberacién de proteinas por
choque osmético.

Tras los resultados expuestos anteriormente, nos planteamos estudiar si a lo largo del
tiempo, tras el choque 6smotico, se producfa una liberacién mayor de protefnas, una vez que
sabfamos que la lisis sufrida por un elevado porcentaje de las células era inmediata. Medimos la
cantidad de protefna liberada a los 15', igual que en el caso anterior, y tras dos horas de
incubacién de las células, sometidas a un choque osmético. Empleamos dos cepas sensibles al
choque osmético, LD1 y LHDP1, transformadas con el pldsmido pCHI100L. Los resultados se
muestran en los diagramas de barras de la figura 39. En ellos no se observan diferencias
significativas entre las medidas obtenidas tras 15' y 120" de incubacién. Esta observacién, permite
concluir que la liberacién de proteinas tras el choque osmético es inmediata, al igual que la lisis.

3.5. Concentracién de proteinas liberadas mediante un choque osmético.

Los experimentos descritos anteriormente se realizaron resuspendiendo las células en el
mismo volumen en que habfa sido realizado el cultivo. Nos planteamos la posibilidad de realizar
choques osméticos resuspendiendo las células en un menor volumen respecto del inicial, con el
fin de obtener las preparaciones de protefnas mds concentradas, sin disminuir el porcentaje de lisis
obtenido. La densidad 6éptica de los cultivos sometidos a choque osmético oscilaba entre densidad
Optica 1.5-3. Para realizar esta concentracién, se resuspendieron los cultivos en proporciones de
5 DO/ml y 10 DO/ml, asf por ejemplo un cultivo de densidad Optica 2 con un volumen de 100 ml
tras ¢l choque osmético era resuspendido en 40 ml (5 DO/ml) 6 en 20 ml (10 DO/ml).

Los resultados del experimento se muestran en la figura 40, representando por medio de
diagramas de barras las cantidades de protefnas totales (Fig. 40, panel A) y de actividad enzimética
CAT (Fig. 40, panel B), liberadas al medio de cultivo en las cepas LD1 y LHDPI; todas ellas
transformadas con el pldsmido de expresién pCHIOOL. En ambos intentos de concentracién no se
observaron diferencias significativas en las cantidades liberadas al caldo, que fueron
proporcionalmente parecidas a las logradas en choques osméticos realizados anteriormente
(Figs. 38 y 39). Esta nueva aproximacién nos permite trabajar con cantidades inferiores en
1.5-5 veces el volumen de cultivo inicial, y obtener preparaciones de protefnas m4s concentradas,
en torno a 0.5-1 mg de proteinas totales; ambos hechos, contribuyen a facilitar un posible proceso

de purificacién de una proteina de interés presente en la mezcla cruda de protefnas obtenida por
este método.
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Figura 39. Liberacién de la proteina CAT en el tiempo, tras un choque osmético, en
las cepas LD1 y LHDP1 transformadas con el pldsmido pCH100L. Paneles AyB
medida de la protefnas totales presentes en ¢l extracto celular y el sobrenadante del
medio de cultivo (ug/DO) antes y después del choque osmético. Paneles C y D,
medida de la actividad CAT (UE/DO) en idénticas condiciones. El tiempo cero
representa los valores obtenidos en medio estabilizado osméticamente, antes de
realizar el choque osmético.
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Figura 40. Liberacién de la proteina CAT en el tiempo, tras un choge osmético, en
las cepas LD1 y LHDP1 transformadas con el plismido pCH100L. Influencia de la
concentracién de las muestras en la eficiencia de la liberacién al medio de cultivo.
Paneles I y II medida de las proteinas totales presentes en el extracto celular y medio
de cultivo, antes y después del choque osmético. Paneles 1l y IV, medida de la
actividad CAT en idénticas condiciones.
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4. LIBERACION DE VLPs (VIRUS-LIKE PARTICLES) EN MUTANTES
AUTOLITICOS DE S. cerevisiae.

Se ha descrito, en un apartado anterior, la capacidad de los mutaates autoliticos sit2 para
liberar proteinas por medio de un choque osmético. A continuacién, ensayamos la capacidad de
ios mutantes para liberar la protefna multimérica VLP, formada por 300 subunidades de la
protefna pl, que forma particulas en el interior de las células de S. cerevisiae, semejantes a las
formadas por los virus con un didmetro aproximado de 60 nm (Kingsman ef al., 1991).

Disponiamos en nuestro laboratorio del plismido pMA5620 (Adams et al., 1987) que
posee el gen 7YA de la protefna pl bajo el promotor del gen PGK (cedido por el Dr. AL
Kingsman). Se transformé la cepa LD1 por el método de protoplastos por tratarse de un plasmido
con el marcador de seleccién LEU2-d. Tras un crecimiento a 37°C durante 16 h, se recogieron las
células por centrifugacién y resuspendiéndose en un buffer Tris 10 mM pH 7.5, para provocar la
lisis del cultivo por choque osmético. Se realiz6 una electroforesis, con muestras de sobrenadante
obtenidas antes y después del choque osmético para, tras transferir las protefnas a una membrana,
realizar un "Western blot" frente a un anticuerpo policlonal, anti-VLP (dilucién 1/25000). Los
resultados muestran la presencia en extractos celulares de la protefna pl, demostrando el correcto
funcionamiento del vector (Fig. 41A, calle 2). En el caril corrrespondiente al sobrenadante de las
células en presencia de sorbitol se observa una banda tenue (Fig. 41A, calle 5), por la liberacién
debida al pequefio porcentaje de células lisadas (5%) en estas cepas, incluso en presencia de
estabilizador osmético (Fig. 41B, panel A), en cambio, en el carril correspondiente al
sobrenadante tras el choque osmético, se observa una banda once veces més intensa, calculada por
densitometria, correspondiente a la protefna p1 (Fig. 41A, calle 6), y se observa que ia lisis celular
en ese momento era del 80% (Fig. 41B, panel B). Dichas bandas presentan igual migracién
electroforética que la proteina pl pura (Fig. 41A, calle 4). '

Por lo tanto, el choque osmético en las cepas s/f2 parece apto para lograr la liberacién de
VibPs.

5. CLONACION DEL GEN HOMOLOGO DE SLT2 DE S. cerevisiae EN LA
LEVADURA P. pastoris.

Durante los tltimos afios se ha progresado mucho en el conocimiento de otras especies de
levadura, diferentes de S. cerevisiae, tradicionalmente usadas a nivel industrial. Entre éstas destaca
la especie P. pastoris, que ha alcanzado un elevado uso como hospedador para la produccién de
proteinas heterélogas. Por ello, tratamos de ampliar el sistema de liberacién de protefnas
heterSlogas, iniciado en S. cerevisiae, a la levadura P. pastoris. El primer paso, consiste en tratar
de clonar el gen homélogo de SLT2 en P. pastoris, y estudiar si la mutacién en dicho gen
produce un fenotipo similar al descrito para §. cerevisiae. ‘
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Figura 41. Liberacién de VLPs. Panel A, anélisis mediante "Western blot" de VLPs;
calle 1, extracto celular de la cepa LD1; calle 2, extracto celular de LD1/pMAS5620;
calle 3, patrén de pesos moleculares; calle 4, VLP pura; calle 5, sobrenadante de
LD1/pMA5620, en medio estabilizado osméticamente; calle 6, sobrenadante de
LD1/pMA5620, tras choque osmético. Panel B, efecto de un choque osmético en la
viabilidad de la cepa LD1/pMAS620 creciendo a 37°C en medio estabilizado con
sorbitol 1 M (A), y resuspendido en agua (B), determinado por citometrfa de flujo.
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5.1. Hibridaciones DNA-DNA heterédlogas.

Estos experimentos tenfan por objetivo tratar de determinar la presencia de algin gen que
tuviera homologfa, a nivel de DNA, con el gen SLT2 de S. cerevisiae, en ¢l genoma de la levadura
P. pastoris.

La sonda elegida para realizar el experimento fue un fragmento de 456pb del gen SLT2,
amplificado con los oligonucle6tidos degenerados TS y T6 mediante PCR. Las hibridaciones se
realizaron, a la temperatura de 55°C, frente al DNA gendmico de la cepa silvestre de P. pastoris
NRRLY-11430, digerido con diferentes endonucleasas de restriccién. Como controles se
utilizaron: DNA genémico de la cepa BI5464 de S. cerevisiae digerido con Eco RI v DNA
gendmico de la cepa silvestre 1001 de C. albicans digerido con EcoRI, ya que en nuestro
laboratorio se habfa clonado el gen MKC! de esta especie, como homélogo del gen SLT2
(Navarro ef al., 1995). Los resultados se muestran en la figura 42A. Se observa una banda intensa
de 3 Kb en el camil correspondiente al DNA gendmico de S. cerevisiae (calle 6), correspondiente
a la hibridacién con el gen SLT2; en el carril de C. albicans también se observa una banda de
6 Kb mds intensa, correspondiente al gen MKC! de esa especie (calle 1), légicamente de menor
intensidad. En los carriles correspondientes al DNA genémico de P. pastoris (calles 2 a 5), se
observan bandas de diferentes tamafios, estas bandas pueden ser atribufbles a la presencia de un
gen homélogo de SLT2 en el genoma de P. pastoris.

5.2.Desarrollo de una sonda genética para la clonacién del gen homélogo de SLT2 en
P. pastoris.

Se pensé en desarrollar una sonda genética para llevar a cabo la clonacién de dicho gen.
Una vez desarrollada dicha sonda, disponfamos en nuestro laboratorio de una genoteca genémica
de P. pastoris en un vector de E. coli (cedida por el Dr. Cregg) sobre la que podiamos realizar
una hibridacién en colonia.

Para obtener la sonda mediante PCR se disefiaron unos oligonucledtidos degenerados para
los dominios mds conservados de la protefna codificada por el gen SLT2. La proteina Sit2p
pertenece a la familia de las quinasas MAP, que presentan una serie de dominios conservados
entre las diferentes protefnas de dicha familia. Concretamente se aprovecharon el subdominio II,
de unién de ATP, y el subdominio VIII, utilizando en el oligonucleétido el triplete consenso
Ala-Pro-Glu (Ala200.Pro201.Glu202 en Sit2p), estos son los residuos del dominio catalitico
consenso en serin-treonin quinasas (Torres ef al., 1991). La amplificacién entre ambas zonas
corresponde a un fragmento de DNA, en el gen SLT2, de un tamafio de 456 pares de bases. Los
oligonucleétidos degenerados utilizados fueron:

Oligonucledtido TS, homdblogo del dominio 11:

5" CCGGAATTCGTacgtGCacgtATctaAAagAAgaAT 3' (¥)
EcoRI
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Figura 42. (A) Hibridacién DNA-DNA heteréloga, con la sonda del gen SLT2 de
§. cerevisiae. Calle 1, DNA genémico de la cepa 1001 de C. albicans, digerido con
EcoRlI, calles 2, 3, 4 y 5, DNA genémico de la cepa NRRLY-11430 de P. pastoris,
digerido con BamH]I, HindIIl, Sall y EcoRI respectivamente; calle 6, DNA genémico
de la cepa BI5464 de §. cerevisiae, digerido con EcoRI.

(B) Amplificacién mediante PCR del DNA genémico de la cepa silvestre
NRRLY-11430 de P. pastoris, con los oligonucleétidos degenerados T5 y T6
(calle 2); patr6n de tamafios de DNA, pBR328 digerido con Bgll y HinfT (calle 1).
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Oligonucleétido T6, homélogo del dominio VIII:
5' CTCGAATCCTCagetGGacgtGCacgtCgtgaTACCA 3' (%)
BamHI

(*) Las letras en mindscula corresponden a las bases degeneradas.

Con dichos oligonucle6tidos procedimos a realizar una PCR con una temperatura de
hibridacién de 50°C durante el primer ciclo, y de 55°C el resto de los ciclos, hasta completar un
total de 30 ciclos. El DNA molde utilizado fue DNA genémico de P. pastoris, cepa
NRRLY-11430. Tras la amplificacién, obtuvimos bandas del tamaiio esperado, aproximadamente
450-500 pares de bases (Fig. 42B). Dichos fragmentos de DNA fueron clonados, en el vector
pT7, con el objeto de proceder a su secuenciacién.

l.os resultados de la secuenciacién de los productos obtenidos demuestran la
amplificacién de dos protefnas quinasa: una MAP quinasa, clon P23, y de una protefna quinasa
diferente, clon P16. Una vez realizadas las homologias a nivel de DNA y de protefna de los
productos amplificados, el clon P23 mostré la mayor homologia con los productos de los genes
de MAP quinasas FUS3 y KSSI de §. cerevisiae con 72.8% y 70.1% de homologia
respectivamente, frente a un 57.8% con la MAP quinasa SLT2 (Fig. 43). El clon P16 era
homélogo de la quinasa codificada por el gen CDC28 de §. cerevisiae (Lorincz y Reed, 1984).
En la figura 44, se presenta un dendograma de los clones P23 y P16, en el que se pueden observar
las homologfas de esos clones con varias MAP quinasas de levadura. Se analizaron varios clones,
no obteniéndose una homologia mayoritaria con la quinasa correspondiente al gen SLT2 de
S. cerevisiae.

Por lo tanto, parece existir un gen homdlogo al gen SLT2 de §. cerevisiae en ¢l genoma de
P. pastoris, no obstante no se logré amplificar con los oligonucle6tidos degenerados. Por ello
aprovechando la funcionalidad de los genes de P. pastoris en §. cerevisiae se intentard su
clonacién por medio de una genoteca genémica de P. pastoris en un vector de §. cerevisiae
(cedida por el Dr. William Payne, MIT, USA) sobre un mutante de s/2 de S. cerevisiae.
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Figura 43. Homologfas del clon P23 de P. pastoris con las MAP quinasas de
S. cerevisiae Fus3p, Ksslp y Sli2p. El asterisco representa los aminoécidos
conservados en esta familia de proteinas.
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Figura 44. Dendograma de los alineamientos de los clones P23 (A) y P16 (B) de
P. pastoris con varias MAP quinasas de levadura. Leyenda: SC, §. cerevisiae;
CA, C. albicans.
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Resultados

6. EXPRESION DE HLA-DP EN S. cerevisiae Y LINEAS CELULARES DE
MAMIFEROS. '

-A diferencia de las moléculas de clase I, que son ficilmente liberadas a partir de la
menbrana citopldsmatica (Garret ef al., 1989), las moléculas de clase II no pueden purificarse con
facilidad. Por tanto, cualquier método que permitiera la obtencién de estas moléculas en forma
soluble, facilitarfa los estudios estructurales de las mismas y la posibilidad de incrementar los
conocimientos sobre la presentacién de antigenos. El sistema elegido, para esta expresidn
heteréloga, fue inicialmente la levadura §. cerevisiae, por ser conocido su manejo en nuestro
laboratorio y disponer del material adecuado para llevar a cabo los experimentos.

6.1. Desarrollo de formas solubles de HLLA-DP.

La protefna presentadora de antigeno HLA-DP, de clase II, es un heterodimero formado
por dos glicoproteinas transmembranales, asociadas de forma no covalente: una cadena a de
29.3 kD y una cadena B de 29.2 kD, poseyendo cada una de estas cadenas dos dominios (o y 02,
B1 ¥ B2) que estin unidos por puentes disulfuro. En ambas cadenas, existe un péptido de
conexidon de 13aa (a) y 12aa (B), que une los dominios extracelulares con la regién de
transmembrana de la protefna, que a su vez se conecta con una cola intracitopldsmica. Los alelos
de HLA-DP con los que se llevé a cabo el trabajo fueron DPA1*0103 (DP-a) y DPB1¥02012
(DP-B).

Se denominan formas solubles de la protefna HLA-DP, a las que carecen de las regiones
de transmembrana y citoplidsmica. Para obtener las estas formas solubles empleamos la técnica de
PCR. En la figura 45, se observan los perfiles hidrof6bicos de las cadenas DP-a, DP-8, asi como
de las formas solubles de las mismas, en las que se observa la desaparicién de las regiones
hidrofébicas correspondientes al dominio de transmembrana. I.a regién hidrof6bica, observada
en la zona aminoterminal de la protefna, corresponde al péptido sefial. Esta regién es la encargada
de asegurar la translocacién de la protefna al reticulo endopldsmico, para garantizar el correcto
procesamiento de la misma: ensamblaje y glicosilacién de ambas cadenas. Hemos decidido
mantener el péptido sefial de la proteina HLA-DP ya que se han descrito casos de expresi6n
heterdloga de protefnas en . cerevisiae en los que el péptido seiial de la protefna heteréloga
dirigfa una correcta translocacién al reticulo endopldsmico. Ademds, de esta forma podiamos usar
indistintamente estas formas solubles para realizar la expresién heteréloga en células de mamffero.

El abordaje experimetal consistié en disefiar unos oligonucleStidos que nos permitieran
amplificar las regiones de ambos genes, DPA1*0103 (DP-a) vy DPB1*02012 (DP-8), que
codificaban para los dominios externos de ambas cadenas de la protefna. Los oligonucleétidos se
disefiaron con dianas Bglll en sus extremos para permitir la posterior clonacién en los vectores de
expresién, en los oligonucledtidos a-35 y $-35 se introdujo un codén de terminacién. Los
oligonucleétidos empleados fueron:
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Figura 45. Perfiles hidrof6bicos de las cadenas o y f de HLA-DP. (A) Cadena o
completa; (B) cadena a soluble; (C) cadena f completa; (D) cadena f soluble; (E)
proteina quimérica afd soluble.
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Resultados

-para amplificar {a cadena o

Oligonucleétido ss-a
5' GGAGATCTATGCGCCCTGAAGACAG 3
Bglli

Oligonucleétido a-35:
5' GGAGATCEC ACTCCGTTGTCTCAGGCATCTGG 3!
Bglll En negrita el cod6n de terminacién

-para amplificar la cadena p:

Oligonucleétido ss-:
5' GGAGATCTATGATGGTTCTGCAGG 3'
Belll

Oligonucleétido p-35:
5' CGCAGATCTCATGTCTTACTCCGGGCAG 3'
Bglll En negrita el cod6n de terminacién

En la figura 46, se muestra la estrategia seguida para obtener los genes truncados, que
codifican para las formas solubles de ambas cadenas, de la protefna HLA-DP del complejo
principal de histocompatibilidad de clase 1l humano. La PCR se realiz6 segiin se describe en
Materiales y Métodos (4.14). La nomenclatura empleada para designar los genes truncados de las
formas solubles obtenidas por PCR fue:

-DPag, para el gen truncado de la cadena a, con un tamaifio de 669 nucle6tidos y -una
proteina de 25556 daltons de peso molecular.

-DPBs, para el gen truncado de la cadena P, con un tamaiio de 681 nuclebtidos y una
proteina de 25978 daltons de peso ‘molecular.

Los fragmentos de DNA, obtenidos en las amplificaciones de PCR, se subclonaron por
extremos romos, previa eliminacién de la extensién de adenosina en 3', en la diana Smal del
pldsmido pUC19 para proceder a su secuenciacién, con el objeto de comprobar la fidelidad de la
amplificacién, generdndose los plasmidos pUC19-DPag y pUCI19-DPBs. En ambos casos se
secuenciaron tres de los fragmentos amplificados de cada una de las cadenas, obteniéndose uno
de ellos de cada cadena, sin errores en la secuencia de los mismos.

6.1.1. Desarrollo de un vector de expresién de S. cerevisiae para las formas
solubles de HLA-DP.

Con el objetivo de evitar cotransformar la levadura con dos plismidos de expresién
diferentes, uno para cada gen, decidimos construir un vector de expresién que portase dos
cassettes de expresion con ambos genes DPag y DPBg, al igual que en el caso de la produccién de

hemoglobina en §. cerevisiae (Wagenbach et al., 1991).
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Figura 46. Obtencién, mediante amplificacién con PCR, de las formas solubles de
HLA-DP. Calle 1, patrén de tamafios de DNA, pBR328 digerido con Bgll y Hinfl;
calle 2, DPa soluble; calle 3, DPB soluble.
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Figura 47. Construccién de los plasmidos YEpADC1 y YEpPGK.
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Figura 48. Construccién de los pldsmidos YEpPGKB; y YEpADCl .
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FIgura 49. Construccién del pldsmido pPQL.
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Resultados

Disponfamos en el laboratorio de dos pldsmidos con cassettes de expresién en
§. cerevisiae, pMA91 (Mellor ef al., 1983) con la cassette de expresién de PGK (fosfoglicerato
quinasa) y pCH98 (Hadfield et al., 1986) con la cassette de expresi6n ADC1 (Alcohol
deshidrogenasa 1). En primer lugar procedimos a subclonar ambas cassettes en el plésmido
YEp352, generdndose los vectores YEp352PGK y YEp352ADCI. Los pasos realizados para
obtener dichos vectores se esquematizan en la figura 47. Para obtener el pldsmido YEp352PGK,
extrajimos la cassette PGK del plasmido pMA91 cortando con la endonucleasa de restriccién
HindlIII, que genera un fragmento de 1.8 Kb que contiene la regién promotora y terminadora con
un sitio de clonacién Bglll, y se introdujo en la diana HindlIII del pldsmido YEp352. Por otro
lado, extrajimos la cassette ADC1 digiriendo el pldsmido pCH98 con las endonucleasas
Sall-HindIII, obteniéndose un fragmento de 1.1 Kb que portaba la regién promotora ADC1 y la
regién terminadora CYCI con sitios de clonacién Bglll y EcoRI, que se subcloné en el pldsmido
YEp352 digerido con dichas enzimas, generdndose el pldsmido YEp352ADCI.

A continuacién los DNAs de los genes DPag y DPfg obtenidos por PCR.que habfan sido
seleccionados por caracer de errores en su secuencia, fueron subclonados en los pldsmidos
YEp352PGK y YEp352ADCI. Para ello, digerimos los plasmidos pUC19-DPag y pUC19-DPBg
con la enzima de restriccién Bglll, que extraia los genes DPag y DPfs que se introdujeron en
YEp352ADC1 y YEp352PGK, cortados con ¢l mismo enzima de restriccién, respectivamente
seglin se indica en la figura 48, genecrdndose los nuevos plismidos YEp352-ADC1-DPag y
YEp352-PGK-DPfls. Posteriormente, se digirié el plismido YEp352PGK-DPBg con la
endonucleasa HindlIll extrayendo un fragmento de 2.5 Kb que comprendfa la cassette de
expresién PGK con el gen DPfg clonado en la diana Bglll, y se introdujo a continuacién en la
diana HindIll del pldsmido YEp352ADCI1-DPag, credndose el plasmido pPQ1 (Fig. 49). Este
pldsmido, que portaba ambas casettes de expresién, era un pldsmido de tipo episémico, es decir de
alto nimero de copias en §. cerevisiae, lo que aseguraba una elevada dosis génica.

6.1.2. Estudio de la expresion de HLA-DP en S. cerevisiae.
6.1.2.1. Deteccién de mRNA de la forma soluble de HLA-DP.

El primer paso fue comprobar la presencia de mRNA de ambos genes en la levadura, para
lo que realizamos un andlisis de "Northern blot", usando como sonda ambos genes DPag y DPBg.
La cepa elegida de S. cerevisiae fue BJ5464, una cepa deficiente en proteasas vacuolares, que se
transformé con el plismido pPQI. En la figura 50A, se muestra el resultado del experimento
detectindose mRNA de ambos genes DPag y DPBg en tres transformantes diferentes, sin
diferencias aparentes en el nivel de expresion entre ellos, ya que se cargaron iguales cantidades de
RNA, por lo tanto el vector pPQ1 dirige eficientemente la transcripcién de los genes DPag y DPfg
en S. cerevisiae, y la cantidad de mRNA de ambos genes en cada transformante es similar como lo
demuestra la intensidad de las bandas medida por densitometria, mostrando una intensidad similar
para ambos genes (Fig. 50B).
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Figura 50. (A) Anilisis, mediante "Northern blot", de la expresién de las formas
solubles de HLA-DP en S. cerevisiae usando el plasmido pPQ1. Caile 1, cepa BJ5464
sin transformar; calles 2, 3, 4, tres transformantes, T1, T2 y T3 de BJ5464/pPQl,
respectivamente.

(B) Anélisis de la intensidad de las bandas mediante densitometrfa.
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Resultados

6.1.2.2. Deteccion de la proteina HLA-DP soluble.

Nos propusimos la deteccién la proteina HLA-DP soluble, formada por el ensamblaje de
las cadenas DPuag y DPBg, en S. cerevisiue mediante Citometria de Flujo, realizando un marcaje
intracitopldsmico de las proteinas en transito, ya que no era posible realizar un marcaje en
superficie al tratarse de una proteina truncada carente de los dominios de anclaje en membrana.
Las caracteristicas de los anticuerpos monoclonales, de tipo monoespecifico disponibles en el
laboratorio, obligaba a un correcto ensamblaje de ambas cadenas para que el epitopo reconocido
por ellos adoptase una conformacién correcta, no permitiendo los anticuerpos detectar ninguna
de las cadenas por separado. La técnica, puesta a punto inicialmente con lineas celulares de
mamifero, consistia en permeabilizar las células de S. cerevisiae , mediante un tratamiento con
BFA, para permitir el acceso del anticuerpo monoclonal al interior de la célula. Para comprobar
que la técnica funcionaba, con células de S. cerevisiae |, se utilizé como control positivo en el
experimento, un marcaje intracitopldsmatico de la proteina intracelular Slt2p de S. cerevisiae
Con ¢llo se comprobé que la permeabilizacién con BFA permitia el acceso del anticuerpo al
interior de la célula, ya que éste era el paso critico del protocolo.

Para realizar el experimento seleccionamos varios transformantes de la cepa BJ5464/pPQl,
crecidos en medio sintético Ura™ a 28°C, entre los que se encontraban los tres con los que se habia
realizado el experimento de "Northern blot". El control negativo del experimento fue la cepa
BJ5464 sin transformar, y el control positivo la cepa L3¢36¢/YEp352PGK-SLT2, portadora del
gen SLT2 sobreexpresado. El anticuerpo monoclonal empleado en el experimento fue B7-21.
Los resultados de la citometria se muestran en la figura 51. En el panel | se muestra el control
positivo de la técnica empleando la cepa 1.3¢36¢/YEp352PGK-SLT2 que presenta una seiial de
emisién de fluorescencia claramente diferenciada de la emisién de fluorescencia basal. En el
panel 2, se muestra la cepa BI5464 sin transformar que no presenta emision de fluorescencia; en
los paneles 3 a 13 se muestran los transformantes BI5464/pPQ1 con débiles sefiales de emisién de
fluorescencia que equivalen a porcentajes de poblacién que oscila entre el 3.8% (panel 3) al
10.8% (panel 4). Los paneles 3,4,5 correspondian a los transformantes empleados en el
experimento de "Northern”. Los resultados indican un bajo nivel de la proteina formada por el
ensamblaje de ambas cadenas. Los resulitados no eran reproducibles facilmente, probablemente
debido a la escasa cantidad de heterodimero formado.

Por ello nos planteamos otras estrategias:

-desarrollo de un gen quimérico de HLA-DP que codificase para ambas cadenas unidas
por un adaptador sintético, para favorecer el correcto ensamblaje de ambas cadenas.

-intento de expresion de estas formas solubles de HLA-DP y del gen quimérico en lineas
celulares de ratdn.

6.1.3. Clonacion de HLA-DP soluble en vectores de expresion de células de
ratén.

Pensamos que podia ser mas facil lograr la expresion y ensamblaje correcto de las formas
solubles de HLA-DP en un sistema celular de expresiéon mas evolucionado, ya que la causa mas
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Figura 51. Deteccion de la proteina HLA-DP soluble en S. cerevisiae, mediante
marcaje intracitoplasmico, usando citometria de flujo. Panel 1, control positivo de la
técnica; panel 2, cepa BJ5464 sin transformar (control negativo); paneles 3 a 13,
diferentes transformantes de la cepa BJ5464/pPQI.
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Figura 52. Clonaci6n de las formas solubles de HILA-DP en vectores de expresion
para lineas celulares de rat6n.
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"Resultados

probable de la baja expresién en S. cerevisiae podfa ser un incorrecto procesamiento de las
protefnas. Utilizamos los mismos genes DPag y DPBs que habian sido utilizados en el intento en
levadura. Los vectores de expresién en células de ratén para la clonacién de los genes DPag y
DPBg fueron RSV5.neo y RSV5.gpt; ambos con una diana de clonacién BamHI que presentaba
extremos cohesivos compatibles con los generados por la enzima Bglll, con la que se extraen los
genes DPag y DPfg de los pldsmidos pUC19-DPag y pUC19-DPBs. El gen DPag fue clonado en
el vector RSV5.gpt, generdndose el vector RSV5.gpt-DPayg, y el gen DPBg fue clonado en el vector
RSV35.neo, obteniéndose el vector RSV5.neo-DPfls. Los nuevos vectores se muestran en la figura
52. En este caso, no era posible construir un dnico vector con una doble cassette de expresién por
lo que nos vemos obligados a realizar una cotransfeccién con ambos vectores.

6.2. Desarrollo de un gen quimérico de HLA-DP,

Una de las estrategias disefiadas fue ¢l desarrollo de un gen quimérico de HLA-DP que
codifica DPag y DPBg, unidas por un adaptador sintético, que une el extremo carboxilo de la
cadena DPag con el extremo amino de la cadena DPBs. Este tipo de protefnas quiméricas habfan
sido obtenidas con éxito, en el caso de anticuerpos en los que con un adaptador sintético se habfan
unido las regiones variables, es lo que se denomina anticuerpos de cadena sencilla (Huston et al,
1991). La pertenencia de las protefnas del Complejo Principal de Histocompatibilidad a la familia
de las inmunoglobulinas, a las que pertenecen los anticuerpos, nos llevé a tratar de desarrollar una
estrategia similar en el caso de la protefna HLA-DP. Tras el estudio de la bibliograffa existente,
decidimos elegir como adaptador sintético uno de 15 aa de longitud, compuesto por la triple
repeticién de la secuencia Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (Johnston ef al., 1991). Para lograr la unién de
ambas cadenas se recurrié al empleo de la técnica de PCR solapante ("overlapping PCR")
(Higuchi, 1990), consistente en la realizacién de una primera PCR para lograr amplificar por
separado ambas cadenas, creando regiones homélogas entre si, para en una segunda PCR lograr la
unién de ambas cadenas, creando el gen quimérico deseado.

6.2.1. Disefio de los oligonucleétidos.

Los oligonucleétidos fueron disefiados de tal forma que permitfan, en una primera
reaccién de PCR, generar unas cadenas DPag y DPBg complementarias entre si, y una de ellas

portadora del adaptador sintético (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser);. De la amplificacién anterior para
obtener las formas DPag y DPBs se pueden utilizar los oligos ss-a y B-35, ambos dotados de
dianas Bglll, y ademds el oligonucleétido B-35 con un triplete de terminacién. Los
oligonucle6tidos disefiados para este experimento fueron:

-Oligonucleétido a-135, diseiiado con una homologia total en las 27 idltimas bases de la
regién 3' de DP-a, correspondientes al dominio del péptido de conexién.

5' CTCCGTTGTCTCAGGCATCTGGATTGG 3'
-Oligonucleétido B-51, disefiado con homologia total en las 24 primeras bases del

dominio B-1 del gen DP-f, no siendo necesaria la amplificacién de la secuencia sefial de dicha
cadena; seguido de la secuencia que codifica para el adaptador sintético formada por 45 bases {en
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cursiva), y por dltimo en el extremo 5' 22 bases con homologfa en la regién 3' de la cadena DP-a
(en negrita):

5'CCAGATGCCTGAGACAACGGAGGGTGGCGGAGGTTCTGGTGGCGGAGGTTCT
GGTGGCGGAGGTTCTAGGGCCACTCCAGAGAATTACC 3 |

La técnica de la PCR solapante se describe en la figura 53. En primer lugar, se realizé una
PCR, por separado para cada cadena amplificando la cadena DP-a con los oligos ss-a y a-135,
con los que se logr6 amplificar las regiones correspondientes a la secuencia sefial y los dominios
a-1, a-2 y ¢l péptido de conexion; con una diana Bglll en la zona 5' del producto amplificado. La
cadena DP-B se amplificé con los oligonucledtidos B-51 y B-135; el producto amplificado en esta
reaccion presentaba un codén de terminacién seguido de una diana Bglll en la regi6n 3' del
producto amplificado mientras que en la regién 5' habfa, por este orden, regién homéloga con la
zona 3' del amplificado de DP-a, seguido de la secuencia que codificaba para el adaptador
sintético formado por la repeticién tres veces de la secuencia Gly-Gly-Gly-Gly-Ser, que hacia de
puente de unién entre el extremo carboxilo de la cadena DP-a y el extremo amino de la cadena
DP-B, de la que se habfa eliminado la regién que codificaba para la secuencia sefial. A
continuacién, con los productos de ambas PCR se realiz6 una segunda PCR, en la que dichos
amplificados primarios actuaban como molde, usando dnicamente los oligonucleétidos de los
extremos ss-a y B-135; esto es lo que se llama una PCR solapante, ya que ¢l molde es un resultado
del solapamiento de los dos productos obtenidos previamente por separado. El producto
resultante de esta segunda reaccién de PCR fue un gen quimérico, denominado DP-asfs, formado
por ambas cadenas unidas por un adaptador sintético, con puntos de corte Bglll en ambos
extremos para facilitar su clonaci6n en los vectores de expresién.

6.2.2. Clonacién del gen quimera de HLA-DP en vectores de expresion de
S. cerevisiae y de lineas celulares de ratén.

El producto de PCR DP-agfs se subclond inicialmente por extremos romos en la diana
Smal del vector pUC19, previo tratamiento con la enzima Klenow para eliminar la extensién de
adenosina en 3' y fosforilacién con polinucle6tido quinasa de los extremos, generindose el
plismido pUC19-DP-agBs. De éste se extrajo el gen DP-agfls digiriendo con Bglll y se cloné en

la diana homol6ga presente en el plismido YEp352PGK credndose el plasmido pPQ2 (Fig. 54).

Realizamos !a clonacién en la diana BamHI del vector RSV 5.neo el fragmento Bglll del
plismido pUC19-DP-asBs credndose el vector RSV5.gpt-DP-agBs (Fig. 54).
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Figura 53. Obtencién mediante amplificacién con PCR del gen quimera de HLA-
DP. Calle I, DPa soluble; calle 2, DPB soluble; calle 3, gen quimera DPaf} soluble;
calle 4, patrén de tamaiios de DNA de pBR328 digerido con Bgll y Hinfl.




Bglll
cDNADPAI*0I03 ¢DNA DPB1%02012 .
- a-135 _ B-35

’_‘,,—-—h

BS-01

Bglll

= 55

517
L 453

|




Figura 54. Desarrollo de vectores de expresion del gen quimera de HLA-DP en S.
cerevisiae y lineas celulares de ratén.
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IV. DISCUSION



Discusién

En la introduccién de esta memoria se ha tratado de hacer una descripcién de los
diferentes aspectos de la expresion heterloga de protefnas en levaduras, prestando especial
atencién a §. cerevisiae, con una breve mencién acerca de las especies de levadura que

alternativamente han irrumpido con fuerza en este campo durante los Gltimos afios paralelamente
al desarrollo del conocimiento de su genética.

Entre las estrategias encaminadas a mejorar la expresién heter6loga de protefnas se
incluyen las siguientes lfneas de trabajo:

-desarrollo de sistemas de alto nivel de expresién, que incluyen el desarrollo de vectores
de expresién estables y dotados de fuertes promotores y terminadores eficientes de la
transcripcion, y el estudio de las modificaciones a las que puede ser sometido un gen heterélogo.
Es la linea de trabajo més desarrollada actualmente.

-desarrollo de cepas modificadas, aptas para ser utilizadas como hospedadores para la
expresién de genes heterSlogos. L.a mejora de dichas cepas puede ir encaminada a mejorar la
eficiencia del proceso de secrecién, mediante el empleo de mutantes supersecretores y/o
deficientes en glicosilacién, o bien a utilizar mutantes deficientes en proteasas que mejoran la
estabilidad de las protefnas producidas.

-mejora de los procesos de recuperacién de las protefnas heter6logas de produccién
intracelular, ya que la presencia de la pared celular de §. cerevisiae confiere una elevada
resistencia mecénica a la célula.

Dentro de este ltimo apartado se desarrolla nuestro trabajo. Los mutantes autolfticos sir2
de S. cerevisiae son capaces de liberar su contenido intracelular al medio de cultivo por medio de
la lisis inducida por un choque térmico del cultivo (de la Fuente et al., 1993); por lo que
decidimos estudiar la capacidad de los mutantes para liberar protefnas heterélogas producidas de
forma intracelular.

1. LIBERACION DE PROTEINAS HETEROLOGAS EN MUTANTES
AUTOLITICOS DE S. cerevisiae.

Para abordar el estudio de la liberacién de una proteina heteréloga, en primer lugar era
necesario elegir una protefna heteréloga modelo para llevar a cabo los estudios. Las caracterfsticas
de dicha protefna debfan de ser: (i) proteina de produccién exclusivamente intracelular, para evitar
interferencias en la medida de la cantidad liberada al medio de cultivo como consecuencia de la

expresién del fenotipo litico, (ii) sistema de deteccién fécil, (iii) alto nivel de produccién. La
" enzima CAT, de origen bacteriano (Shaw 1983), cumplia bien las premisas expuestas
anteriormente, con un alto nivel de expresién empleando el pldsmido pCHI00L, era de
produccién exclusivamente intracelular (Hadfield et al.,, 1987) y su deteccién era posible
empleando una reaccién colorimétrica (Shaw 1975). Por otro lado, era necesario elegir una cepa
autolitica para llevar a cabo los experimentos, los buenos resultados obtenidos en nuestro
laboratorio por de la Fuente ef al. (1993) aconsejaban el uso de la cepa diploide LDI.
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Las caracteristicas de la enzima CAT, expresada en la cepa LDI, se vieron confirmadas tras
un primer cultivo discontinuo, realizado en fermentador a 24°C. Unicamente se detecté actividad
CAT en los extractos celulares, en niveles crecientes a lo largo de la fase de crecimiento del
cultivo, siendo indetectable dicha actividad enzimética en ¢l sobrenadante del medio de cultivo.
Esto nos permitié afirmar, que la posterior deteccién de actividad CAT en el medio de cultivo de
un fermentador sometido a un choque térmico a 37°C, tras un crecimiento inicial a 24°C, era
debida a la liberacién de la enzima al medio extracelular como consecuencia de la lisis que
experimentaban las células en esas condiciones. Tras el choque térmico, se alcanzaba la mixima
actividad CAT a las 6 h del cambio a 37°C, momento que coincide con la médxima lisis celular y la
méxima cantidad de protefnas totales presentes en el medio de cultivo. El aumento de protefnas
totales y de actividad CAT en el medio de cultivo se relacionaba con disminuciones de estos
pardmetros en los extractos celulares. LLos resultados anteriores demostraban, por tanto, la
capacidad de la cepa LDl para liberar protefnas heter6logas al medio de cultivo como
consecuencia de la expresién del fenotipo lftico. Mediante electroforesis de protefnas se
confirmaba que la iisis de estos mutantes, obtenida por medic de un choque térmico libera,

proteinas en un amplio rango de pesos moleculares, siendo el patrén de bandas obtenido similar al
de un extracto celular,

Sin embargo, tras las 6 h del cambio de temperatura, la actividad CAT en el extracto
celular segufa disminuyendo, en el medio extracelular sufrfa vna disminucién, terminando por
desaparecer. Ya se habfan descrito observaciones similares en nuestro laboratorio por de la Fuente
et al. (1993), que observaron un fenémeno similar en el caso de la actividad de la enzima
fosfatasa alcalina, protefna homéloga de S. cerevisiae, liberada al medio de cultivo por esta misma
cepa, LD1, proponiendo una degradacién proteolitica como causa de la desaparicién de dicha
actividad enzimética. Este hecho, sugerfa la posibilidad de fen6menos de proteolisis inespecffica
por parte de las proteasas de la célula que eran liberadas simult4neamente durante el proceso de
lisis celular. Ibba et al. (1993) y Pohlig et al. (1991) también describen la probable degradacién
proteolftica de la hirudina secretada por la levadura, cuando cambios en la velocidad de
crecimiento de sus cultivos provocaban lisis celular con liberacién simultdnea de proteasas.

Era bastante probable que debido al caricter extrafio para las células, las protefnas
heter6logas fueran mds susceptibles a la accién de las proteasas, por ello una de las estrategias més
l6gicas, para reducir este riesgo, era el uso de cepas deficientes en proteasas (Enfors, 1992),
ampliamente utilizadas en la expresion de protefnas heterSlogas en §. cerevisiae.

Dado que la principal causa de proteolisis inespecifica en S.cerevisiae son las proteasas de
origen vacuolar (Jones, 1991a), los mutantes mé4s adecuados son los deficientes en este tipo de
proteasas. Dichas proteasas presentan una ruta de maduracién para su activacién controlada por la
PrA y en menor medida por la PrB. Mutantes pep4, afectados en ¢l gen estructural de la PrA,
parecen ser los mds itiles. No obstante, la observacién de Jones (1991a) de que mutantes de este
tipo presentan elevados niveles de precursor de la PrB, susceptible de activacién por un
mecanismo desconocido, aconseja el uso de dobles mutantes pep4 prbl. Teniendo en cuenta las
observaciones anteriores, decidimos construir cepas autoliticas (slt2) deficicntes en proteasas
vacuolares, preferentemente un doble mutante pep4 prbl.
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Debido a la importancia del fondo genético de las cepas en la intensidad de la expresi6n
del fenotipo autolftico, decidimos utilizar dos estrategias: la obtencién de cepas por cruce

genético, entre cepas autoliticas y cepas deficientes en proteasas, y la interrupcién del gen SLT2 en
cepas deficientes en proteasas.

Tras el anélisis de las ascosporas generadas en el cruce genético, aislamos tres nuevas cepas
Ifticas deficientes en proteasas: LHDP1, LHDP2 y LHDP3, siendo la cepa LHDP1 un mutante
pep4 prbl, mientras que las otras dos eran dnicamente pep4. La cepa LHDPI era una cepa con
una marcada expresién del fenotipo litico, como lo demuestran los estudios de citometrfa de flujo
y su incapacidad para crecer en medio s6lido a 37°C,

La interrupcién del gen SLT2 en la cepa deficiente en proteasas BJ5464 originé la cepa
LDKP1, mostrando también un marcado fenotipo litico a alta temperatura, con un elevado
porcentaje de células lisadas medido por citometrfa de flujo, en comparacién con la cepa
isogénica silvestre, as{ como una manifiesta dificultad para crecer en medio sélido a 37°C.

La cepa LHDPI, transformada con el plismido pCHI100L, demostr6 una mayor
estabilidad en las actividades enziméticas de CAT y fosfatasa alcalina liberadas al sobrenadante de
cultivos realizados en fermentador. En el cultivo control, de un fermentador mantenido a 24°C,
cabe destacar la mayor produccién, tres veces, de CAT en esta cepa en comparacién con la cepa
LD1 cultivada en idénticas condiciones. Una observacién similar ha sido descrita acerca de la
expresién de P-galactosidasa en cepas deficientes en proteasas, frente a cepas silvestres, logrdndose
incrementar el nivel de produccién de dicha protefna entre un 18 y 173%, dependiendo de la
combinacién de mutaciones empleadas (Wingfield y Dickinson, 1993). Estas observaciones

podfan ser también debidas a la mutacién en los genes productores de proteasas de la cepa
LHDP1.

En ambas cepas, LD1 y LHDPI1, se logra recuperar en el medio de cultivo
aproximadamente el 70% de la actividad detectada inicialmente en el interior de las células. Por lo
tanto, las mutaciones pep4 y prbil reducen el nivel de proteasas vacuolares, sin afectar a la
expresion del fenotipo lftico, contribuyendo a disminuir el riesgo de proteolisis inespecifica y
proporcionando mayor estabilidad a la actividad enzimética CAT, producida y liberada al medio
de cultivo. No obstante, conviene no olvidar que se trata de una proteina modelo y cada proteina
debe de ser estudiada en particular.

Los buenos resultados obtenidos a escala de laboratorio, llevé a plantearnos la posibilidad
de estudiar este sistema de liberaci6n en una escala de planta piloto. El crecimiento a alta biomasa
de . cerevisiae se ve dificultado por las caracteristicas de su metabolismo, debido a la existencia
del efecto Crabtree en esta especie de levadura. Este efecto impide emplear altas concentraciones
de glucosa en el medio, ya que al ser desviada la mayor parte por la ruta fermentativa, la
produccién de etanol inhibe el crecimiento de las células. Por ello, es necesario emplear sistemas
de fermentacién alimentada, que mantienen concentraciones de glucosa bajas en el medio de
cultivo permitiendo el crecimiento a alta biomasa de §. cerevisiae debido al uso del aziicar por via
oxidativa, lo que minimiza la produccién de etanol por la via fermentativa. El sistema elegido era
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uno de los mis empleados, basado en el control de la alimentacién del cultivo en base al cociente
respiratorio del mismo (Fieschko et al., 1987), que permite un control en tiempo real del cultivo.

Con estas nuevas condiciones de cultivo, en primer lugar era necesario establecer la
capacidad de crecimiento a alta densidad celular de la cepa mutante LD1. Los medios de cultivo
elegidos fueron un medio sintético y un medio complejo. La cepa LDI1 crecfa bien en ambos
medios demostrando una buena adaptacién al sistema, si bien la velocidad de crecimiento era
superior en el medio complejo (u= 0.15 h™!) frente al medio sintético (u= 0.063 h-1). Ademis la
fase de latencia inicial era menor en ¢l medio complejo en comparacién con el medio sintético.
Teniendo en cuenta la observacién previa acerca de la dependencia de la velocidad del
crecimiento para lograr una expresiéon mis intensa del fenotipo litico (de la Fuente, 1991), el
elegido fue el medio complejo. Ademés desde un punto de vista puramente industrial, el cultivo
empleando medio sintético completo era desaconsejable, debido a la elevada duracién de los
cultivos con el incremento de costes que eso supone. Con la cepa transformada con el plésmido
pCHI100L, se comprob6 la estabilidad de dicho pldsmido en condiciones de crecimiento a alta
biomasa, en ausencia de presion selectiva, y la adaptacion fisiolégica del plasmido en esas
condiciones de crecimiento. La fisiologfa de S. cerevisiae varfa en funcién de las técnicas de
cultivo empleadas, pudiendo dar lugar entre otros efectos, a una alta inestabilidad del pldsmido y/o
a un retraso en la velocidad de crecimiento, debido a la carga adicional para la célula gue puede
suponer la expresién de una protefna heterloga (Mason, 1991). El cultivo a 24°C de la cepa
LD1/pCHI00L en medio complejo demostré tener una tasa de crecimiento de 0.138 h-1, similar a
la obtenida para la cepa sin transformar, por lo que la expresién de CAT no afectaba de forma
importante al crecimiento de la cepa en esas condiciones. La estabilidad del plasmido, es decir, el
nimero de células portadoras de pldsmido sobre el total de células, al final del cultivo con una
densidad 6ptica de 115 y una biomasa de 45 g/l, fue del 43%, lo que se puede considerar
aceptable en comparacién con el 11% descrito por Fieschko ef al. (1987) durante el crecimiento
de cepas que expresaban interferén. La inestabilidad del pldsmido observada por este autor se
debfa al efecto téxico de la protefna heteréloga producida. Ademds, en nuestro caso, se comprob6
que hasta densidad Sptica de 65, més del 75% de la células son portadoras de pldsmido. Esto nos
permitia afrontar la realizacién de cultivos con choque térmico en estas condiciones, con bastantes
garantias de detectar actividad CAT en el sobrenadante del medio de cultivo, ya que el choque
térmico debe darse en un momento del cultivo en que todavfa exista crecimiento activo, entre
densidad 6ptica 30-60, y por tanto con un porcentaje de células portadoras de pldsmido adin
elevado.

Sin embargo, en los cultivos de la cepa [.D1/pCH100L sometidos a choque térmico, no se
logré una eficiente expresién del fenotipo litico. Se observaba una alteracién del perfil del
cociente respiratorio, lo que producfa una parada en el aporte de nutrientes al fermentador. Dicha
alteraci6n, del perfil del cociente respiratorio, no se observaba en un fermentador paralelo
mantenido todo el tiempo a 24°C, que desarrollaba un crecimiento normal. La alteracién del
cociente respiratorio probablemente sea debida a un cambio en el comportamiento fisiolégico de
los mutantes, atribufble bien a la mutacién ly#2, o bien al fondo genético de la cepa. No obstante,
este resultado negativo no descarta el uso de estos mutantes a escala industrial, sino méds bien
indica la necesidad de evaluar otros sistemas para lograr la lisis controlada del cultivo, o el uso de
otros sistemas para controlar la alimentacién del fermentador, que permitan la expresién del
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fenotipo litico; por ejemplo, empleando el sistema desarrollado por Porro et al. (1991), basado en
los cambios de pH que experimenta el cultivo como resultado de las diferentes situaciones
metabélicas de las células. Otra forma posible de lograr una lisis controlada es el choque osmético
de las células, que se discute en el siguiente apartado.

2. LIBERACION DE PROTEINAS POR CHOQUE OSMOTICO.

Decidimos desarrollar sistemas alternativos para lograr la lisis de los mutantes s/t2. Para
ello, basdndonos en la capacidad de crecimiento de las cepas autoliticas a 37°C en presencia de un
estabilizador osmético, sorbitol 1 M, estudiamos el efecto en el cultivo de la retirada de la
estabilizacién osmética, en células crecidas en esas condiciones. Tras la resuspensién de las células
de las cepas LD1, LHDP1 y LDKP1 en medio hipoosmético, se produce una lisis masiva, en tomo
al 80% de las células, de forma instanténea.

Este choque osmético conduce a una liberacién de protefnas al medio extracelular, similar
cualitativamente a la lograda con choque térmico, como se demuestra tediante electroforesis de
proteinas. Ademds, la valoracién de la actividad CAT liberada en el sobrenadante, tras un choque
osmético de cepas transformadas con el pldsmido pCHI100L, permite concluir que
aproximadamente el 70% de la actividad inicial, detectada en las células antes del choque
osmético, es recuperada en el sobrenadante de cultivo; este dato es similar a la cantidad de
proteina que se recuperaba con el choque térmico. Nuevamente se corrobora la mayor
produccién de CAT en las cepas LHDP1 y LDKPI, deficientes en proteasas, en comparacién con
la cepa LD1.

Frente a la obtencién de preparaciones crudas de protefnas por choque térmico, que
requerfan al menos 4-8 h para lograrlas, el empleo del choque osmético presenta la enorme
ventaja de su rapidez en la obtenci6n de las preparaciones de protefnas, debido a la lisis celular
inmediata que se produce, con el ahorro de tiempo que eso supone sin olvidar la menor
exposicién de Ia protefna a fenémenos degradativos para ella. Sin embargo, la principal desventaja
del sistema es el elevado coste del sorbitol, que se emplea a concentracién 1 M. Para resolver este
problema hemos realizado estudios acerca de la minima cantidad de sorbitol necesaria para
permitir el crecimiento de las cepas, de modo que cantidades en torno a 0.5 M parecen ser
adecuadas para este prop6sito; asimismo se han evaluado otros estabilizadores osméticos, mas
econémicos, de tipo salino (NaCl 1.5%) con resultados preliminares aceptables.

La purificacién de una protefna a partir de muestras procedentes de choque térmico,
requicre inicialmente el empleo de técnicas para reducir el volumen de la muestra, debido a la
baja concentracién inicial de protefna presente en el sobrenadante del cultivo. Para lograr la
concentracién de CAT se utilizaron dos técnicas: mediante ultrafiltracién, se consiguié reducir el
volumen 15 veces con una buena recuperacién de la actividad. La precipitacién con sulfato
aménico, aunque permitfa obtener un cierto grado de purificacién inicial, que representa una
ventaja respecto de la ultrafiltracién, la recuperacién era sSlo del 65%. Otra ventaja del choque
osmético es la posibilidad de resuspender las células en un volumen inferior al de partida, entre
un 1/5 y 1/10 del volumen inicial de cultivo, sin disminuir el porcentaje de la lisis y manteniendo
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la liberacion de protefnas al medio extracelular. Esto permite la obtencién de preparaciones
crudas de protefnas més concentradas, que serdn mis Gtiles para posteriores procesos de
purificacién de la protefna de interés.

Por otra parte, la liberacién de protefnas particuladas, como VLP, a partir de mutantes s/r2
por medio de un choque osmético, indica la versatilidad del sistema, ya que muestra la- posibilidad
de liberar protefnas en un amplic rango de pesos moleculares: desde los 25 kD del CAT hasta los
12000 kDD de una particula VLP formada por 300 subunidades de la proteina pl (Kingsman et al,,
1991). El elevado tamaiio de estas partfculas, 60 nm, requiere su produccién de forma
intracelular. La gran variedad de protefnas que pueden ser fusionadas a la protefna pl permitiendo
la creacién de partfculas hfbridas (Kingsman et al., 1991), asf como la posibilidad de liberarlas de
una forma sencilla por medio de un choque osmético usando estos mutantes, crea un sistema de
grandes posibilidades, permitiendo afrontar la purificacién de estas protefnas de una forma rapida
eliminando la rotura mecénica de las células.

3. COMPARACION DEL SISTEMA DE LIBERACION DE PROTEINAS
HETEROLOGAS INTRACELULARES CON OTROS SISTEMAS DE
LIBERACION.

Se han descrito varios sistemas para lograr la liberacién de protefnas heter6logas
producidas intracelularmente: sistemas basados en otro tipo de mutantes Ifticos, uso de complejos
enzimdticos liticos, métodos quimicos y los tradicionales sistemas fisicos de rotura celular. A
continuacién, discutimos estos sistemas en comparacién con el sistema basado en el choque
osmdtico desarrollado en nuestro laboratorio.

Frente a un sistema similar de liberacién de protefnas, recientemente publicado, basado en
¢l empleo de mutantes liticos srb/ (Broker 1994), nuestro sistema presenta una eficiencia mayor.
La lisis sufrida por los mutantes srb] tras el choque osmético dnicamente alcanza al 20% de la
poblacién celular, frente al 80% de células lisadas en nuestro sistema. Esto implica que la
recuperacion de la protefna sea mayor, con un 70%, frente al 20% recuperado con el mutante
srbl. Aparte de estas claras ventajas, existen otros factores menores que hacen més manejable el
sistema basado en mutantes s/t2. Las cepas srb! requieren la presencia de un estabilizador
osmético a cualquier temperatura para mantener su viabilidad, lo que complica su manipulacién
en el laboratorio, su cultivo y conservacién. Esto es innecesario en el manejo de cepas s/2, que a
la temperatura de 24°C, se comportan como una cepa silvestre.

El sistema de liberacién diferencial de productos (DPR), descrito por Huang et al. (1991),
requiere el uso de unas enzimas liticas de otros organismos que deben ser previamente producidas,
obtenidas y purificadas, lo que eleva el coste del proceso, siendo importante la purificacién; ya
que empleando los complejos enziméticos sin purificar se observé, por ejemplo, degradacién
proteolitica de las protefnas VLP liberadas por este método (Asenjo et al., 1993). El proceso DPR
se basa en la digesti6n de la pared celular con dichas ¢nzimas generarando protoplastos que més
tarde serdn lisados por medio de un choque osmético, de aqui parte otro problema pues las
enzimas liticas se mezclan con el producto liberado pudiendo interferir (i) con dicho producto
degradéndolo, como se mencion6 anteriormente, (ii) con posteriores procesos de purificacién
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especificos de la protefna heteréloga que se estd produciendo. Sin embargo, una de las ventajas del

sistema es su posible aplicacién a cualquier cepa de S. cerevisiae, tanto de laboratorio como
industrial.

Examinando los sistemas basados en ¢l uso de detergentes y solventes qufmicos para
acclerar los procesos de autélisis, mediante induccién de plasmolisis de las células (Breddam y
Beenfeldt, 1991), nuestro sistema presenta ventajas. En primer lugar, el empleo de autélisis
inducida por solventes y detergentes requiere largos tiempos de incubacién para lograr la
liberacién del contenido intracelular, entre 25-40 horas, dependiendo del compuesto quimico
ensayado y de la cepa, lo que supone un elevado riesgo de proteolisis para los productos
liberados, por el elevado tiempo que estdn en contacto con las proteasas que son liberadas
simultdneamente. Ademds la adici6n de detergentes y solventes quimicos puede inducir la
desnaturalizacién de algunas de las protefnas liberadas e interferir con los posteriores procesos de
purificacién, ya que algunos de estos compuestos son dificiles de eliminar en un proceso de
purificacién, sin aplicar técnicas dafiinas para las protefnas. Su principal ventaja vuelve a ser su
aplicacién a cualquier cepa tanto industrial como de laboratorio.

En comparacién con los diferentes sistemas de rotura mecénica, especialmente con los
homogeneizadores y las bolas de vidrio, aunque la recuperacién en nuestro sistema es el 70% de
la protefna frente a la que puede ser obtenida por estos métodos, presenta la ventaja de generar
unos restos celulares compactos fécilmente separables por centrifugacién, a diferencia de los
sistemas de rotura mecinica.

Asf pues, el sistema de liberacién de proteinas heterélogas intracelulares basado en el uso
de mutantes sit2 por choque osmético presenta una serie de ventajas que le acercan a algunas de
las caracterfsticas del sistema ideal propuesto por Foster, (1992):

-el tiempo de residencia es bajo ya que la lisis se puede lograr de forma inmediata,
disminuyendo riesgos de degradaciones inespecificas.

-no tiene los problemas de generacién de calor que presentan los sistemas de rotura fisicos,
que requieren el uso de sistemas de refrigeracién muy potentes, y limita su uso en el caso de
protefnas termol4biles.

-es un sistema de bajo coste ya que no requiere el uso de aparatos especialmente disefiados
para tal fin, por lo que el mantenimiento y consumo de energfa son bajos.

-en un principio no se intuyen desventajas para ningin tipo de protefnas a diferencia de
otros sistemas.

-susceptible de escalado sin necesidad de un desarrollo en equipamiento complicado.

-la recuperacién de producto es buena, con un 70% sobre lo que se puede obtener por
medio de una rotura mecédnica. No obstante cada proteina heterSloga tiene sus propias
caracteristicas y su comportamiento en este sistema de liberacién debe ser estudiado
individualmente.

Las buenas perspectivas del sistema nos llevaron a solicitar la patente del proceso, tanto del

choque térmico como del choque osmético (Alvarez ef al., 1994b) que se encuentra en fase de
estudio, al mismo tiempo que los resultados fueron objeto de publicacién (Alvarez et al., 1994a).
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4. AMPLIACION DEL SISTEMA DE LIBERACION DE PROTEINAS
HETEROLOGAS BASADO EN EL EMPLEO DE MUTANTES
AUTOLITICOS A OTRAS ESPECIES DE LEVADURA.

Como se ha descrito anteriormente, en la introduccién de esta memoria, P. pastoris ha sido

desarrollada como especie alternativa en la expresién de protefnas heterélogas (Cregg et al,
1993).

El éxito en el desarrollo de un sistema de liberaci6n de protefnas heterélogas intracelulares
basado en la lisis controlada que se puede lograr empleando mutantes s/2, nos ha llevado a tratar
de ampliar el sistema a otras levaduras alternativas comenzando por P. pastoris. Ambas especies
son ascomicetos, con una pared celular similar, principalmente compuesta por manano y glucano.
Esta semejanza, junto a la conservacién demostrada de las MAP quinasas, incluso en sistemas
celulares muy separados en la escala filogenética, indica la probable presencia de una ruta de
transmisién de sefiales que controle el mantenimicnto de la integridad celular en P. pastoris, en la
que intervenga una protefna hom6loga de Slt2p de S. cerevisiae. De hecho, en nuestro laboratorio
se ha obtenido el gen MKCI de C. albicans (Navarro et al., 1995), homélogo del gen SLT2 de
S. cerevisiae. La funcionalidad cruzada de genes entre ambas especies de levaduras permite

abordar la clonacién por complementacién de un mutante sit2 de S. cerevisiae (Cregg et al,
1985).

Mediante una hibridacién DNA-DNA, utilizando como sonda un fragmento del gen SLT2,
correspondiente a la zona de los dominios més conservados, frente al genoma de P. pasforis, s
confirmé la posible presencia de un gen homélogo en dicha especie. En el carril de DNA
genémico de C. albicans se detect6 una banda con el tamafio esperado para el gen MKCI, y con
una intensidad similar a las bandas que aparecen en los carriles del DNA genémico de P. pastoris
cortado con diferentes enzimas de restriccin.

La disponibilidad en nuestro laboratorio de una genoteca genémica de P. pasforis en un
vector bacteriano, nos llevé a tratar de desarrollar una sonda del gen homélogo mediante PCR. La
secuenciacién de los fragmentos amplificados a partir del DNA genémico de P. pastoris con
oligonucle6tidos degenerados correspondientes a zonas conservadas de MAP quinasas, demostré
que de forma reiterada se amplificaban fragmentos con mayor homologfa frente a Fus3p y Ksslp,
MAP quinasas de la ruta de transmisi6n de sefiales relacionada con los procesos de apareamiento
de S. cerevisiae. En un caso, se obtuvo un fragmento homdlogo a CDC28, que codifica una
quinasa encargada de la regulacién del ciclo mitético (Lorincz y Reed, 1984), pero no se logré
ningin clon con homologia mayoritaria por la protefna Sit2p. Esto no descarta la presencia de un
homélogo de esta protefna, ya que el problema puede ser debido a las caracterfsticas de los
oligonucle6tidos utilizados. Se descart6 el diseiio de nuevos oligonucleStidos, que incluyeran
zonas més especificas de SLT2, al disponer de una genoteca gendmica de P. pastoris en un vector
de S. cerevisiae (cedida por el Dr. William Payne, MIT, USA), que permite la clonacién de
homélogos funcionales mediante complementaci6n fenotipica de un mutante sit2 de 8. cerevisiae.
Estos trabajos se estdn realizando en la actualidad.
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5. EXPRESION DE LA PROTEfNA HLA-DP DE CLASE II EN
S. cerevisiae.

La expresion de la proteina HLA-DP de clase II se abordé mediante la obtenci6n de
formas solubles de ambas cadenas, creando unos genes truncados en los que se han eliminado los
dominios transmembrana y citopldsmicos. Mientras se realizaban estas construcciones se publicé
la expresién con éxito de la protefna HLA-DR clase II en baculovirus, empleando una estrategia
similar (Stermn y Wiley, 1992).

En el disefio de los oligonucleStidos para llevar a cabo las reacciones de amplificacién por
PCR decidimos mantener la secuencia sefial de las cadenas o y B, apoyados en ejemplos descritos
del uso de secuencias sefial de mamiferos que funcionaron eficazmente en la secrecién de sus
proteinas ¢n S. cerevisiae, como en el caso del a-interferén (Hitzeman et al, 1983), de la
a-amilasa de ratén (Thomsen, 1983), de la lisozima humana (Jigami ef al., 1986) y de pollo
(Oberto y Davinson, 1985) e inmunoglobulinas de ratén (Wood ef al., 1985).

El diseiio del vector de expresién pPQ1 fue laborioso, requiriendo varias subcionaciones
intermedias. Dicho vector consta de ambas cadenas bajo dos promotores de genes de la ruta
glicolftica, PGK y ADC!. Un experimento de "Northern blot" demostré el correcto
funcionamiento de ambas cassettes de expresion detectindose cantidades similares de Jas dos
cadenas, lo que hace suponer la existencia de aproximadamente igual nimero de moléculas de
mRNA,

La deteccién de la protefna requerfa la presencia del heterodfmero con la conformacién
estructural especifica, ya que los anticuerpos monoclonales disponibles s6lo reconocian epftopos
que se formaban cuando dichas cadenas adoptan la conformacién correcta, no existiendo
anticuerpos capaces de reconocer ambas cadenas por separado. Decidimos realizar un marcaje
intracitoplasmético de los heterodfmeros de HLA-DP soluble en trénsito en el interior de las
células de S. cerevisiae por citometrfa de flujo. Los resultados de ese marcaje intracitoplasmético
indicaron un bajo nivel de formacién de heterodfmeros, detectdndose dnicamente subpoblaciones
en torno al 4-10% de la poblacién total con una sefial de emisién de fluorescencia significativa.
No se ha podido cuantificar la expresién de los polipéptidos por separado debido a que no
existen anticuerpos capaces de reconocer epitopos presentes en las cadenas aisladas.

Las causas que pueden explicar e! bajo nivel de expresién de los heterodfmeros a-f§ son
variadas: (i) un ineficaz funcionamiento de la secuencia sefial también podria ser responsable de la
falta de expresi6én del heterodimero. Tampoco debemos olvidar que una vez translocada la
protefna al interior del reticulo endopldsmico entran en juego ademds otros factores como la
naturaleza de la protefna para que tenga lugar un correcto ensamblaje y secrecién de la misma.
(ii) El car4cter glicoproteico de ambos polipéptidos puede provocar una hiperglicosilacién de los
mismos en §. cerevisiae. Este hecho, ademds de poder interferir con su estructura, puede bloquear
el acceso de los anticuerpos a sus epftopos (Ruohonen ef al., 1987 y Romanos et al., 1992). Por lo
tanto existen diferentes causas posibles que pueden estar interfiiendo con el reconocimiento del
anticuerpo.
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El elevado nimero de factores explicativos del fallo en la expresién heterSloga de estos
genes, nos ha llevado a plantear su expresién en un sistema celular de mamiferos. En este sistema,
lincas celulares de rat6n, el procesado post-traduccional de esta protefna debe ser realizado con
mayor eficacia por la maquinaria celular.

Recientemente, hemos iniciado otra aproximacién basada en la construccién de un gen
quimera que codifica para una protefna formada por ambas cadenas a vy f§ unidas por medio de
un adaptador sintético. Esta idea se basa en el desarrollo de anticuerpos de cadena sencilla
(Huston et al., 1991 y Johnson y Bird, 1991). Por medio de esta aproximacién podemos facilitar
el plegamiento y ensamblaje de la protefna. Este tipo de adaptador ha demostrado no interferir en
el plegamiento de los dominios de los anticuerpos producidos. La secuencia del adaptador debe
ser de cardcter hidrofflico para permitir un correcto plegamiento de la protefna, por lo que estd
formado por la repeticién triple del pentdmero (Gly)s-Ser. El residuo de serina contribuye a
incrementar el cardcter hidrofilico y los residuos de glicina incrementan el nimero de posibles
conformaciones, reduciendo al minimo el impedimento estérico entre las posibies interacciones
nativas entre los diferentes dominios (Huston et al., 1991). Para construir este gen quimera se
utilizé la técnica denominada "PCR solapante” (Higuchi, 1990), empleando dos reacciones de PCR
secuencialmente, obteniéndose en la primera dos productos de PCR con homologia entre ellos,
que son utilizados como moldes en una segunda reaccién de PCR.

El gen quimera obtenido de esta forma ha sido clonado tanto en vectores de expresién de

§. cerevisiae como en los especfficos para células de ratén, con el objeto de estudiar
comparativamente su expresién en ambos sistemas celulares.
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Conclusiones

1. El empleo de cepas slt2 de Saccharomyces cerevisiae deficientes en el mantenimiento
de la integridad celular, permite el desarrollo de un sistema de liberacién al medio de cuitivo de

protefnas heterSlogas producidas intracelularmente, mediante la expresién del fenotipo lftico de
los mutantes sit2.

2. La expresion del fenotipo Iftico se puede lograr mediante un choque térmico a 37°C en
un cultivo crecido previamente a 24°C. Siguiendo este método se ha logrado la liberacién de la
protefna de 25 kD, CAT, de origen bacteriano al medio de cultivo. La lisis alcanza al 80% de las
células, y la proteina CAT liberada y recuperada en el medio de cultivo correspondfa al 70% de la
protefna detectada inicialmente en el interior de las células.

3. Otro método para lograr la liberacién de protefnas es et choque osmético. Se basa en la
sensibilidad osmética de las células sit2 cuando crecen a 37°C en presencia de un estabilizador
osmoético. La transferencia de células crecidas en esas condiciones a un medio sin estabilizacién
osmética provoca la lisis inmediata del 80-90% del cuitivo. La cantidad de protefna CAT liberada
y recuperada en el sobrenadante del cultivo es del 70%, respecto de la presente en €l interior de
las c€lulas. ‘

4. La capacidad de los mutantes para liberar protefnas particuladas (VLPs) al medio de
cultivo tras expresion del fenotipo litico indica la versatilidad del sistema respecto del tipo de
proteina que puede ser liberada.

5. El empleo de cepas lfticas deficientes en proteasas (pep4 prbl) aumenta la produccién
intracelular y la estabilidad de la protefna CAT liberada al medio de cultivo.

6. Una hibridacién de DNA heter6loga demuestra la posible presencia de fragmentos de
DNA en el genoma de P. pastoris con homologfa con el gen SLT2 de §. cerevisiae.

78



VI. BIBLIOGRAFIA



Bibliografia

Achstetter, T. and Wolf, D.H. 1985. Proteinases, proteolysis and biclogical control in the yeast 8. cerevisiae.
Yeast 1: 139-157.

Adams, S.E., Dawson, K.M., Gull, K., Kingsman, $.M. and Kingsman, A.J. 1987. The expression of hybrid
Ty virus-like particles in yeast. Nanae 329; 68-70.

Alvarez, P., Sampedro, M., Molina, M. and Nombela, C. 1994a. A new system for the release of heterologous
proteins from yeast based on mutant strains deficient in cell integrity. J. Biotechnology 38: 81-88.

Alvarez, P., Fuente, J. M. de la, Molina, M. and Nombela, C. 1994b. Procedimiento de liberacién de proteinas
heter6logas de cepas de S. cerevisiae. P 9401536.

Alwine, I.C., Kemp, D.J. and Stark, G.R. 1977. Method for detection of specific RNAs in agarose gels by
transfer to diazobenzyloxymethyl-paper and hybridization with DNA probes. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 74: 5350-5354.

Ammerer, G., Hunter, C.P., Rothman, J.H., Saari, G.C., Valls, L. A. and Stevens, T.H. 1986. PEP4 genc of
S.cerevisiae encodes the proteinase A, a vacuolar enzyme required for processing of vacuolar precursors.
Mol. Cell Biol. 6: 2490-2493,

Arnma, K., Oshima, T., Kubota, 1., Nakamura, N., Mizunaga, T. and Toh-¢, A. 1983. The nucleotide sequence
of the yeast PHOS gene: a pulative precursor of repressible acid phosphatase contains a signal peptide.
Nucleic Acids Res. 11: 1657-1672.

Asenjo, J.A., Ventom, A.M., Huang, R.B. and Andrews, B.A. 1993. Selective release of recombinant protein
particles (VLPs) from yeast using a pure lytic glucanase enzyme. Bio/Technology 11: 214-217.

Avery, L. and Wasserman, S. 1992, Ordering gene function: the interpretation of epistasis in regulatory
hierarchies. T/G 8: 312-316. '

Ballou, C.E. 1970. A study of the immunogenicity of three yeast mannans. J. Biol. Chem. 245: 1197-1203.

Barr, K.A., Hopkins, 8.A. and Sreekrishna, K. 1992. Protocol for efficient secretion of HSA developed from
Pichia pastoris. Pharm. Eng. 12: 48-51.

Barr, P.J., Gibson, H.L., Enea, V., Amot, D.E., Hollingdale, M.R. and Nussenzweig, V. 1987a. Expression in
yeast of a Plasmodium vivax antigen of potencial use in a human malaria vaccine. J. Experimental
Medicine 165: 1160-1171.

Barr, PJ., Steimer, K.8., Sabin, E.A_, Parkes, D., George-Nascimento, C., Stephans, J.C., Powers, M.A .,
Gyenes, A., Van Nest, G.A., Miller, ET., Higgins, K.W. and Luciw, P.A. 1987b. Antigenicity and
immunogenicity of domains of the human immunodeficiency virus (HIV) envelope protein expressed in
the yeast Saccharomycescerevisiae.Vaccine 5. 90-101.

Barr, P.J., Cousens, L.S., Lee-Ng, C.T., Medina-Selby, A., Masiarz, F.R., Hallewell, R.A., Chamberlain,
S.H., Bradley, J.D., Lee, D., Steimer, K.S., Poulter, L., Burlingame, A.L., Esch, F. and Baird A.
1988. Expression and processing of biologically active fibroblast growth factors in the yeast
Saccharomyces cerevisiae. J. Biol, Chem. 263. 16471-16478. \

Beesley, KM, Francis, M.J., Clarke, B.E., Beesley, J.E., Dopping-Hepenstal, P.J.C., Clare, J.J., Brown, F.
and Romanos, M.A. 1990. Expression in yeast of amino-terminal peptide fusions to hepatitis B core
antigen and their immunological properties. Bio/Technology 8: 644-649.

Beggs, J.D. 1978. Transformation of yeast by a replicating hybnd plasmid. Nanre 275 104-109.

Beggs, I.D., van den Berg, J., Van Ooyen, A. and Weissman, C. 1980. Abnormal expression of chromosomal
rabbit b-globin gene in Saccharomyces cerevisiae. Nature 283: 835-840.

Benacerraf, B. 1991. Role of MHC gene products in immune regulation. Science 212: 1229.

Bevan, E.A. and Costello, W.P. 1964. The preparation and use of an enzyme which breaks open yeast asci.
Microbiol. Genet. Bull. 21: 5.

80



Bibliografia

Bitter, G.A. and Egan, K.M. 1988. Expression of interferon-gamma from hybrid yeast GPD promoters
containing upstreamn regulatory sequences from the GALI-GALI0intergenic region. Gene 69: 193-207.

Bradford, M.M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding. Anal. Biochem. 72: 248-254.

Brake, A.J., Merryweather, J.P., Coit, D.G., Heberlein, U.A., Masiarg, F.R., Mullenbach, G.T., Urdea, M.S.,
Valenzuela, P. and Barr, P.J. 1984. a-factor-directed synthesis and secretion of mature foreign proteins in
Saccharomyces cerevisiae. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 4642-4646.

Brake, A.J. 1989, Secretion of heterologous proteins directed by the yeast a-factor leader. In Bair, P.J., Brake,
A.J. and Valenzuela, P. (Eds.), Yeast Genetic Engineering, Butterworths, 269-280.

Breddam, K. and Beenfeldt, T. 1991. Acceleration of yeast autolysis by chemical methods for production of
intracellular enzymes. Appl. Microbiol. Biotechnol. 35: 323-329.

Broker, M. 1994. Isolation of recombinant proteins from Saccharomycescerevisiae by use of osmotically fragile
mutant strains. BioTechnigues 16: 604-610.

Cabib, E. and Duran, A. 1975. Simple and sensitive procedure for screening yeast mutants that lyse at non-
permissive temperatures. J. Bacteriol. 124: 1604-1606.

Campbell, J.L. 1983. Yeast DNA replication. In Setlow, J.LK. and Hollaender, A. (Eds.), Genetic Engineering
Principles and Methods, Vol. 5 Pienum, New York, 109-146.

Cantrell, M.A., Anderson, D., Cerretti, D.P., Price, V., McKereghan, K., Tushinski, R.J., Mochizuki, D.Y.,
Larsen, A., Grabstein, K., Gillis, 8. and Cosman, D. 1985. Cloning, sequence and expression of a
human granulocyte/macrophage colony-stimulating factor. Proc. Nail. Acad. Sci. USA 82: 6250-6254.

Cigan, A.M. and Donahue, T.F. 1987. Sequence and structural features associated with translational initiator
regions in yeast-a review. Gene 59: 1-18. .

Clancy, S., Mann, C., Davis, R'W. and Calos, M.P. 1984. Deletion of plasmid sequences during
Saccharomycescerevisiae transformation. J. Bacteriol. 159: 1065-1067.

Clare, J.J., Rayment, F.B., Ballantine, S.P., Sreckrishna, Kand Romanos, M.A. 1991a. High-level expression
of tetanus toxin fragment ¢ in Pichia pastoris strains containing multiple tandem integrations of the
gene. Bio/Technology 9: 455-460.

Clare, J.J., Romanos, M. A., Rayment, F.B., Rowedder, J.LE., Smith, M. A, Payne, M.M., Sreekrishna, K. and
Henwood, C.A. 1991b. Production of epidermal growth factor in yeast: thh-Ievel secretion using
Pichia pastoris strains containing multiple gene copies. Gene 105: 205-212.

Clark, J. M. 1988. Novel non-templated nucleotide addition reactions catalyzed by procaryotic and eucaryotic
DNA polymerases. Nucleic Acids Res. 16: 9677-9688.

Clarke, L. and Carbon, J. 1980. Isolation of a yeast centromere and construction of functional small circular
chromosomes. Nature 257: 504-509.

Clements, J.M., Catlin, G.H., Price, M.J. and Edwards R. M. 1991. Sccretion of human epidermal growth  factor
from Saccharomycescerevisiae using synthetic leader sequences. Gene 106: 267-272.

Cousens, D.J., Wilson, M.J. and Hincheliffe, E.  1990. Construction of a regulated PGK expression vector.
Nucleic Acids Res. 18: 1308.

Cousens, L.S., Shuster, J.R., Gallegos, C., Ku, L., Stempien, M.M., Urdea, M.8., Sanchez-Pescador, R
Taylor, A. and Tekamp-Olson, P. 1987. High level expression of proinsulin in the yeast,
Saccharomyces cerevisiae. Gene 61: 265-275.

Cregg, I.M., Barringer, K.J., Hessler, A.Y. and Madden, K.R. 1985. Pichia pastoris as a host system for
transformations. Mol. Cell Biol. 5: 3376-3385.

Cregg, J.M. 1987, In proceedings of the Fifth International Symposium on Microbial Growth on Cl
Compounds (Van Verseveld, H.W. and Duine, J.A., eds.), Nijhoff, Dordrecht.

81



Bibliografia

Cregg, I.M., Vedvick, T.5. and Raschkle, W.C. 1993. Recent advances in the expression of foreign genes in
Pichia pastoris. Bio/Technology 11: 905-910. .

Crueger, W. 1989. Biotechnology. A textbook of Industrial Microbiology. 2n Ed. Brock, T. (Ed.), Sinaver
Associates, Sunderland MA-USA.

Davenport, K., Sohaskey, M. and Gustin, M.C. 1994. Hypotonic shock increases tyrosine phosphorylation of
SIt2P/Mpk1p in Saccharomyces cerevisiae. 1994 Yeast Genetics and Molecular Biology Meeting,
Seattle, USA. Abstract 114B.

Davis, L.G., Dibner, M.D. and Battey, J.F. 1986. Basic Methods in Molecular Biology. Elsevier Science
Publishing Co., New York.

De Baetselier, A., Vasavada, A., Dohet, P., Ha-Thi, V., De Beukelaer, M., Erpicum, T., De Clerk, L.,
Hanotier, J. and Rosenberg, S. 1991, Fermentation of a yeast producing A. niger glucose oxidase:
Scale-up, purification and characterisation of the recombinant enzyme. Bio/Technology 9: 559-561.

Diaz, M., Sanchez, Y., Bennett, T., Sun, C.R., Godoy, C., Tamanoi, F., Duran, A. and Perez, P. 1993. The
Schizosaccharomyces pombe cwg2+ gene codes for the b subunit of a geranylgeranyltransferase type I
required for b-glucan synthesis. EMBO J. 12: 5245-5254.

Digan, M.E., Lair, 8.V, Brierley, R.A,, Siegel, R.S., Williams, M.E., Ellis, S.B., Kellaris, P.A., Provow,
S.A., Craig, W.S., Velicelebi, G., Harpold, M.M. and Thill, G.P. 1989. Continuous production of a
novel lysozyme via secretion from the yeast Pichia pastoris. Bio/Technology 7: 160-164.

Ellis, S.B., Brust, P.F., Koutz, P.J., Waters, A.F., Harpold, M.M. and Gingeras, T.R. 1985. Isolation of
alcohol oxidase and two other methanol regulatable genes from the yeast Pichia pastoris. Mol. Cell.
Biol. 5: 1111-1121.

Emanuel, J.R. 1991. Simple and efficient system for synthesis of non-radioactive nucleic acid hybridization
probes using PCR. Nucleic Acids Res. 19: 2790.

Enfors, $.0. 1992. Control of in vive proteolysis in the production of recombinant proteins. TIBTECH 10:
310-315.

Ernst, J.F. 1988. Codon usage and gene expression. TIBTECH 6: 196-199.

Errede, B. and Levin, D.E. 1993. A conserved kinase cascade for MAP kinase activation in yeast. Curr. Opin.
Cell Biol. 5: 254-260.

Fieschko, J.C., Egan, K. M., Ritch, T., Koski, R.A,, Jones, M., and Bitter, G.A. 1987. Controlled expression
and purification of human immune interferon from high-cell-density fermentations of Saccharomyces
cerevisiae. Biotechnol. Bioeng. 29: 113-121.

Fink, G.R. 1971. Methods in Enzymology, vol. XVIII, Academic Press, New York, London.

Fleer, R. 1992. Engineering yeast for high level expression. Curr. Opin. Biotechnol. 3: 486-496.

Fogel, S. and Welch, J.W. 1982. Tandem gene amplification mediates copper resistance in yeast. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 79: 5342-5346.

Foster, D. 1992. Cell disruption: breaking up is hard to do. Bio/Technology 10: 1539-1541.

Fuente, J.M. de la. 1991. Caracterizaci6n de enzimas y mutantes de Saccharomyces cerevisiae relacionados con
funciones de autélisis de la pared celular. Tesis Doctoral. Universidad Complutense de Madrid.

Fuente, J.M. de la, Alvarez, A., Nombela, C. and Sdnchez, M. 1992. Flow cytometric analysis of
Saccharomycescerevisiae autolytic mutants and protoplasts. Yeast 8: 39-45.

Fuente, J.M. de la, Vazquez, A., Gonzélez, M., Sanchez, M., Molina, M. and Nombela, C. 1993. Expression of
mutations and protein release by yeast conditional autolytic mutants in batch and continuous cultures.
Appl. Microbiol. Biotechnol. 38: 763- 769.

Garret, T.P.J., Saper, M.A., Bjorkman, P.J., Strominger, J.L. and Wiley, D.C. 1989. Specifity pockets for the
sidechains of peptide antigens in HLA-AwG8. Nature 342: 692-696.

82



Bibliografia

Gellissen, G., Melber, K., Janowicz, Z.A., Dahlems, U.M., Weydemann, U., Piontek, M., Strasser, A W.M,
and Hollenberg, C.P. 1992. Heterologous protein production in yeast. Antonie van Leeuwhoek 62: 79-
93,

Gill, G.S., Zaworski, P.G., Marotti, K.R. and Rehberg, EF. 1990. A novel screening system for yeast strains
capable of secreting tissue plasminogen activator. Bio/Technology 8: 956-958.

Gleeson, M. and Sudbery, P.E. 1988. The methylotrophic yeasts. Yeast 4: 1-15.

Gleeson, M. and Howard, B.D. 1991 Genes which influence Pichia protcolylic activity and uses. Patent
application 50848,

Griffiths, J.C., Bemrie, E.L., Holdsworth, L. N., Moore, J.P., Harris, 8.J., Senior, J.M., Kingsman, S.M.,
Kingsman, A.J. and Adams, S.E. 1991, Induction of high-titer neutralizing antibodies, using hybrid
human immunedeficiency virus V3-Ty viruslike particles in a clinically relevant adjuvant. J. Virol. 65:
450-456.

Gritz, L. and Davies, J. 1983. Plasmid encoded hygromycin B resistance: the sequence of hygromycin B
phosphotransferase and its expression in Escherichia coli and Saccharomycescerevisiae. Gene 25: 179-
188.

Hadfield, C., Cashmore, A.M. and Meacock, P.A. 1986. An efficient chloramphenicol-resistance marker for
Saccharomycescerevisiae and Escherichia coli. Gene 45: 149-158.

Hadfield, C., Cashmore, A.M. and Meacock, P.A. 1987. Sequence and expression characteristics of a shuttle
chloramphenicol-resistance marker for Saccharomycescerevisiae and Escherichia coli. Gene 52: 59-70.

Hagenson, M.J., Holden, K.A., Parker, K.A., Wood, P.J,, Cruze, J.A., Fuke, M., Hopkins, T.R. and Stroman,
D.W. 1989. Expression of streptokinase in Pichiapastoris yeast. Enzyme Microbiol. Technol. 11: 650-
656.

Hallewell, R.A., Mills, R., Tekamp-Olson, P., Blacher, R., Rosenberg, S., Otting, F., Masiarz, F.R. and
Scandella, C.J. 1987. Amino terminal acetylation of authentic human Cu, Zn superoxide dismulase
produced in yeast. Bio/Technology 5: 363-366.

Hanahan, D. 1985, Techniques for transformation of E. coli. In: Glover, D.M.(Eds.) DNA cloning. IRL Press,
Oxford, England, 120.

Henderson, R.C.A., Cox, B.S. and Tubb, R. 1985. The transformation of brewing yeasts with a plasmid
containing the gene for copper resistance. Curr. Genet. 9: 133-138.

Higuchi, R. 1990. In; PCR protocols. Innis, M.A., Gelfand, D.H., Sninskey, J.J. and Whitepp, T.J., (Eds.),
Academic Press, San Diego, California, 177.

Hill, J., Myers, A.M., Koerner, T.J. and Tzagoloff, A. 1986. Yeast/E. coli shutle vectors with multiple unique
restriction sites. Yeast 2: 163-167.

Hill, J., Donald, K.A.LG. and Griffiths, D.E. 1991. DMSQO-enhanced whole-cell yeast transformation. Nucleic
Acids Res. 19: 5791.

Hinnen, A., Hicks, J.B. and Fink, G.R. 1978. Transformation of yeast. Proc. Natl.Acad. Sci. USA 75: 1929-
1933.

Hinnen, A., Meyhack, B. and Heim, J. 1989. Heterologous genc expression in yeast. In Barr, P.J., Brake, A.J.
and Valenzuela, P. (Eds.), Yeast Genetic Engineering, Butterworths, 193-213.

Hirsch, H.H., Rendueles, P.S. and Wolf, D.H. 1989. Yeast (Saccharomyces cerevisiag) proteinases: structure,
characteristics and function. In Walton, E.F. and Yarranton, G.T. (Eds.), Molecular and Cell Biology of
Yeasts. Blackie and Van Nostrand Reinhold, 134-200,

Hitzeman, R.A., Hagie, F.F., Levine, H.L., Goeddel, D.W., Ammerer, G. and Hall, B.D. 1981. Expression of
buman gene for interferon in yeast. Nature 293: 717-723.

83



Bibliografia

Hitzeman, R.A., Leung, D.W., Perry, L..J., Kohr, W.J., Levine, H.L. and Goeddel, D.V. 1983. Secretion of
human interferons by yeast. Science 219: 620-625,

Holland, J.P. and Holland, M.J. 1980. Structural comparison of two nontandemly repeated yeast glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase genes. J. Biol. Chem. 255: 2596-2605.

Holmes, D.S. and Quigley, M. 1981. A rapid boiling method for the preparation of bacterial plasmids. Anal.
Biochem. 114: 193-197.

Horowitz, B., Eakle, K.A., Scheiner-Bobis, G., Randoiph, G.R., Chen, C.Y., Hitzeman, R. and Farley, R.A.
1990. Synthesis and assembly of functional mammalian Na K-ATPase in yeast. J. Biol. Chem. 265:
4189-4192.

Horwitz, A H., Chang, C.P., Better, M., Hellstrom, K.E. and Robinson, R.R. 1988. Secretion of functional
antibody and Fab fragment from yeast cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA B5: 8678-8682.

Huang, R.B., Andrews, B.A. and Asenjo, J.A. 1991. Differential product release from yeast: a new technique for
selective product recovery from microbial cells. Biotechnol. Bioeng. 38: 977-985.

Hunter, J.B. and Asenjo, J.A. 1987. Kinetics of enzymatic lysis and disruption of yeast cells: i. Evaluation of
two lytic systems with different properties. Biotechnol. Bioeng. 30: 471-480.

Huston, 1.S., Mudgett-Hunter, M., Tai, M.8., McCartney, J., Warren, F., Haber, E. and Oppermann H. 1991.
Protein enginecring of single-chain Fv analogs and fusion proteins. Methods Enzymol. 203: 46-88.

Ibba, M., Kuhla, J., Smith, A. and Kiienzi, M. 1993. Stable continuous constitutive expression of a
heterologous protein in Saccharomyces cerevisiae without selection pressure. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 39: 526-531.

Innis, M.A., Gelfand, D.H., Sninsky, J.J. and White, T.J. 1990. PCR Protocols. A guide to methods and
applications. Academic Press Inc. San Diego, California, USA.

Irie, K., Takase, M., Lee, K.S., Levin, D.E., Araki, H., Matsumoto, K. and Oshima, Y. 1993. MKKI and
MKK2, encoding Saccharomyces cerevisiae MAP kinase-kinase homologs, function in the pathway
mediated by protein kinase C. Mol. Cell Biol. 13: 3076-3083.

Ito, H., Fukuda, Y., Murata, K. and Kimura, A. 1983. Transformation of intact yeast cells treated with alkali
cations. J. Bacteriol. 153: 163-168.

Jansen, K. U., Conroy, W.G., Claudio, T., Fox, T.D., Fujita, N., Hamill, O., Lindstrom, J.M., Luther, M.,
Nelson, N., Ryan, K.A., Sweet, M.T. and Hess, G.P. 1989. Expression of the four subunits of the
Torpedo californica nicotinic acetylcholine receptor in Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem. 264:
15022-15027.

Jigami, Y., Muraki, M., Harada, N. and Tanaka, H. 1986. Expression of synthetic human-lysozyme gene in
Saccharomyces cerevisiae: use of a synthetic chicken-lysozyme signal sequence for secretion and
processing. Gene 43: 273.

Jimenez A. and Davies, J. 1980. Expression of a transposable antibiolic resistance element in Saccharomyces.
Natwre 287: 869-871.

Johnson, G.L.. and Vaillancourt, R.R. 1994. Sequential protein kinase reactions controlling cell growth and
differentiation. Curr. Opin. Cell Biol. 6: 230-238.

Johnson, S. and Bird, R.E. 1991. Construction of single-chain Fv derivatives monoclonal antibodies and thetr
production in Escherichia coli. Methods Enzymol. 203: 88-98.

Johnston, J.R. and Mortimer, R.K. 1959. Use of snail digestive juice in isolation of yeast spore tetrads. J.
Bacteriol, T8: 292.

Johnston, M. 1987. A model fungal gene regulatory mechanism: the GAL genes of Saccharomycescerevisiae.
Microbiol. Rev. 51: 458-476.

84



Bibliografia

Jones, E.W. 1991a. Tackling the protease problem in Saccharomyces cerevisiae. Methods Enzymol. 194: 428-
453.

Jones, E.W. 1991b. Three proteolytic systems in the yeast Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem. 266:
7963-7966.

Kingsman, A.J., Adams, S.E., Burns, N.R. and Kingsman, $.M. 1991. Retroelement particles as purification,
presentation and targeting vehicles. TIBTECH 9: 303-309.

Kiis, F.M. 1994. Review: cell wall assembly in yeast. Yeasr 10: 851-869.

Kotula, L. and Curtis, J. 1991, Evaluation of foreign gene codon optimisation in yeast: expression of a mouse
Ig kappa chain. Bio/Technology 9: 1386-1389.

Kukuruzinska, M.A., Bergh, M.L.E. and Jackson, B.L.. 1987. Protein glycosylation in yeast. Ann. Rev.
Biochem, 56; 915-944,

Kuo, G., Choo, Q. L., Alter, H.J., Gitnick, G.L., Redeker, A.G., Porcell, R.H., Miyamura, T., Dienstag, J.L.,
Alter, M.J., Stevens, C.E., Tegtmeier, G.E., Bonino, F., Colombo, M., Lee, W. S., Kuo, C., Berger,
K., Shuster, I.R., Overby, L.R., Bradley, D.W. and Houghton, M. 1989. An assay for circulating
antibodies to a mayor etiologic virus of human non-A, non-B hepatitis. Science 244: 362-364.

Laemmli, U.K. 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4.
Nature 227: 777-785.

Lee, K.S. and Levin, D.E. 1992. Dominant mutations in a gene encoding a putative protein Kinase (BCK1I)
bypass the requirement for a Saccharomyces cerevisiae protein kinase C homolog. Mol. Cell Biol. 12:
172-182.

Lee. K.S., Irie, K., Gotoh, Y., Watanabe, Y., Nishida, E., Matsumoto, K. and Levin, D.E. 1993. A yeast MAP
kinase homolog (MPKI) mediates signalling by protein kinase C. Mol. Cell Biol. 13: 3067-3075.

Levin, D.E. and Bartlett-Heubusch, E. 1992. Mutants in the Saccharomyces cerevisiae PKC1 gene dlsplay a cell
cycle-specific osmotic stability defect. J. Cell Biol, 116: 1221-1229.

Livi, G.P., Lillquist, 1.S., Miles, L.M., Ferrara, A., Sathe, G.M., Simon, P.L., Meyers, C.A., Gorman, J.A.
and Young, P.R. 1991. Secretion of N-glycosylated interleukin-1b in Saccharomyces cerevisiae using a
leader peptide from Candidaalbicans. Effect of N-linked glycosylation on biological activity. J.
Biol.Chem. 266: 15348-15355.

Loison, G., Nguyen-Juilleret, M., Alouani, F. and Marquet, M. 1986. Plasmid-transformed URA3 FURI
double-mutants of S. cerevisiae: an autoselection system applicable to the production of foreign
proteins. Bio/Technology 4: 433-437.

Loison, G., Vidal, A., Findeli, A., Roitsch, C., Balloul, J.M. and Lemoine, Y. 1989. High level of expression
of a protective antigen of schistosomes in Saccharomyces cerevisiae. Yeast 5: 497-507,

Long, E.O., Rosen-Brinson, D.R., Karp, D., Malnati, M., Sekaly, R.P. and Jaraquemada, D. 1991. Efficient
¢DNA expression vectors for stable and transient expression of HLA-DR in transfected fibroblast and
limphoid cells. Human Immunology 31: 229-235.

Lopes, T.S., Klootwijk, J., Veenstra, A.E., van der Aar, P.C., van Heerikhuizen, H., Raue, H.A. and Planta,
R.J. 1989. High-copy-number integration into the ribosomal DNA of Saccharomycescerevisiae: a new
vector for high-level expression. Gene 79: 199-206.

Lopes, T.S., Hakaart, G. J., A.J., Koerts, B.L., Raue, H.A. and Planta, R.J. 1990. Mechanism of high-copy-
number integration of pMIRY -type vectors into the ribosomal DNA of Saccharomyces cerevisiae. Gene
105: 83-90.

Lorincz, A.T. and Reed, S.1I. 1984. Primary structure homology between the product of yeast division control
gene CDC28 and veriebrate oncogenes. Nature 307: 183-185.

85



Bibliografia

Ludwig, D.L., Ugolini, S. and Bruschi, C.V. 1993. High-level heterologous gene expression in Saccharomyces
cerevisige from a stable 2mm plasmid system. Gene 132: 33-40.

Martin, H., Arroyo, J., S4nchez, M., Molina, M. and Nombela, C. 1993, Activity of the yeast MAP kinase
homologue slt2p is critically required for cell integrity at 37°C. Mol, Gen. Genet. 241: 177-184.

Mason, C.A. 1991. Physiological aspects of growth and recombinant DNA stability in Saccharomyces
cerevisiae. Antonie van Leeuwenhoek 59: 269-283,

McAleer, W.J., Buynak, E.B., Maigetter, R.Z., Wampler, D.E., Miller, W.J. and Hilleman, M.R. 1984.
Human hepatitis B vaccine from recombinant yeast. Namre 307: 178-180.

Mechler, B., Hirsch, H.H., Miiller, H. and Wolf, D.H. 1988. Biogenesis of the yeast lysosome: biosynthesis
and maturation of proteinase yscB. EMBO J. 7: 1705.

Meilhoc, E., Masson, J. M. and Tessie, J. 1990. High efficiency transformation of intact yeast cells by
clectroporation. Bio/Technology 8: 223-227.

Melnick, L.M., Turner, B.G., Puma, P., Price-Tillotson, B., Salvato, K.A., Dumais, D.R., Moir, D.T.,
Broeze, R.J. and Avgerinos, G.C. 1990. Characterisation of a nonglycosylated single ¢hain urinary
plasminogen activator secreted from yeast. J. Biol. Chem. 265: 801-807. ‘

Mellor, J., Dobson, M.J., Roberts, N.A., Tuite, M.F., Emtage, 1.S., White, S., Lowe, P.A., Patel, T.,
Kingsman, A.J. and Kingsman, S.M. 1983. Efficient synthesis of enzymatically active calf chymosin
in Saccharomyces cerevisiae. Gene 24: 1-14.

Merril, C.R., Goldman, D. and Van Keuren, M.L. 1982. Simplified silver protein detection and image
enhancement methods in polyacrilamide gels. Elecirophoresis 3: 17-21.

Napp, S.J. and Dasilva, N.A. 1993. Enhancement of cloned gene product synthesis via autoselection in
recombinant Saccharomyces cerevisiae. Biotechnol. Bioeng. 41: 801-810.

Navarro, F., Sdnchez, M., Pla, J. and Nombela, C. 1995. Functional characterization of the MKC! gene of
Candidaalbicans, which encodes a mitogen-activated protein kinase homolog related to cell integrity.
Mol. Cell Biol. (In press).

Oberto, 1. and Davinson, J. 1985. Expression of chicken egg white lysozyme by Saccharomyces cerevisiae.
Gene 40: 57.

Ormr-Weaver, T.L., Szostak, J.W. and Rothstein, R.J. 1983. Genetic applications of yeast transformations with
linear and gapped plasmids. Meth. Enzymol. 101: 228-245.

Ostman, A., Backstrom, G., Fong, N., Betsholtz, C., Wernstedt, C., Hellman, U., Westermark, B., Valenzuela,
P. and Heldin C-H. 1989. Expression of three recombinant homodimeric isoforms of PDGF in
Saccharomyces cerevisiae, evidence for difference in receptor binding and functional activities. Growth
Factors 1: 271-281.

Paravicini, G., Cooper, M., Fiedli, L., Smith, D.J., Carpentier, J.L., Klig, L.S. and Payton, M.A. 1992. The
osmotic integrity of the yeast cell requires a functional PKCI gene product. Mel, Cell Biol. 12: 4396-
4905.

Parent, S.A., Fenimore, C.M. and Bostian, K.A. 1985. Vector systems for the expression, analysis and cloning
of DNA sequences in Saccharomyces cerevisiae. Yeast 1: 83-138. .

Perlman, D., Halvorson, H.O. and Cannon, L.E. 1982. Presecretory and cytoplasmic invertase polypeptides
encoded by distinct mRNAs derived from the same structural gene differ by a signal sequence. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 79: 781-785.

Pohlig, G., Zimmermann, W. and Heim, J. 1991. Influence of yeast proteases on hirudin expression in
Saccharomyces cerevisiae. Biomed. Biochim. Acta 50: 711-716.

Porro, D., Martegani, E., Tura, A. and Ranzi, B.M. 1991. Development of a pH-controlled fed-batch system for
budding yeast. Res. Microbiol. 142: 535-539.

86



Bibliografia

Price, V.L., Taylor, W E., Clevenger, Worthington, M. and Young, E.T. 1990. Expression of heterologous
proteins in Saccharomyces cerevisiae using ADH2 promoter. Meth. Enzymol. 185: 308-318.

Pringle, J.R. 1975. Methods for avoiding proteolytic artifacts in studies of enzymes and other proteins from
yeasts. Methods Cell Biol. 12: 149-184.

Purvis, L., Chotai, D., Dykes, C.W., Lubahn, D.B., French, F.S., Wilson, E.M. and Hobden, A.N. 1991. An
androgen-inducible expression system for Saccharomycescerevisiae. Gene 106: 35-42.

Rech, S.B., Stateva, L. and Oliver, 8.G. 1992. Complementation of the Saccharomyces cerevisiae Srbl-1
mutation. An autoselection system for stable plasmid maintenance. Curr. Genet. 21: 339-344.

Romanos, M.A., Beesley, K.M. and Clare, J.J. 1991a. Direct selection of stabilised yeast URA2 transformants
with 5-fluorouracil. Nucleic Acids Res. 19: 187.

Romanos, M.A., Clare, J.J., Beesley, K.M., Rayment, F.B., Ballantine, S.P., MakofT, AJ., Dougan, G.,
Fairweather, N.F. and Charles, I.G. 1991b. Recombinant Bordetella pertussis pertactin (P69) from the
yeast Pichia pastoris: high-level production and immunological properties. Vaccine 9: 901-906.

Romanos, M.A., Makoff, A 1., Fairweather, N.F., Beesley, K.M., Slater, D.E., Rayment, F.B., Payne, M.M.
and Clare, J.J. 1991c. Expression of tetanus toxin fragment C in yeast: gene synthesis is required to
eliminate fortuitous polyadenylation sites in AT-rich DNA. Nucleic Acids Res. 19: 1461-1467.

Romanos, M.A., Scorer, C.A. and Clare, J.J. 1992. Foreign gene expression in yeast: a review. Yeast 8: 423-
488.

Rosenberg, 8., Barr, P.J., Najarian, R.C. and Hallewell, R.A. 1984. Synthesis in yeast of a functional
oxidation resistant mutant of human a1 -antitrypsin. Nature 312: 77-80.

Rossini, D., Porro, D., Brambilla, L., Venturini, M., Ranz, B.M., Vanoni, M. and Alberghina, L. 1993. In
Saccharomyces cerevisiae, protein secretion into the growth medium depends on environmental factors.
Yeast 9: 77-84.

Rudolph, H.K., Antebi, A., Fink, G.R., Buckley, C.M., Dorman, T.E., LeVitre, J., Davidow, L.S., Mao, J.
and Moir, D.T. 1989. The yeast secretory pathway is perturbed by mutations in PMRI, a member of a
Ca*2 ATPase family. Cell 58: 133-145.

Ruohonen, L., Hackman, P., Lehtovaara, P., Knowles, J.K.C. and Kerinen, S. 1987. Efficient secretion of
Bacillus amyloliquefaciens a-amylase by its own signal peptide from Saccharomyces cerevisiae host
cells. Gene 59: 161-170.

Saiki, R.K., Schaif, S., Faloona, F., Mullis, K., Hom, G.T. and Erlich, H.A. 1985. Enzymatic amplification
of b-globin genomic sequences and restriction site analysis for diagnosis of sickle cell anemia. Science
230: 1350-1354.

Sakai, A., Ozawa, F., Higashizaki, T., Shimizu, Y. and Hishinuma, F. 1991. Enhanced secretion of human
nerve growth factor from Saccharomyces cerevisiae using an advanced d-integration system.
Bio/Technology 9: 1382-1385.

Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. 1989. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring
Harbor Laboratory Press. 2nd edn., Cold Spring Harbor, NY.

Sato, T., Uemura, H., [zumoto, Y., Nakao, J., Nakamura, Y. and Matsubara, K. 1989. The conformation of
mature a-amylase conditions its secretion from yeast, Gene 83: 355-365.

Schena, M., Picard, D. and Yamamoto, K.R. 1991. Vectors for constitutive and inducible gene expression in
yeast. Meth. Enzymol. 194; 389-398.

Schultz, L.D., Tanner, J., Hofmann, K.J., Emini, E.A., Condra, J.H., Jones, R.E., Kieff, E. and Ellis, R.W.
1987. Expression and secretion in yeast of a 400-kDa envelope glycoprotein derived from Epstein-Barr
virus, Gene 54: 113-123.

87



Bibliografia

Schiitte, H. and Kula, M.R. 1990. Pilot and process-scale techniques for cell disruption. Biotechnol. Appl.
Biochem. 12 599-620.

Shah, D.N., Purohit, A.P. and Sriprakash, R.S. 1982, Preliminary studies on a citric acid producing strain of
Saccharomycopsis lipolytica. Enzyme Microbiol, Technol. 4: 69-83.

Sharp, P.M. and Cowe, E. 1991. Synonymous codon usage in Saccharontyces cerevisiae. Yeast 7: 657-678.

Shaw, W.V. 1975. Chloramphenicol acetyltransferase from chleramphenicol resistant bacteria. Methods
Enzymol. 43: 737-755.

Shaw, W.V. 1983. Chloramphenicol acetyltransferase: enzymology and molecular biology. CRC Crit. Rev.
Biochem. 14: 1-46.

Sherman, F., Fink, G.R. and Hicks, B. 1986. Methods in Yeast Genetics. Cold Spring Harbor Laboratory
Press, New York,

Shortle, D., Novick, P. and Botstein, D. 1984. Construction and genetic characterisation of temperature-
sensitive mutant alleles of the yeast actin gene. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 4889-4893.

Shuster, J.R. 1991. Gene expression in yeast: protein secretion. Curr. Opin. Biotechnol, 2: 685-690.

Sledziewski, A.Z., Bell, A., Yip, C., Kelsay, K., Grant, F.J. and MacKay, V.L. 1990. Superimposition of
temperature regulation on yeast promoters. Meth. Enzymol. 185: 351-366.

Sleep, D., Belfield, G.P., Ballance, D.1., Steven, J., Jones, S., Evans, L.R., Moir, P.D. and Goodey, A.R.
1991. Saccharomycescerevisiae strains that overexpress heterologous proteins. Bio/Technology 9: 183-
187. ‘

Smith, R.A., Duncan, M.J. and Moir, D.T. 1985. Heterologous protein secretion from yeast. Science 230:
1219-1224. '

Song, M.R., Lee, D.W., Park, S.W. and Park, HM. 1992. Isolation and characterization of b(1.3)glucan
synthase defective mutants of Saccharomyces cerevisiae. Yeast 8: S516.

Southern, E.M. 1975. Detection of specific sequences among DNA fragments separated by gel electrophoresis.
J. Mol. Biol. 98: 503-517.

Sreekrishna, K., Nelles, L., Potenz, R., Cruze, J., Mazzaferro, P., Fish, W., Fuke, M., Holden, K., Phelps, D.,
Wood, P. and Parker, K. 1989. High level expression purification and characterization of recombinant
human tumor necrosis factor synthesized in the methylotrophic yeast Pichia pastoris. Biochem. 28:
41174125,

Stateva, L., Venkow, P., Lyutskanov, N., Koleva, L. and Hadjiolov, A. 1990. Protein extracts for nutritional
purposes from fragile strains of Saccharomyces cerevisiae. Construction of strains and conditions. J.
Basic Microbiol. 30: 535-540.

Stern, L.J., Wiley, D.C. 1992. The human class II MHC protein HLA-DR1 assembles as empty ab
heterodimers in the absence of antigenic peptide. Cell 68; 465-477.

St. John, T.P. and Davis, R.W. 1981. The organisation and transcription of the galactose gene cluster of
Saccharomyces. J. Mol. Biol. 152: 285-315.

Struhl, K. 1989. Molecular mechanisms of transcriptional regulation in yeast. Ann. Rev. Biochem. 58; 1051-
1077. |

Sutton, A. and Broach, J.R. 1985. Signals for transcription initiation and termination in the Saccharomyces
cerevisiae plasmid 2mm circle. Mol. Cell. Biol. 5: 2770-2780.

Thim, L., Hansen, M.T., Norris, K., Hoegh, 1., Boel, E., Forstrom, J., Ammerer, G. and Fiil, N.P. 1986.
Secretion and processing of insulin precursors in yeast. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 6766-6770.

Thomsen, K.K. 1983. Mouse a-amilase synthesised by Saccharomyces cerevisiae is released into the culture
medium. Carisberg Res. Commun. 48: 545,

88



Bibliografia

Tichener-Hooker, N.J., Hoare, M. and Dunnill, P. 1989. New approaches to the more efficient purification of
proteins and enzymes. Annals New York Academy of Sciences, 157-171.

Torres, L., Martfn, H., Garcfa-Saez, M.L, Arroyo, J., Molina, M., Sanchez, M. and Nombela, C. 1991, A
protein kinase gene complements the lytic phenotype of Saccharomyces cerevisiae Iyt2 mutants. Mol.
Microbiol. 5: 2845-2854.

Towbin, H., Staehelin, T. and Gordon, J. 1979, Electrophoretic transfer of protein from polyacrylamide gels to
nitrocellulose sheets: procedure and some applications. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 4350-4354.

Tschopp, J.F., Brust, P.F., Cregg, J.M., Stillman, C. and Gingeras, T.R. 1987a. Expression of the lacZ gene
from two methanol regulated promoters in Pichia pastoris. Nuc. Acids Res. 15: 3859-3876,

Tschopp, I.F., Sverlow, G., Kosson, R., Craig, W. and Grinna, L. 1987b. High leve! secretion of glycosylated
invertase in the methylotrophic yeast Pichia pastoris. BiofTechnology 5: 1305-1308.

Tuite, M.F., Dobson, M.J., Roberts, N.A., King, R M., Burke, D.C., Kingsman, S.M. and Kingsman, A.J.
1982. Regulated high efficiency expression of human interferon-alpha in Saccharomyces cerevisiae.
EMBO J. 1. 603-608.

Turner, B.G., Avgerinos, G.C., Melnick, L.M. and Moir, D.T. 1991, Optimisation of prourokinase secretion
from recombinant Saccharomyces cerevisiae. Biotechnol. Bioeng. 37: 869-875.

Unanue, E.R. and Allen, P.M. 1987. The basis for the immunoregulatory role of macrophages and other
accesory cells. Science 236: 551-557.

Unterniihrer, S., Pridmore, D. and Hinnen, A. 1991. A new system for amplifying 2mm plasmid copy number
in Saccharomyces cerevisiae. Mol Microbiol. 5. 1539-1548.

Urdea, M.S., Merryweather, J.P., Mullenbach, D.C,, Comr, D., Heberlein, U., Valenzuela, P. and Barr, P.1.
1983. Chemical synthesis of a gene for human epidermal growth factor urogastrone and its expression
in yeast. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 7461-7465,

Valenzuela, P., Medina, A., Rutter, W.J., Ammerer, G. and Hall, B.D. 1982. Synthesis and assembly of
hepatitis B virus surface antigen particles in yeast. Nature 298: 347-350.

Vedvick, T., Buckholz, R.G., Engel, M., Urcan, M., Kinney, J., Provow, $., Stegel, R.S. and Thill, G.P.
1991. High-level secretion of biologically active aprotonin from the yeast Pichia pastoris. J, Ind.
Microbiol. 7. 197-201.

Vogel, K. and Hinnen, A. 1990. The yeast phosphatase system.Mol. Microbiol. 4: 2013-2017.

Vogel, V., Wollf, C., Kargel, E. and Schunk, W.H. 1992. Improved immunocytochemistry of yeast cells. Yeast
8: 8529,

Wagenbach, M., O'Rourke, K., Vitez, L., Wieczorek, A., Hoffman, 5., Durfee, S., Tedesco, J. and Stetler, G.
1991. Synthesis of wild type and mutant hemoglobins in Saccharomyces cerevisiae. Bio/Technology 9:
57-61.

Webster, T.D. and Dickson, R.C. 1983. Direct selection of Saccharomyces cerevisiae resistant to the antibiotic
G418 following transformation with a DNA vector carrying the kanamycin resistance gene of Tn903.
Gene 26: 243-252.

Wegner, E.H. 1983. Biochemical conversions by yeast fermentation at high-cell densities, U.S. patent 4414329,

Wingfield, J.M. and Dickinson, J.R. 1992. The activity of a model heterologous protein in pep4-3 mutants of
Saccharomyces cerevisiae. Appl. Microbiol. Biotechnol. 36: 754-758.

Wingfield, J.M. and Dickinson, J.R. 1993. Increased activity of a model heterologous protein in Saccharomyces
cerevisiae strains with reduced vacuolar proteinases. Appl. Microbiol. Biotechnol. 39: 211-215.

Wood, C.R., Boss, M.A., Kenton, J.M., Calvert, J.E., Roberts, N.A. and Emtage, J.8. 1985. The synthesis
and in vivo assembly of functional antibodies in yeast. Natre 314; 446-449.

89



Bibliografia

Zaret, K.S. and Sherman, F. 1982. DNA sequence required for efficient transcription termination in yeast. Cell
28: 563-573.

90



VII. ANEXO



journal of
biotechnology

Journal of Biotechnology 38 (1994) 81-88

A new system for the release of heterologous proteins from yeast
based on mutant strains deficient in cell integrity

Pablo Alvarez, Marta Sampedro, Maria Molina, César Nombela *
Departamento de Microbiologia I, Facultad de Farmacia, Plaza de Ramédn y Cajal, Universidad Complutense, 28040-Madrid, Spain

Received 27 July 1994; revision accepted 13 September 1994

Abstract

A system has been developed for the release of heterolo

gous proteins from Saccharomyces cerevisiae, based on

the use of thermosensitive osmotic-remedial mutants, deficient in cell integrity, that lyse at the non-permissive
temperature, thus releasing the bulk of intracellular proteins and leaving behind cell ghosts and debris. The strains
developed combine the lyt2 mutation (which is alielic to gene SLT2 / MPKI coding for a MAP kinase homolog), with
the disruption of genes PEP4 and PRBI known to produce a protease-deficient background. Cells transformed with
the appropriate bacterial gene, released about 70% of the heterologous protein chloramphenicol acetyl transferase
(CAT) in bioreactor cultivation upon switching growth temperature {0 37°C, or by osmotic shock of the cells
preincubated at 37°C in the presence of 1 M sorbitol. It is suggested that our release system could be advantageous
for obtaining large-scale protein preparations for downstream processing without any mechanical breakage of the

cells, enzymatic treatment Or chemical extraction.

Keywords: S. cerevisiae; sit2 mutant; Heterologous protein

Abbreviations: ADCI, gene encoding the yeast alcohol
dehydrogenase I (promoter); BCKI /SLKI, gene encoding the
yeast protein kinase Bek1/51kl; CAT(CE), CAT activity mea-
sured in the soluble protein cell extract as U ml™ L. CAT(M),
CAT activity measured in the culture medivm as U ml~ !
CYCl, gene encoding the yeast cytochrome oxidase 1
(terminator); MKKI / MKK2, genes encoding the yeast kinases
Mkk1 and Mkk2; AP(CE), AP activity measured in the solu-
ble protein cell extract as U ml~1; AP(M), AP activity mea-
sured in the culture medium as U ml~ 1. PEP4, gene encoding
the yeast proteinase A; %PI{ — ), percentage of cells do not
stain with propidium iodide; PKCI, gene encoding the yeast
kinase C: PRBI, gene encoding the yeast proteinase B; SLT2
/MPK1, gene encoding the yeast MAP kinase homolog
Slt2 /Mpkl.

* Corresponding author.

1. Introduction

Yeasts have become well-established organ-
isms for the expression of heterologous proteins.
Although the perfect system for heterologous
protein expression does not exist, many of the
characteristics of yeast cells, especially their eu-
karyotic nature and the fact they are GRAS
(generally recognized as safe) organisms, repre-
sent significant advantages for these cells to be
used as hosts for the expression of proteins with
medical and food applications (for a review see
Romanos et al. (1992)). The use of yeast in mod-
ern biotechnology has benefited substantially from

0168-1656 /94 /$07.00 © 1994 Elscvier Science B.V. All rights reserved

SSDI 0168-1656(94)00118-9



82 P. Aluarez et al. / Journal of Biotechnology 38 (1994) 81-88

the advances in molecular biology of Saccha-
romyces cerevisiae that allowed the development
of efficient expression systems as well as the
mantipulation of other basic characteristics to im-
prove the system. Other yeast species, such as
Hansenula polymorpha, Pichia pastoris or Kluy-
veromyces lactis {Gellissen et al.,, 1992; Fleer,
1992), are also being developed as heterologous
expression systems.

A major bottle-neck in the processes that em-
ploy yeast cells for expression of foreign genes
occurs in the release of the corresponding pro-
tein, an essential step for the downstream opera-
tions leading to protein purification. The two
basic alternatives for release of heterologous pro-
teins, namely secretion and extraction by cell
breakage or chemical treatment, are not without
problems. The former obviously represents an
attractive possibility because only a few proteins,
in addition to the one desired, are present in a
mixture of proteins secreted by yeasts (Shuster,
1991). However, it requires substantial manipula-
tion of the gene, to introduce secretion signals,
and it can be limited by low yields and postransla-
tional modifications of the protein. Therefore,
not many high added value proteins produced in
yeast are secreted but remain intracellular, so
that they have to be released by some kind of cell
breakage treatment. Among them are hepatitis B
antigen, malaria vaccine, human proinsuline, hu-
man superoxide dismutase (SOD), human fibro-
blast growth factor (FGF), human antitrypsin
(Tekamp-Olson and Valenzuela, 1990).

Mechanical cell breakage or extraction by
chemical or enzymatic treatment represents dras-
tic procedures used for the extraction of intracel-
lular yeast proteins that might affect the stability
of the polypeptides or introduce additional impu-
rities to be removed in the corresponding down-
stream operations (Schiitte and Kula, 1990). In
this context, the recent reports regarding treat-
ments that lead to differential release of cell
components suggest interesting developments
(Huang et al;, 1991; Asenjo et al., 1993).

We made use of the phenomenom of yeast cell
lysis, based on the expression of mutations that
lead to the formation of an altered cell wall in
order to achieve the release of intracellular ho-

mologous proteins (Fuente et al., 1993). In this
communication, we document that strains com-
bining a protease-deficient background with Iyt2
trait, a thermosensitive mutation leading to cell
lysis under certain conditions, can liberate the
bulk of intracellular soluble components contain-
ing specific homologous and heterologous pro-
teins, leaving behind cell ghosts and debris.

2. Material and methods

Strains

The yeast strains used in this work were: (a)
LD1 (MAT a/MATa, lyt2-1 /lys2-1, leu2-3.112
Jleu2-3.112, his4d A34 / his4A34), a diploid strain
homozygotic for the mutant allele lyt2—-1 which
determines autolysis of the cells when grown at
the non-permissive temperature of 37°C (Fuente
et al., 1992); (b) BJ5461 (MATa, ura3A52, trpl,
leu24l, lys2-801, his3A200, pep4::HIS3,
prblA1.6R canl) (Jones, 1991); (¢) L3c34a (MATa,
lyt2-1, leu2-3.112, ade2, his4A34) (Torres et al.,
1991);, (d) LHDP1 (MATa, ly2-1, ade2, leu2-
3.112, pep4::HIS3, prblAI.6R) a haploid pro-
teinases-deficient strain also carrying the mutant
allele fvt2-1; it was obtained by crossing strains
BJ5461 and L3c34a, followed by sporulation of
the diploid and selection of the appropriate seg-
regants after phenotype assessment, using stand-
ard genetic techniques (Mortimer and Hawthorn,
1975). The Escherichia coli strain DHS5a (recAl,
endAl, gyrA96, thil, hsdR17, supEd4, (rk —, mk *),
relAl, FSOR, lacZ M15, F~) was used as host to
carry out cloning experiments and to build up a
stock of plasmid.

Plasmids and cloning techniques

The shuttle plasmid pCH100 containing the
chloramphenicol acetyl transferase (CAT) expres-
sion cassette (Hadfield et al., 1986) was modified
by insertion of the Saccharomyces cerevisiae LEU2
gene as a selection marker, according to the
standard cloning techniques (Sambrook et al.,
1989). The new plasmid was named pCHI100L
(Fig. 1). Yeast transformation was carried out
according to the lithium acetate procedure (Ito et
al., 1983).
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Fig. 1. Plasmid construction used to transform yeast strains
for CAT production. The CAT gene is under the control of
the ADCI constitutive promoter and CYC1 terminator.

Phenotype analysis

Lytic phenotype was tested by susceptibility to
12 mM caffeine in YPD plates incubated at 24°C
(in preparation) and by measurement of culture
viability in liquid media at 37°C as percentage of
cells that did not stain with propidium iodide, by
means of flow cytometry (Fuente et al, 1992).
The deficiency in carboxypeptidase Y was used to
identify cells with a pep4—3 mutation. The test is
based on a plate assay using a naphthyl ester and
Fast Garnet GBC salt (Sigma) as described by
Jones (1991). Proteinase B activity was detected
with a plate assay (Jones, 1991), using an overlay
containing Hide Powder Azure (Sigma).

Media and growth conditions

Yeast cell inocula were grown in 500-m! flasks
with 100 ml of medium containing yeast nitrogen
base without amino acids (Difco 6.7 g 171, glu-
cose (20 g 17!) and the following auxotrophic
supplements (20 mg 17 '): adenine, uracil, trypto-
phan, histidine and lysine. The cultures were
grown in an orbital incubator shaker at 24°C and
200 rpm until exponential phase. Batch cultiva-
tion was carried out in a 15-1 Biostat E bioreactor
(Braun-Diessel, Melsungen, Germany) with a
working volume of 10 1 of YEPD containing yeast

extract (10 g 1="), glucose (20 g 17') and peptone
(20 g 17!). Media were inoculated with 106 ml of
exponentially growing cell suspensions and incu-
bated at 24°C. When required, the temperature
was raised to 37°C around an ODgy, of 1 to 2.
Aeration was kept at 2 1 min~' and stirrer speed
at 250 rpm. Optical density of the cell suspen-
sions was measured at 600 nm (ODy,) in a Beck-
man DUG640 spectrophotometer. Viability was ex-
pressed as we describe in phenotype analysis.

Analytical determinations

Alkaline phosphatase was assayed as described
by Cabib and Duran (1975) with p-nitrophenyl-
phosphate as substrate. CAT activity was mea-
sured as descibed by Shaw (1975) with 5,5-di-
thiobis-(2-nitrobenzoic acid) as substrate. Total
protein was determined by the commercial Brad-
ford method (Bio-Rad).

Plasmid stability during batch cultivation in
bioreactor was estimated by washing the cells in
water and then plating onto duplicate selective
and non-selective plates (200-500 colonies per
plate). The ratio of the colonies on the selective
versus the non-selective plates determined the
proportion of plasmid-containing cells in the cul-
ture.

3. Results

3.1. CAT production and release from yeast lytic
strains

As we have previously shown, the autolytic
diploid strain S. cerevisiae LD1 (previously named
D(4a X 4a')) (lyt2-1) is able to release the bulk of
intracellular proteins to the culture medium
(Fuente et al., 1993) upon expression of the lyt2—1
mutation {Torres et al., 1991) when cells are
grown at 37°C. In order to evaluate the ability of
these mutant strains to release heterologous pro-
teins produced intracellularly and, therefore,
non-secreted to the culture medium, we chose
chloramphenicol acetyl transferase (CAT) as re-
porter protein. The corresponding gene of bacte-
rial origin can be expressed intracellularly in yeast
(Hadfield et al., 1987) and assayed by spectropho-
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tometric means (Shaw, 1975). To carry out these
experiments we transformed various lytic and
non-lytic strains with pCH100L, an episomal plas-
mid that carries the CAT expression cassette
(Fig. 1).

S. cerevisiae LD1/pCHI100L exhibited
growth-associated CAT production, when grow-
ing in batch conditions, as expected for a protein
expressed under the control of the constitutive
promoter ADC1 (alcohol dehydrogenase I). Cells
grew stably at 24°C so that the culture maintained
viability and neither significant levels of protein
nor CAT activity were detected in the external

CAT(CE) Prot %PI{:}

Time(h)

GO CAT(NG B Prot. %P}

A 4

Timeih)

medium (Fig. 2A). However, upon switching the
temperature to 37°C the expression of the ther-
mosensitive mutation brought about cell lysis, so
that cell viability dropped to 20% in 6 h. This was
accompanied by a 3-fold increase of the total
protein in the medium as well as the release of a
significant amount of CAT. After 6 h, the optical
density of the culture continued to increase, indi-
cating that a fraction of the cell population con-
tinued growing and presumably lysing, but nei-
ther the protein concentration nor the activity of
CAT in the medium increased. Instead, they
dropped significantly and eventually disappeared

OD AP CAT (M) C CAT AP(CE) Prot %PI[-)
¢ 150
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Fig. 2. Release of intracellular homologous and heterologous proteins from S. cerevisize LD1 (A,B) and LHDP1 (C,D) strains
- transformed with plasmid pCH100L upon expression of fyr2 mutation. 10-1 cultures were incubated at 24°C and either maintained

at this temperature (A,C) or shifted to 37°C (B,D) (v, temperature shift). The following

parameters were determined: +, viability

measured as percentage of PI(—) cells; M, optical density at 600 nm (OD); , total protein in the medium (Prot.), *,

chloramphenicol acetyl transferase activity (CAT) in cell ex

wracts (CE) and ®, culture medium (M) as U m!™!; X, alkaline

phosphatase activity (AP) in cell extracts (CE) and a, culture medium (M) as U ml™ L



P. Alvarez et al. / Journal of Biotechnology 38 (1994) 81-88 85

(Fig. 2B). These observations demonstrated the
ability of lvt2 mutant strains to release intracellu-
lar heterologous proteins, such as CAT, based on
the lysis of cells conferred by the Iyt2—-1 muta-
tion. After 6 h at 37°C, however, the correspond-
ing cell lysis was not paralleled by an increase in
the level of enzyme in the medium, most probably
due to the release of vacuolar proteases leading
to unspecific proteolytic degradation. Similar pro-
teolytic degradations have been reported for alka-
line phosphatase (Fuente et al., 1993) and for
hirudin expressed in S. cerevisiae (Ibba et al,
1993).

In an attempt to prevent the aforementioned
proteolysis, we constructed a new lyt2-1 strain,
that was protease deficient, due to pep4 and prbl
mutations. It is well known that a variety of
proteases activated by the PEP4 gene product
are responsible for yeast vacuolar degradation
(Hirsch et al., 1989). The usual approach to re-
duce proteolytic degradation in a strain is to
introduce pep4 mutation because it is pleiotropic
and results in 90% reduced activity of the four
major vacuolar proteases, namely Pral, Prbl, Prcl
and Cpsl (Jones et al.,, 1982), thus minimizing
their levels in the cell. These strains have been
successfully used in the production of S-lacta-
mase (Roggenkamp et al.,, 1985), a,-antitrypsin
(Chabezon et al., 1984) and pB-galactosidase
(Wingfield and Dickinson, 1992). However, there
is also evidence that yeast pep4 strains can still
produce the precursor of protease B which is
considered a source of proteolytic problems
(Pringle, 1975), for example, in the production of
tissue plasminogen activator (tPA) (Heim et al.,
1985). Therefore, the best strain should be a pep4
prbl double mutant deficieat in precursor B with
a much reduced risk of proteolysis during cell
lysis,

We constructed the lytic strain LHDP1 (lyf2-1,
pep4, prbl), that was transformed with pCH100L
in order to analyze its capacity to release CAT in
10-1 bioreactor batch cultivation. In this case, we
followed the liberation of both the heterologous
CAT protein and the homologous alkaline phos-
phatase (AP) to the medium (Fig. 2C). Cells grew
stably at 24°C without any release of bulk protein,
CAT or AP. The temperature switch to 37°C

again determined a drop in cell viability and an
increase in total protein (2.5-fold) in the medium
of similar extents to those observed in cultures of
LD1. AP and CAT were relcased as well, but
both activities remained stable for a long time so
that their level in culture media showed a sus-
tained increase for extended periods of time (Fig.
2D). It follows that the inactivation of the pro-
tease genes prevents degradation of the enzyme
activities released to the culture medium by yeast
autolytic strains. All the batch culture experi-
ments were carried out in a non-selective medium,
such as YEPD, because it allows a more intense
expression of the lytic phenotype due to faster
growth. We have tested plasmid stability under
these conditions of growth and more than 75-80%
of the cells remained plasmid-bearing cells when
the temperature was switched to 37°C.

To carry out a rapid comparison of the pro-
teins present in the preparations released by cell
lysis with the ones present in cell-free extracts we
analyzed these preparations by one-dimensional
SDS-PAGE electrophoresis. Both patterns were
very similar (data not shown) indicating that the
proteins released upon lysis were representative
of the bulk of intracellular proteins.

3.2. Release of proteins by osmotic shock

The lytic phenotype determined by fyt2-1 trait
can be complemented by osmotic stabilization in
1 M sorbitol, suggesting that this mutation deter-
mines a deficiency in cell integrity possibly due to
an alteration in cell wall formation (Torres et al.,
1991). In order to examine the possibility of
achieving protein release by a simple treatment
such as osmotic shock, rather than a temperature
switch in cultures followed by sustained incuba-
tion under those conditions, we analyzed the pos-
sibility of releasing proteins from cells incubated
at the non-permissive temperature but protected
by the osmotic stabilizer sorbitol. As shown in
Fig. 3, by osmotic shock of Iyt2 cells, previously
grown at 37°C and protected by the presence of 1
M sorbito!, the release could be achieved of ap-
prox. 70% of the intracellular CAT activity, the
other 30% remaining cell bound. The protease-
deficient, non-lytic strain BJ5461 that was used as
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Fig. 3. Release of heterologous CAT protein upon osmotic
shock of yr2 strains. Cultures for osmotic shock experiments
were grown on 500-mi shake flasks with 100 m!l of YEPD plus
1 M sorbitol at 37°C in an orbital incubator, centrifuged and
resuspended in an equal volume of 10 mM Tris-HCt pH 7.5.
Samples of identical cetl density were taken and CAT activity
determined in cell extracts, medium or buffer. Strains: LD1
{A), LHDP1 (B), BI5461(C). CAT activity inside cells growing
at 37°C plus sorbitol 1 M (open bars); CAT activity inside cells
after osmotic shock (solid bars), CAT activity in buffer after
osmotic shock (stripped bars). CAT activity is expressed as
total enzymatic units per sample.

a control did not release any CAT activity under
the same conditions, These results also illustrate
very clearly that both strains (protease plus and
minus) released the same proportion of intracel-
lular CAT upon osmotic shock, but the absolute
amount of the heterologous protein was much
higher in the protease-deficient strain so that the
yield was almost 3-fold.

4. Discussion

The evidence presented in this paper shows
that S. cerevisiae strains carrying lyt2 mutation,
that determines a thermosensitive sorbitol-reme-
dial lytic phenotype, combined with the disrup-
tion of genes PEP4 and PRBI, that iead to a
protcase-deficient background, can be used for
the simple release of intracellular heterologous
proteins in high yields. An important advantage
of the use of this system can be based on the
significant knowledge that exists regarding the
functions affected in lyt2 mutants. lyt2 mutations

are allelic to gene SLT2 / MPKI, that codes for a
MAP (mitogen-activated protein) kinase involved
in the signalling cascade initiated with the kinase
coded by gene PKCI (Lee et al., 1993). There-
fore, many types of sff2 strains available {(dele-
tion, point mutations in essential amino acids)
that are affected in cell integrity at 37°C, and
many others that could be developed would be
appropriate in this regard.

Recently, a method based on the use of osmot-
ically fragile S. cerevisiae srbl mutant strains for
isolation of recombinant proteins was described
(Briker, 1994). The yield of hetefologous protein
obtained by this method was only 209 compared
with 100% value obtained by mechanical break-
age. Our results clearly show that at least 70% of
the activity of a model heterologous protein ex-
pressed in yeast, such as CAT, can be released
from yeast cells either by growth of the /y:2 strain
at the non-permissive temperature of 37°C in the
absence of any osmotic stabilizer or by osmotic
shock of cells grown at this temperature but
protected by 1 M sorbitol during growth. The
bulk of the protein released from the cells by
either means can be separated from cell ghosts
and debris by centrifugation, thus obtaining a
protein fraction. Qur observations regarding sta-
bilization of the cells expressing the lytic pheno-
type also indicate that the sorbitol concentration
needed could be reduced to around (0.5 M. The
advantages of using proteasc-deficient strains (a
pep4 prbl background) is also clear from our
evidence that shows a 3-fold increase in the
amount of CAT protein released. This is consis-
tent with the several observations made in S.
cerevisiae, such as the improvement in the yield of
hirudin in a pep4 prcl strain (Pohlig et al., 1991)
and the increase in B-galactosidase yield in strains
deficient in vacuolar proteases (Wingfield and
Dickinson, 1992, 1993) or with the 1.5-fold in-
crease in IGF-1 yield achieved in a pep4 mutant
of Pichia pastoris (Cregg et al., 1993). According
to Hirsch et al. (1989) and Romanos et al. (1992)
we can consider that the better yields obtained
with protease-deficient strains is. due to reduced
product degradation rather than increased syn-
thesis which in turn must provide a better quality
of the product with smaller amounts of impurities
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due to degradation products. With the protease-
deficient strains, we not only achieve better yields
of the heterologous protein but we also obtain
much more stable preparations.

The pattern of proteins released to the culture
medium was quite similar to that of proteins
present in cell extracts. This indicates that the
system could be used for the production of any
heterologous protein that is adequately expressed
intracellularly in yeast. Qur release system can be
used by growing cells at the non-permissive tem-
perature of 37°C, either unprotected or in the
presence of an osmotic stabilizer followed by
osmotic shock. This system could present advan-
tages for large-scale production compared to the
release by mechanical breakage that requires
tough breaking procedures and can lead to ho-
mogenates in which cell walls break into small
pieces. It also has the obvious advantage of not
requiring any defined enzymatic (Huang et al,
1991; Asenjo et al., 1993) or chemical (Breddam
and Beenfeldt, 1991) treatment that add further
impurities to the preparation. Our system, more-
over, has been shown to release bulk protein in
two-step continuous cultivation (Fuente et al.,
1993) which should also work adequately for het-
erologous protein release.

The conservation of many of the basic features
controlling cell functions in yeast makes it feasi-
ble to isolate and disrupt the gene homologous to
SLT2 from other yeast species useful for the
expression of heterologous proteins, in order to
develop a similar system for protein release. Even
though the system does not permit a selective
release, we have further studies in progress to
manipulate the genes involved in the control of
cell wall autolysis in order to improve the expres-
sion of mutations under the adequate conditions
and with the most efficient protein release. The
system is also being tested regarding the possibil-
ity of being used for other types of heterologous
proteins.
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RESUMEN (Max. 150 palabras) , )

Procedimiento de liberacién de proteinas heterdlogas de cepas Saccharomyces cerevisiae,
basado en fa sensibilidad osmética que confiere fa mutacion s/t2 a la temperatura de 37°C.
Esta sensibilidad osmdética puede ser utilizada para la liberacién del contenido intracelular
bien por cambio en la temperatura del cultivo de 24° a 37°C, o bien por transferencia de
células crecidas en medio estabilizado osmdticamente a esta Gltima temperatura a un
medio no estabitizado. En ambos casos las células se lisan liberando su contenido
intracelular obteniéndose, tras una centrifugacién que elimina los restos celulares, una
preparacion de protelinas apta para iniciar un proceso de purificacién de la proteina de
interés, Este procedimiento resulta un abaratamiento del proceso al evitar el uso de
maquinaria y la preparacion de proteinas que.se obtiene contiene menos impurezas que la
obtenida por otros procesos.
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Procedimiento de liberacion de protelnas heter6logas

de cepas de Saccharomyces cerevisiae.

@ AESUMEN (APDATACION VOLUNIARIA, SIN VALOR JUfiDICO}

R EN

Se describe un procedimiento para lograr ia liberacion de protefnas heterdlogas
intracelulares en 1a levadura Saccharomyces cerevisiae basado en la sensibilidad osmotica
que confierc la mutacion slr2 a la temperatura de 37°C. Esta sensibilidad osmdtica puede ser
utilizada para la liberaci6n del contenido intracelular bien por cambio en la temperatura del
cultivo de 24" a 37 C, o bien por transferencia de células crecidas en medio estabilizado
osmdéticamente a esta Gltima temeperatura a un medio no estabilizado. En ambas casos las
células sc lisan llhcrando su contenido intracelular obteniéndose, tras una centrilugacion que
elimina los restos cclulares, una preparacién de protefnas apla para iniciar un proceso dc
purificacién de la protefna de interés. Este procedimiento resulta en un abaratamicito det
proceso al evitar el uso de maquinaria, y la preparaci6n de proteinas que se obticne conticne

menos impurezas que la obtenida por olros procesos.
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Procedimiento de liberacion de protefnas heter6logas de cepas de Saccharomyces
cerevisiae.

La presente invencién se encuadra dentro de fa Biolecnologla y en concreto en el
campo de 1a expresién, produccién y liberacitn de protefnas heterdiogas en la ievadura. La
invencion proporciona un método para llevar a cabo dicha liberacion, basado en tralamientos
sencillos de determinadas cepas de Saccharomyces cerevisiae, portadoras de una mutacion
que conduce a la liberacién del contenido intracelular, obteniéndose de esta forma
preparaciones de protelnas que se separan [écnlmenle de fa mayor parte de los materiales
celulares indeseables presentes en dichas preparacwnes tales como paredes cclulares. Las
preparaciones de protefnas as{ obtenidas pueden ser sometidas a los procesos de extraccion y
purilicacién correspondientes. La mutacién de la que son portadoras las céluias de
Saccharomyces cerevisiae utilizadas en el procedimiento objeto de esla invencion afecta al
gen denominado SLT2; como consccuencia de dicha mutacion las células pierden su
integridad en determinadas condiciones lo que conduce a la liberacion de su contenido de
protefnas solubles. El conocimiento existente acerca de la funcidén del citado gen, en buena
medida desarrollado en nuestro laboratorio, permite aprovechar las caracterfsticas de este lipo
de células mutanles para optimizar dicha liberacion de protefnas. El procedimiento objeto de
esta invencién representa una alternativa a otros procedimientos de liberacion de protefnas

heter6logas de levadura tales como la rotura mecénica, quimica o enzimética de 1a integridad
celular.
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ANTECEDENTES

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un organismo bien conocido y utilizado
ampliamente en Biotccnologfa para la expresion y produccién de protefnas heterdélogas.
Destacan varias caracter{sticas de esta especie en relacién con la utilidad de la misma:

- €5 un Organismo cucariotico. .

- s¢ trata de un organismo del tipo GRAS ("Generally Recognized As Safe™)
segin la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos, es decir
generalmente reconocido como seguro, por ausencia de posibles contaminantes
viricos y pir6genos; esto lo convierte en un hospedador apto para la produccidin de
protefnas con uso alimentario y lerapeftico.

-existe un amplio conocimiento de su comporlamiento a gran escala en
fermentador por su uso en [ermentaciones tradicionales.

Las levaduras se utilizan [;ara producir una serie protefnas heterélogas, de alto valor
aiiadido, como consecuencia de un proceso de expresién de los correspondientes gencs, en
procesos en fos que la protefna se acumula a nivel intracelular. Entre éstas estdn el antfgeno
de superficie del virus de la hepatitis B (HBV) que ha dado origen al desarrollo de una
vacuna recombinante ya en el mercado, la proinsufina humana, la superdxido dismutasa
humana, protefnas VLP como presentadoras de antigenos del virus HIV1 y el antfgeno que ha
permitido desarrollar una vacuna contra la malaria. Las posibilidades en este sentido se
recogen ampliamente en  Romanos, M.A., Scorer, C.A. and Clare, J.J. 1992, Foreign gene
expression in ycast: a review. Yeast §:423-488.

Para la recuperacién de estas protefnas heterdlogas producidas de forma intracclular
normalmente se recurre a la rotura de las células. Los métodos descritos tradicionales para
lograr dicha rotura celular son drésticos debido a la durcza de la pared celular de
Saccharomyces cerevisiae y pueden consistir en: '

- rolura mecdnica con homogencizadores a presion . (Schiitte, H. and Kula,
M.R. 1990. Pilot and process-scale techniques for cell disruption. Biotechnol.  Appl.
Biochem, 12:599-620).

- rotura qufmica cmpeando detergentes quimicos (Breddam, K. and Beenfeldt,
T. 1991, Acceleration of yeast autolysis by chemical methods for production of intracellular
enzymes. Appl. Microbiol. Biotechnol. 35:323-329).
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- rolura enzimdtica empleando unas inczclas complejas de enzimas Iiicos
(Asenjo, LA., Ventom,A.M., Huang, R.B. and Andrews, B.A. 1993. Seleclive release of

recombinant proteins particles (VLPs) [romn yeast using a pure lytic glucanase enzyme..
Bio/Technology 11:214-217).

Estos mélodos presentan como inconvenientes la posible degradacion de los
polipéptidos debido a las altas presiones que pueden sulrir en los homogencizadores, ia
posible contaminacién que pueden suponer los compuestos qufmicos utilizados para la
extraccién de la protelna que no siempre son féciles de eliminar y, en el caso del uso de
enzimas Ifticos, la conlaminacién con protcasas (Asenjo, J.A., Veniom,A.M., Huang, R.B.
and Andrews, B.A. 1993, Selective release of recombinant proteins particles (VLPs) from
yeast using a pure lytic glucanase enzyme. Bio/Technology 11:214-217) que suelen estar
presentes en los aludidos complejos de enzimas lfticos. La alternativa de llevar a cabo una
purificaci6n para eliminar las proteasas aumenta el valor del complejo litico que ya de por sf
resulta caro, -

El problema técnico cuya resolucion nos planteamos es lograr la liberacion de
proteinas heterlogas producidas intracelularmente en levadura, sin necesidad de tener que
realizar un proceso de roiura mecénica, quimica o enzimdtica de las células. Para ello nos
basamos en el uso de determinadas cepas de Saccharomyces cerevisiae portadoras de la
mutacion sl2, es decir que afecta al gen SLT2 descubierto y clonado en nuestro laboratorio
(Torres, L., Martfn, H., Garcfa-Sacz, M.L, Arroyo, J., Molina, M., Sénchez, M. and
Nombela, C. 1991. A protcin kinase gene complements the lytic phenotype of
Saccharomyces cerevisiae lyr2 mutants. Mol. Microbiol. 5:2845;2354; Fuente, J.M,,
Véazquez, A., Gonz{ﬂez, M., Sdnchez, M., Molina, M. and Nombela, C. 1993 Expression of
mutations and protein release by yeast conditional autolytic mutants in batch and continuous
cultures. Apbl. Microbiof. Biotechnol. 38:763-769).

El gen SLT2 codifica una proteina con aclividad fosforilante de proteinas, que se
encuadra en el grupo de las llamadas "Protefna quinasas tipo MAP"(Mitogen Activated
Protein) (Martfn, H., Arroyo, J., Sdnchez, M., Molina, M. and Nombela, C. 1993. Activity of
the yeast MAP kinase homblogue Shi2 is critically required for cell integrity at 37°C. Mol.
Gen. Genet. 241: 177-184) y que cuya acci6n bioldgica parece enmarcarse en una ruta de
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(ransmision de seiales activadas por la protefa quinasa Cl, desconociéndose actualmente la
sefial que desencadena la activacion de la ruta asf como el sustrato final dc la misma.

Otro factor a tener en cuenta a la hora de abordar la expresion de proteinas
heter6logas en levaduras es la posibilidad de degradacion proteolftica inespecifica de la
correspondiente protefna, producida por accidn de las proteasas de 1a levadura espccialmente
de las de origen vacuolar como son las codificadas por los genes PEP4 y PRBI(Wingficld,
J.M. and Dickinson, J.R. 1993. Increased activity of a model heterologous protein in
Saccharomyces cerevisiae strains with reduced vacuolar proleinases. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 39:211-215: Jones, E.W. 1991. Tackling the protease problemn in Saccharomyces
cerevisiae . Meth. in Enzymol. 194:428-453; Pohlig, G., Zimmermann, W, and Heim, 1.
1991. Influcnce of yeast proteases on hirudin expression in Saccharomyces cerevisiae .
Biomed. Biochim. Acta 50:711-716). Por ello, también hemos desarrollado cepas mds
adecuadas para nuestra invencién, es decir portadoras del cardcter ltico (slt2), pero gue son
también deficientes en proteasas vacuolares.

Los primeros estudios de liberacion de protcinas heter6logas de acuerdo con el
procedimiento de esta invencidn se realizaron induciendo la lisis celular mediante un choque
érmico, consistente en elevar la temperatura del cultivo desde 24'C a 37°C, alcanzdndose a
las 6 4 8 horas la méxima liberacién de protefnas, por ser ese el tieipo rcqucriﬂo para lograr
una lisis del cultivo.

EXPLICACION Y DESCRIPCION DE LA INVENCION

E! proceso objeto de patente consiste en la utilizacion de diferentes cepas de
Saccharomyces cerevisiae, delicicntes en la funcion del gen SLI12, cuyo fenotipo s¢
caracteriza por:

—crecimiento termosensible, de forma que las células se desarrolian bien a 24°C pero
dejan de crecer y se lisan cuando se eleva la temperatura a 37°C, produciéndose la

lisis celular con liberacion del contenido intracefular al medio externo.
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-las c€lulas mutantes slt2 rcsultan protegidas frente a las deficicncias indicadas
antcriormente, es decir termosensibilidad y lisis a 37°C, por estabilizacion osmética del
medio con sorbitol 0.5M o NaCl 1.5%, lo que es indicativo de que la protefna codificada por

el referido gen es necesaria para la formacién de una pared celular osmoOticamente estable a la
temperatura de 37°C.

El objetivo de la invencién cs el aprovechamicnto de estas caraclcrfsticas fenotipicas
para lograr la liberacién de protelnas heter6logas producidas intracelularmente. Dicha
liberacién s¢ basa en la lisis celular que se produce en determinadas condiciones y que
conduce a la liberaci6n de contenido intracelular que dichas cepas mutantes presentan cuando
la temperatura de crecimiento se eleva de 24°C a 37°C o cuando, después de crecer a 37°C
pero en medio estabilizado osméticamente, son sometidas a un chogue osmdtico por simpie
resuspensién de las células en un medio carente de dicho estabilizador osmdético. Se obtiene
de esta forma una preparacién de protefnas, que se separa de los restos del material celular
por centrifugaci6n simple, y en la que estd presentes las protelnas heter6logas intracelulares
en cantidades superibres al 50% del total de protefna intracelular producida.

Las cépas de Saccharomyces cerevisiae desarrolladas para llevar a cabo la invencidn
son:

- LD1: es una cepa diploide portadora de la mutacién slt2 con las caracterfsticas
fcnbt[picas enunciadas con anterioridad, Su genotipo es: MATa/MATa, sl2D-35/s12D-35,
leu2-3.112/eu2-3.112, hisdA34/his4A34.

© . LHDP1: MAT a, sit2D-35, ade2-101, leu2-3.112, pep4::11153, pbriD1.6R. Muestra
las mismas caracterfsticas fenotipicas referidas a lisis, siendo ademds deficiente en proteasas
vacuolares Pep4 y Prbl responsables de la profeolisis ingspecifica.

Ambas cepas se encuentran depositadas en la Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo
(CECT) sita en la Universidad de Valencia. Los ntmeros de acceso son: 10815 para la ccpa
LD1 y 10816 para la cepa LHDPI.

E! procedimiento de fiberacion de protelnas sc puede llevar a cabo segun se indica en
las Figuras 1y 2 por una de las siguicntes alternativas:
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A) Liberacion de proteinas por choque osmético. Las [ascs del proceso se describen en la
Figura 1 (p4g.8).
-crecitniento de la ccpa multante en el gen SLT2 a la temperalura restrictiva de
37°C en presencia de un estabilizador osmético hasla mitad de la fase exponencial.

-separaci6n de las células del medio de cultivo por centrifugacion guardando
fas células.

-choque osmético de las células mediante resuspension de las misias en agua,
lo que conduce a ia lisis de las mismas con liberacién de las protefnas intracclulares,
entre ellas la protelna heter6loga de interés.

-eliminacién de los restos cefulares por centrifugacion obteniéndose una
preparaci6n cruda de protefnas intracelulares entre las que se encuenira la protefna de
interés, y preparacion que es apta para iniciar procesos de purificacion.

B) Liberacion de proteinas por choque térmico. Las fascs del proceso son:

-crecimiento de la cepa mutante en el gen SLT2 a la temperatura permisiva de
24"C hasta la mitad de la fase exponencial.

~chogue térmico del cultivo mediante elevacién de la temperatura de
crecimicnto a 37°C, lo que produce fa lisis de las células al cabo 6-8 horas de
incubacién a esa temperatura, con liberacion del contenido intracelular al medio de
cultivo.

-scparacién de los restos celulates del medio de cultivo (que contiene las
protefnas liberadas como resultado de la lisis celular) por centrifugacion, obteniéndose
al igual gue cn el caso anterior una preparacién cruda de proteinas, portadora de la
protefna de interés, apta para abordar procesos de purificacion.

En la figura 2 (inclufda y desarrollada en "Modo de realizacion de la invencidn”) se
explican los pardmetros que nos indican que existe lisis del cultivo con liberaciOn del
contenido intracelular al medio de cullivo.

Las principales ventajas que presenta la invencién son las siguientes:

- permile fograr una liberacién suave y répida de las protefnas evitando ¢l uso
de altas presiones en los homogeneizadores (Schiitte, H. and Kula, M.R. 1990. Pilot and
process-scale techniques for cell distuption. Biotechnol. Appl. Biochem. 12:599-620), de
productos qufmicos (Breddam, K. and Beenfeldt, T. 1991. Acceleration of yeast autolysts by
chemical methods



FIGURA 1
Purificacion
37°C *
Medio+estabilizador osmdlico
Preparacion de protefnas
Centrilugacion Centrifugacion

. 0. % células lisadas

Centrifugacion
——

Protefna heteréloga

Figura 1: Fases del proceso de liberacién de protefnas heter6logas intracelulares de cepas
de Saccharomyces cerevisiae mutadas en el gen SL12 por medio de un choque osmotico.
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for production of intracellular enzymes. Appl. Microbiol. Biotechnol. 35:323-329) y de
enzimas lticos (Asenjo, I.A., Ventom,A.M,, Huang, R.B. and Andrews, B.A, 1993. Sclective
release of recombinant proteins particles (VLPs) from yeast using a pure lytic glucanase
cnzyme. Bio/Technology 11:214-217) para digesir la pared; lo que ademds sc traduce en un
abaratamiento del proceso.

- evita las contaminaciones de la preparacién de prolefnas que se pueden dar
en el.caso de extraccién con productos quimicos que aitaden impurezas a las preparaciones de
protefnas no siempre f4ciles de eliminar (Breddam, K. and Beenfeldt, T. 1991. Acceleration
ol yeast autolysis by chemical methods for production of intracellular enzymes. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 35:323-329) o de las contaminaciones con proteasas en el caso de
extraccién con enzimas lfticos que se traduce en degradacién de los polipéptidos {Asenijo,
L.A., Ventom,A .M., Huang, R.B. and Andrews, B.A. 1993. Selective release of recombinant
proleins particles (VLPs) from yeast using a pure lytic glucanase enzyme. Bio/Technology
11:2£4-217).

- la posibilidad de concentrar el volumen de cultivo inicial, al producir el
choque osmético junto al hecho de que las prote(nas heter6logas pucden ser expresadas bajo
el control de promotores {uertes lo que signilica que su proporcion relativa puede ser elevada
lo que facilita la posterior purificacién de la misma.

- la principal ventaja respecto al sistema similar basado en el empleo de la
mutacién srbl es la mayor sensibilidad al choque osmdtico de la mutacién slt2 en la que 6()-
70% de las células se lisan frente a un 20% de las células mutadas en srb!(Brisker, M. 1994,
Isolation of recombinant proteins from Saccharomyces cerevisiae by use of osmotically
fragile mutant strains. Biotechniques 16:604-610).
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A continuaci6én expondremos por medio de un ejemplo, no limitativo de su alcance,
un modo de realizacion de Ia invencion en las dos modalidades expuestas anterriorinente.

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae emplcadas son las descritas con anterioridad
en el apartado de "Explicacién y Descripcion de la Invencién”; ademds con cardcter oplativo
se puede utilizar una cepa silvestre para el céracter lftico que sirva de control negativo en el
experimento, por ejemplo nosotros hemos utilizado:

- BJ5461: es una cepa silvestre para el gen SLT2 accesible al publico en la coleecion
denominada Yeast OGenetic Stock Center (Mortimer, R.K. and Contopoulou, R. Yeast
Genetic Stock Center Catalogue. Seventh edition 1991). No obstante se puede emplear como
cepa control para los experimentos cualquier cepa no ktica.

Las tres cepas (LD, LHDP1 y BJ5461) se transforman con el plasmido pCHI00L
(Hadlicld, C., Cashmore, A.M. and Meacock, P.A. 1986. An efficient chloramphenicol-
resistance marker for Saccharomyces cerevisiae and Escherichia coli. Gene 45:149-158).
modificado en nuestro laboratorio introduciendo un marcador LEU2 (leucina) para poder
scleccionar transformantes. El pldsmido codifica para la proteina CAT (Cloranfenicof Acetil
Transferasa) de origen bacleriano y responsable de la resistencia a cloranfenicol y que es una
protefna heter6loga para la levadura y ademds es producida de forma intracelular y por tanto
s6lo seré detectable en el medio de cullivo como consecuencia de lisis celular.

Estudios previos han demostrado una buena estabilidad del pldsmido lo que permite
trabajar con medio no selectivo tipo YEPD (extracto de levadura 1%, peplona 2%, plucosa
2%) que permite un crecimiento mds rapido y una mejor expresion del fenotipo l{tico.

A) Liberacién de proteinas por choque osmdlico. Las fascs del proceso estdn
sutnarizadas en la Figura 1, inclufda en el apartado de "Explicacién y descripcion de la
invencidn”.

Las cepas transformadas se cultivan en medio YEPD liquido suplementado con un
estabilizador osmo6tico (sorbitol 0.5M, NaCl 1.5%) a la temperatura de 37°C en un agitador
termostatizado hasta Ja mitad de la fase exponencial. Antes de recoger las células para
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scpararlas del medio de cultivo sc toman muestras de sobrenadante y de células para oblener
valores de referencia acerca de la liberacion de CAT al medio exlerno (son negativos debido
a que fa ausencia de lisis bacc que no haya liberacion de contenido intracelular al medio
externo). Los valores que se van a medir son la actividad de CAT en el extracto celular y en
cl sobrenadante anles y después del choque osmético para establecer la cantidad de protelna
liberada desde las células al sobrenadante, siguiendo un método colorimétrico descrito por
Hadfield, C., Cashmore, A.M. and Meacock, P.A. 1986. An eflicient chloramphenicoi-
resistance marker for Saccharomyces cerevisiae and Escherichia coli. Gene 45:149-158).
Como se indica en la figura 1 las cétulas son separadas por una centrifugacion a 5000rpm
durante 5', siendo a comtinuacién resuspendidas en agua, momento en el cual se vuelve a
tomar otra muestra separando por centrifugacién a 5000rpm 10 min los restos celulares y
analizando la cantidad de CAT presente en las células y en sobrenadante mostrindose los
datos en la tabla 1, esla preparacién oblenida tras la segunda centrifugacion deja una
preparacion de protefnas lista para acometer un proceso de purificacion de la protefna de
interés.

Como era de csperar fa cepa silvestre, en este caso BJ5461, no es osméticamente
sensible y no se observa aparicién de actividad CAT en el sobrenadante, a diferencia de las
otras dos cepas que s{ son sensibles al choque osmético y que presentan un 60-70% de su
actividad en el sobrenadante. Destaca la mayor productividad de la cepa LHDPI1 en
concordancia con lo publicado en otros trabajos (Romanos, M.A., Scorer, C.A. and Clare, J.J.
1992, Foreign genc expression in yeast: a review. Yeast 8:423-488; Wingficld, J.M. and
Dickinson, I.R. 1993. Incrcased activily of a model heterologous protein in Saccharomyces
cerevisiae strains with reduced vacuolar proteinases. Appl. Microbiol. Biotechnol. 39:211-
215). Eslos datos estén apoyados en medidas paralelas de protcfna total presentc en los
extractos celulares y en los sobrenadantes siguiendo el método colorimétrico descrito por
Bradford, M.M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitalion of microgsam
quantities of protein using the principle of protein-dye binding. Analyt. Biochem. 72:248-
254, mostrando perfiles similares a los de la actividad CAT.
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TABLA t

ACTIVIDAD CAT (UE/ml)

Y EPD+ sorbilol 37°C H>0O
Cepas Extraclo celular | Sobrenadanie Exlracto celular | Sobrenadanle 9CAT §
BJ5461 100 n.d. 98 nd. Y
LDI 75 n.d. 23 50 70
LHDPI 220 n.d. 80 130 60

n.d.: no delectado
§:%CAT liberado al sobrenadante

Tablal: Liberacion de la protefna helerdloga CAT por chogque osmdtico de cepas sit2 . Se
tomaron muestras de igual densidad celular y la actividad CAT fue determinada en: extracto

celular (antes y después del choque osmdtico), sobrenadante de medio de cultivo o de agua
en la que se resuspendieron las células después del choque osmdtico.
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B) Liberacién de proteinas por chogue térmico. Los datos oblenidos en
experimentos tipo se mucstran en la Figura 2. |
Los experimentos en esta tmodalidad se han realizado utilizando un fermentador con
cuba de i0l de volumen de trabajo modclo BIOSTAT E (Braun); lo que conficre a los
resultados un valor adicional ya que un fermentador de estas caracterfslicas representa una
escala superior a la del matraz y se acerca a la escala de planta piloto.
Las condiciones de cullivo fueron:
-mmedio de cultivo YEPD
~tetnperaturat inicial de 24°C elevdndose la misma a 37°C a la milad de la [ase
exponencial, para provocar la lisis y la consiguiente liberacion de protefnas al medio de
cultivo.
-datos écnicos:

-el inGeulo se obtenfa cultivando las células a 24°C en medio m{nimo
sin leucina para asegurar un 100% de células portadoras del pldsmido. Su volumen era
de 500ml y correspondfa a un cultivo en fase eslacionaria.

-el cultivo cra de tipo discontinuo (batch).

-la velocidad de agitacién era de 300rpm, ¢l pt! oscilaba entre 4 y 6, el
fujo de entrada de aire 5 I/min.

-toma de muestras: se realizacon tomas periddicas a 24" y 37°C con el
fin de seguir la evolucion de la densidad Gptica y la viabilidad del cultivo. Ademas
para evaluar la protefna total y la actividad enzimdtica CAT se tomaron una o dos
muestras antes del choque térmico y tras este a intervalos tmds corlos al principio
(3horas) incrementéndose hasta las 24-30 horas postetiores al cambio de temperatura.

Con las condiciones mencionadas anteriormente el cultivo se mantenfa a 24°C hasta
una densidad 6ptica entre 1 y 1.5; en ese momento se cambiaba la temperatura del cultivo a
37°C para provocar la lisis de 13s células. Lo anterior y lo expuesto a continuacion se refiere a
datos mostrados en la figura 2 en sus diferentes apartados. Para seguir la lisis se evaluaron los
diferenles pardmetros:

-lisis celular, que l6gicamente significa la muerte celular, se medfa siguiendo
un método desarrollado en nuestro laboratorio consistente en medir cl porcentaje de
poblacion cetular que es teiiida por el [luorocromo yoduro de propidio mediante la técnica de
citometrfa de flujo (Fuente, .M., Alvarez, A., Nombela, C. and Sanchez, M. 1992. Flow
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cytometric analysis of Saccharomyces cerevisiae autolytic mutants and proloplasts. Yeast
8:39-45) y que cquivale a un perfil de la viabilidad del cultivo.

-al igual que en el caso de liberacién de protelnas por choque osmdtico se
medfa la actividad cnzimdtica de CAT y la proteina total. Se considera protefna liberada al

incremento sobre el valor basal medido en el cultivo a 24°C inmediatamente antes de cambiar
la temperatura a 37°C,

Los resultados expueslos en la figura 2 (pég.15) corresponden a fermentaciones tipo
de tas cepas LDl y LHDP1. Las grdflicas A (LD1) y C (LHDP1) a sendas fermentaciones
realizadas a 24°C con el objeto de seguir el perfil de dichas cepas a su lemperatura permisiva
y poder establecer que en ningin momento se produce ni lisis (no se observa disminucién del
perfil de viabilidad) ni, por tanto, liberacion de protelnas al medio de cultivo (la actividad
CAT tinicamente es detectable en el extracto celular, es decir en el interior de las células). Se
puede decir que son dos fermentaciones que sirven de control para la comparacién con las
fermentaciones realizadas con chogque térmico en las mismas cepas que nos permiten evaluar
con més precnsn’m el efecto de dicho choque térmico. En las gréficas B (DLI) y D (LHDP1),
correspondientes a fermentaciones con chogue érmico, se observan los siguicntes {endmenos

" tras el cambio de temperatura, representado por un lrazo vertical continuo en la grédfica:

-en ambas se observa una acusada pérdida de viabilidad hasta niveles en torno
al 20 a 30% de células viables, como resultado de la expresién del fenotipo de la mulacion en
el gen SLT? ala temperatura de 37°C. .

-las dos cepas presentan liberacién de proteinas al medio externo representada
por el incremento observado en las protefnas totales, medidas por el mélodo Bradford
(Bradford, M.M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein using the principle of protein-dye bmdmg Analyt. Biochem. 72:248-
254), y en la actividad enzimética CAT (Hadfield, C., Cashmore, A.M. and Meacock, P.A.
1986. An elficient chloramphenicol-resistance marker for Saccharomyces cerevisiae and
Escherichia coli. Gene 45:149-158). Sin embargo la estabilidad de la enzima CAT demucstra
ser superior en la cepa LHDP1 que en la LDI, debido probablemente a no estar expuesta a la
acci6n de las proteasas vacuolares Pepd y Prbl en el caso de 1a cepa LHDP1.

-al igual que en el caso del chogue osmético la separacion de los restos
celulares por centrifugacion deja una preparacion cruda de protefnas apta para emprender un

proceso de purilicacion.
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Figura 2. Liberacién de protefnas hamélogas y heterGlogas de las cepas de Saccharomyces cerevisiae LD (AC) y

L1IDP1 (B,D) transformadas con €] plismido pCI1I00L en condiciones de expresion de la mutacion sh2. Cultivos

rcalizados en un fermemtador de 101 incubados a 24°C todo et cultive (A y 13) o cambiados a 37°C (C y D) (V,

cambio de temperatura). L.os parimetros medidos fueron:: +, viabilidad medida coino porcentaje de células 1P(-),

-, Densidad Optica a 600 nm (DO)X, Protefna total en el medio de cultivo (Prot.); ¥, actividad cloranfenicol

acetil transferasa (CAT) en extractos celulares (EC) y @, medio de cultivo (M) como unidades por mililitro; X,

aclividad fosfatasa alcalina (PA) cn extractos celulares (EC) y A, mcdio de cullivo (M) como unidades por

mililitro,
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REI I

1.- Procedimiento de liberacién de protefnas heterélogas de cepas de Saccharomyces
cerevisiae para la obtencién de proteinas heterélogas y otros materiales intracelulares (como
productos particulados tipo VLP) basado en el empleo de estirpes mutadas en genes que
afectan a la integridad celular lo que da lugar a la liberacién el contenido intracelular por
expresion de la correspondiente mutacidn.

2.- Procedimiento de liberacién de proteinas heterélogas de cepas de Saccharomyces
cerevisiae segin la reivindicaci6n nimero 1 basado ¢n la sensibilidad osmética que confieren
a las células mutaciones como las que afectan al gen SLT2 generalmente a temperaturas no
permisivas como la de 37°C.

3.- Procedimiento de liberacion de protefnas heter6logas de cepas de Saccharomyces
cerevisiae segin la reivindicacién nimeros | y 2 para la obtencién de preparaciones de
protefnas heter6logas y productos particulados intracelulares realizado por cualquier técnica
que, produciendo la expresién de la mutacién correspondiente, conduzca a la pérdida de
integridad celular por la sensibilidad osmética de las células.

4.- Procedimiento de liberacion de proteinas heter6logas de cepas de Saccharomyces
cerevisiae en las que la expresion de las mutaciones segin la reivindicacién nimero 3 puede
provocarse en las c€lulas capaces de expresar protefnas heter6logas o productos intracelulares
particulados (es decir transformadas con el gen o genes correspondientes) mediante choque
térmico de cuitivos, es decir elevacion de la temperatura hasta niveles no permisivos en
medios no protegidos osméticamente, o por choque osmético de células incubadas a
temperatura no permisiva en medio osmoticamente protegido.

5.- Procedimiento para la obtencién de protefnas heterflogas intracelulares y
productos particulados de otras especies de levadura diferentes de Saccharomycés cerevisiae
en mutantes autolfticos, afectados en genes homélogos del gen SLT2 o en otros cuya
mutaci6n determine pérdida de la integridad celular, usando un choque osmético o un chogue
térmico.
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