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1. INTRODUCCIÓN



Introducción

1. APLICACIÓN BIOTECNOLÓGICA DE LA LEVADURA Saccharomyces

cerevisiae.

La Biotecnologíaes el USO de la Microbiología, la Bioquímica y la Ingenieríade una forma
integradacon el objetivo de utilizar los microorganismosy los cultivos celulares para

manufacturarproductosútiles. Es unaramade la Cienciaqueha existidodesdelos origenesde la
civilización dondeya se realizabanfermentacionespara la obtenciónde productoscomo la
cervezay el vino. En los últimos 25 añosseha visto rejuvenecidacon el desarrollode la Biología
Molecular y de las técnicasde IngenieríaGenética.Hastaese momentola partecentralde la
Biotecnologíala constituíala MicrobiologíaIndustrial,queteníacomo campoprincipal de trabajo
en la segundamitad de estesiglo el desarrollode la producciónde antibióticosy la manufacturaa
gran escalade enzimasy productos usadosen la industria alimentaria. La aparición de la
IngenieríaGenéticaha permitidola modificación de los microorganismosy el desarrollode la
expresiónheterólogade proteínasen sistemasmicrobianosy líneascelulares,generandoun
elevadonúmerode nuevosproductos.

La levaduraS. cerevtsiaees actualmenteuna poderosaherramientabiotecnológica.Esto
ha sido posibledebidoal conocimientoprevio de su comportamientoa gran escala,debidoa su
uso en fermentacionestradicionalesy el elevado grado de conocimientoa nivel genéticoy

bioquímicoqueseposeede la misma. Por lo tanto la combinaciónde los avancesde la Biología
Molecularconel alto gradode conocimientoacercade estalevadurahandadocomo,resultadola
comprensiónde los mecanismosmolecularesde muchosde susprocesosbiológicos, permitiendo
su explotacióncon fines de producciónde proteínasheterólogascon interéscomercial. De hecho,

la primera vacunade origen recombinanteaprobadaparasu uso en humanos.vacunacontra la
hepatitis B, y el primer producto de origen recombinanteaprobadopara su uso alimentario,
renina,han sido producidosen estaespeciede levadura;existiendoactualmentevariasproteínasde
origen recombinantecon interésterapéuticoen fasede ensayoclínico.

El rápido augede S. cerevisiaeen el campode laexpresiónheterólogasejustiflca por una

seriede ventajas,entrelas que destacan:que es un organismoreconocidocomo seguro por la
FDA de tipo GRAS (Generally RecognizedAs Safe) por su tradicional uso en la industria
alimentaria;esto contrastacon los problemasde E. coil, que presentaen su pared materiales
tóxicos de tipo pirogénicoo los sistemascelularesde mamíferosusceptiblesde serpórtadoresde
oncogeneso DNA viral, lo queobliga a quelos productosobtenidosen estos sistemastenganque

ser controladoscon más exigenciaque los producidosen la levadura. Tambiéndestacapor la
facilidadde crecimientoy el bajocostede los mediosde cultivo, lo cual la aproxima a sistemas

procariotasdel tipo E. cok Por último, al serun organismocucariota.es capazde llevar a cabo
modificacionespost-traduccionalesmás parecidasa los eucariotassuperiores,de los que suelen
procederlas proteínasquevana ser producidas,y también puedesecretarproteínasde una forma
eficiente. Todo ello hacede Si cerevisiaeun organismoapto para la expresiónde proteínas
heterólogastanto de forma intracitoplásmicacomopor la ruta de secreción(Tabla 1).
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Tabla1. Ejemplosde proteínasheterólogasde interésexpresadasen S. cerevtstae.



Proteína Uso Expresión Referencia

HB EngerixR VacunaHepatitisB Intracelular Valenzuelael al.,
1982

Malaria CS VacunaMalaria Intracelular Barret al., 1987a

env2-3HIV VacunaHIV Intracelular Barrel al., 1987b

Proinsulínahumana Tratamientodiabetes Intracelular Cousenset aL, 1987

SODh Tratamientodaño
isquémico

Intracelular Hallewell et al., 1987

FGFIi Reparacióntejidos Intracelular Barr etaL, 1988

Antitripsina Enfisemapulmonar Intracelular Rosenbergel al.,
1984

HCV Detecciónen sangre
anticuerposHCV

Intracelular Kuo el al., 1989

EGFh Reparacióntejidos Secreción Brake elaL, 1984

Insulina humana Tratamientodiabetes Secreción Thim et aL, 1986

PDGFh Reparacióntejidos Secreción Ostmanel al., 1989

GM-CSFh Tratamiento
neutropenia

Secreción Cantrelíel al., 1985

IGF-lh Tratamiento
osteoporosis

Secreción Brakeel al., 1984

CS: circumesporozoito;EGFh: factor decrecimientoepidérmicohumano;FGFh: factor

de crecimientode fibroblastoshumano;GM-CSF: factor estimulantede coloniasde

granulocitosy macrófagos;HCV: virus hepatitisC; HIV: virus de la inmunodeficiencia

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

crecimientoderivadode plaquetashumano:SODh: superóxidodismutasahumana.



Introducción

2. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA EXPRESIÓN HETERÓLOGA DE
PROTEÍNAS EN S. cerevisiae.

La expresiónheterólogade proteínasesun procesocomplicadocon múltiples factoresen
juego. Hay queteneren cuentadesdeel sistemade transformaciónhastala fase final consistente

en la recuperacióny purificaciónde la proteínade interés. Sin olvidar el desarrollode un vector
de expresióny las modificacionesa las quehay que someteral gen heterólogoque se desea
expresar.También hay que estudiarel tipo de cepa hospedadoraen cada caso, así como las
mejorasquesepuedanrealizaren las mismas.Por último esnecesario,sobretodo desdeun punto
de vista industrial, el desarrollode técnicasque permitan el salto de escalaa fin de poder
rentabilizarel proceso.

3. PROCESO DE TRANSFORMACIÓN.

El procesode transformaciónconsisteen inducir un estadode competenciaen la célula
quepermitala introducciónde DNA exógeno,en estecasoel vector de expresión.Convieneno
olvidar que el procesode transformaciónes ligeramentemutagénico.tanto para la célula
hospedadora(Shortlee; al., 1984) como parael DNA introducido (Clancyel al. 1984); no
obstantedebidoa la baja frecuenciade mutaciónno representaun mayor problemaen estetipo
de transfonnaciones.Lo que si que hayqueteneren cuentaa la horade optimizar la expresiónde
unaproteínaes el análisis de varios transformantesya que es frecuenteencontrardiferenciasde
productividadentre ellos de forma no claramenteexplicadahasta la fecha, especialmenteen
vectoresde expresiónderivadosdel plásmido de 2v. en los que se observanvariacionesen el
númerode copiasde plásmido.

3.1. Sistemasde transformación.

En la actualidadexistentresmétodosdetransformacióndescritospara S. cerevisiae.

3.1.1.Transformaciónpor mediode protoplastos.

Fueel primer métododescrito.Consisteen el tratamientode las célulascon un complejo
enzimáticohidrolitico quedegradala paredcelular de la levaduragenerandoprotoplastos,en los

que por medio de un tratamientocon calcio y polietilenglicol se logra la entradadel DNA
exógeno(Beggs, 1978; Hinnen el aL, 1978). Lostransformantesdebense obtienenen un medio
selectivo isotónico, paraquepuedanregenerarla paredcelular.

3.1.2.Transformaciónde célulasenteras.

Años más tardeIto el al. (1983), desarrollaronun sistemade transformaciónde células
enterasde levaduraen el queel estadode competenciase inducia por tratamientode la pared
celularcon cationes,destacandoel litio comoel másefectivo. La eficienciade estesistemaeramás
baja quela logradaconel métodode protoplastos,por lo que se han desarrolladovariacionesque
aumentanla frecuenciade transformación,siendola más utilizada la adición de DMSO que
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incrementaen 25 vecesel númerode transformantes(Hill el aL, 1991). Es el sistemamás
utilizado por la facilidad de su realización.

3.1.3.Transformaciónpor electroporación.

Es el sistemamásmodernoy fácil de realizar.Fue desarrolladopor Meilhoc el aL (1990).

sebasaen la exposiciónde la membranacelular a un pulsoeléctricode alta intensidadduranteun
tiempo del orden de milisegundos.Estechoqueeléctricoprovoca una desorganizaciónen la
membranacelular,quese vuelve altamentepermeablea las moléculaspresentesen esemomento
en el medioexterno.

3.2. Marcadoresde selección.

3.2.1. Marcadoresde selecciónauxotróficos.

Son los más empleados,se basaen el uso de mutantesen la síntesisde algunos
aminoácidos,de modo que la inclusión de las copias silvestresde los genesmutadosen los
vectoresde transformaciónpermitela selecciónde los transformantes.Los másutilizadosson los
genesde las rutasde biosíntesisde leucina(LEU2). triptófano (TRP¡). histidina(HJS3) y uracilo
(URA3). Existeunavariantedel genLEU2 con el promotortruncado,LEU2-d (Beggs.1978) con
un nivel muy bajode expresiónya queutiliza un promotordel plásmidode 2w lo quehaceque
los transformantesseleccionadospor su capacidadparacreceren mediossin leucina,presentenun
alto número de copias. Este tipo de vectoresportadoresdel marcadorLEU2-d requiere la
transformaciónde la célula por el métodode protoplastos.Por lo tanto una forma de regular el

númerode copiasde un vectoren una célula es la inclusión de estemarcadorLEU2-d junto con
otro marcadorURA3. Dependiendode la selecciónutilizada, el númerode copiasde plásmidoy
por tantoel nivel de proteínaproducido,es mayor o menor(Loison etal., 1989).

3.2.2.Marcadoresde seleccióndominantes.

Su principal ventajaesquepermiten la transformaciónde cepasde uso industrial carentes
de mutacionesconocidas.No requierenel uso de mediosselectivos para la selecciónde
transformantes.

Los másutilizados se basanen la resistenciaa antibióticos, destacandoentre ellos el
antibiótico aminoglucosidicoG418 (Jiménezy Davies, 1980; Webstery Dickson. 1983,), la
higromicina(Gritz y Davies, 1983) y el cloranfenicol(Hadfield el aL, 1986). En generalse deben
de incubarlos transformantesunashorasen mediono selectivoantesde iniciar la presiónselectiva
con el antibiótico (Beesleyel aL, 1990). Otra precauciónquese debede tenerconestetipo de
transformanteses la eliminación de la presión selectiva durante la fase de inducción de la
expresiónde la proteína,ya queantibióticos como G418 puedenaumentarla incorporación
erróneade aminoácidospor interferir conla función del ribosoma.

Un tipo diferentede marcadordominanteestá basadoen la sensibilidadde algunascepas
de S. cerevisiaeal cobre (cupl), utilizando como marcador el gen CUPJ en presenciade
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concentracionesde cobre que serian inhibitorias del crecimiento (Foget y Welch, 1982).
Hendersonetal. (1985)han utilizadoestesistemaparala transformaciónde cepasindustrialesde
8. cerevisiae.

3.3. Tipos básicos de vectores.

Los vectoresque se puedenemplearen la transformaciónde 8. cerevisiaepuedenserde
variostipos atendiendoal númerode copiasy a su posibleintegraciónen el genomade la célula.
Dentrode los vectoresno integrativosexistenlos de bajonúmerodecopias: YCp y YRp. Los YRp,
plásmidos replicativos. presentancomo elementoautoreplicativo origenes de replicación
cromosomales(ARS) (Campbell. 1983). son bastanteinestablesdurantelos procesosde división
celular. Los YCp, plásmidoscentroméricos,añadenuna secuenciacorrespondientea una región

centroméricadel cromosoma(CEN) conlo que se mejorasu estabilidad(Clarkey Carbon, 1980);
por su bajo númerode copiasno son de gran utilidad en la expresiónheterólogade proteínas.
Los plásmidosderivadosdel plásmidoendógenode 2ji, denominadosepisómicos(YEp), son de
alto númerode copias,entre50-100 copiaspor célula, lo queles haceidealespara su uso en la
expresiónheterólogade proteínas,dadoqueunaelevadadosisgénica es uno de los factoresque
contribuyena lograr una alta expresión.

Los vectoresintegrativos(YIp) carecende secuenciasautónomasde replicación,
aprovechanla presenciade fenómenosde recombinaciónhomólogaqueofrece8. cerevisiaepara
lograr su integraciónen el cromosoma(Orr-Weaverel al., 1983).

Parentel al. (1985) han realizadounaexhaustivarecopilaciónde los diferentestipos de
vectoresdisponiblesen 8. cerevisiae.

4. VECTORES DE EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS HETERÓLOGAS EN
S. cerevisiae.

El vector de expresiónes uno de los aspectosqueha recibido una mayor atenciónen el
campode la expresiónde proteínasheterólogas,existiendoen laactualidadun amplísimo número
de vectoresde diferentescaracterísticasquepermiten llevar a cabola expresiónde unaproteínade

la forma másadecuadaen cadacaso.

En el desarrollode un vectorde expresiónson varioslos factoresa teneren cuentapara su
diseño: el tipo de promotory de terminador, las modificacionesen el gen heterólogoy por último
la estabilidaddel vectoren la célula.

4.1. Sistemasde promotores.

Tras la descripciónde los sistemasde transformaciónde 8. cerevisiaese iniciaron
rápidamentelos estudios sobre la expresiónde genes heterólogos.Los primeros intentosse
realizaronempleandolos promotoresde la proteínaque se tratabade expresar;estocausabafallos
en la iniciación de la transcripcióndandolugar a moléculasde mRNA aberrantes.Un ejemplolo
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representael primer intento de producciónde una proteína heteróloga,la frglobina de conejo
(Beggsel aL, 1980). Tras estaobservaciónse llegó a la conclusiónacercade la necesidadde
emplearpromotoresde levaduraparadirigir la transcripciónde los genesheterólogos.siendoel
primer ejemplo de proteína heteróloga producida de forma eficiente en S. cerevisiae, la
producciónde a-interferónbajo el promotorde la alcohol deshidrogenasa1 (Hitzeman el al..
1981).

Los promotorespara dirigir la expresiónde proteínasheterólogasdeben de ser unos
promotoresfuertes,es decirpertenecientesa genesde la levaduracon un alto nivel de expresión.
Lascaracterísticasde los promotoresde levadura,asícomo los factoresque regulanla eficiencia y
el inicio de la transcripciónson ampliamentedescritospor Struhl (1989). En un primer momento
se centraronlos esfuerzosen el aislamientode promotoresde genesde la ruta glicolitica. ya que
erangenesde un alto nivel de expresión;más adelantese comprobóla necesidadde regular la
expresiónpor lo que se buscaronpromotoresde expresiónregulable. Recientementese han
desarrolladopromotoreshíbridosquecombinanvariascaracterísticasde los anteriores.

4.1.1.Promotoresde la rutaglicolítica.

Como ya se ha comentadoanteriormentelos esfuerzosse centraronen el aislamientode
promotoresde genes de dicha ruta debido al alto nivel de expresiónde los mismos.Son los
promotoresde los genes de alcohol deshidrogenasa1. ADHJ, (Hitzeman el al., 1981),
3-fosfogliceratoquinasa,PGK.(Tuite elaL, 1982) y gliceraldehido-3-fosfato.GAPDH. (Holland y
Holland, 1980). En un principio se creíaque eran de expresiónconstitutiva, más adelantese
comprobóunadisminución en su nivel de expresiónsi crecenen una fuentede carbono no
fermentable.Estospromotoresde tipo glicolítico son los máspotentesde .9. cerevisiaellegandoa
obteneren el caso del promotor del genPGK el 5% del mRNA total. A pesarde su escasa
regulaciónhan sido ampliamenteempleadostanto a escalade laboratoriocomoa escalaindustrial
(Mc Aleerel aL, 1984).

4.1.2. Promotoresregulables.

Con el pasodel tiempo se comprobóla necesidadde lograr promotoresquepermitieran
una expresión reguladade los genes heterólogospara evitar problemasde retraso en el
crecimientode las células originado por la cargaadicional que suponenciertas proteínas

heterólogasexpresadasde forma constitutiva. Paraello se desarrollaronpromotoresregulables
por fuentede carbonoy por fosfato.

Los promotoresregulablespor fuente de carbonotenían la característicade tener la

transcripcióninhibida en presenciade glucosay seactivabanpor galactosao por sacarosa.

Los promotoresreguladospor galactosason dentro,de este grupo, los de expresiónmás
fuerte y másfinamentereguladosde quesedisponeen .9. cerevisiae.Se basaen el empleode los
promotoresde genesrelacionadosconel metabolismode la galactosa(GALJ, GAL?’, GALlO). La
regulaciónde la transcripciónpor galactosaha sido estudiadacomo un modelo de control de la
transcripciónen eucariotas(Johnston,1987). El mRNA de dichosgenesse induce rápidamente
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unas100 vecestrasla eliminacióndela glucosadel medioy la adiciónde galactosa(St. Johnand
Davis, 1981).

La regulaciónpor fosfato se basaen el usodel promotor de la fosfatasaácida (PROS)
(Hinnen el al., 1978), induciéndosesu transcripciónen ausenciade fosfato en el medio. Las
característicasde estesistemahansido revisadaspor Vogel y Hinnen (1990).

Por último un grupo de promotoresde uso más restringidoes el de los genes del
metabolismode la sacarosa.Son los promotoresde los genesde la alcohol deshidrogenasa2,
ADH2, invertasa,SUC2e iso-citocromoc, CYCJ.Deellosel másutilizado es el promotordel gen
ADH2 reprimido unas 100 vecesen presenciade glucosa(Price el al, 19%). Estegrupo de
promotorespresentauna desventajaparasu uso industrial;es difícil manteneruna fina regulación
por glucosade los mismosen las condicionesen que es necesariocrecerlas célulasparaalcanzar
altos niveles de biomasa,ya queson condicionesde crecimientocon cantidadeslimitadas de
glucosaconlo quela represiónde estospromotoresno es óptima.

4.1.3. Promotoreshíbridos.

Se han desarrolladocon el fin de lograr sistemasde inducción reguladosfinamente
combinandolos promotoresmásfuertescon los sistemasde regulaciónexistentes.Como hemos

mencionadocon anterioridadlos promotoresmásfuertesson los de los genesde la ruta glicolítica,
perotieneen contra la escasaregulaciónde la transcripciónqueposeen.Por ello se construyeron
promotoreshíbridos,combinandolas zonasencargadasde regularla transcripciónde unosconlas

zonas promotorasde los más fuertes. Algunos de los promotoreshíbridos descritosson los
fonnadospor: la regiónpromotoradel genPGK con las regionesregulablesde los promotoresde
los genesGALJ-GALJO, creándoseel promotor PGK/GAL (Cousensel aL, 1990). la región
promotoradel gen CAP con las regionesreguladorasde los genes regulablespor galactosa,
promotorGAP/GAL (Bitter y Egan. 1988), la región promotora del gen CAPcon las regiones
reguladorasdel promotordel gen ADH2, promotorGAP/ADH2 (Cousensel al., 1987) y la región

promotora del gen CAP con la región reguladoradel promotor del gen PHOS, promotor
GAP/PHO5(HinnenelaL 1989).

Tambiénse han desarrolladopromotoresde regulaciónesteroldica.Son unos promotores
quepuedenseradaptadosa cualquiercepadeS.cerevisiaecon una inducción independientede

las condicionesdel cultivo. Se basaen la observaciónde que los receptoresde hormonas
esteroidicasde mamíferosactúancomoactivadorestranscripcionalesen levaduras.Requierenla
expresiónsimultáneadel receptorglucocorticoideen la levaduray la inclusión en el promotorde
levadurasde la región de respuestaa la señaltransmitidapor el receptor glucocorticoideen
presenciade hormonas.Esto se ha llevado a cabo con el promotor del gen CYCI lográndose
induccionesdel orden de 100 veces(Schenael al., 1991). Un sistemasimilar se ha desarrollado
con el promotor del gen PGK colocandoelementosde respuestaa andrógenos(Purvis el al.,
1991). Una de suscaracterísticasmásdestacadases suposibleutilización en levadurascarentesde
promotoresfinamentereguladoscomo Kluyveromycesladis y Schizosaccharomycespombe.
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4.2. Terminadoresde la transcripción.

Todacassettede expresióndebede llevar un terminadorde la transcripciónpara asegurar
una eficiente formación del extremo3 del mRNA, ya que es uno de los factorescríticos para
lograr una alta expresión(Zaret y Sherman,1982). Los terminadoresde la transcripciónmás
utilizadosen la expresiónheterólogade proteínasprocedende los genesTRPJ (Hitzemanel al,
1983). ADHJ (Urdeael al. 1983), CAP (Rosenbergel aL, 1984) y MA (Brakeel al., 1984),
aunquetambiénse puedeutilizar un terminadorpresenteen el plásmidode 2v lo quesimplifica
en algunoscasosenormementela construccióndel plásmido(Suttony Broach, 1985).

4.3. Modificacionesen el genbeterólogo.

Otro de los factoresa tenerencuentaes el tipo de gen heterólogoqueva a serexpresado,
así comolas característicasde la proteínaquecodifica dicho gen.

4.3.1. Usode cONA.

En los primerosintentosde producciónde proteínasheterólogasademásde utilizar el
propio promotordel gen que se queríaexpresarcomo ya hemosmencionadoen un apartado
anterior,en el casode la expresiónde la ~-globinade conejo (Beggsel al., 1980) se comprobóla

imposibilidad por parte de .9. cerevisiae,de procesarcorrectamenteun DNA compuestopor
exonese intronesdandoorigenamoléculasde RNA aberrantes,no lográndosedetectaren ningún
momentola proteína.Estehechoindicó la necesidadde trabajarcon cDNA cuandose tratasede
lograr la expresiónde un genquetuviera intronesen susecuencia.

A nivel de la transcripciónde los genesheterólogosseha observadoque regionesricas en
A-T puedenprovocarfallos en la transcripciónpor paradabruscade la misma lo queda origen a
proteínasaberranteso inclusoa la ausenciade esa proteína; ello ha llevado a modificar dichas
regionesen los genespara lograr unaeficiente transcripciónde los mismos (Romanosel al,

199le).

Tambiénsedebeevitar la presenciade regionesno codificantesen el extremo5’ del gen
heterólogoya quepuededificultarse la iniciación de la traducciónal dificultar o distorsionarla
unión al ribosoma(Cigan y Donahue,1987).

4.3.2.Usode codones.Genessintéticos.

A nivel de la traducciónde genesheterólogosexistecontroversiaacercade la importancia
del usode codonesbasadaen observacionescontradictoriasentresi. Está claro quelos genesmás
expresadospor .9. cerevisiaepresentanunoscodonesconmásfrecuenciade usoqueotros,son los
llamadoscodonesde uso preferencial.Sin embargo,Ernst (1988) describeuna seriede genes
heterólogoscon un alto contenidode codonesno preferencialescuyas proteínasson producidas
en gran cantidad. En cambio, hay otros ejemplos en los que el cambio de codonesno
preferencialespor los máscomunesproduceun incrementode 50 vecesen la cantidadde proteína
sin modificar los niveles de RNA (Kotula y Curtis, 1991). Apoyando esta observaciónse ha

8



Introducción

comprobadoque los codonesde un gen puedeninfluir en la cantidadde proteína cuandoel
mRNA estápresenteen altas cantidadesespecialmentecuandola expresiónse lleva a cabo en
medio mínimo dondela célula se ve obligadaa producir una amplia variedad de enzimas
biosintéticascodificadaspor codonesno preferenciales(Sharpy Cowe, 1991).

No obstantehay que tener en cuentaqueal cambiarlos codonesen un gen se puede
interferir con otros parámetroscomo son la estructuraprimaria y secundariadel mRNA que
puedeafectara la estabilidady formacióndel extremo3’ del RNA (Fleer, 1992).

4.3.3.Adición de secuenciaseñal.Glicosilación.

Una de las modificacionesque se realizacon másfrecuenciaen un genheterólogoes la
adición de unasecuenciaseñal,en el casode que el gen carezcade ella, o la eliminaciónde su
secuenciaseñaly sustituciónpor una deS. cerevis¿ae.La adiciónde estasecuenciaseñalhaceque

la proteínaseasecretadaal medioextracelular.Estopresentaunasindudablesventajas,como la
facilidad para la purificación del producto,pero no hay que ignorar los inconvenientesque
puedenaparecer,si la proteínaheterólogaquese deseaproducir no es normalmentesecretadaen
su organismohomólogo puedenpresentarseproblemasde glicosilacionesinespecificasque

puedenalterar su estructuray actividad biológica (Ruohonenet aL, 1987 y Romanosel al?,
1991c). Incluso en el casode proteínasque normalmenteestánglicosiladas.9. cerevis¿aepuede
realizarunahiperglicosilaciónde las mismasalterandosuscaracterísticas(Schultzel al?, 1987).

Las secuenciasseñalmásutilizadasparalograr la secreciónde proteínasheterólogasen
.9. cerevisiaeson las de los genesde factor-a,MFaJ (Brake,1989), de la fosfatasaácida,PHOS
(Arima el aL, 1983 y Satoelal., 1989)y la del gende la invertasa,SUC2 (Perimanel al., 1982 y
Melnick eta!., 19%).

4.4.Estabilidaddel vectorde expresion.

Además de asegurarun alto nivel de expresiónde la proteína cuidando todos los
parámetrosexpuestosanteriormente,el vector de expresióndebesermantenidode forma estable
en la célula.

Los vectoresderivadosdel plásmidode2v son los másutilizadosparalograr altos niveles

de expresiónpor el alto númerode copias en queestánpresentesen la célula. Sin embargo,
presentanel inconveniente,observadoen muchoscasos,de la disminución en el númerode
copias,llegandoen ocasionesa la pérdidatotal del plásmido,originandounaventajaselectivapara
lascélulascarentesde plásmidofrentea las portadorasdel mismo en el cultivo. Esto haceque en
la mayoría de los casosla expresióndeballevarsea caboen medio mínimo paraasegurarel
mantenimientodel plásmido.lo quesignifica una menor productividadquecuandoserealiza el
cultivo en medio rico. Para evitar esteproblemase handesarrolladosistemasde autoselección
para asegurarel mantenimientodel plásmido en las células, independientementede las
condicionesdel cultivo, lo que permite trabajarcon medios ricos que ofrecen una mayor

productividad.
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El primer sistemade autoselecciónse basóen el desarrollode cepasura3 furi como
receptorasde plásmidosportadoresdel gen URA3 (Loison el al., 1986), estascepastienen
bloqueadala captaciónde uridina del medio(~r1) y la ruta de síntesisinternade uracilo (ura3),
por lo que el mantenimientodel plásmido URA3 es esencialpara el mantenimientode la
viabilidad celular. Napp y Dasilva, (1993) hanmejorado el sistemaañadiendouna tercera
mutaciónurid-k, quebloqueala entradade uridina y citosina. La gran ventajade estesistema

respectode los queseexpondrána continuaciónes que es aplicable a todoslos plásmidosque
contienenURA3. marcadormuy común en los vectoresde expresiónde .9. cerevisiae.Para la
obtenciónde estetipo de cepasse ha desarrolladoun sistemabasadoen la exposiciónde cepas
transformantesa concentraciones10 mM de5-fluorouracilo quesólo son toleradaspor mutantes
furi queaparecende forma espontánea(Romanosel al., 1991a).

Los otros sistemasdesarrolladossebasanenel empleode cepasmutantescondicionalesen
un gen queestáen el vector de expresióncon el que se transformala cepa; ésto obliga al

mantenimientodel vectorde expresiónque portael gen quecomplementala mutaciónde la cepa
hospedadora.Hay descritosdossistemasde estetipo basadoen mutantestennosensiblesen el gen
CDC9 que codifica para una DNA ligasa (Unternáhrerel aL, 1991) y otro basadoen cepas
mutantesen el genSRBI. Los mutantessrbl requierenla presenciaconstantede estabilizador
osmóticoparaasegurarla viabilidad de la cepa, la transformacióncon un plásmido portadordel

gen silvestreSRBI permiteel crecimientoen medio sin estabilizaciónosmótica(Rech el al.,
1992).

RecientementeLudwig el al? (1993)han diseñadoun sistemabasadoen la transformación
con un plásmidode 2~t que lleva insertadaunacassettede expresión,tras la transformaciónel
plásmidosufreuna recombinaciónmediantela recombinasaflp con el plásmidoendógenode 2j.t,
tras la cual se generaun plásmidoque será eliminado por las células quedandola cassettede
expresiónincorporadaen el plásmidoendógenode 2v De esta forma se obtieneun plásmidoque
es mantenidode forma estableen ausenciade presiónselectivaen el medio de cultivo.

Ademásde los sistemasde autoseleccióndescritosexistenotras formasde estabilizar un
vectorde expresión.Una de ellasse basaen su integraciónestableen el genomadeS.cerevisiae.
Paraello se diseñóun sistemaque utiliza los elementosdelta (8), que se encuentrandispuestos
repetitivamentea lo largo del genoma,de la levadura.De estaforma se han logradocepascon 20
copias integradasde la cassettede expresiónde NGF (factor de crecimientonervioso) (Sakai el
al., 1991). Un sistemasimilarha sidodesarrolladoutilizando los DNA ribosómicos(Lopesel al.,
1989, 1990).

No obstante,no todoson ventajascon los sistemasde autoselección.ya quepor ejemplo

en ellos no se puedeprevenir una inestabilidaddebida a la aparición de una fuerte presión
selectivaen favor de célulasportadorasde alelos mutantesdel gen heterólogo,o con mutaciones
en las secuenciasdel promotornecesariasparalograr un alto nivel de expresión.Estefenómeno
fue descritoen unacepade .9. cerevisiaetransformadacon una cassettede expresiónde HBsAg
(Antígenode superficiede la hepatitisE) dondese observóque una mutaciónen el promotorque
producía una menor expresiónsignificaba un enriquecimientodel cultivo en las células
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portadorasde esamutación,por la ventajaqueadquiríansobrelas quemanteníanun mayor nivel
de expresión(Fleer, 1992).

5. CEPAS HOSPEDADORAS PARA LA EXPRESIÓN HETERÓLOGA DE
GENES.

La elección de la cepa cuandose trata de optimizar la expresiónde una proteína
heterólogaes un factor al que se le ha prestadomenor atenciónen comparacióncon otros
aspectoscomoel desarrollode vectoresde expresióno el escaladode los procesos.Sin embargo,
la importanciadel fondo genéticode las cepas en la expresiónde una proteínaheterólogaha
quedadode manifiestoen el estudiode De Baetselierel al. (1991). en el quese ensayanvarias
cepasen relación con la producciónde la glucosaoxidasade Aspergillusniger. encontrándose
diferenciasde 100 vecesen el nivel de expresiónentre ellas, sin que exista una explicación
aparenteparaestehecho.

La mejorade lascepashospedadorasse ha enfocadoatendiendofundamentalmentea dos

aspectos:

-mejorade la productividadde la proteínaheteróloga
-facilitar la recuperaciónde la proteínaheteróloga.

5.1.Cepasdeficientesen proteasas.

La ventajaaportadapor estetipo de cepases la mejora de la productividad por medio de
un aumentoen la estabilidadde la proteínaproducida.

5.1.1.Proteasasen.9.cerevisiney expresiónheteróloga.

.9. cerevisiae contiene un gran número de proteasas localizadas en diferentes
compartimientoscelulares: citosol, vacuola, mitocondria,retículo endoplásmicoy aparatode
Golgi; asícomo en las membranasde estos orgánuloscelulares(Achstettery Wolf. 1985). La
presenciade algunas de estasproteasaspuede interferir con la purificación de enzimas
intracelularesasícomode proteínasheterólogas(iones, 199la). La proteolisis realizadapor las
proteasasjuega un papel central en varios procesosfisiológicos como son la esporulación.
situacionesde ayunode nitrógeno,la secreciónde proteínasy la inactivaciónde feromonas.Tras
el usodeS. cerevisiaecomo hospedadorparala expresiónde proteínasheterólogas,ha surgidoun
nuevoenfoquede estasenzimasya que las proteínasheterólogasparecensermássusceptiblesa
los procesosde proteolisis(Enfors, 1992), al tratarsede proteínasextrañasparala célulaque las
produce.De lo anterior se deducequela cantidad final de unaproteína heteróloga,ademásde
dependerde las característicasdel vector, se puedever afectadapor fenómenosde proteolisisen
mayor o menor medidasegúnlas característicasde la proteína,su localización subcelulary las

característicasde la cepa hospedadora.Es posiblepor tanto queuna estrategiade defensade la
cepa, para respondera la carga extraña, que representala hiperproducciónde una proteína
heteróloga,sea inducir la proteolisisde la misma,ademásde la pérdidade plásmidoo la selección
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de mutantescon menornivel de transcripción.Por todoello las cepasdeficientesen proteasasson
cadavez másutilizadasen la expresiónheterólogade proteínas.

La principal fuente de proteolisisinespecificaen la levaduralo representanlas proteasas
del lumen vacuolar.En extractoscelularesde cepasdeficientesen esasproteasasse ha observado
una disminución de un 95% en la capacidaddegradativade substratosinespecificosen
comparaciónconextractoscelularesde cepassilvestres(Hirschel al., 1989). En la vacuolaexisten
varias proteasas:endoproteinasasA y B (yscA/PrA y yscB/PrB), carboxipeptidasasY y 5
(yscY/CpY y yscS/CpS),aminopeptidasas1 y Co (yscl/ApI y yscCo/ApCo)(Hirsch el al, 1989).
Las proteasasmásimportantesson la PrA y la PrB. siendola PrA la principal responsablede la
maduracióndel restode las proteasasvacuolaressiguiendouna reacciónen cascadade activación
junto con la PrE (iones, 1991b). Las proteasasvacuolaresson sintetizadascomo precursores

inactivos,su maduraciónseproducecatalizadapor la PrA y en menor medidapor la PrB (Fig. 1).
Por otro lado, la PrB ha aparecidocomouna de las principalesfuentesde problemasproteoliticos
en la purificaciónde proteínashomólogasde S. cerevisiae(Pringle. 1975).

La PrA estácodificadaporel gen PEP4(Ammenerelal.. 1986)y la PrE porel gen PRBJ
(Mechíerel al.,1988). La mutaciónen estosgenesno produceefectosfenotipicosdañinosparala
célulaa excepciónde quela célula se encuentresometidaaprocesosde estréscomo esporulación
o ayunode nutrientes.

Lascepasdeficientesen PrA (pep4)y/o deficientesen PrB (prbl) han sido ampliamente
utilizadasen la producciónde proteínasheterólogas(Tabla II). La justificación del uso de estas
cepasen la expresiónheterólogade proteínases doble, por un lado pueden prevenir una
degradacióninespecificade lasproteínasdurantesu procesode producción,y duranteel proceso
de roturacelularpuedenprevenir la apariciónde procesosde proteolisis inespecifica(Titchener-
Hookerelal., 1989).

5.2.Cepassuperseeretorasy de baja glicosilaclón.

Aunquela secreciónde proteínases uno de los métodosmásempleadosen la obtencióny
recuperaciónde proteínasheterólogasen .9. cerevisiae,frecuentementelas cantidadessecretadas
han sido bajas.probablementedebidoal bloqueo de la capacidadde la ruta secretorade la
levadura,consecuenciade la elevadacantidadde proteínaheterólogaproducidapor el vector de
expresión(Shuster, 1991). Para lograr esta secreciónde las proteínas,ademásde añadir una
secuenciaseñal,se handesarrolladoestrategiasalternativasbasadasen la búsquedade cepas

mutantessupersecretoras.

Sleepel al. (1991)desarrollaronun ensayoen placa utilizando anticuerposde la proteína
que se deseasecretar,para tras sucesivasrondas de mutagénesissobre la cepa transformada
identificar mutantessupersecretores.

La cepapmrl, deficienteen una ATPasadependientede calcio (Rudolph el al. 1989), ha
demostradoteneruna mayorcapacidadsecretoraquela cepasilvestreen el casode la expresión
de hormonabovina de crecimento(Smith el al., 1985) y prouroquinasa(Turner elal., 1991).
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Figura 1. Ruta de maduraciónde las proteasasvacuolares.La línea superior

representael producto inicial de la traducción;los números,los sitios de cortepara
originar la proteína maduraactiva; ps. péptido señal; * proteínaactiva en catálisis
intramolecular;** proteínaconactividadproteoliticaen otras moléculas.
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Tabla II. Cepasdeficientesen proteasasempleadasen la expresiónheterólogade

proteínasen S. cerevisiae.



Proteína Cepa Genotiporelevante Referencia

FGFh ABll6 pep4prbl Barrel al?, 1988

EGFh AB 103 pep4 Brakeel al?, 1984

EGFh B32168 pep4prbl prcl Clementsel al., 1991

tPA B3305 pep4prbl GiII elal?, 1990

IFN 20B-12 pep4 Hitzemanel al.,
1983

ATPasa 20B-12 pep4 Horowitz el al., 1990

Quimosina MT3O2I1c pep4 Mellor el aL, 1983

Hemoglobina GSY-112 pep4pi-hl Wagenbachel al?,
1991

Hirudina TR1456 prb¡ Ibbael al?, 1993

~-galactosidasa CBL1-20 pep4 Ludwig el aL, 1993

VLPs BJ2168 pep4prbl prcl Asenjoet al.. 1993

FGFh: factor de crecimientode fibroblastoshumano; EGFh:

epidérmicohumano;tPA: activadortisular de plasminógeno;

“virus-like particles” proteínaparticuladadel retrotransposónTy.

factor de crecimiento

IFN: interferón; VLP:
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Sin embargoa veceslas proteínassecretadasno son activas. Esto puede debersea
fenómenosde hiperglicosilación,especialmenteimportanteen el casode proteínasque no son
naturalmentesecretadasllevandoa disminucionesde actividad en el casode la interleukina 1{
(Livi el al., 1991) o a la pérdidade reactividadconanticuerposen el casode la proteínagp3SOde
EBV (Schultzel al., 1987). Por último, pero no por ello menos importante, la glicosilación
inespecificade proteínasheterólogasproducidascon fines terapéuticospuede significar su
inutilización por la presenciade residuosde cz-l ,3-manosaque parecenser inmunogénicos

(Ballou, 1970).

En un principio para eliminar los problemasde hiperglicosilación, que con cierta
frecuenciaocurrenen 5’. cerevisiae,se ideó un sistemabasadoen mutar las regionessusceptibles
de glicosilación de los genesheterólogosquevan a serexpresados(Melnick el al?, 1990), pero
estosuponíaun estudiodetalladoparacadagen y consumíamuchotiempo. Era más efectivo y
prácticoel uso de mutantesdeficientesen glicosilación,especialmentede la síntesisde manano,
mnn9,queno añadíanla cadenaexternade manosa(Kukuruzinskael al?, 1987). Estosmutantes
mnn9aúneran capacesde incorporarresiduosa-1,3-manosa,por lo que desarrollarondobles
mutantes,tipo mnn9mnnl,en los quese habíaeliminado por completola incorporaciónde restos
de manosadurantela glicosilación.Dada la mayor sensibilidadosmóticade dichosmutantesy la
disminuciónen su capacidadde crecimiento,Sledziewskiel al? (1990) crearonunacepa con la

expresióndeMNN9 reguladapor temperatura.

Los mutantespmrl. mencionadosanteriormentecomo cepa supersecretora,presentaban
tambiéndefectosen el patrónde glicosilación.debidosa quedichamutaciónevitael pasoa través
del aparatode Golgi. orgánulocelularen el quese lleva a cabolahiperglicosilación.

5.3. Cepasquefacilitan la liberaciónde proteínasheterólogasintracelulares.

Cuandolas proteínasheterólogasseproducende forma intracelular la recuperaciónde las
mismasrequierela rotura de las células. Por tanto, una alternativa para recuperarel producto
producidoes el empleode cepasmutantesque seancapacesde liberar de modo controladosu
contenidointracelularal mediode cultivo. Estetipo de mutantes,dentro de los que se encuadra
las cepasdesarrolladasen nuestrolaboratorio,se comentarámásadelante.

6. OBTENCIÓN DE PROTEÍNAS HETERÓLOGAS INTRACELULARES
DE S. cerevisiae.

La rotura, desintegracióno permeabilizacióncelular es unaoperación necesariapara el
aislamientode proteínasintracelularesque la célula no es capazde secretar.Como hemos

mencionadoanteriormentedurante los últimos quince años son numerososlos ejemplosde
proteínasheterólogasexpresadosen 5’. cerevísiae;para muchosde ellos se ha logradoestablecer
mecanismosde secreción,en cambioparaun importantenúmerode ellos no ha sido posible,de
ahí la importanciaen el desarrollode técnicas para lograr la recuperaciónde estasproteínas
intracelulares.
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El procesode recuperaciónde una proteínaes previo a su purificación y está integrado
por dos procesos:

-la roturade la célula
-la separaciónde los restoscelulares.

La rotura celular es el primer paso para lograr una correcta liberación del contenido
intracelular,existiendovariosmétodosparallevarlo a cabo queseránobjeto de un tratamiento
másdetalladoa continuación.La separaciónprimaria de los restoscelularesse realiza básicamente
por centrifugación,siendo necesarioademásen algunosprocesosel uso de técnicasadicionales.

Los procesosde purificación sonespecíficosparacadatipo de proteínaque se trate de purificar,
destacandoentrelos másutilizadoslas técnicascromatográficas(Crueger,1989).

Por último, no convieneolvidar la influencia del factoreconómicoen el diseñode estos
procesos,principalmenteen cuantoa consumodeenergía,tiempoy trabajo requerido,el cual asu
vezestádirectamenterelacionadoconel valor añadidode la proteínaqueseestáproduciendo.

6.1. Roturacelularde S. cerevisine.

Las células de la levadura 5’. cerevisiaeson duras y difíciles de romper, debido
principalmentea la existenciade una pared celular gruesay resistente,formada por sucesivas
capasde diferentespolimerosprincipalmentemananosy frglucano. A la hora de elegir un

métodoparallevar a cabouna rotura celular, uno de los parámetrosa observares la estabilidadde
la proteínaquese ha producidoy quese va a purificar, ya que la mayoría de las proteínaspara
mantenersu actividadúnicamenteresistentemperaturasy pH moderados,ademásrepresentanel
blancoideal paralas proteasasliberadasde la célula duranteel procesode roturacelular.Todos
estosfactoreslimitan las condicionesdel procesoa emplearque debende ser lo más suavesy
cortasposible.Otro aspecto,a la hora de estudiarestosprocesos,es la posibilidadde su escalado
industrial.

Los métodos de rotura celular, descritoshasta la fecha, para lograr la liberaciónde
proteínasheterólogasintracelularesse dividen en:

-métodosquímicos
-métodosfísicos

-métodosbiológicos.

Lascaracterísticasquedebecumplir el métodode rotura ideal son:
-máxima liberación del producto
-impedir la desnaturalizaciónde la proteínao la inactivaciónde la enzima
-evitar la degradacióntérmica

-no generarrestoscelularesde un tamañode partículademasiadofino
-seroptimizabley repetitivo.
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6.1.1. Métodos químicos.

Se basanen el uso de solventesorgánicosy detergentespara acelerarlos procesosde
autólisisde .9. cerevisiae(Breddamy Beenfeldt. 1991). El sistemase basaen la autólisiscelular
por medio de unaplasmolisisoriginadapor tratamientode las células con solventesorgánicos.
Paraseguir la liberación del contenido intracelular Breddam y Beenfeldt. (1991) miden la
cantidadde la proteasavacuolarcarboxipeptidasaY liberadapor la célula, requiriendoel proceso
un fino control del pH en torno a 8. Entrelos solventesorgánicosconmejoresresultadosdestacan
los alcoholesde cadenaentre6 y 9 carbonosde longitud. Los detergentescon mejoresresultados
sonel Tritón X-100 y N-laurilsarcosina.Desdeel punto de vistade suescaladoindustrial presenta
las siguientesventajas:

-no requiereel usode aparatosespecialesparalograr la roturacelular
-dejaunos restoscelularesgrandesfácilmenteseparablespor simplecentrifugación

-el costede los productosinductoresde la autólisises bajo.

Perotambiénpresentauna seriede inconvenientescomoson:
-la dificultad paraeliminar los compuestosquímicos, utilizadosparainducir la autólisis,en

posterioresprocesosde purificación
-el riesgode desnaturalizaciónde las proteínasliberadaspor partede los detergentesy los

alcoholesempleadosen la autólisis
-los largostiemposde incubaciónparalograr la autólisis.entre20 y 30 h
-los problemasquepuedenpresentarlas proteasasliberadasduranteel proceso,ya que

están muchas horas en contacto con las proteínasliberadas, aumentandoel riesgo de su

degradación.(Breddamy Beenfeldt. 1991).

61.2. Métodosfísicos.

Estosmétodossebasanen la roturamecánicade las célulasmediantela aplicaciónde altas
presionesy el usode homogeneizadorescon bolasde vidrio (Schtlttey Kula, 1990). Actualmente
son los métodosutilizados a nivel industrial, pero presentanel grave inconvenientede la
generaciónde calor, quepuedellegara desnaturalizarla proteínade interés,asícomoel alto coste
de las instalacionesy de los materialesnecesariosparala construcciónde los aparatos,quedebido
a las altas presionesquedebensoportarson cerámicasespecialeso incluso diamantesde uso
industrial queencarecenel costedel equipoy sumantenimiento(Schiitte y Kula, 1990).

6.1.3.Métodosbiológicos.

Estosmétodosse basanen la inducciónde la autólisis de las célulasmedianteel uso de
enzimaslíticos, quedegradanla paredcelulargenerandoprotoplastosque son lisados por choque
osmótico,o bien empleandocepasquetienenun fenotipo lítico condicional.
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6.1.3.1.Usodeenzimaslíticos.

Huang el al. (1991) han desarrolladoun sistema,denominadoLiberaciónDiferencial de
Productos (DPR), basadoen el uso de enzimas líticos que degradanla pared celular de
.9. cerevisiaecombinadocon el uso de estabilizadoresosmóticos.Con estos tratamientoslos
autores logran la liberación selectiva de enzimas y proteínas localizados en diferentes
compartimientoscelulares(espacioperiplásmico,citoplasmay mitocondrias). El complejo de
enzimaslíticos utilizadosprocededeOerskowiaxan¡hinolyíica (Hunter y Asenjo, 1987); obtenido
a partir de cultivos continuosde estaespecie.Se trata de una mezcla de enzimas líticos con
actividadesfrl,3-glucanasa,proteasa.frl.6-glucanasa,mananasay quitinasa. Todas estas

actividadesactúande forma sinérgicaen la degradaciónde la paredcelular,perosólo dos de ellas
sonesencialesparalograr estadegradaciónde la paredcelular,la actividad mananasaque degrada
la capaexternade mananode la paredy la ~-l.3-glucanasaparala degradaciónde la capainterna
de glucano(Huangel al? 1991). La producciónde estasenzimasobtenidaen un fermentadorde
2000 litros es suficientepara lisar un fermentadorde 100.000litros de 5’. cerevisiae(Schtitte y
Kula. 1990). Tambiénse ha empleadoestesistemaparalograr la liberaciónde VLPs del interior
de las células(Asenjoel al., 1993).

Actualmentelos estudiossobrela LiberaciónDiferencial de Productos(DPR) se dirigen
hacia la selecciónde las condicionesmás suavesparalograr la lisis del cultivo, y por otro lado

haciael abaratamientode los costesy disponibilidadde las enzimas,que no son reutilizables.Este
último aspecto,es uno de los mayoresimpedimentospara el escaladodel proceso,que se vería
facilitado si se lograsela donaciónde los genesresponsablesde la producciónde las enzimas,
parapoderacometersu producciónen grancantidaden sistemascelularesmáseconómicos,tipo
E. coil. Juntoa esto,otro problemaañadidoes lacontaminacióncon proteasasde estOs complejos
enzimáticosque puedeoriginar la degradaciónde la proteínade interés y que obliga a realizar
técnicasde purificación,durantela obtenciónde las enzimaslíticos, paraeliminar las proteasas
(Asenjoel al.. 1993).

6.1.3.2.Uso demutanteslíticos condicionales.

Las característicasde los mutantessrbl de 5’. cerevisiae (Stateva el al?. 1990) han
permitido su uso como sistema de liberación de proteínas recombinatesproducidas

intracelularmente.Estosmutantesúnicamenteson viables en medios de cultivos estabilizados
osmóticamente,de modo quecuandosontransferidosa un medio hipotónico las células se lisan.

La funcióndel genSRBJes todavíadesconocida.

Bróker (1994) aprovechandoesta característicaestudió la liberación de la proteína
heterólogaintracelularFactorXIIIa en estosmutantes,demostrandosu liberacióntrassometerlas
célulasa un choqueosmótico. Pero solamenteel 20% de las células se lisabanpermaneciendo
resistentesal choqueosmóticoel resto de la población, lo que indicabaun bajo rendimientodel
proceso.

En nuestro laboratorio hemosdesarrolladoun sistemapara liberar de forma controlada
proteínasheterólogasintracelulares,basadoen el usode mutantess112 (de la Fuenteel al?, 1993).
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La aplicación biotecuológicade estos mutantesse basa en su fenotipo lítico termosensible.
Cuandolas célulasde estosmutantescrecena 240Cno sufren lisis celular,mientrasquea 370C se
lisan liberandoel contenido intracelular.La presenciade sorbitol en el medio de cultivo elimina
estefenotipo lítico (Torresel al., 1991).

7. GEN SLT2 DE S. cerevisiae.

7.1. Funcionesde la paredcelularde S. cerevislee.

La paredcelulardeS.cerevisiaepuederepresentarhastael 30% del pesosecode la célula,
luego su mantenimientorepresentaun gran esfuerzopara la maquinariacelular. Actualmentela
paredcelulares consideradauna estructuracelulardinámicasometidaa constantescambiosen su

arquitecturay composiciónduranteel ciclo biológico de la levadura(gemación,apareamiento,
esporulación).Ademásunade las funcionesmásobviase importantesde la paredcelular esactuar
como soporteestructuralde la célula ademásde protegera la célula de cambiososmóticosdel

entorno,asícomoservir de filtro parala entraday salidade sustanciasde la célula (Klis, 1994).

La protecciónosmóticaessin dudauna de lasfuncionesprimarias de la paredcelular, sin
la presenciade una paredcelularestablela célula lisa, amenosqueel mediosesuplementecon un
estabilizadorosmótico.Se han descritovarias causasquepuedenproducir sensibilidadosmótica,
algunasde ellas son:

-mutacionesqueafectana la síntesisde~-glucano(Song el aL, 1992 y Diaz el al?, 1993)
-mutacionesen los genesde una seriede quinasasactivadaspor una quinasahomólogade
la proteínaquinasaC de mamífero(Erredey Levin, 1993).

La permeabilidadde la pared celular,o sea su acciónde filtro, determinael paso de
moléculasdel exterioral interiory viceversa.Seha demostradola influencia de factorespresentes
en el mediode cultivo quepuedenafectara la permeabilidadde la paredestudiando:la liberación

de proteínasal medio externo(Rossini el al?, 1993) y la penetraciónde reactivosquímicos al
interiorde la célula (Vogel el al?, 1992).

7.2. Paredcelulary genSLT2.

Los mutantesautoliticosrepresentanuna de las posiblesaproximacionesal estudiode
fenómenosrelacionadosconla paredcelular.

El mutante autolitico 13, (cedido por el Dr. Cabib), presentaun fenotipo lítico
termosensiblea 370C y eliminable por estabilizaciónosmótica del medio de cultivo; esta
observaciónpermitía relacionarla mutaciónde 1.3, denominadainicialmente lyt2-J, con la
formación de una pared celular osmóticamenteestablea la temperaturade 370C. Por
complementacióndel fenotipo de estemutanteU, se clonó en nuestro laboratorioel gen SLT2

(Torres el al?, 1991). Dicho gen codifica para una proteína serín-treoninquinasa,siendo la
primera quinasarelacionadaconel mantenimientode una paredcelularestable.Mástarde Leeel
al. (1993) donaronel gen MPKJ quecodificabauna MAP quinasapertenecientea una ruta de

17



Introducción

transmisiónde señalesmediadapor la proteínaquinasaC, resultandodicho gen ser idéntico a
SLT2.Esta ruta de transmisiónde señalesse ha relacionadocon el control de la síntesis y
mantenimientode la paredcelular,sin quese tenganevidenciasclarasde los efectoresfinales de la
ruta. RecientementeDavenportel al. (1994) han postuladola activación de la ruta como una
respuestaa un estréshipotónico en el medio externo, ya que en esascondicionesdetectanun
aumentoen la fosforilaciónde la proteínaSlt2p.

Aunqueinicialmentesepensóque los genesSLT2y LYT2no eranalélicos,la recuperación
del alelo SLT2 en los mutantes1y12 demostróque estealelo estabaafectadoen dichosmutantes,
concretamenteexistíaunasustituciónde la Gly3S por un Asp. La mutaciónlyt2-1 se renombró

s1t2D3S,nuestrosmutantesinicialmentedenominados1y12-1 han pasadoa denominarseslt2DSS.

Los otros componentesde la ruta son: PKCJ (Levin y Bartlett-Heubusch,1992), BCKI
(Lee y Levin, 1992) y MKKJ/MKK2 (Irie el al?, 1993)(Fig. 2). El orden de los componentesde la
ruta se ha realizadomedianteexperimentosde epistasis(Avery y Wasserman,1992). La actividad
de la MAP quinasaSlt2p esrequeridaparael mantenimientode unaparedcelular osmóticamente
establea la temperaturade37V (Martín el al?, 1993), al igual que el restode componentesde la

ruta en los quela interrupciónde los genescausaun fenotipo lítico eliminado por estabilización
osmóticadel medio de cultivo a 37”C, exceptoen el casode PKCI, dondelos mutantespkcM
requierenestabilizaciónosmóticaa cualquiertemperaturaparaser viables (Paravicininel al.,
1992), lo que sugiereuna bifurcación de la ruta a ese nivel. La existenciade esta ruta de
transmisiónde señalesreafirma la idea de la pared celular como una estructuradinámica a lo
largodel ciclo celular, sometidaen todomomentoa una fina regulaciónpor parte de la célula, y
la esencialidadde una paredcelular osmóticamenteestablepara asegurarla viabilidad de las

células.

En la levadurase han descritootras rutas de transmisiónde señalesen las queparticipan
MAP quinasas(Johnsony Vaillancourt, 1994) relacionadascon los procesosde apareamiento
celulary regulaciónosmóticade la célula. La comparaciónentrelos diferenteselementosde estas
rutaspermiteafirmar la existenciade un módulode transmisiónde señalesintegradopor MAP

quinasasconservadoa lo largo de la evolución ya que las rutasdescritasen vertebradosson
similaresa las descritasen 5’. cerevisiae.Así por ejemplo una MAP quinasade Xenopuslaevis
sobreexpresadaen un mutantesf12 de 5’. cerevisiaerestaurasu capacidadde crecimientoa 37V.
Así pues estasobservacionesabren un amplio campo para el empleo de 5’. cerevtsiaecomo
modelode estudiode la transmisiónde señalesmediadaspor rutas de las que forman parteMAP
quinasas.

7.3. Otras característicasdel fenotipo sIt2.

Los mutantessf12 ademásdel fenotipo lítico característicopresentanotrascaracterísticas
fenotipicasdestacables:

-alta sensibilidada cafeína,concentraciones12 mM de estasustanciaproducenlisis de las
célulasa 24V, la lisis de nuevoes eliminadapor la adiciónde un estabilizadorosmóticoal

medio de cultivo
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Figura 2. Ruta de transmisión de señalesen 5’. cerevisiae implicada en el
mantenimientode la integridadcelular,a travésde la formaciónde unaparedcelular
osmóticamenteestable.
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-incapacidadpara creceren gl¡cerol como única fuentede carbonoa la temperaturade
300C
-elevadasensibilidada inhibidoresde la síntesisde la paredcelular.

8. PRODUCCIÓN DE PROTEÍNAS HETERÓLOGAS DE INTERÉS EN
S. cerevisiae.

A continuaciónse comentanlos tres tipos de proteínasheterólogasproducidasen la
levadura.9. cerevisíae en estetrabajo.

8.1. Cloranfenicol acetil transferasa (CAT).

La enzimacloranfenicolacetil transferasa(CAT). de origen bacteriano,es responsablede
la resistenciaacloranfenicolen cepasde E. cdi (Shaw, 1983). Su expresiónen 5’. cerevisiaefue
desarrolladapara lograr un sistemade transformaciónbasadoen el empleo de un marcador
dominanteque permitieratanto la transformaciónde cepasindustrialescomo de laboratorio
basándoseen la resistenciaa cloranfenicol queconferia dicho gen, ya queesteantibiótico es
tóxico para los ribosomasmitocondriales(Hadfield elal?, 1986). En un trabajoposteriorHadfield
el al? (1987) comparanla expresiónde CAT en .9. cerevisiaey E. cdi demostrandola producción
de unaproteínaidéntica,que en la levadurase producíaen un nivel que representabael 2.1%de la
proteínatotal.

Estealto nivel de expresióny el hechode quefuerade producciónintracelularasícomola
fácil detecciónde la misma por mediode up ensayoespectrofotométrico(Shaw, 1975), nos llevó
a elegirlacomo proteína heterólogamodelo paraestudiarla liberación de proteínasheterólogas
intracelularesen mutantesautoliticos.

8.2. Expresiónde la proteína HLA-DP de claseII en S. cerevisiae.

Los genesDP del sistemade histocompatibilidadhumanocodifican para unas proteínas
queseencuadranen los denominadosantígenosde claseII (Benacerraff, 1991).Se expresanen la
superficie de diferentestipos de células implicadasen la respuestainmunitaria (linfocitos E,
linfocitos T activados,macrófagosetc.) siendosu función la de presentarpéptidosantigénicos.
Éstosprocedende la degradaciónde antígenoscaptadosdel exterior celular (proteínasexógenas)
llevadaa cabo por las células presentadorasde antígeno. El conjunto HLA-clasell/péptido es
reconocidopor las célulasT cooperadoras(Unanuey Alíen, 1987).

A diferenciade las proteínasdeclase1, purificadasy cristalizadaspor Garret el al. (1989),
las de claseII, tipo DP, no han sido purificadaslo que justifica su expresiónen un sistema
heterólogoconeste fin. Existen ejemplosprevios de éxito de la producciónen .9. cerevisiaede

proteínascomplejasque requierenensamblaje:Horwitz el al. (1988) logran la secreciónde un
anticuerpo,Wagenbachel al? (1991) demuestranel ensamblajede las dos cadenasde la

hemoglobina de conejo y Jansenel al? (1989) obtienen el ensamblajede las diferentes
subunidadesdel receptor nicotínico de Torpedo californica. Además Stern y Wiley (1992),
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producenconéxito unas formassolublesdel alelo DR de claseII del MHC usandocomo sistema
de expresiónbaculovirus.

8.3. Expresión de Ty-VLPs de 5’. cerev¡swe.

La proteína Ty-VLP es una proteínamultimérica producto de la sobreexpresióndel
retrotransposónde la levaduraTy (Kingsmanel al., 1991). El retrotransposónTy de 5’. cerevisiae
presentauna organizaciónsimilar a la de un retrovirusexceptola presenciade proteínasde la
envoltura,ya quesu replicaciónes intracelular.El nombre VLP (Virus Like Particles)se debea
que susproteínasse ensamblanasemejandoun “core” retroviral, formado por 300 subunidades
con un diámetrode 60 nm.

Adamselal. (1987) demostraronqueúnicamentela sobreexpresiónde uno de los genes
del retrotransposón,concretamenteel gen TYA, erasuficientepara la formación de las partículas,
que se acumulabanen un alto númerodentrode la célula. El productodel gen TYA es la proteína

pl.

La producciónde estaspaniculasha demostradotenervarias aplicacionesbasadasen las
diferentescaracterísticasquepresenta:

-sehan utilizado como vehículosde presentaciónantigénica,medianteel desarrollode

proteínasde fusión con la proteínapl. La ausenciade envueltaglicoproteicade estas
partículasles confiere un carácterno inmunogénicolo que permite el uso de estas
proteínasde fusión paraobteneranticuerposy desarrollarvacunas.Entre las proteínasde
fusión realizadasdestacanla obtenidaconunaproteínaantigénicadel virus VIH (Griffiths
el al., 1991).
-también es posible utilizarlo como un sistema de purificación, aprovechandolas

característicasfísicas de las partículas que permite separarlasdel resto mediante
centrifugaciónen gradientesde sacarosa(Adamsel al?, 1987).

9.LEVADURAS NO CONVENCIONALES.

En los últimos años han comenzadoa utilizarse otras especiesde levaduracomo
hospedadoresparala expresiónheterólogade proteínas.Estosedebea la apariciónde problemas
en la expresiónde ciertasproteínasen 5’. cerevísiae,bajos niveles de secrecióny productividad,e
incluso fracasoscompletosen la expresiónde un gen (Romanoselal., 1992).

Por todo ello se inició el estudiode especiesde levaduraque pudieran evitar esos
problemas.Se recurrió a especiesde levadura que eran empleadasen diferentes procesos
industriales:Pichia pasloris, empleadaen la producciónde “single-celí protein” a gran escala
crecidaen medioscon metanol, ya quese trata de una levadurametiltrófica (Wegner, 1983);
Kluyveromycesladlls deuso tradicional en la industriaalimentariaparala producciónde lactasa;

Yarrowia lypolitica, usadaen la producciónde metabolitoscomo el ácido cítrico (Shahel al?,
1982) y Hansenulapolymorphaquees otra levadurametiltrófica. En todas ellas se contabaya
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con un conocimientoprevio acercade técnicasparasu cultivo en granescalaen mediosde cultivo
muy económicos.

De todas ellas 1’. pasloris y H. polymorpha han demostradotener las mejores

característicasparaserdesarrolladascomo hospedadorespara la expresiónheterólogadebidoa su
capacidadpara creceren presenciade metanol, característicaque ha sido aprovechadapara
desarrollarun sistemade promotoresinduciblespor metanol.

9.1. Expresión de genesheterólogosen P. pastoris.

P. pastoris es una especie de levadura metiltrófica ampliamente utilizada en

fermentacionesindustrialescon un ciclo biológico y unascaracterísticasparecidasa 5’. cerevisiae
(Gleesony Sudbery. 1988). La similitud con 5’. cerevisiaese pone de manifiesto por la
funcionalidad cruzada de genes entre ambas especies,ha permitido utilizar marcadores
auxotróficosde 5’. cerevisiaepara la selecciónde transformantesde P. pastoris. Para poder
desarrollaresta levaduracomo hospedadorparala expresiónde proteínasheterólogasse requería
un sistemade transformación,que fue desarrolladopor Cregg el al? (1985), y la existenciade
promotoresfuertes.ConcretamenteEllis el aL (1985)donaronlos genesde la ruta de asimilación
de metanol; entreestos genesse eligió el promotordel gen AOXI (Alcohol oxidasa 1) para
utilizarlo en la expresiónheteróloga,siendouna de los promotoresmás fuertesdescritosen la
naturaleza,ya quellega aacumularel 30%de la proteínatotal creciendoen metanol.La ausencia
de plásmidosnativos en esta especiede levaduraobligó al desarrollode unos vectoresde
expresiónqueproducíanla integraciónde la cassettede expresión,vía recombinaciónhomóloga,
en el genomade la levadura.

P. pastorisha demostradoser un hospedadorexcelentetanto para la producción de
proteínasheterólogasa nivel intracelular como por secreción. En este último aspectoes de
destacarquepresentaun patrón de glicosilaciónmásparecidoa las célulaseucariotassuperiores
ya queno añadela ramificaciónfinal de manosaqueañade5’. cerevisiae,con lo que las proteínas
producidascorren menor riesgode ver alteradassus característicasinmunogénicasy su actividad
biológica (Cregg el al?, 1993). En la tabla III se citan ejemplos de proteínasque han sido
producidasen 1’. pasloris,observándosela presenciade proteínasde muy variadascaracterísticas.

Tambiénsehandesarrolladocepasde 1’. pastorisquepresentanuna mayor estabilidaden
las proteínasheterólogasproducidasen estesistema.Gleesony Howard, (1991) handesarrollado
una cepade P. pasloris mutadaen el genPEP4 de esta levadura,lo quehacequedicha cepasea
deficienteen proteasasvacuolares.

Parael crecimientode esta levaduraa altas densidadesópticas.se ha desarrolladoun
sistemade fermentaciónalimentada(“fed-batch”) con una fase inicial de crecimientoen glicerol
paraobtenerbiomasa,yaqueen estascondicionesel promotordel gen AOXJ está reprimido, y a
continuaciónla fasede inducción, conadición de metanolquedura unas50 horas(Creggel al?,

1993).
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Tabla fil. Ejemplos de proteínas heterólogasexpresadasen P. pasloris.



Proteína

Expresión

Referencia

~3-galactosidasa Intracelular Tschoppel al., 1987a

Antígenosuperficievirus
hepatitis13

Intracelular Creggel al.. 1987

Factorde necrosistumoral
([NF)

Intracelular Sreekrisbnael aL, 1988

FragmentoC de la toxina
tetánica

Intracelular Clareel al?. 1991a

AntígenoP69de Pertursis Intracelular Romanosel aL, 1991

Estreptoquinasa Intracelular Hagensonel aL, 1989

Invertasa Secreción Tschoppel al,, 1987b

Albúmina sérica humana Secreción Barr el al., 1992

Lisozimabovina Secreción DiganelaL, 1989

Factor creciminento
epidérmicohumano(EGFh)

Secreción Creggel aL, 1993

Aprotinina Secreción Vedvick el al., 1991

Factorde creciminento
epidérmicoratón(EGFm)

Secreción Clareel aL, 1991b
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En resumen,la levaduraP. pastorisha alcanzadoun uso extensocomo hospedadoren la
expresiónheterólogade proteínas.desplazandoen algunoscasosa 5’. cerevisiaecomO sistemade
elección,debidoa su mayor productividad,mejor capacidadsecretoray patrón de glicosilación,
disponibilidad de un sistemade crecimientoa gran escalay disponibilidadde un sistemade
inducción de la expresiónfuerte y finamenteregulado.
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1. MICROORGANISMOS Y PLÁSMIDOS UTILIZADOS.

1.1. Cepasde S. cerev¡swe.

Lascepasutilizadasen estetrabajo,su genotipo,asícomosuprocedencia,se detallanen la
tabla IV.

1.2.CepasdeE. colí.

Únicamentese utilizó la cepaDHSa (recA, endAl, gyr9ó, Ihil, hsdR 17, supE44, (rt,
mk~). reíA], F8OR, IacZlvflS, F 080R,relAJj.

1.3. Plásmidos.

Los plásmidosutilizadosen estetrabajose muestranen la tablaV.

2. MEDIOS DE CULTIVO.

Los mediosde cultivo se esterilizabanen autoclavea 121
0C durante20 minutoso bien

mediante filtración. Para lograr la solidificación del medio, se añadía bacto-agara una
concentraciónfinal de 20 g/l.

2.1. Medios de cultivo para E. colE.

Medio LE, como medio rico parael crecimientobacteriano(bacto-triptona10 gil, extracto
de levadura5 g/l, NaCí5 gil).

Medio TE, empleadoen la realización de minipreparacionesde DNA a partir de
transformantesde E. coli (bacto-triptona12 gil, extracto de levadura24 gil, glicerina 4m1/l,
adicionándosetrassuesterilizaciónKH

2PO42.3 g/l y K2HPO412.5 gil).

Medio SOE, utilizado en el crecimiento de las bacterias en experimentosde
transformaciónpor el método de Hanahan,(1985) (bacto-triptona20 gil, extracto de levadura
5 g/l, NaCí lOmM, adicionándosetrassu esterilizaciónKCI y MgCI2 hastaunaconcentración

2.5 mM y 10 mM respectivamente).

Medio SOC, empleadoparaexpresarla resistenciaal antibiótico en experimentosde
transformaciónpor el métodode Hanahan,(1985) (medio 5013 al cual se le adicionabauna
soluciónestérilde glucosa2 M, hastauna concentraciónfinal de 20 mM).

A estosmediosse les añadía:
-Ampicilina (100 ~xg).paraseleccionarcélulasresistentesa dichoantibiótico.
-X-Gal en dimetilformamidae IPTG en agua(40 ¡u por placa de Petri de ambas
soluciones,de concentración40 mg/ml y 1 M respectivamente)paradiscriminarlos clones
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Tabla TV.. CepasdeS.cerevisiaeempleadasenestetrabajo.



Cepa Genotipo Referencia
Procedencia

TD28 MATa, ura3AS2, inos í~ísí.canR Dr. E. del Rey
Dept. Microbiología

Univ. Salamanca

DEY-746 MAT4 trpI-289, leu2-3.112,uraSAS2,his3M Dr. F. del Rey
Dept. Microbiología

Univ. Salamanca

L3c34a MATa, slt2D3S, leu2-3.112,ade2, his4AS4 Dept. Microbiología II
F. Farmacia

Univ. Complutense

L3c46c MATa, slt2DSS,leu2-3.112,ura3AS2,his4A34 Dept. Microbiología II
F. Farmacia

Univ. Complutense

LD 1 MATa/MATa,slt2D3SIslt2D3S,leu2-
3.112/Ieu2-3.112,his4A34/his4A34

Dept. MicrobiologíaII
F. Farmacia

Univ. Complutense

LHDP1 MATa, sl¡2D35, ade2, Ieu2-3.i12, pep4AH¡S3,
pi-blM .6]?

Estetrabajo

LHDP2 MATa, sll2D35, ade2, Ieu2-3.112,pep4ilH¡53 Estetrabajo

LHDP3 MATa, s1t2D35,ade2, leu2-3.112, ti-pl -289,
ura3AS2,pep4AH¡S3

Estetrabajo

BJ5461 MATa, ura3AS2,ti-pl -289, lys2-801, leu2-
3.112, his3A200,pep4AHIS3,prblM.ÓR

can] GAL

Yeast GeneticStock
CenterUniv.

California Berkeley

1335464 M4Ta, ura3A52, ti-pl -289, leu2-3.112,
his3A200,pep4AH1S3,pi-blM .6]? can] GAL

YeastGeneticStock
CenterUniv.

California Eerkeley

LDKP1 A’L4Ta, sIt2AURA3,ura3A52, trpl-289, leu2-
3.112, his3A200,pep4AHIS3,prblAI.6R

can] GAL

Estetrabajo



TablaV. Plásmidosempleadosen estetrabajo.
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portadoresdel gende la Il-galactosidasa,frente a los quehabíanadquirido inserto,en los
experimentosde donación.

2.2. Medios de cultivo para 5’. cerevwwe.

Medio YPD, medio rico de crecimiento(medio ‘VED al cual se le adicionaban20 g/l de
peptona).

Medio MM. medio sintético utilizado generalmentepara seleccionary mantenerlos
transformantesde levadurao para determinarlas auxotrofiasde una determinadacepa (base
nitrogenadade levadurasin aminoácidos6.7 gil, glucosa20 gIl más,esterilizadosporseparado,las
baseso aminoácidosproteinógenosde elección,segúnlas necesidades,a unaconcentraciónde
30 mg/mí).

Medio MPE, comomediosólido muy rico utilizado para el crecimientode diploidespara
una inducción posteriorde su esporulación(extracto de levadura8 gil, peptona3 g/l. glucosa
100 gIl).

Medio ME, mediosólidoinductorde la esporulaciónde cepasdiploides(acetatopotásico
10 gil, extractode levadura1 gil, glucosa0.5 gIl).

Medio MR, medio de regeneraciónde protoplastos,empleadoen experimentosde
transformaciónsegúnHinnen et. al. (1978). Se caracterizapor su elevadaconcentraciónen
sorbitol paracrearun ambienteisotónico capazde permitir la regeneraciónde los protoplastos,
conteniendoademástodoslos requerimientosnutricionalesnecesariospara la regeneraciónde la
paredcelular, exceptoel marcadorde seleccióndel plásmido(sorbitol 182.4gIl. glucosa20 gil,
agar30 gil. YPD liquido 10 muí, solución aminoácidos140 muí). La soluciónde aminoácidosse
preparasegúnShermanel aL (1986). El medioYEPD y la soluciónde aminoácidosse añadían
atemperadosa 500Cal medioreciénesterilizado,una vezatemperadoa dichatemperatura.

Los mediosempleadosen las fermentacionesalimentadasse detallanen la tablaVI.

Cuandoeranecesanolos mediospodíanser suplementadosconestabilizadoresosmóticos,
cafeína,ECIP:

-cafeína, se preparabauna solución madre825 mM en agua estéril, añadiéndosela
cantidadnecesariaal medio, generalmente12 mM, antesde repartirseen las placasde Petri
vacias.
-sorbitol, se añadía al prepararel medio de cultivo esterilizándoseen autoclave
conjuntamente,se empleabaen concentraciones1 M (182.4gIl), 0.5 M (91.2 gil), 0.25 M

(45.6 gil).
-cloruro sódico(NaCí) al 1.5%, empleadocomo estabilizadorosmótico.
-ECIP (5-Eromo-4-cloro-3-indolilfosfato).seañadela solución acuosade la sal disódica
filtrada al mediode cultivo atemperadoa 500C, antesde quese solidifique el agar,a la
concentraciónfinal de 40 pg/ml.
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Tabla VI. Composiciónde los mediosde cultivo empleadosen las fermentaciones
alimentadas.



Componente
Mediosintético

Inicial Alimentación

Medio rico

Inicial Alimentación

Glucosa(gIl) 2 533 2 533

Extractode levadura(gil) - - 40 30

Aminoácidos(g/l) 5 25 -

KH2PO4(gil) 13.5 2.9 13.5 2.9

(NH4)2S04 (gil) 1 50 3.8 5

MgSO47H20 (gil) 1 3.8 1 3.8

Tiamina(gil) 0.004 0.01 0.004 0.01

Inositol (gIl) 0.02 0.07 0.02 0.07

Solución metalesa(mí) 3 7 3 7

Solución vitaminasb(mí) 3 7 3 7

Antiespumante(mI/l) 1.5 1.5 1.5 lis

a) Solución de metales:ZnCI2 4H20, 2 g/l; MgMoO4 2H20, 2 g/l; 1-131303,0.5 gil; HCI

conc., lOOml/l.

b) Solución de vitaminas: ácido pantoténico,0.42 gil; niacina,3.05 gIl; piridoxina. 0.7

g/l; biotina,0.003gil; ácidofólico, 0.02 gil.
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3. MANIPULACIÓN DE MICROORGANISMOS.

3.1. Condicionesde crecimientoy conservaciónde cepas.

3.1.1. Cepasde E. colE.

Estascepasse conservabana -200C en viales con glicerol al 50%. El cultivo en medio
líquido se realizabaa370<3 y agitaciónvigorosaduranteel tiempo necesario.El cultivo en medio
sólido generalmenteeraen placa y se incubabaa igual temperaturadurante16-20horas.

3.1.2.Cepasde 5’. cerevisiae.

Las estirpesutilizadasse conservabana 40C en tubosconmedio sólido inclinadoYPD, que
conteníadoble concentraciónde todos los nutrientes,o bien congeladasa ~200C,en alícuotas
líquidasqueconteníanglicerol a una concentraciónfinal del 20%. Las estirpestransformadas,se
solíanconservartemporalmenteen placaso en tubos con el medio MM sólido adecuado.Se
realizabanresiembrasperiódicasde las cepasmantenidasen tubo inclinadocada6 meses.

El crecimientoen medio sólido se llevabaa cabogeneralmenteen placasde Petri, a la
temperaturaelegida(24-370C)duranteel tiempo necesario.

Paralos cultivos líquidosse utilizabanmatraces,de capacidad5 vecessuperioral volumen

del medio, incubándoseen un bañoconagitacióna la temperaturaadecuada.

3.1.2.1. Crecimientoen fermentador.

El fermentadorempleadofue el modelo Eraun Eiostat E, tanto para realizar las
fermentacionesdiscontinuascomo paralas de tipo alimentado.

3.1.2.1.1.Cultivos discontinuos.

El volumende trabajofue de 10 1. la aireación2 limin, la agitaciónde 250 rpm. El medio
utilizadoera YPD, la temperaturaera240 o 370<3 dependiendodel tipo de experimento.

3.1.2.1.2.Cultivo alimentado.

La fermentaciónalimentadase realizabacontrolandoel cocienterespiratoriodel cultivo
como parámetropararegular la adiciónde mediofresco(Fieschkoet al., 1987). En un principio,
la fermentaciónse iniciabacomo un cultivo discontinuo,cuandose agotabanlos nutrientes se
iniciaba la adición de mediode cultivo comenzandola fermentaciónalimentada.Las condiciones
de trabajoeran:volumeninicial de trabajo15 1 (sobreuna cubade 25 1), pH fijo en 4.5, aireación
inicial 5 limin, P02 fijada en 50% controladapor la agitación(inicial 250 rpm) y la aireación,que

incrementabansusvalores conformela demandade oxigenoera mayor en el cultivo aumentando
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el caudal de aire, así como la velocidadde agitación para lograr una eficiente disolución del

mismo.

Los mediosde cultivo fueron medio sintéticoy medio complejo, la composiciónde los
mediosse refleja en la tablaVI.

3.2. Determinación del crecimiento.

3.2.1. Turbidimetría.

El crecimientode los cultivos se determinabamediante la medida de la turbidez del
mismo,por lecturade la densidadóptica (DO) a 600 nm en un espectrofotómetroEeckmanDV
640. Las muestrassediluían convenientementehastaque su DO seencontraraen un intervalo de
valorestal que existiera linearidadentrela lecturade DO y el númerode células(0.0$J.4).

3.2.2.Recuentode células.

La determinaciónde la concentracióncelularde 5’. cerevisiaeen el medio de cultivo se
realizóconuna cámaraNeubauercuentaglóbulos,por observacióndirectaen un microscopiode
contrastede fases.Paraque la muestrafuera estadisticamentesignificativa, el númerode células
contadaspor cámaradebíaser superiora 300.

3.2.3.Cálculode biomasa.

En fermentacionesa gran escala,la medidadel crecimientose realizapor determinación
de la biomasacomopesosecodecélulaspor litro de cultivo. En estetrabajose ha empleadopara
medir el crecimientoen las fermentacionesalimentadas.Se toman los tuboseppendorf,se secan
en un hornoa 1000<3 durante2 h, se pesany se guardanen presenciade sílice, seañade1 ml de
cultivo, se centrifugaeliminándoseel sobrenadante,se secande nuevoen horno5-10 h, al cabode
esetiempo se vuelvena pesarcalculándosela diferenciaque correspondeal peso secode las
células. Cada medidase realiza por triplicado, obteniéndosela media aritméticacomo valor
definitivo expresadoen gil.

3.3.Determinación del número de viables.

3.3.1.Por citometría de flujo.

Se llevó acabomediantela tinción selectivade las célulascon ioduro de propidio. según
el métododescrito por de la Fuenteet al., (1992), utilizando un analizadordel Centro de

Citometríade Flujo dela UCM marcaBecton-Dickinson,Sunnyvalley,CA, modeloFACScan.Para
el análisisde datosse utilizaron los programasde Becton-Dickinson(San José,CA). FACScan
ResearchSoftwarey LYSYS II.
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3.4. Técnicasde microscopia.

3.4.1.Microscopia de contraste de fases.

Las muestrasde levadurasse observabanen montaje húmedo,en un microscopioNikon
Optiphot, empleandoun objetivode contrastede fases40 X y un ocular 10 X. Cuandose usabael
iodurode propidio comofluorocromoindicadorde muertecelular, se utilizaba la iluminación de
fluorescencia.

3.5. Técnicasgenéticas.

3.5.1.Obtenciónde diploides.

Se utilizó la técnicadescritapor Fink (1971). El aislamientode los diploidesse llevaba a
cabo mediante micromanipulación.utilizando un micromanipuladorLeitz acopladoa un
microscopioWild de contrastedefases,sobreláminasde medio sólidode preesporulación(MPE).
Posteriormente,éstaseranincubadasen placascon agaragua (a fin de proporcionarla humedad
necesaria)a 240<3 durante3-4 días,tiempo trasel cual las coloniasde los diploides se hacían
visibles.

3.5.2.Esporulacion.

Cuandose requeríala esporulaciónde algúndiploide.éste se sembrabaprimeroen medio
de preesporulacióny se dejabacrecerdurante3 o 4 díasa240 o 28C, segúnlas característicasde
la cepa.Pasadoestetiempo, se sembrabaen mediode esporulacióna 240 C y se incubabadurante
un tiempo que oscilabaentre 5 y 14 días. La presenciade ascasse ponía de manifiesto por

observaciónmicroscópica.

3.5.3.Disecciónde ascas.

La disecciónde ascasse realizabaconarregloal métododescritopor Johnstony Mortimer
(1959), modificado por Hevan y Costello(1964), exceptoen la utilización de glusulasa(Endo
Laboratoriesmc, Wilmington, Dellaware,USA) a una concentracióndel 10% duranteun tiempo
comprendido entre 5 y 15 minutos. En estos trabajos se utilizaba el micromanipulador

previamentecitado.

3.5.4.Ensayosgenéticosen placade mutacionesen los genesde proteasas.

Lasactividadesproteasason susceptiblesde ensayosen placa (iones, 1991a). Se basanen
la permeabilizaciónde las célulasparapermitir el contactode las proteasasconsusubstratoquese
traduceen un cambiode color o en la apariciónde un haloen la colonia.
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3.5.4.1.Ensayode actividadproteasaA, testAPE.

La permeabilizaciónde las célulasse logra con una sobrecapade dimetilformamidaen la
quesedisuelveel esterde ~-naftil N-acetil-DL-fenilalanina,éstees hidrolizado por la proteasaA
produciendo~-naftol que reaccionacon una soluciónde la sal de diazonio Fast GarnetGEC
apareciendola coloniade color rojo si hay actividad proteasao de color rosa si la colonia está
mutadaen esegencareciendode actividad proteasaA (iones, 1991a).

3.5.4.2.Ensayodeactividad proteasaE, testHPA.

La permeabilizaciónde las células se logra con una sobrecapaconteniendoSDS, la
proteasaE escapazde hidrolizarel substratoparticuladoWide PowderAzureapareciendoun halo

alrededorde la colonia (Jones.1991a).

4. MANIPULACIÓN DE DNA. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR.

4.1. Solucionestampón utilizados.

Todos los tamponesempleadosen este apartadoestán descritosen el manual de
laboratoriode SambrooketaL.(1989).

4.2. Aislamiento de DNA plasmídicode E. cotE.

Para la extracciónde DNA plasmidico de E. cok, se utilizaron fundamentalmentedos
métodos.Así, medianteel métododescritopor Holmes y Quigley (1981), por ebullición de las
célulasen presenciadelisozima, se obteníaDNA deforma rápiday en pequeñaescala,en general
utilizado para el análisis de clonesde transformación.Para la obtenciónde DNA en mayor
cantidady de mayor purezase siguió el métodode lisis alcalina descritopor Sambrooket al.,
(1989), exceptoen las precipitaciones,las cualesse realizaroncon isopropanol.Asimismo, se
llevabaa cabouna purificación mediantesolubilizaciónconacetatoamónico2.5 M y posterior
precipitacióncon isopropanol.

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

Para la obtenciónde DNA total de 5’. cerevisiae y de P. pastoris, y de RNA de

5’. ce>-evisiaese siguieronbásicamentelos métodosdescritospor Shermanet aL, (1986).

4.4. Eleetroforesisde DNA en gelesde agarosa.

La preparaciónde los geles de agarosay las muestras,así como el desarrollode la
electroforesis, se llevó a cabo según las técnicas descritaspor Davis et al., (1986). La
concentraciónusual de agarosaen los gelesera del 0.7%, preparándoseéstosen tampónTAE y
adicionandobromuro de etidio a una concentraciónfinal de 0.5 ¡ugimí. La electroforesisse
realizóen cubetasEio-Radwide minisubcell, Bio-Rad subcell y ERL H6. Las bandasde DNA se
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visualizabancon un transiluminadorde luz UV a 254 nm, fotografiándosecon una cámara
Polaroidconpelícula polaroid667 y filtro rojo Kenko Rl o bien se utilizó un scannerGelprinter
(Vicon industriesinc. Melville, NY, USA).

4.5.Extracción de DNA a partir de gelesde agarosa.

Parallevar a caboel aislamientode determinadosfragmentosde DNA de gelesde agarosa
se siguió el procedimientogeneralde electroeluciónrecogidopor Sambrooket al., (1989),si bien
seomitía el pretratamientodel papel(WhatmanDE 81) con EDTA y NaOH; los lavadoscon el
tampón“Low salt” se llevabana caboen un tuboeppendorffy las elucionescon el tampón“High
salt” eranrealizadasa temperaturaambiente.Un segundométodoutilizadose basaen la adsorción

a polvo de vidrio, utilizandoel kit Geneclean,de acuerdocon las directricesde la casacomercial
(1310 101, La Jolla.California).

4.6. Determinacióndel tamaño, purezay concentraciónde DNA.

La determinacióndel tamañode los fragmentoslinealesde DNA se llevó a caboutilizando
como patroneslos diversos marcadoresde peso molecular suministradospor Eoehringer
Mannheim(Penzberg.Alemania).

El indice de purezase determinómidiendo la absorbanciaa 280 nm y a 260 nm en un
espectrofotómetroEeckmanDV 640 y determinandola relación A260/A280, siendo adecuado
para el DNA un resultadode 1.8-2.

La concentraciónde DNA se obteníamidiendo la absorbanciaa 260 nm, considerando
queun valorde 1 equivalea una concentraciónde 30 vg/ml paraoligonucícótidos.de 50 ixg/ml
paraDNA de doblecadenay 40 mg/ml paraRNA.

4.7. Digestión del DNA con endonucleasasde restricción.

La digestión de DNA con las distintas enzimasde restricción se llevó a cabo según
especificaSambrooket al. (1989), utilizandoenzimasy tamponesde la casaEoehringer.

4.8.Desfosforilacióndel extremo 5 del DNA.

Paraevitar la recircularizacióndel vector cuandoéstehabla sido digerido conuna única
enzimade restricción,se llevó a cabola desfosforilaciónde los extremos5’ del DNA medianteel
tratamiento de éste con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP). siguiendo el
procedimientodescrito por Sambrook et al. (1989). La enzima y el tampón eran los
suministradospor la casaEoehringer.
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4.9. Ligación del DNA.

De nuevose siguieronlas recomendacionesde Sambrooket al., (1989) utilizando la DNA
ligasadel fago T4 y el tampón adecuadoprocedentede Eoehringer.Las ligacionesse llevabana
caboa 1V <3 durante12-16 horas.

4.10.Transformación del DNA.

La transformaciónde las distintascepasde E. coli se llevó a cabo medianteel método
descritopor Hanahan(1985).

La transformaciónde 5’. cei-evisiaese llevó a caboutilizando célulasenterastratadascon

cationesalcalinos(acetatode litio), segúnel métododescritopor Ito el al., (1983). En el casode
transformacionescon plásmidoscuya seleccióneraLEU2-d. la transformaciónsellevó a cabopor
el métodode protoplastosdescritopor Hinnenel aL (1978).

4.11. Hibridación DNA-DNA.

4.11.1.Marcaje no radiactivo de fragnientos de DNA con digoxigenina.

Los fragmentosde DNA de 5’. cei-evisiaeempleadoscomo sondasgenéticasfueron
marcados,utilizando la reaccióndePCRutilizando la Taq DNA polimerasa,nucícótidosmarcados

con digoxigenina,sintetizándosemoléculasque llevan incorporadasmoléculasde digoxigenina
(Emanuel,1991).

Los nucleótidosno incorporadosse separarondel productode PCR segúnse describeen
el apartado4.5 de estasección.

4.112. Transferenciade DNA. Detecciónde secuenciasespecíficas.

Los procesosde desnaturalización,neutralizacióny transferenciadel DNA de los gelesde
agarosaa membranasde Nylon (Eiodyne, Pail), fueron realizadosbásicamentede acuerdoa la

técnica originalmentedesarrolladapor Southern (1975), introduciendo las modificaciones
descritaspor Sambrooket aL, (1989).

La prehibridacióne hibridación de sondasal DNA fijado en las membranasse realizó de
acuerdocon los protocolosrecogidospor Sambrooket al., (1989). La incubaciónde la sonda
con las membranas,se realizó a 68~C en el caso de que existieseun 100% de homología

sonda-gen,y a 5Q0<3 en el caso de porcentajesde homología menoresdesconocidosen las
hibridacionesheterólogascon sondade 5’. cerevisiaesobreDNA de P. pastoris.En el primer caso
los lavadosse realizarona 68~C y a temperaturaambiente,en el otro los lavadosfueron a5Q0<3 y a
temperaturaambiente. El reveladose llevó a cabo utilizando el “Genius System” (Eoehringer
Manheim) siguiendolas instruccionesde los fabricantes.
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4.12. Hibridación RNA-DNA.

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

El marcajede las sondasgenéticasse realizó con nucleótidosmarcados con biotina
empleandola técnicade PCR, purificándoseel productoamplificadosegúnlo descritoen el apdo.
4.5 de estasección.

4.12.2. Transferenciade RNA. Detecciónde secuenciasespecificas.

Las muestrasde RNA fueron sometidasa electroforesisen gelesde agarosaconteniendo
formaldehido.posteriormentetransferidosa membranasde Nylon (Biodyne. Pali), estos procesos
fueron realizadosde acuerdoa la técnicaoriginalmentedesarrolladapor Alwine el al., (1977),
introduciendolas modificacionesdescritaspor Sambrooket aL, (1989).

La prehibridacióne hibridación de sondasde DNA al RNA fijado a las membranasse
realizó de acuerdocon los protocolosrecogidospor Sambrookel aL. (1989). La incubaciónde la
sondacon las membranas,se realizóa 680<2. Posteriormente,se llevaron a cabo tres lavadosde
5 minutos,uno a 68%2 y dosa temperaturaambiente.El procesode reveladose efectuóutilizando
el “PolarPlexChemiluminiscentblotting kit” (Millipore) segúnlas especificacionesindicadaspor
los fabricantes.

4.13. Secuenciaciónde DNA.

La determinaciónde la secuenciade los productosde PCR se llevó a cabo mediante
secuenciaciónautomáticaen el Serviciode Secuenciaciónde la UniversidadComplutensedotado
de un secuenciadorautomáticode la casaPharmaciamodelo ALF. Las muestrasde DNA fueron
preparadasmediantelisis alcalina seguidade purificación con unacolumnaQuiagen(Quiagen,
Inc). La secuenciaen ambascadenasde los productosde PCR fue obtenidamedianteel usode los
iniciadoresuniversalesM13 (“universalprimer” y “reverseprimer”).

4.14. Amplificación de DNA medianteIdi.

La amplificaciónde DNA mediantela reacciónen cadenade la polimerasa(Saiki elal..
1985), se realizóen un aparatoDNA Thermal Cycler (Perkin-Elmer)de acuerdoa las técnicas
descritasen el manualde Sambrookel al., (1989) y en el de Innis et al., (1990).

Las condicionesde amplificaciónerandiferentessegúnlas característicasdel DNA molde
a amplificar y las característicasde los oligonucleótidosa emplear:

-amplificación de las formassolubles de las cadenasa y [3de la proteínaHLA-DP. Las
condicionesfueron: (940<3 2’, 450<3 5’, adiciónTaq DNA polimerasa,720<3 2’) 1 ciclo, (940<3 1’

500<3 1, 720<32v)28 ciclos. (940<3 1’, 500<3 1’, 72~C 10’) 1 ciclo.
-amplificacióndel gen quiméricode HLA-DP conteniendoambascadenasunidas por un

adaptadorsintético mediantePCR solapante(Higuchi el al., 1990), las condicionesseguidas
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fueron: parala primera PCR fueron idénticasa las descritaspara las formassolubles; la segunda
PCR, quees la PCR solapante,se realizóen las siguientescondiciones,(940<3 2’, 450<3 5’. adición
Taq DNA polimerasa.720<3 2’) 3 ciclos, (94V 1’, 500<3 1’. 72V 2’) 25 ciclos, (940<3 1’. 500<3 1’.
720<3 10’) 1 ciclo.

-amplificación de homólogosdel genSLT2 empleandolos oligonucícótidosdegenerados
a partir de DNA genómicode P. pastoris. las condicionesutilizadas fueron: (96V 3’, 50~C 5’.
adición de Taq DNA polimerasa,720<3 1’) 1 ciclo, (940<3 1’, 550<3 1’. 720C 1’) 28 ciclos, (940<3 1’,
550<3 1’, 72V 10’) 1 ciclo.

414.1.Clonaciónde los productosdePCR.

La donaciónde los productosamplificadosmediantePCR se basaen la propiedadde
algunasDNA polimerasastermoestables,entreellas la Taq, de adicionaruna adeninaen los
extremos 3’ fuera de molde (Clark, 1988). Esta característicaha permitido el desarrollode
vectoresdotadosde una timina extra que hace posible la donaciónde los productosde P<3R
directamente.En estetrabajo se ha utilizado el pT7Blue.TvectorR(Novagen,Madison USA)
siguiendolas instruccionesespecificadaspor los fabricantes.

5. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS.

5.1. Preparacionesde proteínas.

5.1.1.Obtenciónde célulasy sobrenadantesde cultivo.

Las célulasse separabande los mediosde cultivo por centrifugacióna 2000g durante
5 minutosa 4V, se lavabancon aguadestilada,suplementadaconsorbitol 1 M cuandolas células
erande estirpeslíticas y habíansido cultivadasen mediosestabilizadososmóticamente,quedando
listas parasu procesamientoposterior.

Los sobrenadantesde estoscultivos fueron empleadosparavalorar distintasactividades
enzimáticas,CAT y fosfatasaalcalina, directamentesin necesidadde concentracióny como
muestraspara realizar electroforesis de proteínas. En caso de que fuera necesariasu
concentración,ésta se realizababien por ultrafiltración empleandoun filtro de tamaño de
exclusión de 10000 daltons, o por precipitacióncon sulfato amónico. La precipitación de
proteínascon sulfato amónicose realizabaa 40C añadiendola cantidaddeseadade sulfato
amónico,30’ dc reposoy centrifugacióna lOOOOg durante10 minutos, separandoposteriormente
el precipitadodel sobrenadante,el cual podíavolver a serprecipitadode nuevo.El precipitadoera
resuspendidoen buffer TE.

5.1.2.Preparación de extractoscelulares.

Losextractoscelularesseobtuvieron por roturamecánica.Las célulasse resuspendíanen
buffer conpolvo de vidrio Ballotini (0.4 mm de diámetro)en proporción 1:1 (v:v) procediéndose
a la rupturapor agitaciónen vortex durantetres perfodosde 60”. refrigerandolos tubos el mismo
tiempo en hielo entrecadaperiodode agitación.
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Por observacióndirectaal microscopiode contrastede fasesse comprobóla rotura de las
célulasparacomprobarqueel porcentajede célulasrotas fuera superioral 90%.

La separaciónde los restoscelularesserealizópor centrifugacióna lOOOOg durante 15’ a

40<3 los sobrenadantesde esta centrifugacióneran los extractossolubles libres de células

empleadoscomo muestraspara valorar las actividadesenzimáticasy para la realizaciónde las
electroforesisde proteínas.

La solución tampónempleadaen la rotura mecánicade las células era buffer TE (10 mM
Tris-H<3l pH 7.4, 2mM EDTA, con inhibidores de proteasas:PMSF, aprotinina.antipaina,
leupeptinay pepstatinaA a unaconcentraciónde 625 mgil).

5.1.3.Obtenciónde proteínasintracelularespor choqueosmótico.

Estetipo de preparacionesproteicasintracelularespodíanserobtenidaspor medio de un
choque osmótico, lo que requeríael empleo de cepas sf12. Las células creciendoen fase
exponencialen presenciade estabilizaciónosmóticaa 370<3, se recogían,se lavabancon agua
destiladaestabilizadaosmóticamente,y se resuspendianen buffer TE durante 15’, lo que
provocabala lisis celular. El sobrenadanteconteniendolas proteínassolublesera separadode los
restoscelularespor centrifugacióna 2000gdurante10’, siendoel sobrenadanteaptoparaensayar
actividadesenzimáticas.

5.2.Valoración de fosfatan alcalina en 5’. cerev¡s¡ne.

5.2.1.Valoración cualitativa.

Se realiza con BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato),este reactivo es un substratode
fosfatasaque, al ser hidrolizadopor dicha enzima,da lugar a unacoloraciónazul.

Lascepasa analizarsesiembranen las placascon BCIP (40 mg/mí) y se incubana 370<3

durante24-48 horas.Al cabode estetiempo, las cepasautoliticasaparecenteñidasde color azul
debidoa la liberaciónde la fosfatasaalcalina

5.2.2. Valoración cuantitativa.

La fosfatasaalcalinaes una enzima intracelular, quesólo se libera al medio cuandola
célulase lisa, luegosuvaloraciónnosda ideadel grado de lisis del cultivo. Estaenzimaes capaz
de hidrolizar el substratoparanitrofenil fosfato disódico (PNPPNa2), liberandoparanitrofenol

(PNP), elcual a pH alcalinoes decolor amarillo (Cabibel aL, 1975).

La solución enzimáticaa valorar proveníade sobrenadantesdel cultivo de células. Las
mezclasde reaccióncontenían500 ~dde una solución del sustratoPNPPNa220mM en tampón

glicina-sosa0.1 M pH:9.8, a los cuales se añadíaotros 500 ~‘Jdel sobrenadantea analizar. La
reacciónse incubabaa 370<3 en oscuridadhastaapariciónde coloración amarilla. La valoración
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del PNPse llevabaa caboespectrofotométricamente,leyendola absorbanciaa una longitud de
onda de 420nm. Laslecturasobtenidassereferíana una curva patrónde PNP de concentraciones
comprendidasentre 10 y 180 tgiml. La unidadenzimática(UE) se definió como lá cantidadde
enzimanecesariapara liberar 1 nanomolde PNP por minuto en las condicionesde la reacción,
determinándosesu número en función de la ecuación:

UE= [~g/ml]i139,l 1 x 2000/t

siendot el tiempode reacciónen minutos.

5.3.Valoración de la actividad cloranfenicol acetil transferasa (CAT) en S. cerevisine.

La actividad CAT se midió según describe Shaw (1975) utilizando como substrato
5-5’-ditiobis-(2-ácidonitrobenzoico)(DTNB). La actividad CAT se cuantificótanto en extractos
celularessolublesde 5’. cerevisiaecomoen muestrasde sobrenadantede los cultivos.

La reacciónse basaen el aumentode absorbanciaa 412 nm debidoa la producción de
5-tio-2-nitrobenzoato,sustanciaconcoeficientede extinción molarde 13600a dicha longitudde
onda. La unidadenzimáticade CAT se describecomo la cantidad de enzimaqué cataliza la

producción de 1 mmol de 5-tio-2-nitrobenzoatopor minuto a 250<3. La composiciónde la
solucióntampónde reacciónes: 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCí, 0.1 mM EDTA, 1 mM
DTNB, 0.4 mM AcCoA (Hadfield et al., 1987).

Las mezclasde reacciónse-realizabanen 1 ml de volumenfinal utilizando 100 pl de
sobrenadantede cultivo de célulasó 20 pi de extractocelular, completandohasta1 ml con la
solución tampónde reacción.

5.4. Determinación cuantitativa de proteínas.

5.4.1.Método de Bradford.

La valoraciónde la cantidadde proteínade unamuestrase determinósiguiendoel método
descrito por Bradford (1976). utilizando una solución de albúmina sérica bovina de
concentraciónconocida(2.5-25 ~xg/ml)parahaceruna curva patrón. El reactivode Eradford fue

suministradopor la casaBio-Rad.

5.4.2.Método espectrofotométrico.

Un segundoprocedimientoutilizado en la estimaciónde la concentraciónde proteínaen
una muestrase realizó midiendosuabsorbanciaa 280 nm en un espectrofotómetroBeckmanDV

640 y considerandoque 1 unidad de absorbanciaa 280 nm equivalea una concentraciónde
1 mg/ml.
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5.5.Electroforesisde proteínas.

5.5.1.Electroforeslsen condicionesdesnaturalizantes.

La electroforesisde proteínasen condicionesdesnaturalizantesse llevó a caboen geles de
poliacrilamida segúnel método descritopor Laemmli (1970). Los geles separadoreseran de
poliacrilamidaal 10% y conteníanSDS al 0,1%. La electroforesisse desarrollabaen cubetas
Bio-Rad 150-A a una intensidadfija de 40 mA o bien a un voltaje constantede 60 V. Como
marcadoresde pesomolecularseemplearonpatronessuministradospor Bio-Rad.

5.6.Reveladode proteínas en gelesde poliacrilamida.

La detecciónde las proteínasen geles de poliacrilamidase llevó a cabo mediantesu
tinción con Azul Brillante de CoomassieR-250 y posteriordecoloraciónsegúnSambrookel al.,

(1989).

Cuandoeraprecisaunamayorsensibilidad,se recurríaa la tinción con nitrato de plata, de
acuerdoa Merril el aL, (1982), utilizandoel “kit” detinción suministradoporBio-Rad.

Los gelesse secabansobrepapel3 MM o entrepapelcelofán,en un secadorde gelesa
vacio(Bio-Rad483 acopladoa unabombade vacioTelstarMS-5) a 800<3 durante2 horas.

6. TÉCNICAS INMUNOLÓGICAS.

6.1.Transferenciade proteínase ininunodetección.

Lasproteínaspresentesen los gelesde poliacrilamida(400 ~gimuestra)se transfirierona
membranasImmun-lite (Bio-Rad) de acuerdoa Towbin el al., (1979). Las transferenciasse
llevaban a cabo en una cubetade transferenciaHio-Rad durantetres horas a una intensidad
constantede 250 mA.

Se utilizó el kit bioluminiscenteImmmun-lite, suministradopor Bio-Rad, siguiendosus
instrucciones.

El anticuerpopoliclonal anti-VLP seutilizabaa unadilución 1:25000.

6.2.Marcaje intracitoplasmático de célulasde levadura. Detecciónmediante citonietría

de flujo.

Es una técnica basadaen la permeabilizaciónde las célulasde levadurapara permitir el
accesoal interior del anticuerpo.La unión del primer anticuerpoesdetectadapor reacciónde éste
conun segundoanticuerpoconjugadocapazde emitir fluorescencia.
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Las célulasde 8. cerevisiae tras crecera 280<3 durante 15-24 horas, se recogíanpor
centrifugación2000g durante5’, se lavaban dos vecescon PBS y se permeabilizabanpor
tratamientocon RFA durante30’, a continuaciónse lavabande nuevodos vecescon PES,se
incuban con el anticuerpofrente a la proteína que se quiere detectardurante60’ a 40<3 con
agitación suave,se lavabandos vecescon PES, se incubabana continuacióncon el anticuerpo
conjugadocon isotiocianatode fluoresceína(FITC) durante50’ a 40<3 con agitación suave,se
lavabanlas célulascon PBS y se añadíaioduro de propidio al 0.005%, para comprobarque la
permeabilizacióncelular habíasido correcta.El anticuerpoHLA-DP utilizado fue 137/21 en una

dilución 1:1000.

El PBS se preparósegúnse describeen Sambrooket aL (1989). La composicióndel RFA
es: Na2HPO4 200 mg/l; KH2PO4, 1 g/l; acetona450 mill, formaldehido37%, 250 mill, H20,

300 mI/l; el pH 6.8.
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Resultados

1. PRODUCCIÓN Y LIBERACIÓN DE PROTEÍNAS HETERÓLOGAS EN
CEPAS AUTOLITICAS DE S. cerevisiae.

1.1. Liberación de proteínas heterólogasal medio de cultivo por la cepa autolítica LD1 de
.9. cerevisinemediante choquetérmico.

La cepa de 5’. cerevisiaeelegida para realizar los ensayosde liberación de proteínas
heterólogasintracelularesfue LDI, unacepamutanteen el genSLT2,diploide homocigóticapara
la mutaciónsf12 D-35. queen los ensayosde caracterizaciónfenotipica previa habíademostrado
unaeficienteexpresióndel fenotipo autolítico consistenteen presentarlisis a la temperaturade
37V con liberacióndel contenidointracelularal medio de cultivo (de la Fuenteel al., 1993). Para
tratar de aprovecharestacaracterística,desde el punto de vista biotecnológico.estudiamosla
capacidadde los mutantesparaliberar proteínasheterólogasal medio extracelular.La proteína
heterólogaintracelularelegida fue la enzimaCloranfenicolAcetil Transferasa(<3AT), de origen
bacteriano,por ser producidaintracelularmentey presentarun ensayocolorimétrico fácil de
realizar(Shaw,1975). Ademásesta levadurano presentaactividad enzimáticasimilar con lo que
eliminamosla posibilidadde interferenciasde proteínashomólogasen el ensayocolorimétricode
detección(Hadfield el al., 1987).

1.1.1.Producción de CAT en la cepaLD1. Ensayo en matraz.

En primer lugar, con el fin de énsayarla medición de actividad <3AT y comprobarsu
producciónintracelularen la cepaLDl, transformamosestacepaconel plásmidode expresiónde
<3AT pCH100L. Esteplásmido procededel pCHIOO (Hadfield el al., 1986), desarrolladocon el
gen TRPI como marcadorde auxotrofia para la transformaciónen 5’. cerevisiae,al que fue
necesariointroducir el genLEU2 como marcadorde auxotrofia parapoder transfonnarla cepa
LD1. Dicho plásmido lleva el gen de la proteínaCAT bajoel promotordel genADCI (Alcohol
Deshidrogenasa1) y el terminadordel genCYCJ (CitocromoOxidasa1).

Tras la transformaciónde la cepa LD1 con el plásmido pCH100L, procedimosa
cuantificar la expresiónintracelularde CAT valorando su actividad enzimáticaen extractos
celularesde la cepatransformadacrecidaen cultivo discontinuo(“batch”), a escalade matraza la
temperaturade 240<3, a la quela cepaLDl se comportacomouna cepasilvestre. Utilizamos como
cepacontrol paracompararlos nivelesde expresiónde <3AT la cepasilvestreparael carácterlítico

DBY-746, transformadacon dicho plásmido. Paraque las medidasfueran comparablesen todos
los extractoscelulares se tomaron cantidadesde cultivo equivalentesa una DO de 10 y se
completaronlos extractoscelularesen un volumenfinal de 1 mí, detal forma que la expresiónde
la actividadenzimáticacomoUE/ml indicaría las UE totalespresentesen cadaextractocelular.

Los resultadosse muestranen la figura 3, observándoseexpresiónde CAT en ambascepas

en unas cantidadesdetectablesy crecientesa lo largo de la fase exponencial del cultivo,
estabilizándoseal llegar a la faseestacionaria(alrededorde unas25-30 UE/ml), no observándose
diferenciasentre la cepa LDI (Fig. 3A) y la DBY-746 (Hg. 313). Luego el plásmido p<3HIOOL
dirige la expresiónde CAT de forma eficientey en unacantidaddetectable.El nivel de expresión
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Figura 3. Actividad CAT en extractos celulares. (A) Cepa LDL/pCH100L; (13) cepa
DBY-746/pCH100L. Leyenda:(U). densidadóptica600 nm; (A), actividadCAT en
extractoscelulares(UE/ml). (<3) Valores máximosde <3AT en.9.cerev¡s¿ae.
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Resultados

de CAT obtenido representabaaproximadamentevalores en torno al 2% sobre la proteínatotal

(Fig. 3<3), que resultaronsimilaresa los valoresdescritosparael plásmido pCI-II00 (Hadfield el
aL, 1987).

El siguienteobjetivo era comprobarla producciónde <3AT a escalade fermentadory
comprobarsi la expresióndel fenotipolítico en la cepaLDI conducíaa la liberaciónde CAT al
medio de cultivo.

1.1.2.Estudio de la producción y liberación de CAT al medio de cultivo.

En primer lugar, realizamosun cultivo discontinuoen fermentadorde 10 1 a 240<3, con la
cepa LD1 transformadacon el plásmido pCHlOOL (Fig. 4A). En estascondicionesel cultivo
mantieneuna alta viabilidad, superioral 85%, a lo largo del tiempo; no detectándoseactividad
CAT en ningún momentoen el medio de cultivo como era de esperardebido a la ausenciade
lisis. En el extractocelular se detecta actividad CAT que presentaun patrón de producción
crecientea lo largo de la faseexponencialdel cultivo alcanzando21 UE/ml, similar al observadoa

escalade matraz,26 UE/ml (Fig. 3A). Asimismo los niveles de proteínastotales presentesen el

medio de cultivo se mantienenconstantes,en tomo a 35 ~íg/ml.

A continuaciónrepetimos el experimentorealizandoun choquetérmico a 370<3 en un

cultivo creciendoinicialmentea 24V, paraobtenerbiomasa,conel objetode estudiarla presencia
de CAT en el medio de cultivo porexpresióndel fenotipolítico. Antesdel cambio de temperatura
lascélulas deben de estarcreciendoen fase exponencial,ya que la expresióndel fenotipoes
dependientede la presenciade crecimientoactivoen el cultivo (Torres el al., 1991).

En la figura 413 podemosobservarquemientrasel cultivo se manteníaa 24V la actividad
CAl en el medio de cultivo no es detectable,trasun cambioa 370C. la lisis quesufríanlas células
se traducíaen apariciónde actividadCAí enel medio de cultivo. La apariciónde actividad CAT,
tras el cambio de temperatura,iba acompañadade un incrementode 2.5 vecesen las proteínas
totales presentesen el medio de cultivo, observándoseuna bruscadisminución de la’ viabilidad
como consecuenciade la lisis celular. El máximo de actividad CAí se logra a las seis horas del
cambiotérmico (1.5 UE/ml, 1.3 UE/DO) y coincidecon el nivel máximo de proteínasen el caldo,

50 vg/ml, y con una lisis del 80%del cultivo, medidapor citometríade flujo como porcentajede
células teñidascon ioduro de propidio, el cual penetraen las células como consecuenciade la

pérdidade permeabilidadselectivaqueproducela expresióndel fenotipo lítico, facilitando al
análisis de grandespoblacionescelulares(de la Fuenteel al., 1992). Estos datos coinciden con
observacionespreviasque indicabanesetiempo como el óptimo para la expresióndel fenotipo
lítico (de la Fuenteel al., 1993).

Los datos anterioresindicabanque la expresióndel fenotipo lítico en la cepa LD1 por

choquetérmico permitía la liberación de una proteínaheteróloga de localización intracelular,

<3AT, al medio de cultivo en un fermentadoren condicionesde cultivo discontinuo.
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Figura 4. (A) CepaLDl/pCH100L crecida en cultivo discontinuo en fermentador de
10 1 a 240<3; (13) idénticascondicionescon choquetérmico a 370<3• Leyenda: (U),
densidadóptica; (+), viabilidad expresadacomo porcentajede celulas IP(-); (cOl),

proteínatotal en el medio de cultivo (jig/ml); (A) actividadCAT en extractocelular

(UE/ml); (*), actividadCAT enel mediode cultivo (UE/ml).
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Resultados

Pararealizarun estudiomás detallado de la liberación de proteínasy comprobarla
reproducibilidaddel sistemarealizamosun nuevocultivo de la cepa transformadaen fermentador
con choquetérmicoa370<3 (Fig. 5).

El crecimientose detienedebidoa la calda de viabilidad por la lisis que experimentael
cultivo, pasandode niveles en torno 85-90%a 20% de célulasioduro de propidio negativastras
6 h a 370<3 (Fig. 5); a continuaciónse estabilizaen tomo a niveles del 25-30% observándoseun
incrementoen la densidadóptica del cultivo, lo que nos indicaba que una fracción del cultivo
continuabacreciendoy lisando,ya queno seproducíarecuperaciónen la viabilidad del cultivo.

Tambiénse observaun aumentoen las proteínastotales presentesen el mediode cultivo,

indicativo de quela lisis se acompañade liberacióndel contenido intracelular,destacandoqueel
valor máximo, 110 ~iglml a las 6 h (Fig. 5), representabaun incrementode 2.75 vecesel nivel

basalde proteínaa 240<3, al igual queen el experimentoanterior (Fig. 413), coincidiendoademás
con el momentode mayor lisis del cultivo, observándosea continuaciónuna disminución,
obteniéndoseal final del cultivo (34 h a 370<3) unacantidadsimilar a la presenteen el mediode
cultivo antesdel cambiode temperatura(Fig. 5).

Se detectaactividadCAT (1 UE/ml) a partir de las 3 h del cambio térmico que va en
aumentohastalas6 h, 2 UE/ml, lo que se correlacionaconla máximalisis del cultivo y máximo
nivel de proteínastotalesen el medio de cultivo, detectándoseunadisminución a partir de ese
momento,al igual queocurríacon las proteínastotales,desapareciendola actividad<3AT a las34 h
del choquetérmico. Las mismasobservacionesteníanlugar en el casode la actividad enzimática
de la fosfatasaalcalina,enzimaintracelularde5’. cerevisiaecuya valoraciónsirve como control de

la liberacióndel contenido intracelular,que tras alcanzarun máximo a las 6 h decae hasta
desaparecera las 34 h (Fig. 5).

La desapariciónde las actividadesenzimáticasde <3AT y de fosfatasaalcalinanos indica la

posible presenciade proteolisis inespecificaya que la lisis produceliberación de todas las
proteínasde la levaduraentrelas quese encuentranlas proteasasde origenvacuolarresponsables
de estos fenómenos(Hirschel al., 1989).

En la figura 6 se comparanmediantediagramasde barraslos valoresde proteínastotales
(panelesA y <3) y de actividad <3AT (paneles13 y D) presentesen los extractoscelulares

(obtenidosa partir de igual númerode células, determinadopor su DO) y en el mediode cultivo
en los fermentadorescrecidos a 240<3 (Fig. 4A) y 370<3 (Fig. 5). Para poder compararlos
diferentesdatosentresi, seexpresancomo vg/DO los valoresde proteínastotalesy como UE/DO
los datosde actividad<3AT. En los extractoscelularesobtenidosde muestrasdel fermentadora

24V (panel A), no se observadisminuciónde la cantidadde proteínani aumentoen la proteína
presenteen el medio de cultivo, sin embargoen los extractoscelulares del fermentadorcon
choquetérmicoa 370<3 (panel <3), si se observauna disminución,tomandocomoextractocelular
de referenciael obtenidoa 240<3 en el momentodel cambioa 37O<3~ Los sucesivosextractos
celulares,obtenidostrasel choquetérmico, contienenunamenor cantidadde proteína,a medida
que se observaun incrementoen las proteínastotalesde los caldos.Esto ocurre hastalas 6 h, ya
queseobservaquea las 15 h y 34 h despuésdel choquetérmico la disminuciónde proteínaen el
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Figura 5. CepaLD1/pCH100L crecidaen cultivo discontinuoen fermentadordc 10 1
a 240<3 con cambio térmico a 370<3 Leyenda: (U), densidadóptica; (+), viabilidad
expresadacomo porcentajede celulasIP(-); (4>), proteínatotal en el mediode cultivo
(j.tg/ml); (*), actividadCAT en el medio de cultivo (UE/ml); (7), actividadfosfatasa
alcalinaen el medio de cultivo (UE/ml); el cambio térmico de 240<3 a 370<2 se
representapor la líneavertical.
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Figura 6. Cepa LDI/pCHlOOL crecida en cultivo discontinuo en fermentador de 10 1
a 24V (panelesA y 13), y a 240<3 con cambio térmicoa 370<3 (paneles<3 y D). Se
representanlos valoresde proteínatotal en¡¡g y actividadenzimáticaCAT en UE. por
densidadópticade cultivo. Las barraspunteadascorrespondena medidasefectuadas

con extractoscelularesy las barrasrayadasson medidasrealizadasen el medio de
cultivo. En el panel13 los valoresobtenidosen el medio de cultivo no se representan,
ya quefueronceroen todoslos casos.
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Resijllados

extracto celularno se correlacionacon un aumentoen el caldo. El nivel final de proteínaen el
extractocelular representael 15% dela cantidadinicial de proteína.

En la misma figura 6 se observaun fenómenosimilar en el casode la actividad CAT; a
240<3 (panelE) la actividades únicamentedetectableen el extractocelular, y se incrementaa lo
largo de la faseexponencialde crecimiento.En cambio, a 370<3 (panel D) en el momentodel

cambiode temperatura,consideradotiempo cero, toda la actividad se detectabaen el extracto
celular, observándosecomo la disminuciónde actividad CAT en el extractocelular significa un
aumentode la misma en el caldo en una cantidadequivalentehastalas 6 h; a partir de ese
momento la actividad sigue disminuyendoen el extracto celular, mientras que en el caldo

comienzaa disminuir a las 15 h, para desaparecera las 34 h. La actividad CAT remanenteen el
extractocelular a las 34 h erael 9.6%de la inicial.

Se puede concluir que hay una liberación de CAT a las 6 b del choque térmico
equivalenteal 82% de la actividad CAT inicialmentedetectadaen el interior de las células,pero
quea partir de esemomentola liberaciónsimultáneade proteasasconducea la degradaciónde la
enzima<3AT, ya quela cantidadde proteínastotales y la actividad enzimáticaen los extractos
celularesdisminuye,pero no se mantieneestablela actividaden el caldo.

1.1.3,Concentraciónde CAT liberadoal medio de cultivo.

A continuacióntratamosde ver la posibilidadde concentrarla proteínaCAT liberadaal

medio, de cultivo de forma preparativa,con el fin de obtenerpreparacionesde proteínasmás
concentradasy por tanto,másadecuadaspara iniciar posterioresprocesosde purificación. Para
ello se siguieron dos métodos: precipitación con sulfato amónico y concentraciónpor
ultrafiltración con corte de 10.000 daltons de peso molecular, el CAT tiene un peso de
aproximadamente25.000daltons.

La ultrafiltración (Fig. 7) se realizó concentrando 150 ml de medio de cultivo,
correspondientea 6 h a 370C(Fig. 5), hastaun volumen final de 10 ml. es decir se concentró 15
veces.La actividadinicial total en los 150 ml del medioantesde concentrarera de 270 UE y tras
la concentraciónlas unidadesenzimáticastotaleseran252 UE (93%). En términos de proteínas
totales la cantidad inicial era de 16.5 mg. y la final de 15 mg (90%). Esto indicaba que la
recuperaciónde la actividad era elevada,si bien no se lograbaun gradode purificación elevado,
obteniéndoseuna preparaciónde proteínasde mucho menor volumen que permitiría iniciar
procesosde purificación con mayorcomodidaden el manejode la muestra.

En la precipitacióncon sulfatoamónico(Fig. 8) la recuperaciónde actividad CAT quese
obtiene con un 60% de sulfato amónicofue del 65% de la actividad CAT, mientrasque la

proteínastotalesprecipitadaesel 27%, lográndoseun factorde purificaciónde 2.4, lo que junto a
la reducciónde volumenlogradapermitiría proseguirconel procesode purificación.
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Figura 7. Esquemay resultadosde la concentraciónde la proteína CAT en
sobrenadantesde mediosde cultivo realizadapor ultrafiltración.



Centrifugación

CAT 25.2UE/nil
Prot. caldo1.5mg/ml

bm]

- Sin concentrar

í5oml

Concentradoporultrafritración

lOml

Proteína
caldo(mg)

ActividadCAl Proteína
caldo(mg)

Actividad CAT

IlE AE UE AE

0.11 mg/ml
16.5 mgtotal
(100%)

l.8UEImI
270UEtotal
(100%)

16.4 1.5mg/ml
15 mg total
(90%) §

25.2UE/ml
252UE total
(93%) §

16.8

* Rendimientodel proceso

lSOnd
Muestra6h 37V

<3AT l.8UE/nil
P. caldo0.11 mg/ml

Sistemadeultrafiltración

CAT 270 UE
P. caldo16.5mg



Figura 8. Esquema y resultados de la precipitación con sulfato amónico de la
proteínaCAT presenteen sobrenadantesde mediode cultivo.
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Figxin 3. Perfil electroforéticode las proteínaspresentesen el sobrenadantede un
mediode cultivo a 24V y a 370<3, en las cepasTD28 (SLT2)y LD1 (sIC). En todas
las calles se han utilizado muestrasde 20 pi de sobrenadantede medio de cultivo.
Calle 1, sobrenadantedecultivo deTD28 a 240<2; calle 2, sobrenadantede TD2S tras

6 horasa370<3; calle3, sobrenadantede LDl a 240<3; calle 4: sobrenadantede LOl
tras3 horasa37V; calle 5: sobrenadantede LOl tras6 horasa 37V.





Resultados

1.1.4.Perfil electroforético de las proteínas liberadas al medio de cultivo.

Con objeto de determinarquétipo de proteínaseran liberadasen una lisis por choque
térmicoy sabersi hablaliberaciónselectivadealgúntipo de proteínas,se realizóunaelectroforesis
de proteínasen gel de poliacrilamida con SDS utilizando como muestrasvolúmenesiguales
(20 pi) de mediosde cultivo a 24V y a diferentestiemposa 37Ó<2~ La tinción del gel con plata
reveló (Fig. 9), queen lacepaLDl a 24V la proteínaextracelulares indetectablemientrasquea
370<3 apareceun perfil de bandassimilar al presenteen un extractocelular,mientrasque en una
cepasilvestreparael carácterlítico (TD28) no se observala presenciade proteínasen caldosa
37V. Se concluyepuesque la lisis por choquetérmico que tiene lugar en la cepa LDl produce
una liberación inespecíficade proteínassin distinción de tamañoy similar a las presentesen un
extractocelular, lo que hacefactiblela liberaciónde cualquierproteínaheterólogaintracelular.

1.2. Estudio de la cepaLI» a escalasemiindustrial.

Los estudiosse llevaron a cabo en la Sección de FermentaciónMicrobiana del
Departamentode Biotecnologíade ZENECA Pharmaceuticalsen el Reino Unido. En dicha
Secciónse disponíade unaplantade fermentaciónequipadacon un sistemaque permitellevar a
cabofennentacionesalimentadascontrolandoel cocienterespiratorio(RO,» del cultivo (Fieschko

el aL, 1987), imitando las condicionesde trabajo de unaplanta de producción.El sistemase
ilustra en la figura 10, la salidade gasesdel fermentadorse encuentraconectadaa un analizador
de gasesquemide el contenidodel aire quesaledel fermentadoren 02 y <202; los valoresde esa
medida son analizadospor un ordenador,que calcula en tiempo real el valor del cociente

respiratorio(RQ= CO2K)2). y decideen función del válor del mismo activaro desactivarla bomba
dosificadorade medioque se encuentraconectadaen serieconel ordenador.

1.2.1.Estudiode la capacidady velocidadde crecimientode la cepaLD1.

La cepaelegidapararealizarlas fermentacionesalimentadasfue la cepaLDl, con la que
se habían realizado originalmente los estudios de liberación de proteínasheterólogasen
experimentosen cultivosdiscontinuos.En primer lugar, era necesarioevaluarel comportamiento
de la cepa LDl en este sistema de fermentaciónalimentada.Se ensayóla capacidadde
crecimiento,es decir producciónde biomasay viabilidad del cultivo a la temperaturapermisivade
240<3. Los mediosde cultivo elegidosfueron: medioscomplejosy sintéticos.

1.2.1.1. Crecimientoen medio sintético completo.

El crecimientoa 240<3 de la cepa LDI en medio sintético completose describeen las
figuras 11 y 12. Tras la inoculaciónla densidadópticadel fermentadorfue de 0.35, observándose
una fasede latenciade unas40 h, durantela cual el cocienterespiratoriono se estabilizay no hay
aportecontinuode medio frescopor partede la bombadosificadora(Figs. 11 y 12). Tras este

período, se inicia la faseexponencialde crecimientocaracterizadapor una estabilizacióndel
cocienterespiratoriodel cultivo, lo que haceque la bombaincrementede forma crecienteel
aporte de medio de cultivo fresco (Fig. 12), para soportar el crecimiento que tiene lugar,
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Figura 10. Esquemadel sistemadefermentaciónalimentadabasadoen el coeficiente
respiratorio(RQ).
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Figura 11. CepaLD1 crecidaen cultivo alimentadoen fermentadora 24V en medio
sintético. Leyenda: (U), densidadóptica a 600 nm; (A), númerode célulasviables,
10>7cél/ml;(e), biomasadel cultivo eng/l; (•), presiónde oxigenoen el cultivo.
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Figura 12. Cepa LDL crecida en cultivo alimentado en fermentador a 24V en medio
sintético. Perfiles de cocienterespiratorio(panel A) y alimentaciónde medio de
cultivo fresco(panel13).
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Resultados

incrementándosela densidadóptica, la biomasay la viabilidad del cultivo (Fig. 11). La tasade
crecimientodel cultivo erade i~= 0.063 fr’, el nivel de biomasafinal fue de 20 g/l y la viabilidad
de 5.7x108cél/mí para una densidadópticade 45 (Fig. II). El cultivo se detuvo, por razones

técnicas,en plenafaseexponencial,indicandoel perfil del RQ y de la bombadosificadora,que se
manteníanconstantey en aumentorespectivamente,la posibilidadde continuarel crecimientouna
generaciónmásalcanzandolos 46 g/l de biomasay las 100 unidadesde densidadóptica. En
resumenla cepaLDI crececon unabuenaviabilidaden estemedioconel único inconvenientede
una largafasede latencia.

1.2.1.2. Crecimientoen medio complejo.

La misma cepafue crecidaa continuaciónen idénticascondicionesutilizando un medio
complejo. Los resultadosse presentanen las figuras 13 y 14. Tras la inoculación, la densidad
óptica inicial fue de 0.5, observándoseunafasede latenciamenorque en el casoanterior de sólo
15 h, con una tasade crecimiento2.5 vecesmayor (w=0.154 h-1) (Fig. 13). El inicio de la fase
exponenciala las 15 h (Fig. 13) coincidecon la estabilizacióndel cocienterespiratorioquese
traduceen ese instanteen un aportecrecientede mediopor partede la bombadosificadorade
medio (Fig. 14). La faseexponencialde crecimientose mantienedurante20 h hasta densidad
óptica en tomo a 100 (Fig. 13); en esemomentose observauna disminuciónen el aporte de
mediode cultivo (Fig. 14), con paradadel crecimientoexponencial.Los valoresobtenidoscon
estemedio eran 39 gil de biomasa, 9x108 cél/mí con una densidadóptica en torno a 100
(Hg. 13). La conclusiónmásimportantede esteexperimentofue la mayor rapidezde crecimiento
de la cepaen estemedio, con una fasede latenciainferior a la mitad alcanzándosede forma
reproducibleun nivel de biomasamedio-alto(40 g/l). con una alta viabilidad, demostrándosela
adaptaciónde estacepaa estascondicionesde crecimientoen fermentaciónalimentada.La mayor
rapidez de crecimientoera un factor importanteen la expresióndel fenotipo lítico, como se

mencionóconanterioridad,ya que suexpresiónesdependientedel mismo(Torresetal, 1991).

1.2.2.Estudiode la capacidady velocidad de crecimientode la cepa LD1
transformada con el plésmido pCH100L.

Una vez demostradala capacidadde crecimientode la cepaLDI, y seleccionadoel medio
de cultivo procedimosa estudiarla capacidadde crecimientode la cepatransformadacon el
plásmidopCHLOOL, paracomprobarla adaptaciónfisiológica de la cepaal plásmido(Oellissenel
al, 1992)en esascondicionesde trabajo, y calcularla estabilidaddel plásmido,al tratarsede un
medio de cultivo en el que no seaplica presiónselectivaparael mantenimientodel plásmido.

El preinóculode estos cultivos se realizó en medio sin leucina, es decir con presión
selectivaparael mantenimientodel plásmido,conel fin de asegurarel máximonúmerode células
viables portadorasde plásmidoen el momentode la inoculacióndel fermentador.Los datos de
esteexperimentosemuestranen las figuras 15 y 16. Trasunafasede latenciacortade 10-15 h se
inicia la fase exponencialde crecimientoque se mantienehastaalcanzarniveles de densidad
óptica 115, con biomasade 45 g/l y viabilidad de 9x108cél/mí (Fig. 15), valoressimilaresa los
obtenidosen la cepasin transformar(Fig. 13). La tasade crecimientofue Ií=0. 138 h’, similara
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Figura 13. Cepa LDL crecidaen cultivo alimentadoen fermentadora 240<3, en
medio complejo. Leyenda: (U), densidadópticaa 600 nm; (A), número de células
viables, lO7cél/ml; (e), biomasadel cultivo en g/l; (•), presión de oxígenoen el
cultivo.
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Figura 14. Cepa LD1 crecidaen cultivo alimentadoen fermentadora 240<3, en
mediocomplejo.Perfilesde cocienterespiratorio(panel A) y alimentaciónde medio
de cultivo fresco(panelE).
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Resultados

la de la cepasilvestrepor lo quela presenciadel plásmidono alterabala velocidadde crecimiento
de la cepaenestascondiciones.

Paracalcularla estabilidaddel plásmidoa lo largo del cultivo evaluamosel númerode

célulasquecrecíanen medio mínimo sin leucina(portadorasde plásmido) frentea la~ quecrecían
en medio YPD, estableciendoel porcentajede células portadorasde plásmido, a lo largo del
cultivo. En la tabla VII se muestranlos datos,indicandoquehastadensidadóptica65 la pérdida
de plásmidono es muy acusada,detectAndoseniveles superioresal 75%. A partir de esemomento
la disminución de células portadorasde plásmidoes mayor, llegandoal final del cultivo con
densidadóptica 115 y un 43%de las célulascon plásmido.No obstanteel cambio térmico a 370<3

debeefectuarseen un momentode la fase exponencialquepermita un crecimientoactivo del
cultivo; teniendo en cuentaque la máxima densidadóptica alcanzadapor la cepa en estas
condicioneses 100 (Fig. 15), un choquetérmico deberárealizarseen torno a den~idadóptica
20-30 parapermitir unacorrectaexpresióndel fenotipo lítico. En ese momentodel cultivo, el

porcentajede células portadorasde plásmido ronda aproximadamenteel 80%, din densidad
óptica 12 es del 85% y a densidadóptica65 es del 78% (Tabla VII), lo que es un porcentaje
aceptablepararealizarel choquetérmico con garantíasde recuperaruna buenacantidadde CAT

enel mediode cultivo.

1.2.3.Efectodeun choquetérmicoen un cultivo de LD1/pCHLOOL creciendoen
fermentaciónalimentada.

Los resultadosprevios de velocidadde crecimientoy estabilidaddel plásmidoindicabanla
posibilidadde realizarla fermentacióncon choquetérmico en mediocomplejo. ¡

El preinóculodel fermentadorcrecióen mediodeficienteen leucina,conpresión selectiva,
paraasegurarel máximo porcentajede célulasportadorasde plásmidoen el inicio del’ cultivo. Los
datosdel fermentadorsemuestranen las figuras 17 y 18. En la faseinicial del cultivo a 24V, tras
una fasede latenciade unas15 h, se observabauna estabilizacióndel cocienterespiratorio,con
inicio de adiciónde mediofrescoal cultivo (Fig. 18), coincidentecon el inicio de un crecimiento
exponencialen el cultivo conincrementodel nivel de biomasaen el mismo y tasade crecimiento,

i.~=0. 154 Ir’, similar a fermentadoresanteriores(Fig. 17). A las 28 h de cultivo se alcanzabauna
densidadóptica de 20 con una viabilidad de 1.7x108cél/mí y biomasade 8.9 gIl (Hg. 17).
Teniendoen cuentalos datosprevios de la capacidadde crecimientoa 240<3, la densidadóptica 20
parecíael momentoadecuadopara realizar el cambio térmico a 370<3, ya que todavía hay
posibilidad de crecimiento activo en el cultivo, como lo indican los perfiles ‘de cociente
respiratorioy de alimentaciónde medio (Fig. 18), paraque tenga lugar la expresióndel fenotipo
lítico de la cepa LD1; en esemomento,el 82% de las células del cultivo eranportadorasdel
plásmidopCHIOOL.

Sin embargo,trasel cambiotérmico,no se observabauna correctaexpresióndel fenotipo
lítico, yaquela viabilidad del cultivo a las 12 h del cambiotérmico (40 h de cultivo) era del 80%
(Fig. 17), tomandocomo valor de referenciael valor a 240<3 en el momento del cambio de
temperatura.El comportamientode este mutante a 370<3 determina,que tras el cambio de
temperatura,se produzcaun desajustedel cocienterespiratorio,(Fig. 18), lo quedetiéneel aporte
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Figura 15. CepaLD1/pCHLOOL crecidaen cultivo alimentadoa 240<3, en medio
complejo. Leyenda:(U), densidadópticaa 600 nm; (A), número de célulasviables,
lO7cél/ml; (7), númerode células viablesen medio mínimo sin leucina, iO>7céí/ml;
(e), biomasadelcultivo en gil; (•), presiónde oxígenoenel cultivo.

Tabla VII. Estabilidad del plásmido p<3HlOOL en la cepaLD1, crecidaenfermentación
alimentadaa240<3
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Figura 16. CepaLD1/pCH100L crecidaen cultivo alimentadoa 240<3, en medio

complejo. Perfiles de cocienterespiratorio(panel A) y alimentaciónde medio de
cultivo fresco(panelE).
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Figura 17. Cepa LDl/pCH100L crecida en cultivo alimentado a 240<3, en medio
complejo, con cambio térmico a370<3 Leyenda:(U), densidadópticaa 600 nm; (A),
númerode célulasviables, lO7cél/ml; (e), biomasadel cultivo en gil; (•), presión de
oxígenoenel cultivo; la líneavertical representael cambioa370<3•
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Figura 18. Cepa LDh/pCH100L crecida en cultivo alimentado a 240<3, en medio

complejo,con cambio térmico a 37O<3~ Perfiles de cocienterespiratorio(panel A) y
alimentaciónde mediode cultivo fresco(panelB).
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Figura 19. Cepa LD1/pCHLO0L crecida en cultivo alimentadoa 240<3, en medio

complejo. Perfiles de cocienterespiratorio(panel A) y alimentaciónde medio de
cultivo fresco(panelE).
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Resultados

de mediode cultivo al fermentador,provocandoqueno pueda mantenerseel crecimiento,y por
tanto no seexpreseel fenotipolítico quees dependientede la presenciade crecimientoactivoen

el fermentador.

Se mantuvoun fermentadorcontrol paralelo inoculadocon las mismascélulas,a 24V
todoel tiempo,en el cual el cocienterespiratoriono sufrealteración,manteniéndoseen aumento
el aportede nutrientesal fermentadorpor partede la bomba(Fig. 19), frentea lo observadoen el
fermentadorcon cambiode temperatura(Fig. 18).

2. DESARROLLO DE CEPAS LÍTICAS DE S. cerevisiae DEFICIENTES
EN PROTEASAS. LIBERACIÓN Y ESTABILIDAD DE PROTEÍNAS
HETERÓLOGAS.

2.1. Obtencióndemutantes autolíticosdeS.cerevísiaedeficientesen proteasas.

Los resultadospreviosindicabanunainestabilidaden las actividadesenzimáticasde CAT y
tambiénde fosfatasaalcalinacuandoeran liberadasal mediode cultivo, probablementedebida a
la presenciaen el medio de proteasasliberadasduranteel procesode lisis queproducíanuna
proteolisis inespecifica.Estas observacionesjustificaban el desarrollode cepasautoliticas
deficientesen proteasas.En 5. cerevisiaelas proteasasvacuolaresson las responsablesde los
fenómenosde proteolisis inespecifica.El control de la producción y maduraciónde dichas

proteasases realizadoen una reacción en cascadapor la proteasasA y B, codificadas
respectivamentepor los genesPEP4y PRBJ (Hirscha aL, 1989). Por lo tanto, la eliminaciónde
dichosgenessupondríala reducciónde la proteolisis inespecificacausadapor las proteasasde
origen vacuolar. Paraobtenermutantesautoliticosdeficientesen ambos genesde proteasas
solicitamosa lacolecciónde cepasde levadura“YeastStockCenter” las cepas8J5461y 8J5464,
doscepashaploides,mutadasen los genesPEP4 y ¡‘RBi.

Paraobtenercepasautolíticasdeficientesen proteasasseguimosdosestrategias:
-cruces genéticosde cepasautoliticas (slt2D3S), concretamenteL3c34a y L3c36c.

portadorasde la misma mutaciónque la cepa diploide LD1 empleadacon anterioridad,
conlas mencionadasBJ5461y 8J5464deficientesen proteasas.
-interrupción del genSLT2en la cepaBJ5464.

El uso de ambasestrategiasse justificaba debidoa que resultadosprevios en nuestro
laboratorio demostrabanla importancia del fondo genético presenteen la levadura en la
expresióndel fenotipo lítico, acentuándoloo disminuyéndolo;por ello es necesarioevaluartodos
los mutantesobtenidos,eligiendoel que presentemejor expresióndel fenotipoautolitico.

2.1.1. Usode crucesgenéticos.

Se realizaroncruces genéticosentre las cepasde tipo sexual opuestoseleccionandolos
diploidesen mediosselectivos,basándonosen las auxotrofiasde los mismos:
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-L3c34a x BJ5461,en mediomínimo suplementadosólo con leucina.

-L3c36c x 8J5464,en medio mínimo suplementadosólo con leucinay uracilo.

Se indujo la esporulaciónde los diploides por crecimiento sucesivoen medios de
preesporulacióny de esporulación,procediéndosea la disecciónde las ascas,obteniéndose23
ascosporas.

2.2. Análisis del fenotipos112en las ascosporas.

A continuación,se procedióa la caracterizaciónfenotípicade las ascosporasobtenidas.
realizandodiversaspruebasde crecimientoen placa con el objeto de seleccionarprimero las
portadorasdel fenotipo lítico sIt2. La bateríade pruebasa realizarcon las ascosporasobtenidas
fue:

-Sensibilidada concentraciones12 mM de cafeínaa 240<3.
-Capacidadde crecimientoy lisis a 37V en placasconBCIP.
-Complementaciónpor estabilizaciónosmóticacon sorbitol 1 M de la lisis inducida por
cafeína(12 mM) y por temperatura(37V).

En todala bateríade pruebasse emplearoncomo cepascontrol la cepa EJ5464(SLT2) y

la L3c36c (slt2),dosde lascepasparentales.

2.2.1.Sensibilidadde las ascosporasaconcentraciones12 mM decafeína.

Los mutantessl¡2 son incapacesde crecera 240<2 en presenciade concentraciones12 mM
de cafeína,debidoa la lisis que la presenciade dicha sustanciaproduceen las células. Por ello
sembramoslas ascosporasobtenidasen placasde YPD con cafeínay se incubarona 240<3 el

tiempo necesano,incubandoal mismotiempounaplacacontrol de YPD a la misma temperatura.
Los resultadosse muestranen la figura 20 dondeen la placaconcafeína(panelA), se observaque
las ascosporaslc, 4a, 8b, 9a, 9b y lic son sensiblesa cafeínay por tanto probablementesean
mutantessIt2. En la placacontrol,todaslasascosporascrecennormalmente(panelE).

21.2. Capacidadde crecimientoy lisisa37V.

El B<3IP es un susbtratoparala enzimaintracelularfosfatasaalcalina,la lisis de las células
a 370<3 libera dicha enzimaproduciendola hidrólisis del BCIP, apareciendolas coloniasde color
azul-verdoso, permaneciendocon la coloración normal en el caso contrario. Además
dependiendodel fondo genético,aunqueen todoslos casosse produzcalisis celular los mutantes
sIt2 puedeno no crecera 37V.

Sembramosdosplacasde YPD con B<3IP. y se incubarona 37V y 24V. Los resultadosde
la figura 21 demuestranque a la temperaturade 370<3 (panel A) algunas ascosporaseran

incapacesde crecer(lc. 9b, lic) y otrascrecíancon coloraciónazul-verdosa(8b. 9a, 1 la) siendo
ambostipos de ascosporasprobablesmutantessIt2; en el panel E de la figura aparecela placa
incubadaa 24V dondetodaslas ascosporascrecíanconnormalidadsin lisis. Todaslas ascosporas
sensiblesal choquetérmico, enumeradasanteriormente,fueron tambiénsensiblesacafeína,con
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Figura 20. Inhibición del crecimiento por cafeína de las ascosporasobtenidas en el
crucegenéticode las cepasL3c34a con BJ5461.y L3c36c con B15464. Panel A,
YPD con 12 mM de cafeína;panelE, YPD. La temperaturade crecimientofue de

24V.





Figura 21. Lisis de lasascosporasobtenidasen el crucegenéticode lascepasL3c34a
con B15461, y L3c36ccon EJ5464.PanelA. YPD con BCIP a 370<3; panelB, YPD
con BCIPa 240<2.





Resultados

excepciónde la ascospora1 la quecrecíaen cafeína(Fig. 20. panel A), lo que hizo que fuera
descartadapara posterioresestudios; en cambio, la ascosporaLOa que no crecía en cafeína
(Fig. 20, panelA) fue descartadaya que a 37V no presentabalisis celular (Fig. 21, panelA), la
ausenciade crecimientoen cafeínapuedeserdebidoaunamayor sensibilidadde la cepa frentea
esecompuesto,por otrascausasdiferentesa las de la mutaciónen el genSLT2.

2.2.3.Estabilizaciónosmóticade la lisis producidapor cafeína(12 mM) y por
temperatura(37”C).

lEí fenotipo slt2 se caracterizapor producir lisis en las célulasdebidoa la formación de
unaparedcelular osmóticamenteinestable,por lo quela presenciade un estabilizadorosmótico
en el mediode cultivo evita la lisis y restaurala capacidadde crecimientode las células(Torreset
al., 1991). El estabilizadorosmótico elegido fue el sorbitol, en una concentración1 M,
observandosi seeliminabala lisis producidapor cafeínay por temperatura.

Paraello, sembramoslas ascosporassensiblesa cafeína(verapdo. 2.3.1.) en placa de YPD
suplementadocon 12 mM de cafeínay sorbitol 1 M incubandoa 240<3, y las sensiblesa
temperatura(ver apdo. 2.3.2) en una placa de YPD BCIP suplementadacon sorbitol 1 M

incubandoa 370<3• En la figura 22 aparecenlos resultados,en el panelA semuestrala placa de
YPD-cafeina-sorbitolen la quecrecentodaslas ascosporasal igual queen la placade YPD-ECIP
con sorbitol (panel B), por lo que la restauracióndel crecimiento,por eliminación de la lisis
debidaa la estabilizaciónosmótica,realizadapor el sorbitol es una pruebamásque nos confirma

la presenciade la mutacións112.

Los resultadosde la batería de pruebasefectuadasse recogenen la tabla VIII, las
ascosporaslc, 4a, 8b, 9a, 9b y lic eranmutantess112, procediéndosecon ellas, por tanto, a
realizarensayosfenotipicosde actividad proteasadebida a los productos de los genesPEP4 y
¡‘RBI.

2.3. Análisis de fenotipo deficienteen proteasasPEP4y PRB¡.

Con las ascosporasseleccionadasanteriormentese ensayóla presenciao ausenciade
actividad proteasadebidaa los productosde los genesPEP4(testAPE) y ¡‘RBI (testHPA) (Jones
etal, 199La). Los ensayosse realizanen placasegúnse describeen materialesy métodos(apdo.
3.5.4.) empleandopara una correctainterpretaciónde los resultados,como cepascontrol, dos de

las cepásparentalesempleadasen los crucesgenéticos:B35464, deficiente en ambos genesde
proteasasy L3c36c,silvestreparaambosgenesPEP4y ¡‘RBI.

Los resultadosdel test APE (Fig. 23, panel A) indicaronque las ascosporaslc, 9b y lic
son cepaspep4.En los resultadosdel test HPA (Fig. 23, panel 8) aparecíacomo cepaprbI la
ascosporaLic.

En la tabla IX-A aparecende forma conjunta los datos de ambos experimentos,
apareciendocomocepa portadorade ambasmutaciones,pep4y prbl, la ascosporaLic.
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Figura 22. Eliminaciónde la lisis por estabilizaciónosmóticacon sorbitol de las
ascosporasslt2. PanelA, placa de YPD con 12. mM de cafeína, suplementadacon
sorbitol 1 M. incubadaa 240<3. PanelB. placa de YPD conECLP, suplementadacon

sorbitol 1 M incubadaa 370<3





TablaVIII. Resultadosdel análisisfenotípico de las ascosporasobtenidas en los cruces
genéticosde las cepas L3c34acon 13J546Ly L3c36ccon BJ5464.



Ascospora
YPD

l2mM cafeína
240C

YPD
12 mM cafeína

1 M sorbitol
240<2

YPD
BCIP
370<3

YPD
BCIP

1M sorbitol
37O<3

la + nd + nd
lb + +

lc - + - +

2a + nd + n
2b + nd + nd
3a + nd + nd
3b + nd + nd
4a - + +

4b + nd + nd
6a + nd + nd
7a + nd + nd
7b + nd + nd
8a. + nd + nd
8b - + +

9a - + +* +

9b - + - +

lOa - nd + nd
lOb + nd + nd
lOc + nd + nd
lOd + nd + nd
lía + nd nd
lib + nd + nd

tic - + - +

BJ5464 + + + +

L3c4Ec - + +

+: crecimiento
no crecimiento

*: lisis, colorazul-verdoso
nd: nodeterminado



Figura 23. An4lisis del fenotipo deficiente en proteasasde las ascosporass112.
PanelA. testAPE; panel13, testHPA.





Tabla IX. (A) Resultadosdelos testAPEy HPA. (13) Resultadosde la lisis, medidapor

citometríade flujo, de las ascosporaslc, 9b, lic y la cepa BJ5464,expresadacomo
porcentajede célulasteñidascon ioduro de propidio.



A

Ascospora TestAPE
(pep4)

TestHPA
(prbl)

Ic +

4a + +

8b + +

9a + +

9b +

lic

+:Testpositivo, gensilvestre.
-: Testnegativo,genmutado

B

Ascospóra YPD 240C§ YPD37V§ YPD 37V
Sorbitol 1M§

le 16 76 23

9b 22 71 18

lic 5 88 2

EJ5464 5 2 1

§: Células usadas,expresadascomo
propidio, medidaspor citometríade flujo.

porcentajede célulasteñidas con ioduro de
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2.4. Análisis del fenotipo lítico mediantecitometría de flujo de los niutantes líticos deficientes
en proteasasobtenidosen el crucegenético.

Se eligieron todas las ascosporaslíticas que resultaronestarmutadasen algunode los
genesde proteasas,pararealizarunamedidamásexactade su lisis mediantetinción con iodurode
propidio y análisis mediantecitometriade flujo (de la Fuenteel aL, 1993) con el objeto de
establecerla quepresentabauna mejorexpresióndel fenotipolítico a 37V conmenorlisis a 24V.
Las ascosporaselegidaspararealizaresteexperimentofueron:lc. 9b, Lic, seleccionadaspor ser
mutantesslt2 y tenerunoo los dos genesde proteasasmutados,utilizando comocepacontrol la
cepaEJ5464,silvestreparael fenotipo lítico. En el experimentomedimosla lisis de los cultivos,
tras 15 h de incubación,de las diferentesascosporasen las siguietescondiciones:

-crecidasen medioYPD a 240<3.temperaturapermisiva
-crecidasen medioYPD a 37V, temperaturano permisiva
-crecidasen medio YPD suplementadoconsorbitol 1 M a37O<3~

Los resultadosdel experimentose muestran en la tabla IX-B y en las figuras 24
(ascosporaslc y 9b) y 25 (ascosporalic y cepaBJ5464comocepacontrol). En la tabla IX-B se
representanlos porcentajesde célulaslisadas,y en las figuras24 y 25 los diagramasde las
citometríasde las diferentesascosporas,en los queserepresentala intensidadde fluorescenciaen
abcisas,queesuna medidade la emisióndefluorescenciapor las célulasque, por estarlisadas,son
permeablesal iodurode propidio, y en el ejede las ordenadasse representael númerode células;

si el cultivo esta lisado, la emisión de fluorescenciaes alta y la población celular aparece
desplazadaa la derechasobreel ejede las abcisas.

Observandoconjuntamentela tabla IX-E y las figuras 24 y 25 (panelesA y D)
comprobamosque todaslas ascosporaspresentaronporcentajesde lisis inferioresal 25% en los
cultivos realizadosa 240<3, destacandola ascosporalic con un 5% de lisis (Fig. 25, panel A).
porcentajeigual al de la cepasilvestre8J5464(Fig. 25, panelD).

En los cultivosa 37V, la cepa silvestreno estabalisada presentandoúnicamenteun 1.5%
de lisis (Fig. 25, panelE), frentea las ascosporaslc con76%de lisis (Hg. 24, panelE), la 9b con

71% de lisis (Fig. 24, panel E) y la lic con un 88% de lisis (Fig. 25, panel E), siendoesta
ascosporala quepresentóun porcentajesuperiorde célulasusadas.

Todoslos cultivos realizadosa 370<3 en presenciade sorbitol 1 M presentaronniveles de
lisis inferioresal 25% (rabIa IX-B), destacandola eliminacióndel fenotipo lítico observadaen la
ascosporalic, queve reducidasu lisis en presenciade sorbitol al 1.2%(Fig. 25, panel<3), nivel
comparableal de la cepasilvestreBJ5464que es dei 1% (Fig. 25, panelF).

De las observacionesenumeradasanteriormente,se deduceque la ascosporacon una

mejorexpresióndel fenotipolítico fue la lIc. si bien las ascosporaslc y 9b presentabantambién
unosbuenosnivelesde lisis.

49



Figura24. Medidade la liñis delas ascosporassiC deficientesen proteasas,mediante
citometríade flujo. El mediode cultivo empleadofue YPD. Panel A. ascosporalc a
24V; panel13, lc a 370<2;panel<3, lc a 37V en medio estabilizadoosmóticamente
con sorbitol 1 M. PanelD, ascospora9b a 24~C; panel E, 9b a 37V; panelF, 9b a
370<3 en medio estabilizadoosmóticamentecon sorbitol 1 M. La lisis se expresa
como porcentajede células iodurode propidio positivas.
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Figura 25. Medida de la lisis de las ascosporassf12 deficientes en proteasasy de la
cepaparentalsilvestreBJ5464, mediantecitometríade flujo. El medio de cultivo

empleadofue YPD. PanelA, ascosporalic a24V; panelB, líe a 370C:panelC,lic
a 37V en mediaestabilizadoosmóticamentecon sorbitol 1 M; panelD, BJ5464a
24V; panel E, BJ5464 a 37V; panel F, BJ5464a 37V en medio estabilizado
osmóticamentecon sorbitol 1 M. La lisis se expresacomo porcentajede células
¡odurode propidiopositivas.
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Resultados

Las ascosporas1 lc, lc y 9b fueron designadas,a partir de este momento, como cepas
LíticasHaploidesDeficientesen Proteasas(LHDP):

-lic pasaa serLHDPI
-le pasaaser LHDP2
-9b pasaa serLHDP3

Los genotiposcompletosde lastres nuevascepasse indican en la tabla IV. La cepaelegida
paracontinuarlos experimentosfue la LHDP1 por serdoblemutante,pep4prbi, ademásdelítica.

2.5. Estudio de la lisis y liberación de proteínasde la cepaLHDP1. Ensayosen matraz.

Como hemos mencionadoen el apanadoanterior, la cepa elegida para estudiar la
liberación y estabilidad de proteínasfue la cepa LHDPL (ascospora lic). Los ensayos
preliminaresse realizaronen matraz,estudiandola liberaciónde proteínastotalesy de fosfatasa
alcalina al mediode cultivo, a la temperaturade 370<2, conobjeto de procedera la caracterización
de la cepa.

A partir de un preinóculo inicial crecido en medio YPD, a la temperaturade 240<3.
procedimosa inocularsendosmatracesa 24<>C. como control, y a 370<3 Los parámetrosmedidos
fueron la densidadópticaa 600 nm, el nivel de proteínastotalesen el mediode cultivo, la lisis
medidacomo porcentajede célulasyodurode propidio negativasy la actividad fosfatasaalcalina
en caldos.

En el matraza 240<3 (Fig. 26, panel A) no se observólisis celularsignificativa en ningún
momento del cultivo, con niveles de viabilidad entre el 85-95% de la población celular,
manteniéndoseconstanteslos niveles de proteínastotalesen el medio de cultivo, en tomo •a

15 ggiml, y permaneciendola actividad de fosfatasaalcalinaen unos niveles basalesen tomo a
1 UE/ml. En cambio,en el matrazincubadoa 370<2 (Hg. 26, panel 13), observamosuna brusca
caídade viabilidad del cultivo: 35% a las3 h. 25% a las 7 h y 10% de viabilidad a las 24 h. Esta
bruscacaídaen la viabilidad del cultivo secorrelacionabacon un incrementode 3.5 vecesen la
cantidadde proteínastotalespresentesen el medio de cultivo, así como en un incrementode la
actividad fosfatasaalcalina quealcanzó las 27 UEimI a las 24 h. El perfil observadoen la
liberaciónde proteínastotalesy de actividad fosfatasaalcalina no sufrió disminuciónen ningún
momento.

lEn la figura 27 serepresentanlas actividadesde fosfatasaalcalinapresentesen el extracto
celulary en el mediode cultivo a 240<2 y 370<2, representadascomo UE/DO parapoder comparar
los datosentresi. lEn el cultivo a 240<2, la actividad enzimáticapermanecemayoritariamenteen el
extractocelular, no siendoatribuibleslas oscilacionesde los extractoscelularesa una liberaciónde
la enzimaal mediode cultivo, ya que la actividad enzimáticaen el caldo no aumentóen ningún

momento(Fig. 27, panel A). En cambio, en el cultivo a 370<3 (Fig. 27, panelE) se observaa lo
largo del tiempoquela disminuciónen la cantidadde actividadenzimáticapresenteen el extracto
celular se correlacionócon un incrementoprogresivode la actividad enzimáticapresenteen el
medio de cultivo, recuperándosea las 24 h en el medio de cultivo el 80% de la actividad
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Figura 26. Estudio de la lisis y liberación de proteínas de la cepaLHDPl. en matraz
a 240<2 (panelA) y a 370<2 (panelE). Leyenda:(U), densidadópticaa 600 nm; (+),

viabilidad expresadacomoporcentajede celulasIP(-); (410, proteínatotal enel medio
de cultivo «xgiml); (7), actividadfosfatasaalcalinaen el mediode cultivo (UE/ml).
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Figura 27. Producción y liberación de fosfatasa alcalina en la cepa LHDPL en
matraza 240<3 (panelA) y a 370<3 (panel E). La actividadfosfatasaalcalina seexpresa
comounidadesenzimáticaspor densidadóptica de cultivo.
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Resultados

enzimática,tomandocomo referenciala cantidadpresenteen el extracto celularde tiempo cero,
correspondienteal momentodel cambiode temperatura.

Estosresultadosnos indican la capacidadde la cepaLHDPI para liberar su contenido
intracelularcomoconsecuenciade la expresióndel fenotipo lítico s112,comoocurríaen el casode
la cepaLDl, perocon una mayor estabilidadde los productosliberadosa las 24 h del choque

térmico.

2.6. Liberaci6ny estabilidadde las proteínasliberadasen cultivos en fermentadorde la
cepaLHDPl/pCH100L.

A continuación,transformamosla cepa LHDPI con el plásmidode expresiónde <2AT,
pCH100L, pararealizarestudiosde liberación y estabilidadde la proteína CAT en escalade
fermentadorde 10 1 en cultivos tipo “batch”. Paraello, realizamosdos cultivos en fermentador:
uno a 240<3. paraobservarel comportamientode la cepaen fermentadory medir la producciónde

<3AT, y otro a 240<2 con cambio térmico a 370<2, paraestudiarla liberaciónde CAT al medio de
cultivo por dichacepa.

Al igual que en el caso de la cepa LDl/pCH100L, los cultivos en fermentadorlos
realizamosen medioYPD, creciendopreviamentelos inóculos en medio mínimo sin leucinacon
presiónselectivaparael mantenimientodel plásmido.conel fin de asegurarelmáximo porcentaje
decélulasportadorasde plásmidoen el inicio del cultivo. Los resultadosdel fermentadorcrecido
a 24¶Z se indicanen la figura 28A. siendoconcordantescon los obtenidosen matraz,con la cepa
sin transformar. La producciónde CAT, en el extracto celular, alcanzólas 60 UE/ml, lo que es
aproximadamentetresvecessuperioral nivel detectadoen la cepaLDlipCHlOOL (Hg. 4A), no

detectándose,en ningún momento,actividad CAT en el medio de cultivo. La viabilidad del
cultivo, medidapor citometríade flujo, se mantuvodurantetodoel tiempo en niveles superioresal
80%,no detectíndosepor tantoen ningún momentoun aumentosignificativo en la cantidadde

proteínastotalespresenteen el mediode cultivo.

Una vez comprobadoel comportamientode la cepaLHDP1 a 240<2, similar al de una cepa
silvestre,y la capacidadde producciónde <2AT en escalade fermentador,procedimosa realizar
un fermentadorcon cambio térmico a 370<2 (Hg. 2813). En este caso, tras el cambio de
temperatura,se observóuna calda bruscade viabilidad que alcanzóel 15% a las 24 h. Este
fenómenoseacompañóde un aumentode proteínastotalesen el medio de cultivo, y de aparición
de actividad<2AT y fosfatasaalcalinaen el mediode cultivo. Las proteínastotales aumentaron3.5
vecessucantidaden el caldo pasandode 40 ¡tg/ml a 140 ~ig/ml,lo quesignificabaquese estaba

produciendolisis del cultivo conliberacióndel contenidointracelularal medio de cultivo, quese
mantienecon un perfil crecienteconstantetrasel cambiode temperatura.La actividadCAT siguió

un perfil similar al de las proteínastotalesen el mediodecultivo alcanzando4.8 UE/ml a las 24 h,
no siendodetectablemientrasel cultivo eramantenidoa 240<3;observacionessimilaresson válidas
parala actividad fosfatasaalcalina valoradacomo referencia.Estosresultadoscontrastancon la
disminución de estasactividadesenzimáticasobservadasen el casode la cepa LDl/p<3HIOOL
(Figs. 413 y 5).
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Figura 28. Cepa LHDPl/p<2HlOOL crecida, en cultivo discontinuo en fermentador
de 10 1. a 240<2; (13) idénticascondicionesconchoquetérmico a 370<3• Leyenda:(U),
densidadópticaa 600 nm; (+), viabilidad del cultivo, expresadacomoporcentajede
célulasIP(-); (Cj, proteínastotalesen el mediode cultivo (ggiml); (A) actividad<2AT
en extractocelular(UE/mí); (*), actividadCAT en el medio de cultivo (UE/ml); (V),
actividadfosfatasaalcalina en el medio de cultivo (UEimI); el cambio térmico de
240<2 a370<2 serepresentapor la línea vertical.
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Figura 29. Cepa LHDPI/pCH100L,crecidaen cultivo discontinuo en fermentador
de 10 1, a 240<2 (panelesA y E), y a 240<2 concambiotérmicoa370<2 (paneles<2 y D).
Se representanlos valoresde proteínastotalesen j.ag y actividad enzimáticaCAl en
UE, por densidadópticade cultivo. Las barraspunteadascorrespondena medidas
efectuadascon extractoscelularesy las barrasrayadasson medidasrealizadasen el
mediode cultivo. En los panelesA y 13 los valoresobtenidosen el mediode cultivo

no se representan,ya que no fueronsignificativos.
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Resultados

En la figura 29 se comparala evolución de la cantidadde proteínastotalesy actividad
<2AT, presentesen los extractoscelularesy en el mediode cultivo de los fermentadoresde la cepa
LHDPL/p<2HlOOL correspondientesa 240<3 (ver fig. 28A) y con cambio de temperaturaa 370<3

(ver fig. 288). En los extractoscelulares del fermentadorcrecido a 240<2, no se observa
disminuciónde la cantidadde proteínastotalespresentesen los mismos(Hg. 29, panel A); sin
embargoen los correspondientesal fermentadorcon cambiode temperaturaa 370<3, se observó
una disminuciónde la cantidadde proteínastotales al mismo tiempo que iba aumentandola
cantidadde proteínastotales presentesen el medio de cultivo (Fig. 29, panel<2). La cantidadde
proteínapresenteen el extractocelularcorrespondientea las 24 h del cambiode temperaturafue
del 16%,mientrasqueal mediode cultivo se liberó el 70% de la proteína de las células,tomando
comoreferenciala cantidadpresentea 24~’C (Fig. 29, panel<2).

La actividad <2AT en el fermentadora 240<2 únicamentefue detectableen el extracto
celular, siguiendoun perfil crecientea lo largo del cultivo (Hg. 29, panelE); en cambio,en el
fermentadorcon cambiodetemperaturase observaunaprogresivadisminuciónen la cantidadde
actividad CAT presenteen el extracto celular, al tiempo que ésta aumenta en el caldo,

manteniéndoseestablea las 24 h (Fig. 29, panelD).

En amboscasos,esde destacarquese observauna mayor estabilidadde los productos
liberados,en comparaciónconlo observadoen la cepaLDl/pCI-ILOOL (Fig. 6).

2.7. Perfil electroforético de las proteínas liberadas en un cboque térmico de la cepa
LHLDP1 en fermentador.

Al igual queen el casode la cepaLDl/p<3H100L realizamosuna electroforesisen gel de
poliacrilamida con SDS. con el fin de determinarel perfil de proteínasliberadas,como
consecuenciade la lisis térmica,al mediode cultivo. Paraello cargamosen el gel muestrasiguales
de mediode cultivo (20 til) sin concentrar,correspondientesa 240<2 y a varios tiemposdespuésdel
choqueténnico (Fig. 30), volviendo a mostrarun perfil similar al obtenido con la cepa LDl
(Hg. 9), por lo tanto la cepaLHDP1 tambiénmuestracapacidadpara liberar proteínasen un
amplio rango de pesosmoleculares,lo quenos permitiría su uso para liberarcualquierproteína

heterólogaproducidade forma intracelular.En el gel se observaun aumentoen la intensidadde
las bandas,correlativoconla lisis progresivaquesufreel cultivo alo largo del tiempo.

2.8, Obtenciónde mutantesautolíticosdeficientesen proteasaspor interrupcióndel gen
SLT2 en la cepaBJ5464.

La segundaestrategiaconsistióen interrumpir el gen SLT2 en una cepa con un fondo
genéticodeficienteen proteasas.como la cepade colección BJ5464,doble mutantepep4prbl.

La transformación se realizó con el fragmento lineal EcoRí del piásmido
pIC2OslI2AURA3.dondeel fragmentoHindílí del gen SLT2 habíasido reemplazadopor el gen

URA3, para aumentar la eficiencia de la recombinación homóloga de la copia del gen
interrumpidaconel gensilvestrepresenteen el genomade la levadura(Hg. 3 1).

.52



Figura 30. Perfil electroforéticode las proteínaspresentesen el sobrenadantede
medio de cultivo a 240<2 y a 370<3 en la cepa LHDP1. En todas las calles se han
utilizado muestrasde 20 pi de sobrenadantede medio de cultivo. Calle 1, patrón de
pesosmoleculares;calles 2 y 3, sobrenadantesde medio de cultivo a 240<3; calle4,
sobrenadantede medio de cultivo tras 3 horasa 370<2; calle 5, tras6 horasa 370<2;

calle6. tras9 horasa 370<2;calle7. tras 12 horasa 370<2;calle8, tras 24 horasa 370<3,





Figura 31. Detalles de la realización de la interrupción del gen SLT2 en la cepa
815464paraobtenerla cepaLDKPI.
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Resultados

Se analizaronun total de 15 transformantesUra+, por análisis fenotipico en placa de
forma similar al descritoen el apartado2.2, seleccionándosecinco de ellosque presentabanlas
característicasfenotipicasesperadas:

-lisis a la temperaturade 370<3, apareciendolas coloniascolor azul-verdosoen
placascon B<3IP, frente a la parentalqueaparecesin coloración, la presenciade sorbitol en el
medio restaurabala capacidadde crecimientoy la lisis, apareciendode igual coloración que la
cepaparental(Hg. 32, panelesA y 13).

-lisis por sensibilidada cafeína12 mM a 240<3, evitadapor la presenciade sorbitol
en laplaca (Hg. 32, paneles<3 y D).

Con los cinco transformantesseleccionadosse realizó la confirmacióndefinitiva de que
estabaninterrumpidosen el gen SLT2,pormedio de unahibridación DNA-DNA (‘Southern’»,
demostrandolos cinco transformantesestarinterrumpidosen dicho gen, el DNA genómicode
S. cerevisiaese digirió con la endonucleasade restricciónEcoRí, el tamañoesperadopara el
fragmento portadordel gen silvestreera de 3.24 Kb, mientrasqueel del fragmentocon el gen
interrumpidoera inferior, 3.14Kb (Fig. 32, panelE), los cinco transformantesaparecencon una

bandade inferior tamañoa la del gen silvestreconfmrmándosela interrupción del gen SLT2 en
dichostransformantes.La sondaempleadafue el fragmentoEcoRí del gen SLT2 (Torreset aL,
1991). La cepa 13J5464sIt2AURA3pasaa denominarseLDKPL (Lítica Deficienteen Quinasay
Proteasas1).

2.9. Medida de la lisis en la cepaLDKP1 por citometría de flujo.

A continuaciónestudiamosla expresióndel fenotipo lítico de estacepa,midiendo la lisis
que presentabala nueva cepa mediantecitometríade flujo, en cultivos crecidos 15 h en las
siguientescondiciones:

-crecidaen medioYPD a 24r, temperaturapermisiva
-crecidaen medioYPD a 370<2, temperaturano permisiva

-crecidaen medio YPD suplementadoconsorbitol 1 M a37t

Los diagramasde las citometríasse muestranen la figura 33. En el panel A aparecenlas
célulascrecidasa 24V. la mayoríade la poblacióncelular era viable con sólo un 8% de células
lisadas,frenteal 80% de célulaslisadascuandoel crecimientose realizabaa 370<2 (panel 13). La

presenciade un estabilizadorosmótico,sorbitol 1 M, a 370<2 disminuyóla lisis de las célulashasta
un 6% (panel <3). Estosresultadosindicabanla correctaexpresióndel fenotipo lítico debidoa la
presenciade la mutaciónslt2 en la nuevacepa.
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Figura 32. Análisis de cinco transformantes de la cepa 13J5464con la construcción

pI<32OsIt2AURA3.PanelA, crecimientoen YPD B<3IP a370<2; panel13, crecimientoen

YPD B<3IP 1 M sorbitola370<2; panel<3, crecimientoen YPD 12 mM cafeínaa 24V;
panel D, crecimientoen YPD 12 mM cafeínacon 1 M sorbitol a 24~<3; panel E,
resultadode la hibridación DNA-DNA conla sondadel genSLT2.





Figura 33. Medidade la lisis de la cepa LDKPI, mediantecitometríade flujo. El
mediode cultivo empleadofue YPD. PanelA, 240<2; panelB, 370<2; panelC,370<2, en
medioestabilizadoosmóticamentecon sorbitol 1 M.
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Resultados

3. LIBERAcIÓN DE PROTEÍNAS HETERÓLOGAS EN MUTANTES
AUTOLÍTICOS DE S. cerev¡s¡ae POR CHOQUE OSMÓTICO.

Los resultados anteriores, descritos para las cepas LO 1 y LHIJP1, demostrabanla
capacidad para liberar proteínas heterólogas intracelulares, cuando las células eran lisadas por
medio de un choque térmico. Nos planteamos el desarrollo de sistemas alternativos para producir
la lisis de una forma controlada. Aprovechando la complementación por estabilización osmótica
de la lisis, estudiamos qué sucedía cuando células crecidas en presencia de un estabilizador
osmótico a 370C eran resuspendidas en un medio sin estabilización osmótica; es lo que

denominaremos de ahora en adelante un choque osmótico.

3.1.Ensayospreliminaresde choqueosmóticoen la cepaLILDP1.

Los ensayosse realizaronen cultivosdela cepaLHDP1. crecidosen YPD con sorbitol 1 M
a 370C hastaDO 3. secentrifugaronlas células,midiéndoselos niveles de proteínastotalesy de
fosfatasaalcalinaen esemomento,valoresde referencia,y se resuspendenacontinuaciónen YPD
trasunaincubacióna 37’~C durantetodala noche,semidieron las cantidadesde proteínastotalesy
de actividadfosfatasaalcalinaa las 16 b (Hg. 34, panelA). Seobservaunacalda de viabilidad del

90%, un incrementode 5 vecesenla cantidadde proteínastotalespresentesen el mediode cultivo,
la actividad fosfatasaalcalina pasade ser indetectablea 60 DE/mí, lo que nos indicaba que era
posiblelograr lisis eficientedel cultivo por estemétodo. En el diagramade barras (Fig. 34,
panelE) observamoscomo mientrasel cultivo era mantenidoen presenciade sorbitol. la actividad
fosfatasaalcalina permanecíamayoritariamenteen el interior de las célulasy tras la eliminación
del estabilizadorosmótico,la actividadenzimáticapasabaa ser mayoritariamentedetectadaen el
caldo. Así pues,el choqueosmóticoparecíaser un métodoadecuadopara lograr la liberacióndel

contenidointracelular,debidoa la lisis queproduceen las células.

3.2. Medidadela lisisen un choqueosmóticoporcitoinetríade flujo.

Con el fin de establecercuánto tiempo tardabanlas células en lisarse, cuandoeran
sometidasa un choqueosmótico,decidimosrealizarun seguimientode la lisis mediantecitometría
de flujo. Para ello células crecidasa 370C en medio estabilizadoosmóticamentehastafase
exponencial,se recogíanlas célulaspor centrifugaciónresuspendiéndolasen aguamidiéndosela

lisis antese inmediatamentedespuésdel choqueosmótico. Las cepaselegidaspara realizar el
experimentofueron: LD1, LHDP1, LHDP2, LHDP3 y LDKPI. Los estabilizadoresosmóticos
ensayadosfueron Nacíal 1.5%y sorbitol enconcentraciones1 M, 0.5 M. 0.25 lvi, todosellosen
cultivoscrecidosa3TC; comocontrol utilizamoscultivosdelas mismascepascrecidosen sorbitol
1 M a la temperaturade 240C. En la tabla X se muestranlos diferentesporcentajesde lisis
alcanzadosen las diferentescondicionesde cultivo. LascepasLOI, LHDPI y LDKPI presentaron
una buenaeliminación del fenotipo lítico en presenciade sorbitol 1 M. 0.5 M y Nací 1.5%, con
una lisis inferior al 10%,siendomayoreslos porcentajesde lisis en presenciade sorbitol 0.25 M.
La lisis alcanzadapor choqueosmóticoen lascélulasde estascepasfue superior al 70% en todos
los casosexceptoen la cepaLHDPI crecidaen NaCí 1.5%. Las cepasLHDP2 y LI-IDP3 sólo
presentaronbajos niveles de lisis cuandocrecíanen presenciade sorbitol 1 M, alcanzandolisis
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Figura 34. Liberaciónde proteínas,tras un choqueosmótico,en la cepa LHDPL.
PanelA, crecimientoinicial de la cepaen medio estabilizadoosmóticamentea 370(2.
la línea vertical representael cambio a un medio no estabilizadoosmóticamente.
Leyenda: (U), densidadópticaa 600 nm; (+), viabilidad celular,expresadacomo
porcentajede celulasIP(-); (4>), proteínastotalesen elmedio de cultivo (~ig/ml); (7),

actividad fosfatasaalcalina en el medio de cultivo (UE/ml). Panel 8. actividadde
fosfasaalcalina en el interior de las células(barraspunteadas)y en el medio de
cultivo (barrasrayadas).Las medidasa las 0, 3 y 7 horascorrespondena mediode
cultivo estabilizadoosmóticamente,la de 24 horascorrespondea medio de cultivo
sin estabilizaciónosmótica.La actividad fosfasaalcalina se expresócomo IlE por
densidadópticadel cultivo.
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Tabla X. Resultadode la lisis de choquesosmóticos,en diferentesestabilizadores
osmóticos,de las cepasLOt. LHOP1, LHDP’2, LHDP3 y LDKPl.



CEPA YPD37~
Sorbitol 1M

-§

YPD3VC
Sorbitol 0.5 M
+ -

YPD370(Z
Sorbitol 0.25M
+ -

YPD370C
1.5%NaCí

+ -

YPO2cV’C
Sorbitol 1M
+

LOl 2 80 2 76 6 65 9 65 2 4

LHDPl 2 81 3 67 30 77 2 40 5 4

LHDP2 23 96 49 97 55 97 65 91 5 7

LHOP’3 18 97 52 97 42 97 43 93 3 3

LDKPí 6 72 4 23 20 48 5 20 2 7

Lisis celularexpresadacomo porcentajede célulasteñidascon ioduro de propidio,

medida por citometría de flujo.

+§: lisis medida en presencia del estabilizador osmótico.

-§: lisis medida en agua, choque osmótico.



Figura 35. Medida de la lisis de las cepas LOl, LHOPí y LDKP1 sometidasa
choqueosmótico,mediantecitometrfa deflujo. Se representala lisis de las célulasen
medio estabilizadoosmóticamente(LDl (A), LHDP1 (13), LDKPí ((2)) y tras la
resuspensiónde las mismasen agua(LOl (O), LHDPí (E), LDKP1 (F)). La lisis
celular se expresa como porcentaje de células loduro de propidio positivas.
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Resultados

superioresal 90% cuandosonsometidasa un choqueosmótico. En la figura 35, se muestranlas

gráficas,obtenidaspor citometríade flujo, de las cepasLOl, LHDPí y LOKPí. en presenciay
ausenciade estabilizaciónosmótica,observándosecomo la mayoría de la población celular se
lisabatrasla retiradadel estabilizadorosmótico. En cultivos de mutantessf12 crecidosa 370(2 en
presencia de concentraciones 1 y 0.5 Mde sorbitol, trasla eliminacióndel estabilizadorosmótico,
es posiblelograr nivelesde lisis superioresal 80% de forma inmediata.La lisis producidapor el

choqueosmóticoparecíaserdependientede la temperaturaa la quecrecíanlas células,ya que los
cultivos de estascepas,crecidosen presenciade sorbitol 1 M, a 240(2 no sufrían lisis celular

cuandoeran transferidosa agua(Tabla X).

3.3. Perfil electroforéticode las proteínasliberadasal medio de cultivo por choque
osmótico.

A continuaciónse procedióa comprobarel perfil de proteínasliberadasal medio de

cultivo conestemétododelisis; paraverificar si era comparableal obtenidopor choquetérmico.
Paraello, realizamosuna electroforesisen gel de poliacrilamidacon SOS (Eig. 36), cargando

muestrasigualesde caldosde cultivo, antesy despuésdel choqueosmótico,de las cepasOBY-746
(SLT2), LOl, LHDPL y LHOP2. Sólo se observóla presenciade proteínas,tras el choque
osmótico,en las muestrascorrespondientesa las cepaslíticas, calles6, 8, 10; que mostrabanun
perfil similar al de un extracto celular, calle 2, y al obtenidopor la lisis trasun choquetérmico
(Figs. 9 y 32).

3.4. Liberación de CATpor choque osmótico en cepas líticas de S. cerevisiae.

Una vez establecidoque la lisis era inmediata, tras la eliminación del estabilizador
osmótico, y que habla liberaciónde proteínasal medio de cultivo, procedimosa estudiarla
liberaciónde CAT, como proteínaheterólogaproducidapor cepassf12. El experimentose realizó
creciendolascélulasen medio YPO consorbitol 1 M a la temperaturade 370(2, hasta mitad de fase
exponencial,equivalentea densidadóptica 1.5 a 3, recogiendolas células por centrifugacióny

resuspendiéndolasen igual volumen de solución tampón, tipo TE, durante 15 minutos,
procediéndosea evaluarla liberaciónde las proteínasen las muestrasde sobrenadantede cultivos
(SN) (Fig. 37). Previamenteantesde eliminar el estabilizadorosmótico,se tomóunamuestradel
cultivo quesirviera comovalor de referencia.Los parámetrosevaluadosen el extractocelular y
sobrenadante de medio de cultivo y de solución tampón, antes y después del choque osmótico,

respectivamente fueron:
-proteínas totales

-actividad CAT.

Las cepas empleadas en el experimento fueron LOl. LHOPI y LDKPl, todas ellas
transformadas con el plásmido de expresión de CAl. pCHlOOL. Los resultados del experimento

se expresancomomg de proteínastotales/OOy IlE deCAT/OO, tanto en extractoscelularescomo
en caldo de medio de cultivo (antesdel choqueosmótico) y sobrenadantede la solución tampón
(después del choque osmótico). Los diagramas de barras de la figura 38 muestran que tras el

choque osmótico, se producía una disminución en las proteínas totales presentes en el interior de
las células disminuyendo los valores de proteínas totales presentes en los extractos celulares
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Figura 36. Perfil electroforéticode las proteínaspresentesen el sobrenadantede un
mediode cultivo, antesy despuésde un choqueosmótico, en las cepasDBY-746
(Sf12),LOt, LHOP1 y LHOP2. En todaslas calles se han utilizadomuestrasde 20 jíl
de sobrenadantede medio de cultivo. Calle 1, patrón de pesosmoleculares;calle 2,
muestrade un extractocelularde la cepaDBY-746;calles3 y 4, sobrenadantesde
medio de cultivo de OEY-746rantesy despuésdel choqueosmótico, calles 5 y 6,
sobrenadantesde medio de cultivo de LOl antes y despuésdel choqueosmótico;
calles 7 y 8, sobrenadantesde medio de cultivo de LHOP2 antes y despuésdel
choqueosmótico;calles 9 y 10, sobrenadantesde medio de cultivo de LHOP1 antes

y despuésdel choqueosmótico.





Figura 37. Esquemadel procesoparala obtención de preparacionesde proteínas
mediantechoqueosmótico.
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FIgura 38. Liberaciónde la proteínaheterólogaCAT, tras choqueosmótico,de las
cepasLOl, LHDP1 y LOKP1, transformadascon el plásmido pCH100L. PanelA,
medidadel contenidoen proteínastotalesQxg/OO), de los extractoscelulares,antesy
despuésdel choqueosmótico,y en el sobrenadantedel medio de cultivo despuésdel
choque osmótico; panel 13. medida de la actividad CAT (UE/OO),en idénticas
condicionesqueen el panelA.
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Resultados

(Fig. 38, panelA), al igual quela actividadCAT, queera liberadaal caldo como consecuenciade
la lisis quesufrenlas células(Fig. 38, panel 8). Volvimos a observaruna mayor producciónde
CAT en la cepaLHDP1.encomparacióncon la cepaLOI. La cantidadrelativa de CAT liberada
en las tres cepaslíticas fue similar, en tomoal 60-70%de laactividad inicial presenteenel interior
de las células(Fig. 38, panel8).

3.4.1. Estudio de la influencia del tiempo en la liberaciónde proteínaspor
choque osmótico.

Tras los resultadosexpuestosanteriormente,nos planteamosestudiarsi a lo largo del
tiempo, tras el choqueósmotico, se producíauna liberación mayor de proteínas,unavez que
sabíamosque la lisis sufrida por un elevadoporcentajede las célulasera inmediata. Medimos la
cantidad de proteína liberada a los 15’, igual que en el casoanterior, y tras dos horas de
incubaciónde las células, sometidasa un choqueosmótico. Empleamosdos cepassensiblesal
choqueosmótico,LOt y LHOP1, transformadascon el plásmido pCH100L. Los resultadosse

muestran en los diagramasde barrasde la figura 39. En ellos no se observandiferencias
significativasentrelas medidasobtenidastras 15’ y 120’ de incubación.Estaobservación,permite
concluirquela liberaciónde proteínastrasel choqueosmóticoes inmediata,al igual quela lisis.

3.5. Concentraciónde proteínasliberadasmedianteun choqueosmótico.

Los experimentosdescritosanteriormentese realizaronresuspendiendolas células en el
mismo volumenen quehablasido realizadoel cultivo. Nos planteamosla posibilidad de realizar
choquesosmóticosresuspendiendolas célulasen un menor volumenrespectodel inicial, con el
fin de obtenerlas preparacionesdeproteínasmásconcentradas,sin disminuirel porcentajede lisis
obtenido.La densidadópticade los cultivossometidosa choqueosmóticooscilabaentre densidad

óptica 1.5-3. Pararealizarestaconcentración,se resuspendieronlos cultivos en proporcionesde
5 DO/ml y 10 DO/mí, asíporejemploun cultivo de densidadóptica2 con un volumen de 100 ml
tras el choqueosmóticoeraresuspendidoen 40 ml (5 DO/mí) ó en20 ml (10 DO/mí).

Los resultadosdel experimentose muestranen la figura 40, representandopor medio de
diagramasde barraslas cantidadesdeproteínastotales(Fig. 40, panelA) y de actividadenzimática

CAT (Fig. 40. panel8), liberadasal medio de cultivo en las cepasLOI y LHOP1; todas ellas
transformadas conel plásmidode expresiónpCH100L. En ambos intentos de concentraciónno se
observaron diferencias significativas en las cantidades liberadas al caldo, que fueron

proporcionalmente parecidas a las logradas en choques osmóticos realizados anteriormente

(Figs. 38 y 39). Esta nueva aproximaciónnos permite trabajarcon cantidadesinferiores en
1.5-5 vecesel volumendecultivo inicial, y obtenerpreparacionesde proteínasmásconcentradas,
en torno a 0.5-1 mg de proteínastotales;amboshechos,contribuyena facilitar un posibleproceso
de purificación de una proteínade interéspresenteen la mezclacrudade proteínasobtenidapor
este método.

56



Figura39. Liberaciónde la proteínaCAT enel tiempo, trasun choqueosmótico,en
las cepasLOt y LHDP1 transformadascon el plásmidopCH100L. PanelesA y E
medidade la proteínastotalespresentesen el extractocelular y el sobrenadantedel
medio de cultivo (xg/DO) antesy despuésdel choqueosmótico. Paneles(2 y O,
medida de la actividadCAT (IlE/DO) en idénticas condiciones.El tiempo cero
representalos valores obtenidosen medio estabilizadoosmóticamente,antesde
realizarel choqueosmótico.
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Figura 40. Liberaciónde la proteínaCAT en el tiempo, tras un choqeosmótico,en
las cepas LOl y LHOPI transformadas con el plásmido pCH100L. Influencia de la

concentraciónde las muestrasen la eficienciade la liberaciónal medio de cultivo.
Paneles1 y II medidade lasproteínastotalespresentesen el extractocelular y medio
de cultivo, antesy despuésdel choqueosmótico. PanelesIII y IV. medida de la
actividadCAT en idénticascondiciones.
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Resultados

4. LIBERACIÓN DE VLPs (VIRUS-LIKE PARTICLES) EN MUTANTES
AUTOLITICOS DE S. cerevisiae.

Se ha descrito, en un apartado anterior, la capacidad de los mutantesautolíticossf12 para
liberarproteínaspor medio de un cboqueosmótico. A continuación,ensayamosla capacidadde
los mutantespara liberar la proteínamultiméríca VLP. formada por 300 subunidadesde la

proteínapi, que forma partículasen el interior de las célulasde 5. cerevisiae,semejantesa las
formadaspor los virus con un diámetroaproximadode 60 nm (Kingsmanel al., 1991).

Disponíamosen nuestro laboratoriodel plásmidopMAS62O (Adamsel al.. 1987) que
posee el gen iTA de la proteína pl bajo el promotordel gen PCK (cedido por el Dr. A.J.
Kingsman).Se transformóla cepaLO] por el métodode protoplastospor tratarsede un plásmido
con el marcadorde selecciónLEU2-d.Tras un crecimientoa 370(2durante16 h, se recogieronlas
célulaspor centrifugacióny resuspendiéndoseen un bufferTris 10 mM pH 7.5, paraprovocar la
lisis del cultivo por choqueosmótico.Se realizóuna electroforesis,con muestrasde sobrenadante
obtenidasantesy despuésdel choqueosmóticopara,tras transferir las proteínasa una membrana,
realizarun “WesternbloC frente a un anticuerpopoliclonal, anti-VLP (dilución 1/25000). Los

resultadosmuestranla presenciaen extractoscelularesde la proteínapl, demostrandoel correcto
funcionamientodel vector (Fig. 4tA. calle2). En el carril corrrespondienteal sobrenadantede las
célulasen presenciade sorbitol seobservauna bandatenue(Fig. 4tA, calle 5), por la liberación
debida al pequeñoporcentajede célulasusadas(5%) en estascepas,incluso en presenciade

estabilizadorosmótico (Fig. 4113, panel A), en cambio, en el carril correspondienteal
sobrenadantetrasel choqueosmótico,se observauna bandaoncevecesmásintensa,calculada por

densitometria,correspondientea la proteínapi (Fig. 41A, calle6), y se observaquela lisis celular
en ese momentoera deI 80% (Fig. 4113, panel 13). Dichas bandaspresentanigual migración
electroforética quela proteínapi pura(Fig. 41A, calle4).

Por lo tanto,el choqueosmóticoen lascepassf12 pareceapto paralograr la liberaciónde
VLPs.

5. CLONACIÓN DEL GEN HOMÓLOGO DE SLT2 DE S. cerevisiae EN LA
LEVADURA P. pastorEs.

Durantelos últimos añosse ha progresadomuchoen el conocimientode otrasespeciesde
levadura, diferentes dc 5. cerevtriae,tradicionalmente usadas a nivel industrial. Entre éstas destaca

la especieP. pastoris.queha alcanzadoun elevadouso como hospedadorpara ¡a producciónde
proteínasheterólogas.Por ello, tratamosde ampliar el sistema de liberación de proteínas
heterólogas,iniciado en 5. cerevisiae,a la levaduraP. pastoris.El primer paso,consisteen tratar
de donar el gen homólogo de SLT2 en 1’. pastoris,y estudiar si la mutación en dicho gen

produceun fenotiposimilar al descritoparaS. cerevisiae.
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Figura 41. Liberaciónde VLPs. PanelA, análisismediante“Westemblot” de VLPs;
calle 1, extractocelularde la cepaLOl; calle2, extractocelular de LO1/pMA5620;
calle 3, patrón de pesos moleculares; calle 4, VLP pura; calle 5, sobrenadante de

LDl/pMAS62O. en medio estabilizadoosmóticamente;calle 6. sobrenadantede
LOl/pMA5620, traschoqueosmótico. Panel 13, efectode un choqueosmóticoen la
viabilidad de la cepa LDI/pMA5620 creciendoa 370(2 en medio estabilizadocon
sorbitol 1 M (A), y resuspendidoen agua(13), determinadopor citometríade flujo.





Resultados

5.1. HibridacionesDNA-DNA heterólogas.

Estosexperimentosteníanpor objetivo tratarde determinarla presenciade algdn gen que
tuvierahomología,a nivel de DNA, conel genSLT2de 5. cerevisiae,en el genomade la levadura
P. pastoris.

La sondaelegidapararealizarel experimentofue un fragmentode 456pb del genSLT2,
amplificadocon los oligonucleótidosdegeneradosT5 y T6 mediantePCR. Las hibridacionesse
realizaron,a la temperaturade 550(2, frente al DNA genómicode la cepasilvestrede P. postoris
NRRLY-1 1430, digerido con diferentes endonucleasasde restricción. Como controles se
utilizaron: ONA genómicode la cepa BJ5464 de 5. cereWsiaedigerido con Eco RL y DNA
genómicode la cepa silvestre 1001 de C. albicans digerido con EcoRí, ya que en nuestro
laboratorio se había donadoel gen MKCJ de esta especie,como homólogo del gen SLT2
(Navarroel al., 1995). Los resultadossemuestranen la figura 42A. Se observauna bandaintensa
de 3 Kb en el canil correspondienteal DNA genómicode 5. cerevisiae(calle 6), correspondiente
a la hibridación con el gen SLT2; en el canil de C. albicanstambién se observa una bandade
6 Kb más intensa,correspondienteal gen MKCJ de esa especie(calle 1), lógicamentede menor
intensidad.En los carrilescorrespondientesal DNA genómicode P. pastoris (calles 2 a 5), se
observanbandasde diferentestamaños,estasbandaspuedenser atribuiblesa la presenciade un
gen homólogode SLT2en el genomade P. pastoris.

5.2.Desarrollode unasondagenéticaparala donacióndel genhomólogode SLT2en
P. pastoris.

Se pensóen desarrollaruna sondagenéticapara llevar a cabola donaciónde dicho gen.
Una vez desarrolladadichasonda,disponíamosen nuestrolaboratorio de una genotecagenómica
de 1’. pastorisen un vectorde E. colí (cedidapor el Dr. Cregg)sobrela quepodíamosrealizar

una hibridaciónen colonia.

Paraobtenerla sondamediantePCR sediseñaronunosoligonucleótidosdegeneradospara
los dominios másconservadosde la proteína codificada por el gen SLT2. La proteína Slt2p
pertenecea la familia de las quinasasMAP. quepresentanuna serie de dominios conservados
entrelas diferentesproteínasde dicha familia. Concretamentese aprovecharonel subdominioII,
de unión de ATP, y el subdominioVIII, utilizando en el oligonucícótidoel triplete consenso
Ala-Pro-Glu (Ala2OO~Pro2OI~Glu2O2en Slt2p), estos son los residuosdel dominio catalítico
consenso en serin-treonín quinasas (Torres et al., 1991). La amplificación entre ambas zonas

conespondea un fragmentode DNA, en el gen SLT2,de un tamañode 456 paresde bases.Los
oligonucleótidosdegeneradosutilizados fueron:

OligonucleótidoT5, homólogodel dominio II:
5’ CCGGAAflCGTacgtGCacgtATctaAAagAAgaAT3’ (‘9

EcoRí
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Figura 42. (A) Hibridación ONA-DNAheteróloga. con la sonda del gen SLT2 de
5. cerevisiae.Calle 1, ONA genómicode la cepa1001 de C. albicans, digerido con
EcoRI; calles 2, 3, 4 y 5. ONA genómicode la cepaNRRLY-1 1430 de P. pastoris.

digeridoconBamHI, Hindilí, Salí y EcoRírespectivamente;calle6, ONA genómico
de la cepa 13J5464 de 5. cerevisiae,digerido con EcoRí.

(13) Amplificación mediantePCR del ONA genómico de la cepa silvestre
NRRLY-1 1430 de P. postoris. con los oligonucleótidosdegeneradosT5 y T6
(calle 2); patrónde tamañosde ONA, pBR328digeridoconBglI y Hinfl (calle 1).
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OligonucleótidoT6, homólogodel dominio VIII:
5’ CTCQAATCCTCagctGOacgtOCacgtCgtgaTACCA3’ Q<)

BamHI
(“9 Las letras en minúscula corresponden a las basesdegeneradas.

Con dichos oligonucleótidosprocedimosa realizar una PCR con una temperaturade
hibridación de 50”C duranteel primer ciclo, y de 550(2 el resto de los ciclos, hasta completar un
total de 30 ciclos. El DNA molde utilizado fue DNA genómico de P. pastoris, cepa
NRRLY-11430. Tras la amplificación,obtuvimosbandasdel tamañoesperado,aproximadamente
450-500 pares de bases (Fig. 428). Dichos fragmentos de DNAfueron donados, en el vector

pT7. con el objeto de proceder a su secuenciación.

Los resultados de la secuenciación de los productos obtenidos demuestranla
amplificación de dos proteínas quinasa: una MAPquinasa, clon P23. y de una proteína quinasa

diferente, clon P16. Una vez realizadaslas homologíasa nivel de DNA y de proteína de los
productos amplificados, el clon P23 mostró la mayor homologíacon los productosde los genes

de MAl’ quinasasFUS3 y KSSI de 5. cerevisiae con 72.8% y 70.1% de homología
respectivamente, frente a un 57.8% con la MAPquinasaSLT2 (Fig. 43). El clon P16 era
homólogo de la quinasacodificadapor el gen C0C28de 5. cerevisiae(Lorincz y Reed, 1984).
En la figura 44, sepresentaun dendogramade los clonesP23 y P16,en el que se puedenobservar

las homologíasde esosclonescon varias MAP quinasasde levadura.Se analizaronvariosclones,
no obteniéndoseuna homología mayoritariacon la quinasacorrespondienteal gen SLT2 de
S. cerevisiae.

Por lo tanto, parece existir un gen homólogo al gen SLT2de 5. cerevisiaeen el genomade
P. pastoris; no obstanteno se logró amplificar con los oligonucleótidosdegenerados.Por ello
aprovechandola funcionalidad de los genesde P. pastoris en 5. cerevisiaese intentarásu
donación por medio de una genoteca genómica de P. pastorisen un vector de 5. cerevisiae
(cedida por el Dr. William Payne, MIT, USA) sobre un mutante de sf12 de 5. cerevisiae.
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Figura 43. Homologíasdel clon P23 de P. pastoris con las MAP quinasasde
5. cerevisiaeFus3p, Ksslp y Slt2p. El asterisco representalos aminoácidos
conservados en esta familia de proteínas.
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- KPSNLLLNANCDLKVODFGLARSVAKTEDNYG PMTEYVATRWY

- KPSNLLINSNCDLKVODPGLARIIDESAADNSEPTCQQSGt4TEYVATRWY
** * * * ****** * * *

- RAPE -147
III

- RAPE -154 Homología 72.8%

- VAIRKIVFFSKPMPCLRTLRELKLLKHFN-HENIISIUDIQVPyDFSSFII
¡ 1111111

- VAIKKIQPFSKKIJPVTR’PIRETKLLRYFHEHENIISTLDKVRPVSTDKLN
** ** ** * *

- EVYLIQELMETDLIIRVIRTQQ LSDDIIOQYEVYQTLRALKAL¡ISAN
III ¡¡$1111 ¡ ~II~IIIIhI¡IjII LII

- AVYLVEELY¶ETDLQKVINNQNSCFSTLSDDHVQYPTYQILRALKSIHSAQ
* * * *

- VLIIRDLKPSNLLLNANCDLRVCDEGLARSVAKTEDN- - - -YCPMTEYVAT
liii IllIllIl IllIllIllIlIl ¡ ¡ 111111111

- VIHRDIKPSNLLLNSNCDLKVCDPGLARCLASSSDSRETLVGFMTEYVAT
*** ** * * * *

- RWYRAPE -147
LI ¡ ¡ II

- RIÑYRAPE -157 Homología 70.1%
** **

- VAIKKIV-PPSKPMFOLRTLRELRLLKIiP-NHENIISILDIQVPYDP-SS

- VAIKKVTNVPSK’rLLCKRSLRELRLLRHFRGHKNTTCLYDMDTVPYPDGS
** ** ** * *

- PHEVYLIQELMETDLHRVIRT-QQLSDDHCQYFVYQTLRALKALHSANVL
¡¡¡¡II ¡ I¡¡¡¡II¡¡ ¡¡

- INGLYLYEELMEOD14HQITKSGQPLTDAHYQSFTYQILOGLKYIIISADVL
* * * *

- ERDLKPSNLLLNANODLKVODFGLARSVAKT-EDNYGFMTEYVATRWyRA

- HRDLKPGNLLVNADOQLKIODFGLARCYSENPVENSQPLTEYVATRWYRA
*** ** * * * ****** * * **

- PR -147
¡ ¡

- FE -152 Homología 57.8%
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Figura 44. Dendograma de los alineamientos de los clones P23 (A) y P16 (13) de

P. pastoris con varias MAl’ quinasas de levadura. Leyenda: SC, 5. cerevisiae;
CA, C. albicans.
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Resultados

6. EXPRESIÓN DE HLA-DP EN S. cerevisiaeY LÍNEAS CELULARES DE
MAMÍFEROS.

A diferencia de las moléculas de clase 1, que son fácilmente liberadas a partir de la

menbrana citoplásmatica (Oarret el al., 1989), las moléculas de clase 11 no pueden purificarse con

facilidad. Por tanto, cualquiermétodoquepermitiera la obtenciónde estasmoléculasen forma
soluble, facilitaría los estudios estructurales de las mismas y la posibilidad de incrementar los
conocimientos sobrela presentaciónde antígenos.El sistema elegido, para esta expresión
heteróloga,fue inicialmentela levadura5. cerevisiae,por ser conocido su manejo en nuestro

laboratorio y disponer del material adecuado para llevar a cabo los experimentos.

6.1. Desarrollode formassolublesdeHLA-DP.

La proteínapresentadorade antígenoHLA-Ol’, de claseII, es un heterodímeroformado
por dos glicoproteinastransmembranales,asociadasde forma no covalente: una cadenaa de
29.3 kO y unacadena~ de 29.2 kD, poseyendocadaunade estascadenasdos dominios(a1 y a2,

~i y P2) que estánunidos por puentes disulfuro. En ambas cadenas, existe un péptido de
conexión de l3aa (a) y l2aa (Ii). que une los dominios extracelularescon la región de
transmembrana de la proteína, que a su vez se conecta con una cola intracitoplásmica. Los alelos

de HLA-OP con los que se llevó a cabo el trabajo fueron DPAl*0103 (OP—a) y OPBI*02012

(OP—fr.
Se denominanformassolublesde la proteínaHLA-DP, a las quecarecende las regiones

de transmembranay citoplásmica.Paraobtenerlas estasformassolublesempleamosla técnicade
PCR.En la figura 45, se observan los perfiles hidrofóbicos de las cadenasOP-a,OP-ji, así como
de las formassolubles de las mismas,en las quese observala desapariciónde las regiones
hidrofóbicascorrespondientesal dominio de transmembrana.La región hidrofóbica, observada
en la zonaaminoterminalde la proteína, corresponde al péptido señal. Esta región es la encargada

de asegurarla translocaciónde la proteína al retículo endoplásmico, para garantizar el correcto

procesamiento de la misma: ensamblaje y glicosilación de ambas cadenas. Hemos decidido
mantenerel péptido señalde la proteína HLA-DP ya que se han descritocasosde expresión
heterólogade proteínasen 5. cerevisiaeen los que el péptido señal de la proteínaheteróloga
dirigía una correctatranslocaciónal retículo endoplásmico.Además,de estaforma podíamosusar
indistintamenteestasformassolublespararealizarla expresiónheterólogaen célulasde mamífero.

El abordajeexperimetalconsistió en diseñarunos oligonucleótidosque nos permitieran
amplificar las regionesde ambos genes,DPAl*0103 (DP—cz) y DPEl*02012 (DP-fr, que
codificabanparalos dominiosexternosde ambascadenasde la proteína.Los oligonucícótidosse
diseñaroncon dianasBglII en susextremosparapermitir la posteriordonaciónen los vectoresde
expresión,en los oligonucleótidosa-35 y ji-35 se introdujo un codón de terminación. Los
oligonucleótidosempleadosfueron:
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Figura 45. Perfileshidrofóbicosde las cadenasa y ji de HLA-OP. (A) Cadenaa
completa; (13) cadenaa soluble;((2) cadenaji completa;(O) cadenaji soluble; (E)
proteínaquiméricaaji soluble.
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-paraamplificar la cadenaa: -

Oligonucleótidoss-a
5’ OOAGATC~ATGCGC(2C~OAAGACAG3’

Eglil

Oligonucleótidoa-35:
5’ OCAOATCFCACFCCQ¶ITQTCI7CAOOCATCFOO3’

Eglil En negritael codónde terminación

-paraamplificar la cadenaji:

Oligonucleótidoss-ji:
5’ QGAOATC~ATOATGGT~C~G(2AGQ3’

BglII

Oligonucleótidoji-35:
5’ COCAGATCFCATGTCITACYCCOOOCAOY

BglII En negrita el codón de terminación

En la figura 46, se muestrala estrategiaseguidapara obtenerlos genestruncados,que
codifican para las formas solublesde ambas cadenas,de la proteína HLA-OP del complejo
principal de histocompatibilidadde claseII humano.La PCR se realizó segúnse describeen
Materialesy Métodos (4.14). La nomenclaturaempleadaparadesignarlos genestruncadosde las

formassolublesobtenidaspor PCRfue:
-OPa5,parael gentruncadode la cadenaa, con un tamañode 669 nucleótidosy -una

proteínade 25556daltonsde pesomolecular.
-DPjis. para el gentruncadode la cadenaji, con un tamañode 681 nucleótidosy una

proteínade 25978daltonsde peso-molecular.

Los fragmentosde DNA. obtenidosen las amplificacionesde PCR. se subclonaronpor
extremosromos, previa eliminaciónde la extensiónde adenosinaen 3’. en la diana SmaI del

plásmidopUCl9 para procedera susecuenciación,conel objeto de comprobarla fidelidad de la
amplificación. generándoselos plásmidospUCI9-OPasy pIlCl9-DPjis. En amboscasosse

secuenciarontres de los fragmentosamplificadosde cadaunade las cadenas,obteniéndoseuno
de ellosde cadacadena,sin erroresen la secuenciade los mismos.

6.1.1.Desarrollode un vector de expresiónde 5. cerevisiaeparalas formas

solublesde HLA-DP.

Con el objetivo de evitar cotransformarla levadura con dos plásmidosde expresión
diferentes,uno para cada gen, decidimosconstruir un vector de expresiónque portasedos
cassettesde expresiónconambosgenesDPa5y 0Pji5,al igual queen el casode la producciónde

hemoglobinaen 5. cerevisiae(Wagenbachelal., 1991).
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Figura 46. Obtención,medianteamplificacióncon PCR, de las formas solublesde
HLA-OP. Calle 1, patrón de tamañosde DNA, p13R328digerido conBglI y Hinfl;
calle 2, OPcx soluble; calle 3, OPji soluble.





Figura47. Construcciónde los plásmidosYEpAOCI y YEpPGK.
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Figura48. Construcciónde los plásmidosYEpPOKji5 y YEpAOClct~.
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FIgura49. Construccióndel plásmidopPQl.
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Disponíamos en el laboratorio de dos plásmidos con cassettesde expresión en
.9. cerevisiae,pMA9I (Mellor el aL. 1983) con la cassettede expresiónde POK (fosfoglicerato
quinasa) y p(2H98 (Hadfield el aL, 1986) con la cassettede expresiónADCl (Alcohol
deshidrogenasa1). En primer lugar procedimosa subelonarambascassettesen el plásmido
YEp3S2, generándoselos vectoresYEp352POK y YEp3S2AO(21. Los pasos realizadospan
obtenerdichosvectoresseesquematizanen la figura 47. Paraobtenerel plásmidoYEp352PGK.

extrajimos la cassettePOK del plásmidopMA91 cortandocon la endonucleasade restricción
Hindilí, quegeneraun fragmentode 1.8 Kb que contienela región promotoray terminadoracon
un sitio de donaciónBglII, y se introdujo en la diana Hindílí del plásmidoYEp3S2. Por otro
lado, extrajimos la cassetteAOCI digiriendo el plásmido p(2H98 con las endonucleasas

Salí-Hindílí, obteniéndoseun fragmentode 1.1 Kb que portabala región promotoraAOCi y la
región terminadoraCY(2l con sitios de donaciónEglíl y EcoRí, que se subclonóen el plásmido
YEp352digerido condichasenzimas,generándoseel plásmidoYEp352ADCl.

A continuaciónlos ONAs de los genesDPct5y OPjis~ obtenidospor PCR,quehablansido

seleccionadospor caracerde errores en su secuencia,fueron subclonadosen los plásmidos
YEp3S2PGKy YEp3S2AOCl. Paraello, digerimos los plasmidospUC19-OPcx5y pU(219-OPji5

con la enzimade restricciónEglíl. queextraía los genesOPa5y DPji5 que se introdujeron en
YEp3S2AOCL y YEp3S2PGK,cortadoscon el mismo enzimade restricción, respectivamente
según se indica en la figura 48. generándoselos nuevos plásmidosYEp352-AOC1-OPa5y
YEp3S2-PGK-OPji5. Posteriormente,se digirió el plásmido YEp352PGK-DPji5 con la

endonucleasaHindílí extrayendoun fragmentode 2.5 Kb que comprendíala cassettede
expresiónPOK con el gen OPji5 donadoen la dianaBglII, y se introdujo a continuaciónen la
diana HindIII del plásmido YEp352AOCI-DPa5,creándoseel plásmidopPQl (Fig. 49). Este

plásmido,queportabaambascasettesde expresión,era un plásmidode tipo episómico,es decir de
alto númerode copiasen .9. cerevisiae,lo queasegurabaunaelevadadosisgénica.

6.1.2.Estudiode la expresiónde HLA-DP en S. cerevisi-ae.

6.1.2.1. Detecciónde mRNA de la forma solublede HLA-OP.

El primer pasofue comprobarla presenciade mRNA de ambosgenesen la levadura,para
lo que realizamosun análisisde “Northernblot”, usandocomo sondaambosgenesOPcz5 y DPjis

La cepaelegidade .9. cerevisiaefue 13J5464,unacepa deficienteen proteasasvacuolares,que se
transformócon el plásmido pPQl. En la figura SOA, se muestrael resultadodel experimento
detectándosemRNA de ambos genes DPa5 y DPj35 en tres transformantesdiferentes, sin

diferenciasaparentesen el nivel de expresiónentreellos,ya que se cargaronigualescantidadesde
RNA, por lo tanto el vectorpPQidirige eficientementela transcripciónde los genesOPa5 y 0Pf35

en.9.cerevisiae,y la cantidadde mRNA de ambosgenesen cada transformanteessimilar comolo
demuestrala intensidadde las bandasmedida por densitometría,mostrandounaintensidadsimilar
paraambosgenes(Fig. 5013).
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Figura 50. (A) Análisis, mediante“Northern blot”, de la expresiónde las formas
solubles de HLA-DP en.9. cerevisiaeusando el plásmido pPQl.Calle 1. cepa13J5464
sin transformar;calles 2, 3. 4, tres transformantes,Ti. T2 y T3 de 13J5464/pPQ1,
respectivamente.

(E) Análisis de la intensidaddelas bandasmediantedensitometría.





Resultados

6.1.2.2. Detección de la proteína HLA-DP soluble.

Nos propusimos la detección la proteínaHLA-DP soluble, formada por el ensamblaje de
las cadenasOPa5y OP~5.en .9. cerevisiae mediante Citometría de Rujo, realizando un marcaje

intracitoplásmicode Las proteínasen tránsito, ya que no era posible realizar un marcaje en
superficieal tratasede unaproteínatruncadacarentede los dominiosde anclaje en membrana.
Las característicasde los anticuerposmonoclonales,de tipo monoespecificodisponibles en el
laboratorio,obligabaa un correctoensamblajede ambascadenasparaqueel epítoporeconocido
por ellos adoptaseunaconformacióncorrecta,no permitiendo los anticuerposdetectarninguna
de las cadenaspor separado.La técnica,puestaa punto inicialmente con líneascelularesde

mamífero,consistíaen permeabilizarlas célulasde .9. cerevisiae . medianteun tratamientocon
RFA. parapermitir el accesodel anticuerpomonoclonalal interior de la célula. Paracomprobar
que la técnicafuncionaba,con célulasde S. cerevisiae , se utilizó como control positivo en el
experimento,un marcajeintracitoplásmaticode la proteínaintracelularSlt2p de .9. cerevisiae
Con ello se comprobóque la permeabilizacióncon RFA permitía el accesodel anticuerpo al
interiorde la célula,ya queésteerael pasocrítico del protocolo.

Pararealizarel experimentoseleccionamosvariostransformantesde la cepaRJ5464/pPQ1,
crecidosen mediosintéticoUra- a280(2,entrelos queseencontrabanlos trescon los que se había
realizadoel experimentode “Northern blot”. El control negativodel experimentofue la cepa
BJ5464sin transformar,y el control positivo la cepaL3c36c/YEp352PGK-SLT2,portadoradel
genSLT2 sobreexpresado.El anticuerpomonoclonalempleadoen el experimentofue 137-21.
Los resultadosde la citometría se muestranen la figura 51. En el panel 1 se muestrael control
positivo de la técnicaempleandola cepaL3c36c/YEp352PGK-SLT2que presentauna señal de
emisión de fluorescenciaclaramentediferenciadade la emisión de fluorescenciabasal. En el

panel 2, se muestra la cepaRJ5464sin transformarqueno presentaemisiónde fluorescencia;en
los paneles3 a 13 se muestranlos transformantesBJ5464/pPQ1 condébilesseñalesde emisiónde
fluorescenciaqueequivalena porcentajesde poblaciónque oscila entre el 3.8% (panel 3) al
10.8% (panel 4). Los paneles3,4,5 correspondían a los transformantesempleadosen el
experimento de ‘Northern”. Los resultados indican un bajo nivel de la proteína formada por el

ensamblaje de ambas cadenas. Los resultados no eran reproduciblesfácilmente, probablemente
debidoa la escasacantidadde heterodímeroformado.

Porello nosplanteamosotrasestrategias:

-desarrollode un gen quimérico de ULA-Ol’ que codificaseparaambascadenasunidas
por un adaptadorsintético, parafavorecerel correctoensamblajede ambascadenas.

-intentode expresiónde estasformassolublesde HLA-OP y del gen quiméricoen líneas
celularesde ratón.

6.1.3. Clonaciónde HLA-DP solubleen vectoresde expresiónde célulasde
ratón.

Pensamosquepodíaser más fácil lograr la expresióny ensamblajecorrectode las formas

solubles de ULA-Ol’ en un sistema celular de expresión más evolucionado, ya que la causa más
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Figura 51. Detecciónde la proteínaHLA-DP soluble en S. cerevisiae.mediante
marcajeintracitoplásmico.usando citometria de flujo. Panel 1. control positivo de la
técnica;panel 2, cepa BJ5464sin transformar(control negativo);paneles3 a 13,
diferentes transformantes de la cepa BJ5464/pPQ 1.
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Figura 52. donaciónde las formassolublesde HLA-DP en vectoresde expresión
para lineascelularesde ratón.
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probablede la baja expresiónen .9. cerevisiaepodía ser un incorrecto procesamientode las
proteínas.Utilizamoslos mismosgenesDPa5y OPjis quehabíansido utilizadosen el intento en
levadura.Los vectoresde expresiónen células de ratón parala donaciónde los genesDPa5 y

OPji5 fueron RSV5.neoy RSV5.gpt; amboscon una dianade donaciónBamHI que presentaba
extremoscohesivoscompatiblescon los generadospor la enzimaBglH. conla queseextraenlos
genesOPa5y OPji5 de los plásmidospUCI9-OPasy pUCl9-OPjis. El gen OPa5fue donadoen
el vectorRSVS.gpt, generándoseel vectorRSVS.gpt-DPa5,y el genD93~fue donadoen el vector
RSV5.neo,obteniéndoseelvector RSVS.neo-DPjis.Los nuevos vectoresse muestranen la figura

52. En estecaso, no eraposibleconstruir un único vectorconunadoblecassettede expresiónpor
lo quenosvemosobligadosa realizarunacotransfecciónconambosvectores.

6.2. Desarrollode un genquiméricode HLA-DP.

Una de las estrategiasdiseñadasfue el desarrollode un gen quiméricode HLA-DP que
codifica OPa5y O93~,unidas por un adaptadorsintético, que uneel extremo carboxilo de la
cadenaDPa5conel extremoamino de la cadenaOPji5. Estetipo de proteínasquiméricashabían

sido obtenidasconéxito, en el casode anticuerposen los quecon un adaptadorsintéticosehablan
unido las regionesvariables,es lo quese denominaanticuerposde cadenasencilla (Hustonel al.,
1991). La pertenenciade las proteínasdel ComplejoPrincipal de Histocompatibilidada la familia
de las inmunoglobulinas,a las quepertenecenlos anticuerpos,nos llevó a tratarde desarrollaruna
estrategiasimilar en el casode la proteínaHLA-DP. Tras el estudiode la bibliografía existente,
decidimoselegir como adaptadorsintético uno de 15 aa de longitud, compuestopor la triple

repeticiónde la secuenciaGly-Gly-Gly-Oly-Ser (Johnstonel al., 1991). Paralograr la unión de
ambas cadenasse recurrió al empleode la técnica de PCR solapante(“overlapping PCR”)
(Higuchi, 1990), consistenteen la realizaciónde una primera PCR para lograr amplificar por
separado ambas cadenas, creando regioneshomólogasentresi. paraen unasegundaPCRlograr la
unión de ambascadenas,creandoel gen quiméricodeseado.

6.2.1.Diseñode los oligonucleótidos.

Los oligonucleótidos fueron diseñadosde tal forma que permitían, en una primera
reacciónde PCR, generarunascadenasDPa5 y DPjis complementariasentre si, y unade ellas

portadoradel adaptadorsintético (Gly-Qly-Qly-Gly-Ser~. De la amplificación anterior para
obtenerlas formasOhzg y OPjis se puedenutilizar los oligos ss-a y ji-35, ambosdotadosde

dianas Eglíl, y ademásel oligonucleótido ji-35 con un triplete de terminación. Los
oligonucleótidosdiseñadosparaesteexperimentofueron:

-Oligonucleótidoa-135, diseñadocon una homologíatotal en las 27 últimas basesde la
región 3’ de OP-a,correspondientesal dominiodel péptidode conexión.

5’ GrCCGrFciTcTCAQGCATCrGGATrGO3’

-Oligonucleótido ji-Sl, diseñadocon homología total en las 24 primeras basesdel

dominio ji- 1 del gen OP-ji, no siendonecesariala amplificaciónde la secuenciaseñal de dicha
cadena; seguido de la secuenciaque codifica parael adaptadorsintéticoformadapor 45 bases(en
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cursiva),y por último en el extremo5’ 22 basesconhomologíaenla región 3’ de la cadenaOP-a
(en negrita):

5’CCAGATGCCTGAGACAACGGACOGTGGCGGAGGTTcTGGTGGCGGAGGTTcT
GGTGGCGGACG7TCTAGGGCCACTCCAOAOAA~~ACCY

La técnicade la PCRsolapantesedescribeen la figura 53. En primer lugar. se realizó una
PCR, por separadoparacadacadenaamplificandola cadenaOP-acon los oligos ss-ay a-135,
con los quese logró amplificar las regionescorrespondientesa la secuenciaseñal y los dominios
a-I, cx-2 y el péptido de conexión;conuna dianaEglíl en la zona5’ del productoamplificado.La
cadena OP-ji se amplificó con los oligonucleótidosji-Sl y ji-135; el productoamplificado en esta
reacciónpresentabaun codón de terminaciónseguidode una diana BglII en la región 3’ del

productoamplificadomientrasqueen la región 5’ había,por esteorden,región homólogacon la
zona 3’ del amplificado de OP-a,seguidode la secuenciaque codificaba para el adaptador
sintético formadopor la repeticióntresvecesde la secuenciaGly-Gly-Gly-GIy-Ser,que hacíade
puentede unión entreel extremocarboxilo de la cadenaOP-ay el extremoamino de la cadena
OP-ji, de la que se había eliminado la región que codificaba para la secuenciaseñal. A
continuación, con los productosde ambasPCR se realizó una segundaPCR, en la que dichos
amplificadosprimarios actuabancomo molde, usandoúnicamentelos oligonucleótidosde los

extremosss-ay ji-135; estoes lo quese llamauna PCRsolapante.ya queel moldees un resultado
del solapamientode los dos productos obtenidospreviamentepor separado.El producto
resultantede estasegundareacciónde PCRfue un genquimérico,denominadoOP-asjis, formado

por ambas cadenasunidas por un adaptadorsintético, con puntos de corte BglII en ambos
extremosparafacilitar sudonaciónen los vectoresdeexpresión.

6.2.2. donacióndel genquimera de HLA-DP en vectoresde expresiónde
S. cerevisiney de lineascelularesde ratón.

El productode PCRDP-a5ji5 se subclonóinicialmentepor extremosromos en la diana

SmaI del vector pUC19, previo tratamientoconla enzimaKlenow paraeliminar la extensiónde
adenosinaen 3’ y fosforilación con polinucícótidoquinasade los extremos, generándoseel
plásmidopUCL9-OP-asjis.Deésteseextrajo el gen OP-asjisdigiriendo con Eglíl y se clonó en
la diana homológapresenteen el plásmidoYEp352PGKcreándoseel plásmidopPQ2(Fig. 54).

Realizamosla donaciónen la dianaBamHI del vector RSVS.neoel fragmentoEglil del
plésmidopUCl9-OP-asf3screándoseel vectorRSVS.gpt-DP-asjis(Fig. 54).
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Figura 53. Obtención mediante amplificación con PCRdel gen quimera de lILA-

OP. Calle 1, OPasoluble;calle2, OPji soluble;calle3, gen quimeraDPaji soluble;
calle4, patrónde tamañosde DNA de pBR328digeridoconBglI y Hinfl.





Figura 54. Desarrollode vectoresde expresióndel genquimerade HLA-OP en .9.

cerevisiaey lineascelularesde ratón.
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Discusión

En la introducciónde esta memoria se ha tratado de haceruna descripción de los
diferentes aspectos de la expresión heteróloga de proteínasen levaduras,prestandoespecial
atencióna 5. cerevisiae,con una breve mención acercade las especiesde levadura que
alternativamentehan irrumpido con fuerzaen estecampodurantelos últimos años paralelamente
al desarrollodel conocimientode su genética.

Entre las estrategiasencaminadasa mejorar la expresiónheterólogade proteínasse
incluyenlas siguienteslineasde trabajo:

-desarrollode sistemasde alto nivel de expresión,que incluyenel desarrollode vectores
de expresión establesy dotados de fuertes promotores y terminadoreseficientes de la
transcripción, y el estudio de las modificacionesa las quepuedesersometidoun genheterólogo.
Es la línea de trabajo másdesarrolladaactualmente.

-desarrollode cepasmodificadas,aptaspara serutilizadas como hospedadorespara la
expresiónde genesheterólogos.La mejora de dichascepaspuede ir encaminadaa mejorar la
eficiencia del procesode secreción, mediante el empleo de mutantessupersecretoresy/o

deficientesen glicosilación,o bien a utilizar mutantesdeficientesen proteasasque mejoran la
estabilidadde las proteínasproducidas.

-mejora de los procesosde recuperaciónde las proteínasheterólogasde producción
intracelular, ya que la presenciade la pared celular de 5. cerevisiaeconfiere una elevada
resistenciamecánicaa la célula.

Dentrode esteúltimo apartadose desarrollanuestrotrabajo.Los mutantesautoliticossf12
deS’.cerevisiaesoncapacesde liberársucontenidointracelularal mediode cultivo por medio de

la lisis inducida por un choquetérmico del cultivo (de la Puenteel al., 1993); por lo que
decidimosestudiarla capacidadde los mutantespara liberarproteínasheterólogasproducidasde
forma intracelular.

1. LIBERACIÓN DE PROTEÍNAS HETERÓLOGAS EN MUTANTES
AUTOLÍTICOS DE 5. cerovisiae.

Paraabordarel estudiode la liberaciónde una proteínaheteróloga,en primer lugar era
necesarioelegir una proteínaheterólogamodelo parallevar a cabolos estudios.Lascaracterísticas
de dicha proteínadebíande ser: (i) proteínade producciónexclusivamenteintracelular,paraevitar
interferenciasen la medidade la cantidadliberada al medio de cultivo como consecuenciade la

expresióndel fenotipo lítico, (u) sistemade detecciónfácil, (iii) alto nivel de producción. La
enzima CAT, de origen bacteriano (Shaw 1983), cumplía bien las premisas expuestas
anteriormente,con un alto nivel de expresiónempleandoel plásmido pCHlOOL. era de
producción exclusivamente intracelular (Hadfield el aL, 1987) y su detección era posible
empleandouna reaccióncolorimétrica(Shaw 1975). Por otro lado, era necesarioelegir unacepa
autolitica para llevar a cabolos experimentos;los buenos resultadosobtenidosen nuestro
laboratoriopor de la Fuenteel al? (1993)aconsejabanel usode la cepadiploide LOl.
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Las características de la enzima GAT, expresadaen lacepaLDl, se vieron confirmadastras
un primer cultivo discontinuo,realizadoen fermentadora 240(2. Únicamentese detectóactividad
CAT en los extractoscelulares,en niveles crecientesa lo largo de la fasede crecimientodel
cultivo, siendoindetectabledichaactividad enzimáticaen el sobrenadantedel medio de cultivo.
Estonos permitió afirmar, quela posteriordetecciónde actividadCAT en el medio de cultivo de
un fermentadorsometidoa un choquetérmico a 370(2, tras un crecimientoinicial a 240(2, era
debida a la liberaciónde la enzimaal medio extracelularcomo consecuenciade la lisis que
experimentabanlas célulasen esascondiciones.Tras el choquetérmico, se alcanzabala máxima
actividadCAT a las 6 h del cambioa 370(2, momentoquecoincidecon la máximalisiscelular y la
máximacantidadde proteínastotalespresentesen el medio de cultivo. El aumentode proteínas
totales y de actividadCAT en el medio de cultivo se relacionabacon disminucionesde estos
parámetros en los extractos celulares. Los resultados anteriores demostraban,por tanto, la
capacidadde la cepa LDI para liberar proteínasheterólogasal medio de cultivo como
consecuenciade la expresióndel fenotipo lítico. Mediante electroforesis de proteínas se
confirmabaque la lisis de estos mutantes,obtenidapor medio de un choque térmico libera,
proteínasen un amplio rangode pesosmoleculares,siendoel patrónde bandasobtenidosimilar al
de un extractocelular.

Sin embargo,tras las 6 h del cambiode temperatura,la actividad CAT en el extracto
celular seguíadisminuyendo,en el medio extracelularsufría unadisminución, terminandopor
desaparecer.Ya se habíandescritoobservacionessimilaresen nuestrolaboratoriopor de la Fuente
et al. (1993). que observaronun fenómenosimilar en el caso de la actividad de la enzima
fosfatasaalcalina,proteínahomólogadeS’. cerevisiae,liberadaal mediode cultivo por estamisma
cepa,LOt, proponiendouna degradaciónproteolitica como causade la desapariciónde dicha
actividad enzimática. Este hecho, sugería la posibilidad de fenómenos de proteolisis inespecifica
por partede las proteasasde la célula queeranliberadassimultáneamenteduranteel procesode
lisis celular.Ibba el al. (1993) y Pohlig el al. (1991) también describenla probabledegradación
proteolitica de la hirudina secretadapor la levadura,cuando cambiosen la velocidad de
crecimientode sus cultivos provocabanlisis celularcon liberaciónsimultáneade proteasas.

Era bastanteprobableque debido al carácterextrañopara las células, las proteínas
heterólogasfueranmássusceptiblesa la acciónde las proteasas,por ello unade las estrategiasmás
lógicas, para reducir esteriesgo,era el uso de cepas deficientesen proteasas(Enfors, 1992),
ampliamenteutilizadasen la expresiónde proteínasheterólogasen S. cerevisiae.

Dadoque la principal causade proteolisisinespecificaen S.cerevisiaeson las proteasasde
origen vacuolar (Jones, 199 la), los mutantesmásadecuadosson los deficientesen estetipo de
proteasas.Dichasproteasaspresentanuna ruta de maduraciónparasu activación controladapor la
PrA y en menor medida por la PrB. Mutantespep4, afectadosen el gen estructuralde la PrA,
parecenserlos másútiles. No obstante,la observaciónde iones (1991a)de quemutantesde este
tipo presentanelevadosniveles de precursorde la PrE. susceptiblede activación por un
mecanismodesconocido,aconsejael uso de doblesmutantespep4 prbl. Teniendoen cuentalas
observacionesanteriores,decidimosconstruir cepasautoliticas (sf12) deficientesen proteasas
vacuolares,preferentementeun doble mutantepep4prbl.
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Debido a la importanciadel fondo genéticode las cepasen la intensidadde la expresión
del fenotipo autolitico, decidimosutilizar dos estrategias:la obtención de cepas por cruce
genético,entrecepasautoliticasy cepasdeficientesen proteasas,y la interrupcióndel genSLT2 en
cepasdeficientesen proteasas.

Trasel análisisde las ascosporasgeneradasen el crucegenético,aislamostresnuevascepas
líticasdeficientesen proteasas:LHOPl, LHOP2 y LHOP3, siendola cepa LHOP1 un mutante
pep4prbl. mientrasque las otras dos eranúnicamentepep4. La cepaLHOPI era unacepa con
unamarcadaexpresióndel fenotipolítico, comolo demuestranlos estudiosde citometria de flujo
y su incapacidadparacreceren mediosólidoa 370(2

La interrupcióndel gen SLT2en la cepadeficienteen proteasasBJ5464originó la cepa
- LOKP1. mostrandotambién un marcadofenotipo lítico a alta temperatura,con un elevado

porcentajede células lisadasmedido por citometria de flujo, en comparacióncon la cepa

isogénicasilvestre,asícomouna manifiestadificultad paracreceren mediosólidoa 370(2~

La cepa LHOPí. transformadacon el plásmido p(2H100L. demostró una mayor
estabilidaden las actividadesenzimáticasde CAT y fosfatasaalcalinaliberadasal sobrenadantede
cultivos realizadosen fermentador.En el cultivo control, de un fermentadormantenidoa 240(2,
cabedestacarla mayorproducción,tres veces,de (2AT en estacepaen comparacióncon la cepa
LOt cultivadaen idénticas condiciones.Una observaciónsimilar ha sido descritaacercade la
expresiónde ji-galactosidasaencepasdeficientesenproteasas.frentea cepassilvestres,lográndose
incrementarel nivel de producciónde dicha proteína entre un 18 y 173%, dependiendode la
combinaciónde mutacionesempleadas(Wingfield y Oickinson, 1993). Estas observaciones
podíanser tambiéndebidasa la mutaciónen los genes productoresde proteasasde la cepa
LHOP1.

En ambas cepas. LOt y LHOP1. se logra recuperar en el medio de cultivo
aproximadamenteel 70% de la actividaddetectadainicialmenteen el interior de lascélulas.Por lo
tanto, las mutacionespep4y prb¡ reducenel nivel de proteasasvacuolares,sin afectara la
expresióndel fenotipo lítico, contribuyendoa disminuir el riesgo de proteolisisinespecificay
proporcionandomayorestabilidada la actividad enzimáticaCAl, produciday liberadaal medio
de cultivo. No obstante,convieneno olvidar que se trata de una proteínamodelo y cadaproteína
debede ser estudiadaen particular.

Los buenosresultadosobtenidosa escalade laboratorio,llevó a planteamosla posibilidad
de estudiarestesistemade liberaciónen unaescalade plantapiloto. El crecimientoa alta biomasa
deS.cerevisiaese ve dificultado por las característicasde su metabolismo,debidoa la existencia

del efectoCrabtreeen estaespeciede levadura.Esteefectoimpide emplearaltas concentraciones
de glucosaen el medio, ya que al serdesviadala mayor parte por la ruta fermentativa, la
producciónde etanol inhibe el crecimientode las células. Por ello, es necesarioemplearsistemas
de fermentaciónalimentada,quemantienenconcentracionesde glucosabajas en el medio de
cultivo permitiendoel crecimientoa alta biomasade 5. cerevisiaedebidoal usodel azúcarpor vía
oxidativa,lo queminimiza la producciónde etanolpor la vía fermentativa.El sistemaelegidoera
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uno de los másempleados,basadoen el control de la alimentación del cultivo en baseal cociente
respiratoriodel mismo(Fieschkoel aL. 1987). quepermiteun control en tiemporeal del cultivo.

Con estasnuevascondicionesde cultivo, en primer lugar era necesarioestablecerla
capacidadde crecimientoa altadensidadcelularde la cepamutanteLOI. Los mediosde cultivo
elegidosfueron un medio sintéticoy un medio complejo. La cepa LOl crecía bien en ambos
mediosdemostrandouna buenaadaptaciónal sistema,si bien la velocidadde crecimientoera
superioren el mediocomplejo (w= 0.15 h-!) frenteal mediosintético (l.L= 0.063 h-’). Ademásla

fasede latenciainicial era menoren el medio complejoen comparacióncon el medio sintético.
Teniendo en cuenta la observación previa acerca de la dependenciade la velocidad del
crecimientopara lograr una expresiónmás intensadel fenotipo lítico (de la Fuente.1991). el
elegido fue el medio complejo. Ademásdesdeun puntode vista puramenteindustrial, el cultivo
empleandomedio sintético completoera desaconsejable,debidoa la elevadaduración de los
cultivosconel incrementode costesque esosupone.Con la cepatransformadacon el plásmido
pCHlOOL. se comprobóla estabilidadde dicho plásmido en condicionesde crecimientoa alta
biomasa,en ausenciade presión selectiva,y la adaptaciónfisiológica del plásmido en esas
condicionesde crecimiento.La fisiología de 5. cerevisiaevaríaen función de las técnicasde
cultivo empleadas,pudiendodar lugarentreotros efectos,a una alta inestabilidaddel plásmidoy/o
a un retrasoen la velocidadde crecimiento,debidoa la cargaadicional parala célula quepuede
suponerla expresiónde unaproteínaheteróloga(Mason, 1991). El cultivo a 240(2 de la cepa

LDI/pCHIOOL en mediocomplejodemostróteneruna Usade crecimientode 0.138h’, similar a
la obtenidaparala cepasin transformar,por lo que la expresiónde CAT no afectabade forma
importante al crecimiento de la cepaen esascondiciones.La estabilidaddel plásmido,es decir, el
númerode células portadorasde plásmidosobreel total de células,al final del cultivo con una
densidadóptica de 115 y una biomasade 45 gIl. fue del 43%, lo que se puedeconsiderar
aceptableen comparacióncon el 11% descritopor Fieschkoel al? (1987) duranteel crecimiento
de cepasqueexpresabaninterferón. La inestabilidaddel plásmidoobservadapor este autor se
debíaal efectotóxico de la proteínaheterólogaproducida.Además,en nuestrocaso, se comprobó
quehastadensidadópticade 65, másdel 75% de la célulasson portadorasde plásmido. Esto nos
permitíaafrontarla realizaciónde cultivosconchoquetérmicoen estascondiciones,con bastantes
garantíasde detectaractividad CAT en el sobrenadantedel medio de cultivo, ya queel choque
térmico debedarseen un momentodel cultivo en que todavíaexista crecimientoactivo, entre
densidadóptica30-60, y por tanto con un porcentajede células portadorasde plásmido aún
elevado.

Sin embargo, en los cultivosde la cepaLO1/pCH100Lsometidosa choquetérmico, no se
logró una eficiente expresióndel fenotipo lítico. Se observabauna alteracióndel perfil del
cocienterespiratorio,lo queproducíauna paradaen el aportede nutrientesal fermentador.Dicha
alteración,del perfil del cociente respiratorio, no se observabaen un fermentadorparalelo
mantenidotodo el tiempo a 240(2, quedesarrollabaun crecimientonormal. La alteracióndel
cocienterespiratorioprobablementesea debidaa un cambioen el comportamientofisiológico de
los mutantes,atribuible bien a la mutación lyl2, o bien al fondo genéticode la cepa. No obstante,
esteresultadonegativono descartael uso de estos mutantesa escalaindustrial, sino más bien
indicala necesidadde evaluarotros sistemasparalograr la lisis controladadel cultivo, o el usode
otros sistemaspara controlarla alimentacióndel fermentador,que permitan la expresióndel
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fenotipo lítico; por ejemplo, empleando el sistema desarrolladopor Porroel al. (1991), basadoen
los cambiosde pH que experimentael cultivo como resultadode las diferentessituaciones
metabólicasde las células.Otra forma posiblede lograr unalisis controladaes el choqueosmótico
de las células,que sediscuteenel siguienteapartado.

2. LIBERACIÓN DE PROTEÍNAS POR CHOQUE OSMÓTICO.

Decidimos desarrollarsistemasalternativosparalograr la lisis de los mutantesslt2. Para
ello, basándonosenla capacidaddecrecimientode lascepasautoliticasa 370(2 en presenciade un
estabilizadorosmótico.sorbitol 1 M. estudiamosel efecto en el cultivo de la retiradade la
estabilizaciónosmótica,en célulascrecidasen esascondiciones.Tras la resuspensiónde las células
de las cepasLOl. LHDP1 y LDKP1 enmediohipoosmótico,se produceunalisis masiva,en torno
al 80% de las células,de forma instantánea.

- Estechoqueosmóticoconducea unaliberaciónde proteínasal medio extracelular,similar
cualitativamentea la logradacon choqueténnico, como se demuestramedianteelectroforesisde
proteínas.Además,la valoraciónde laactividad CAT liberadaen el sobrenadante.tras un choque
osmótico de cepas transformadascon el plásmido pCHlOOL, permite concluir que
aproximadamenteel 70% de la actividad inicial, detectadaen las células antesdel choque
osmótico,es recuperadaen el sobrenadantede cultivo; estedato es similar a la cantidadde
proteína que se recuperabacon el choque térmico. Nuevamentese corrobora la mayor
producciónde CAT en las cepasLHOP1 y LOKPl, deficientesen proteasas.en comparacióncon
la cepaLOl.

Frentea la obtenciónde preparacionescrudas de proteínaspor choque térmico, que
requeríanal menos 4-8 h paralograrlas, el empIco del choqueosmótico presentala enorme
ventajade su rapidezen la obtenciónde las preparacionesde proteínas,debidoa la lisis celular

inmediataque se produce, con el ahorro de tiempo que eso supone sin olvidar la menor
exposiciónde la proteínaafenómenosdegradativosparaella. Sin embargo,la principal desventaja
del sistemaes el elevadocostedel sorbitol, quese empleaa concentración1 M. Pararesolver este
problema hemosrealizadoestudios acercade la mínima cantidad de sorbitol necesariapara

permitir el crecimientode las cepas,de modo que cantidadesen torno a 0.5 M parecenser
adecuadaspara este propósito; asimismo se han evaluadootros estabilizadoresosmóticos,más
económicos,de tipo salino(NaCí 1.5%)conresultadospreliminaresaceptables.

La purificación de una proteína a partir de muestrasprocedentesde choquetérmico,
requiereinicialmente el empleode técnicaspara reducir el volumen de la muestra,debido a la
baja concentracióninicial de proteínapresenteen el sobrenadantedel cultivo. Para lograr la
concentraciónde CAT seutilizaron dostécnicas:medianteultrafiltración, seconsiguióreducirel
volumen 15 vecescon una buenarecuperaciónde la actividad. La precipitación con sulfato
amónico, aunquepermitía obtenerun cierto grado de purificación inicial, querepresentauna
ventaja respectode la ultrafiltración. la recuperaciónera sólo del 65%. Otra ventajadel choque
osmóticoes la posibilidadde resuspenderlas célulasen un volumeninferior al de partida,entre
un 1/5 y 1110 del volumeninicial decultivo, sin disminuir el porcentajede la lisis y manteniendo
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la liberaciónde proteínasal medio extracelular.Esto permite la obtención de preparaciones
crudas de proteínas más concentradas,que serán más titiles para posterioresprocesosde
purificación de la proteína de interés.

Por otra parte,la liberaciónde proteínasparticuladas,como VLP, a partir de mutantess112
por mediode un choqueosmótico, indica laversatilidaddel sistema,ya que muestrala-posibilidad
de liberarproteínasen un amplio rangode pesosmoleculares:desdelos 25 kD del CAT hastalos
12000kD de una panículaVLP formadapor 300 subunidadesde la proteínapl (Kingsmanel al?,
1991). El elevado tamaño de estaspartículas,60 nm, requiere su producción de forma
intracelular.La granvariedadde proteínasquepuedenserfusionadasa la proteínapl permitiendo
la creaciónde partículashíbridas(KingsmanelaL, 1991). asícomo la posibilidadde liberarlasde
una forma sencilla por medio de un choqueosmótico usandoestosmutantes,crea un sistemade

grandes posibilidades,permitiendoafrontarla purificación de estasproteínasde una forma rápida
eliminando la rotura mecánicade las células.

3. COMPARACIÓN DEL SISTEMA DE LIBERACIÓN DE PROTEÍNAS
HETERÓLOGAS INTRACELULARES CON OTROS SISTEMAS DE
LIBERACIÓN.

Se han descrito varios sistemaspara lograr la liberación de proteínas heterólogas
producidasintracelularmente:sistemasbasadosen otro tipo de mutanteslíticos, uso de complejos
enzimáticoslíticos, métodosquímicosy los tradicionalessistemasfísicos de rotura celular. A
continuación,discutimosestossistemasen comparacióncon el sistema basadoen el choque
osmóticodesarrolladoen nuestrolaboratorio.

Frente a un sistemasimilar deliberaciónde proteínas,recientementepublicado,basadoen
el empleode mutanteslíticossrbl (Bróker 1994), nuestrosistemapresentaunaeficienciamayor.
La lisis sufrida por los mutantessrbl trasel choqueosmóticoúnicamentealcanzaal 20% de la
población celular, frente al 80% de células lisadasen nuestrosistema.Esto implica que la
recuperaciónde la proteínaseamayor,con un 70%, frente al 20% recuperadocon el mutante
srbi. Aparte de estasclarasventajas,existenotros factoresmenoresquehacenmásmanejableel
sistemabasadoen mutantessf12. Las cepassrbl requieren la presenciade un estabilizador
osmóticoa cualquiertemperaturapara mantenersu viabilidad, lo que complica su manipulación
en el laboratorio,su cultivo y conservación.Estoes innecesarioen el manejode cepass112, que a
la temperaturade 240C. se comportancomounacepasilvestre.

El sistemade liberacióndiferencial de productos(DPR),descritopor Huang el al. (1991),
requiereel usode unasenzimaslíticas de otros organismosque debenserpreviamenteproducidas.
obtenidasy purificadas,lo queeleva el costedel proceso,siendoimportantela purificación; ya
que empleandolos complejosenzimáticossin purificar seobservó,por ejemplo, degradación
proteolíticade las proteínasVLP liberadaspor estemétodo(Asenjoel al., 1993). El procesoDPR
sebasaen la digestiónde la pared celularcon dichas enzimasgenerarandoprotoplastosque más
tarde serán lisados por medio de un choqueosmótico, de aquíparte otro problema pues las
enzimaslíticas se mezclancon el productoliberado pudiendointerferir (i) con dicho producto
degradándolo,como se mencionóanteriormente,(u) con posterioresprocesosde purificación
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específicosde la proteínaheterólogaqueseestáproduciendo.Sin embargo,una de las ventajasdel
sistemaes su posible aplicacióna cualquiercepade 5. cerevisiae,tanto de laboratorio como
industrial.

Examinandolos sistemasbasadosen el uso de detergentesy solventesquímicos para
acelerarlos procesosde autólisis, medianteinducciónde plasmolisisde las células (Breddamy
Beenfeldt, 1991), nuestrosistema presentaventajas. En primer lugar, el empleode autólisis
inducida por solventesy detergentesrequiere largos tiempos de incubación para lograr la

liberación del contenido intracelular,entre25-40 horas, dependiendodel compuestoquímico
ensayadoy de la cepa, lo que supone un elevado riesgo de proteolisispara los productos
liberados, por el elevado tiempo que estánen contactocon las proteasasque son liberadas
simultáneamente.Además la adición de detergentesy solventesquímicos puede inducir la

desnaturalizaciónde algunasde las proteínasliberadase interferir con los posterioresprocesosde
purificación, ya que algunosde estos compuestosson difíciles de eliminar en un procesode
purificación,sin aplicartécnicasdañinasparalas proteínas.Su principal ventajavuelve a ser su
aplicacióna cualquiercepa tanto industrial comode laboratorio.

En comparacióncon los diferentessistemasde rotura mecánica,especialmentecon los
homogeneizadoresy las bolasde vidrio, aunquela recuperaciónen nuestrosistemaes el 70% de
la proteínafrente a la quepuedeser obtenidapor estosmétodos,presentala ventajade generar
unos restoscelularescompactosfácilmenteseparablespor centrifugación,a diferencia de los
sistemasde rotura mecánica.

Así pues,el sistemade liberaciónde proteínasheterólogasintracelularesbasadoen el uso
de mutantessf12 por choqueosmóticopresentauna serie de ventajasque le acercana algunasde
las característicasdel sistemaideal propuestopor Foster,(1992):

-el tiempo de residenciaes bajo ya que la lisis se puede lograr de forma inmediata,
disminuyendoriesgosde degradacionesinespecificas.

-no tienelos problemasde generaciónde calorque presentanlos sistemasde rotura físicos.
querequierenel uso de sistemasde refrigeración muy potentes,y limita su uso en el casode
proteínastermolábiles.

-es un sistemade bajo costeyaqueno requiereel usode aparatosespecialmentediseñados
paratal fin, por lo queel mantenimientoy consumode energíasonbajos.

-en un principio no se intuyen desventajasparaningún tipo de proteínasa diferenciade
otros sistemas.

-susceptiblede escaladosin necesidadde un desarrolloen equipamientocomplicado.
-la recuperaciónde productoes buena,con un 70% sobrelo que se puedeobtenerpor

medio de una rotura mecánica. No obstantecada proteína heteróloga tiene sus propias-

característicasy su comportamiento en este sistema de liberación debe ser estudiado
individualmente.

Las buenasperspectivasdel sistemanos llevaron a solicitar la patentedel proceso,tantodel
choquetérmico como del choqueosmótico(Álvarez el al., 1994b) quese encuentraen fase de
estudio,al mismotiempoquelos resultadosfueron objeto de publicación(Alvarez elal., 1994a).
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4. AMPLIACIóN DEL SISTEMA DE LIBERACIÓN DE PROTEÍNAS
HETERÓLOGAS BASADO EN EL EMPLEO DE MUTANTES
AUTOLÍTICOS A OTRAS ESPECIES DE LEVADURA.

Comoseha descritoanteriormente,en la introducciónde estamemoria,P. pastorisha sido
desarrollada como especiealternativaen la expresiónde proteínasheterólogas(Cregg el al.,
1993).

El éxito en el desarrollode un sistemade liberaciónde proteínasheterólogasintracelulares
basadoen la lisis controladaquesepuedelograr empleandomutantessf12, nos ha llevado a tratar
de ampliarel sistemaa otras levadurasalternativascomenzandopor P. pastoris. Ambas especies

sonascomicetos,con una paredcelularsimilar, principalmentecompuestapor mananoy glucano.
Esta semejanza,junto a la conservacióndemostradade las MAP quinasas.incluso en sistemas
celularesmuy separadosen la escalafilogenética.indica la probablepresenciade una ruta de
transmisiónde señalesquecontroleel mantenimientode la integridadcelularen P. pastoris,en la
que intervenga una proteína homóloga de Slt2p deS. cerevisiae.De hecho,en nuestro laboratorio

se ha obtenido el genMKCJ de C. albicans (Navarroet al., 1995). homólogodel genSLT2 de
5. cerevisiae.La funcionalidadcruzadade genesentre ambasespeciesde levaduraspermite
abordarla donaciónpor complementaciónde un mutantesf12 de 5. cerevisiae(Cregg el al?,
1985).

Medianteunahibridación DNA-DNA, utilizandocomosondaun fragmentodel genSLT2.
correspondientea la zonade los dominios másconservados,frenteal genomade P. postoris,se
confirmó la posible presenciade un gen homólogo en dicha especie.En el carril de DNA
genómicode C. albicansse detectóuna bandacon el tamañoesperadoparael gen MKCI, y con

una intensidadsimilar a las bandasqueaparecenen los carrilesdel DNA genómicode P. pastoris
cortadocondiferentesenzimasde restricción.

La disponibilidaden nuestrolaboratoriode una genotecagenómicade P. pastorisen un
vectorbacteriano,nos llevó a tratarde desarrollarunasondadel genhomólogomediantePCR. La
secuenciaciónde los fragmentosamplificadosa partir del DNA genómicode 1’. pastoris con
oligonucleótidosdegeneradoscorrespondientesa zonasconservadasde MAP quinasas,demostró
quede forma reiteradase amplificabanfragmentosconmayor homologíafrente a Fus3py Ksslp,
MAP quinasasde la ruta de transmisiónde señalesrelacionadacon los procesosde apareamiento
de 5. cerevisiae.En un caso, se obtuvo un fragmentohomólogo a CDC28, que codifica una
quinasaencargadade la regulacióndel ciclo mitótico (Lorincz y Reed, 1984). pero no se logró
ningúnclon con homologíamayoritariapor la proteínaSlt2p. Esto no descarta la presenciade un

homólogo de esta proteína,ya que el problemapuedeser debido a las característicasde los
oligonucleótidosutilizados. Se descartóel diseño de nuevosoligonucícótidos.que incluyeran
zonasmásespecíficasdeSLT2,al disponerdeuna genotecagenómicade P. pastoris en un vector
de 5. cerevisiae(cedida por el Dr. William Payne.MIT, USA), que permite la donación de
homólogosfuncionalesmediantecomplementaciónfenotipicade un mutantesf12 de 5. cerevisiae.

Estostrabajosse estánrealizandoen la actualidad.
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5. EXPRESIóN DE LA PROTEÍNA HLA-DP DE CLASE II EN
S. cerevisiae.

La expresiónde la proteína HLA-DP de claseII se abordómediante la obtenciónde
formassolublesde ambascadenas,creandounosgenestruncadosen los que se han eliminado los
dominiostransmembranay citoplásmicos.Mientras se realizabanestasconstruccionessepublicó
la expresióncon éxito de la proteínaHLA-DR claseII en baculovirus,empleandouna estrategia

similar (Stern y Wiley, 1992).

En el diseñode los oligonucleótidosparallevar a cabolas reaccionesde amplificación por
PCRdecidimos mantener la secuencia señ al de las cadenas a y ji. apoyadosen ejemplosdescritos

del uso de secuenciasseñalde mamíferosque funcionaron eficazmenteen la secreciónde sus
proteínasen 5. cerevisiae,como en el caso del cz-interferón (Hitzeman el al. 1983), de la

a-amilasade ratón (Thomsen,1983), de la lisozima humana(Jigami el al?. 1986) y de pollo
(Oberto y Davinson,1985)e inmunoglobulinasde ratón (Woodelal., 1985).

El diseñodel vector de expresiónpPQI fue laborioso, requiriendovarias subclonaciones
intermedias.Dicho vector consta de ambascadenasbajo dos promotoresde genesde la ruta
glicolitica. ROK y ADCJ. Un experimento de “Northern blot” demostró el correcto
funcionamientode ambascassettesde expresióndetectándosecantidadessimilaresde las dos
cadenas,lo quehacesuponerla existenciade aproximadamenteigual númerode moléculasde

mRNA.

La detecciónde la proteína requeríala presenciadel heterodimerocon la conformación
estructuralespecífica,ya que los anticuerposmonoclonalesdisponiblessólo reconocíanepitopos
que se formaban cuando dichas cadenasadoptanla conformación correcta, no existiendo
anticuerposcapacesde reconocerambascadenaspor separado.Decidimos realizar un marcaje
intracitoplasmáticode los beterodimerosde HLA-DP soluble en tránsito en el interior de las
célulasdeS.cerevisiaepor citometriade flujo. Los resultadosde esemarcajeintracitoplasmático
indicaronun bajonivel de formaciónde heterodimeros,detectándoseúnicamentesubpoblaciones
en torno al 4-10% de la poblacióntotal con una señalde emisiónde fluorescenciasignificativa.

No se ha podido cuantificar la expresiónde los polipéptidos por separadodebido a que no
existenanticuerposcapacesde reconocerepitopospresentesen las cadenasaisladas.

Las causasquepuedenexplicar el bajo nivel de expresiónde los heterodimerosa-ji son
variadas:(i) un ineficazfuncionamientode la secuenciaseñaltambiénpodría ser responsablede la
falta de expresióndel heterodímero.Tampocodebemosolvidar que una vez translocadala

proteínaal interior del retículoendoplásmicoentran en juego ademásotros factorescomo la
naturalezade la proteína paraque tengalugar un correctoensamblajey secreciónde la misma.
(u) El carácter glicoproteico de ambos polipéptidos puede provocar una hiperglicosilación de los
mismosen.9. cerevisiae.Estehecho,ademásde poderinterferir consuestructura,puedebloquear
el accesode los anticuerposa susepitopos(Ruohonenel al., 1987 y Romanos el al., 1992). Por lo
tanto existendiferentescausasposiblesquepuedenestar interfiriendocon el reconocimientodel
anticuerpo.
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El elevadonúmerode factoresexplicativosdel fallo en la expresiónheterólogade estos
genes,nosha llevadoa plantearsu expresiónen un sistemacelularde mamíferos.En estesistema,
lineascelularesde ratón, el procesadopost-traduccionalde estaproteínadebeser realizadocon

mayoreficacia por la maquinariacelular.

Recientemente,hemosiniciado otra aproximaciónbasadaen la construcciónde un gen
quimeraquecodifica para una proteínaformada por ambascadenasa y ji unidas por medio de
un adaptadorsintético. Esta idea se basaen el desarrollode anticuerposde cadenasencilla
(Hustonelal.. 1991 y Johnsony Bird, 1991). Por medio de estaaproximaciónpodemosfacilitar
el plegamientoy ensamblajede la proteína.Estetipo de adaptadorha demostradono interferir en
el plegamientode los dominiosde los anticuerposproducidos.La secuenciadel adaptadordebe
serde carácterhidrofilico parapermitir un correctoplegamientode la proteína,por lo que está
formado por la repetición triple del pentámero(Gly)4-Ser. El residuo de sernacontribuye a
incrementarel carácterhidrofilico y los residuosde glicina incrementanel númerode posibles
conformaciones,reduciendoal mínimo el impedimentoestéricoentre las posibles interacciones
nativasentrelos diferentesdominios(Huston el al?, 1991). Paraconstruir este gen quimera se
utilizó la técnica denominada“PCR solapante”<Higuchi, 1990), empleandodos reaccionesde lCR
secuencialmente,obteniéndoseen la primerados productosde PCR con homologíaentreellos,
quesonutilizadoscomo moldesen una segundareacciónde PCR.

El gen quimeraobtenidode estaforma ha sido donadotanto en vectoresde expresiónde
5. cerevisiae como en los específicospara células de ratón, con el objeto de estudiar
comparativamentesu expresiónen ambossistemascelulares.
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Conclusiones

1. El empIcode cepassf12 de Saccharomycescerevis¿aedeficientesen el mantenimiento
de la integridadcelular,permiteel desarrollode un sistemade liberaciónal medio de cultivo de
proteínasheterólogasproducidasintracelularmente,mediantela expresióndel fenotipo lítico de
los mutantessf12.

2. La expresióndel fenotipolítico sepuedelograr medianteun choquetérmico a 370(2 en
un cultivo crecidopreviamentea 240(2. Siguiendoestemétodose ha logrado la liberaciónde la

proteínade 25 kD, CAT, de origen bacterianoal medio de cultivo. La lisis alcanzaal 80% de las
células,y la proteínaCAT liberaday recuperadaen el mediode cultivo correspondíaal 70% de la
proteínadetectadainicialmenteen el interior de las células.

3. Otro métodoparalograr la liberaciónde proteínasesel choqueosmótico. Se basaen la
sensibilidadosmóticade las célulassf12 cuandocrecena 37”C en presenciade un estabilizador
osmótico. La transferenciade célulascrecidasen esascondicionesa un medio sin estabilización

osmóticaprovocala lisis inmediatadel 80-90%del cultivo. La cantidadde proteínaCAT liberada
y recuperadaen el sobrenadantedel cultivo es del 70%, respectode la presenteen el interior de
lascélulas.

4. La capacidadde los mutantesparaliberar proteínaspaniculadas(VLPs) al medio de
cultivo tras expresióndel fenotipo lítico indica la versatilidaddel sistemarespectodel tipo de
proteínaquepuedeser liberada.

5. El empleode cepaslíticas deficientesen proteasas<yep4 prbl) aumentala producción
intracelulary la estabilidadde la proteínaCAT liberadaal mediode cultivo.

6. Una hibridación de DNA heterólogademuestrala posiblepresenciade fragmentosde
DNA en el genomade 1’. pastoriscon homologíaconel gen SLT2de 5. cerevisiae.
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Abstract

A systemhasbeendevelopedfor the releaseof heterologousprotcins from Saccharomycescereuisiae,basedon
the use of thermosensitiveosmotic-remedialmutants,deficient in celí integrity, that lyse at the non-permissive
temperature,thusreleasingthe bulk of intracellular proteinsasidleavingbehindcelí ghostsanddebris.The strains
developedcombinethe lyí2 mutation (which is allelic to gene SLT2/MPK¡coding for a MAP kinasehomolog),with
the disruption of genesPEP4and ¡‘RBi known to produce a protease-deficient background. Celís transformed w¡th
the appropriatebacterialgene,releasedabout70% of the heterologousprotein chloramphenicol acetyl trasisferase
((2AT) in bioreactor cultivation upon switching growth temperatureto 370(2, or by osmotic shock of the celís
preincubatedat 370(2in the presenceof 1 M sorbitol. It is suggestedthat our releasesystemcould be advantageous
for obtaining large-scaleprotein preparationsfor downstreamprocessingwithout any mechanicalbreakagcof the
celís, enzymatictreatmentor chemicalextraction.

Keywords: 5. cerev¡su2e;sf12 mutant; Heterologousprotein

1. Introduction
Abbreviations: ADCJ, gene encoding the yeast alcohol

dehydrogenase1 (promoter);BCK¡/SLIG,geneencodingthe
yeastprotein kinaseBckI/Slkl; CAT(CE). CAT activity mea-
suredin the solubleprotein ce!! extract as U ml ‘; CAT(M),
CAT activity measuredin the culture mediurn as U ml1;
CYCI, gene encoding the yeast cytochrorne oxidase
(terminator); MKKJ/MJt¶K2, genesencodingtheyeastkinases
MkkI andMkk2; AP(CE), AP activity measuredin the solu-
ble protein ce!! extractas U ml’; AP(M), AP activity mea-
suredin ¡he culture¡nediumasU mV 1; PEP4,geneencoding
¡he yeastproteinaseA; %PI(.-), percentageof celís do not
stainwith propidium lodide; PKCJ, geneencodingthe yeast
kinase (2; ¡‘RBi, geneencodingthe yeastproteinaseE; SLT2
/MPKI, gene encoding the yeast MAP kinase hornolog
S!t2/Mpkl.

* Correspondingauthor.

Yeasts have become well-cstablished organ-
isms for the expressionof heterologousproteins.
Although the perfect system for heterologous
protein expressiondoes not exisí, many of the
characteristiCsof yeast celís, especiallytheir en-
karyotic nature and the fact they are ORAS
(generally recognizedas safe) organisms,repte-
sent significant advantagesfor thesecelís to be
used as hosts for the expression of proteins with
medical and food applications(for a review see
Romanoset al. (1992)).The useof yeastin mod-
ern biotechnologyhasbenefitedsubstantiallyfrom

0168.1656/94/$07ÁJ6 © 1994 Elsevier Science EV. Ah rights reserved
SSDI 0168-1656(94)00118-9
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the advances in molecular biology of Saccha-
romycescerevisiae that allowed the development
of efficient expression systemsas well as the
manipulation of other basic characteristics to im-
prove the system. Other yeast species,such as
Hansenufapofymorpha, Pichia pasioris or Kluy-
veromyces lactis (Gellissen et al., 1992; Fleer,
1992), are alsobeing developedas heterologous
expressionsystems.

A major bottle-neckin the processesthat cm-
ploy yeast celís for expressionof foreign genes
occurs in the releaseof the correspondingpro-
tein, an essentialstepfor the downstreamopera-
tions leading to protein purification. The two
basicalternativesfor releaseof heterologouspro-
teins, namely secretion and extraction by celí
breakageor chemicaltreatment,are not without
problems. The former obviously representsan
attractivepossibility becauseonly a few proteisis,
in addition to the onedesired,are presentín a
mixture of proteins secretedby yeasts(Shuster,
1991). However, it requiressubstantial manipula-
tion of the gene,to introduce secretionsignals,
and it can be limited by 10w yieldsasid postransía-
tional modificatiosis of the protein. Therefore,
not many high addedvalueproteinsproducedin
yeast are secretedbut remain intracellular, so
that they haveto be releasedby sornekind of celí
breakagetreatment.Aniong them are hepatitisB
antigen, malaria vaccine, human proinsuline, hu-
man superoxidedismutase(SOD), humanfibro-
blast growth factor (FGF), human antitrypsin
(Tekamp-OlsonasidValenzuela,1990).

Mechanical celí breakage or extraction by
chemicalor enzymatictreatmentrepresentsdras-
tic procedures used for the extraction of intracel-
lular yeastproteisis that might affect the stability
of the polypeptidesor introduceadditional impu-
rities to be removed in the corresponding down-
stream operatiosis(Schiitte asid Kula, 1990). In
this context, the recent reports regarding treat-
ments that lead to differential release of celí
components suggest ¡nteresting developments
(Huang et al:, 1991; Asenjo et al., 1993).

Wc made use of the phenomenom of yeast celí
lysis, based on the expression of mutations that
lead to the formation of an altered cdl wall ¡si

order to achieve the release of intracellular ho-

mologousproteins (Fuenteet al., 1993). In this
communícation,we document that strainscom-
bining a protease-deficient background with lyt2
trait, a thermosensitivemutation leading to cdl
lysis under certain conditiosis, can liberate the
bulk of intracellular solublecomponentscontaín-
ing specific homologous and heteroLogouspro-
teins, leaving behisid cdl ghosts and debris.

2. Material and methods

Strains
The yeast straisis used in this work were: (a)

LD1 (MAT a/MATa, lyt2—1/lyt2—1, leu2—3.112
/ leu2—3. 112, his4434 /his4434), a diploid strain
homozygoticfor the rnutant allele Iyt2—1 which
determines autolysis of the celís when grown at
the non-permissive temperature of 370C (Fuente
et al., 1992); (b) BJ5461(MATa, ura3i52, £rpl,
leu2Al, lys2—801, his3i 200, pep4::HIS3,
prblAl.6R can]) (Jones,1991);(c) L3c34a(MATa,
?yí2—l, leu2—3.112, ade2,his4434)(Torres et al.,
1991); (d) LHDP1 (MATa, lyt2—1, ade2, leu2—
3.112, pep4::HIS3, prblsAl.6R) a haploid pro-
teinases-deficientstrain also carrying the mutant
allele fyt2—1; it was obtainedby crossisigstrains
BJ5461 asid L3c34a, followed by sporulation of
the diploid asid selection of the appropriateseg-
regantsafter phenotypeassessmesit,usingstand-
ard genetictechniques(Mortimer asidHawthorn,
1975). The Escherichia coli straisi DH5a (recAí,
endAl, gyrA9ó, diii, hsdRl7,supE44,(rk -, mk ú,
re/Al, F8OR, facZMiS, F —) was used as host to
carry out cloning experimentsasid to build up a
stock of plasmid.

Plasmids and cfoning techniques

The shuttle plasmid p(2H100 containing the
chloramphenicolacetyl transferase(CAT) expres-
sion cassette(Hadfield et al., 1986) wasmodified
by isisertion of the SaccharomycescerevisiaeLEU2
gene as a selection marker, according to the
standard cloning techniques (Sambrooket al.,
1989). The new plasmid was siamed pCH100L
(Fig. 1). Yeast trasisformationwas carried out
accordingto the lithium acetateprocedure(Ito et
al., 1983).
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Hg. 1. Plasmidconstruction used to transformyeaststrains
for CAT production. The CAT gene is under the control of
the AOCI constitutivepromoteraix! CYCI terminator.

Phenotypeanalysis
Lytic phenotypewastestedby susceptibilityto

12 mM caffeine in YPD platesisicubatedat 24~(2
(in preparation) asid by measuremesit of culture
viability isi liquid media at 370C as percentageof
celís that did siot staisiwith propidium iodide, by
measisof flow cytometry (Fuente et al., 1992).
The deficiencyin carboxypeptidaseY wasusedto
idesitify celis with a pep4—3mutation. The test is
basedon aplate assayusinga naphthylesterasid
Fast Garnet GBC salt (Sigma) as describedby
Josies (1991). ProteinaseB activity was detected
with a plate assay (Jones, 1991), usingan overlay
contaisiingHide PowderMure (Sigma).

Media andgrowth conditions
Yeast cdl inocula weregrown in 500-ml flasks

with 100 ml of medium cositainingyeastnitrogen
basewithout amino acids (Difco 6.7 g V’), glu-
cose (20 g V’) asid the following auxotrophic
supplements (20 mg V1): adenisie, uracil, trypto-
phan, histidine asid lysine. The cultures were
grown in an orbital incubator shaker at 240(2 asid
200 rpm until exponentialphase.Batch cultiva-
tion was carriedout in a 15-1 BiostatE bioreactor
(Braun-Diessel, Melsungen, Germany) with a
working volume of 10 ¡ of YEPDcontaining yeast

extract(10 g 1-’), glucose(20 gV’) asid peptone
(20 g V’). Media were inoculatedwith 100 ml of
exponentiallygrowingcelí suspesisiosisasid incu-
batedat 240C. When required, the temperature
was raised to 370(2 arousid an 0D

600 of 1 to 2.
Aeration was kept at 2 1 min’ asid stirrer speed
at 250 rpm. Optical density of the ceil suspen-
siosis wasmeasuredat 600 sim (OD~) in aBeck-
manDU640 spectrophotorneter.ViabiLity was ex-
pressedaswe describein phenotypeanalysis.

Analytica? determinations

Alkalisie phosphatasewasassayedasdescribed
by Cabib asid Duran (1975) with p-nitrophenyl-
phosphateas substrate.CAT activity was mea-
sured as descibedby Shaw (1975) with 5,5’-di-
thiobis-(2-siitrobesizoicacid) as substrate.Total
protein was determinedby the commercialBrad-
ford method(Bio-Rad).

Plasmid stability during batch cultivation in
bioreactorwas estimatedby washingthe celís in
water asid then plating onto duplicate selective
asid non-selectiveplates (200—500 colosiles per
plate). The ratio of the colonieson the selective
versus the non-selective plates determisied the
proportionof plasmid-containisigcelís in the cul-
ture.

3. Results

3.1. CAT production and releasefrom yeast lytic
strains

As we have previously shown, the autolytic
diploid strain S. cerevisiaeLD1 (previouslynamed
D(4a x 4a’)) (lyt2—i) is able to release the bulk of
isitracellular proteisis to the culture medium
(Fuenteet al., 1993)uponexpressionof the lyt2—1

mutation (Torres et al., 1991) when celís are
growsi at 37

0C. In order to evaluatethe ability of
thesemutantstraisisto releaseheterologouspro-
teisis produced intracellularly asid, therefore,
non-secreted to the culture medium, we chose
chloramphenicolacetyl trasisferase((2AT) as re-
porter protein. The corresponding gene of bacte-
rial origin can be expressed intracellularly in yeast
(Hadfield et al., 1987) asid assayed by spectropho-
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tometric means(Shaw, 1975). To carry out these
experiments we trasisformedvarious lytic asid
sion-lytic strainswith p(2H100L,anepisomalpías-
mid that carnes the CAT expressioncassette
(Fig. 1).

S. cerevisiae LD1/pCH100L exhibited
growth-associatedCAT production, when grow-
ing in batch conditions,as expectedfor aprotein
expressedunder the control of the constitutive
promoterADC1 (alcohol dehydrogesiase1). Celís
grewstablyat 240(2so that the culture maintained
viability asid neither sigsiificant levels of proteisi
sior CAT activity were detected in the extersial

medium (Fig. 2A). However, upon switching the
temperature to 370(2 the expression of the ther-
mosesisitivemutation brought about celí Iysis, so
that ceIl viability dropped to 20% in 6 h. This was
accompaniedby a 3-fold increase of the total
protein in the medium as well as the release of a
significant amount of CAT. ASter 6 h, the optical
density of Ihe culturecontinuedto increase,mdi-
cating that a fraction of the celí population con-
tinued growing asid presumablylysisig, but nei-
ther the proteinconcentrationnor the activity of
(2AT in the medium increased. Instead, they
droppedsignificasitly and eventuallydisappeared
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(Fig. 211). These observationsdemonstratedthe
ability of lyt2 mutantstrainsto releaseintracellu-
lar heterologousproteins,such as CAT, basedon
the lysis of celís conferred by the ?yt2—i muta-
tion. ASter 6 h at 370(2, however, the corresposid-
ing celí lysis was not paralleled by an increase in
the level of enzymein the medium,most probably
due to the release of vacuolarproteasesleading
to unspecifsc proteolyticdegradation.Similar pro-
teolytic degradationshavebeenreportedfor alka-
line phosphatase(Fuente et al., 1993) and for
hirudisi expressedin S. cerevisiae (Ibba et al.,
1993).

In an attempt to preventthe aforementioned
proteolysis, we cosistructeda new Iyt2—1 strain,
that was protease deficiesit, due to pep4asid prbl
mutations. It is well known that a variety of
proteases activated by the PEP4 gene product
are resposisiblefor yeast vacuolar degradation
(Hirsch et al., 1989). The usual approachto re-
duce proteolytic degradation in a strain is to
introducepep4mutation becauseit is pleiotropic
asid results in 90% reducedactivity of the four
majorvacuolarproteases,namelyPral,Prbl,Prcl
and Cpsl (Jones et al., 1982), thus misiimizing
their levels in the eclI. These straisis have been
successfully used in the production of ¡3-lacta-
mase (Roggenkamp et al., 1985), a1-asititrypsin
(Chabezon et al., 1984) and ¡3-galactosidase
(Wisigfield asid Dickinson, 1992). However, there
is alsoevidencethat yeastpep4 strains can still
produce the precursorof protease B which is
considered a source of proteolytic problems
(Prisigle, 1975), for example, in the production of

tissue plasmisiogenactivator (tPA) (Heim et al.,
1985). Therefore, the best strain shouldbea pep4
prbl double mutant deficient in precursor B with
a much reduced risk of proteolysis durisig celí
lysis.

We constructedthe lytic straisi LHDP1 (?yt2—i,

pep4, prbi), that was trasisformed with p(2H100L
in order to asialyzeits capacityto release(2AT in
10-1 bioreactorbatch cultivation. In this case,we
followed the liberation of both the heterologous
(2AT protein asid the homologous alkalisie phos-
phatase (AP) to the medium (Fig. 20. (2elIs grew
stably at 24

0Cwithout any releaseof bulk protein,
CAT or AP. The temperatureswitch to 370C

again determined a drop in ceIl viability and an
,ncrease in total protein (2.5-fold) in the medium
of similar extents to those observed in cultures of
LOl. AP asid (2AT were released 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-
teasegenesprevesitsdegradationof the enzyme
activitiesreleasedto theculture medium by yeast
autolytic strains. Ml the batch culture exper’-
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 conditiosis of growth and more than 75—80%

of the celís remaisiedplasmid-bearingcelís when
the temperaturewas switchedto 370C.

To carry out a rapid comparison of the pro-
teisis present in the preparatiosis released by celí
lysis with the osiespresentin celí-freeextractswe
analyzed thesepreparatiosisby one-dimesisional
SDS-PAGEelectrophoresis.Both pattersiswere
very similar (data not shown) indicating that the
proteisis releasedupon lysis were representative
of the bulk of isitracellular proteisis.

3.2. Releaseof proteins by osmotic shock

The lytic phenotype determined by lyt2—i trait
can be complemesited by osmotic stabilization in
1 M sorbitol, suggestingthat this mutation deter-
minesadeficiencyin celí integrity possiblydueto
an alteration in celí wall formation (Torres et al.,
1991). In order to examine the possíbility of
achieving protein release by a simple treatment
such as osmotic shock, rather than a temperature
switch in cultures followed by sustaisied isicuba-
don under those conditiosis, we analyzed the pos-

sibility of releasing proteins from celís incubated
at the non-permissive temperature but protected
by the osmotic stabilizer sorbitol. As showsi in
Fig. 3, by osmotic shock of ?yt2 celís, previously
grown at 370(2 asid protected by the presence of 1
M sorbitol, the release could be achieved of ap-
prox. 70% of the intracellular CAT activity, the
other 30% remaining cdl bound. The protease-
deficient, non-lytic strain 11J5461 that was used as
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Fig. 3. Releaseof heterologousCAT protein upon osmotic
shockof lyr2 stra¡ns.Culturesbr osmoticshockexperiments
were grownon 500-ml shakeflaskswith 100 ml of YEPD plus
1 M sorbitol at 370C in anorbital incubator,centrifugedand
resuspendedin an equalvolume of 10 mM Tr¡s-HCI pH LS.
Samplesof identicalccl! densitywere takenandCAT activity
determinedin ccl! extracts,medium or huffer. Strains:LDI
(A), LHDP1 (11), BJ5461(C).CAT activity insidecelis growing
at 370C plussorbitol 1 M (openbars);CAT activity insidecelís
after osmotic shock(solhl bars); CAT activity in buffer after
osmotic shock (strippedbars). CAT activity is expressedas
total enzymaticunitsper sample.

a control did not release any (2AT activity usider
the same conditiosis. These results also illustrate
very clearly that both straisis (protease plus and
misius) 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-deficiesit straisi 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 lead to a
protease-deficient background, can be used for
the simple release of isitracellular heterologous
proteins in high yields. An importasit advantage
of the use of this system casi be based on the
significant ksiowledge that exists regarding the
fusictiosis affected in Iyt2 mutants. lyt2 mutatiosis

are allelic to geneSLT2/MPKI, that codesfor a
MAP (mitogen-activatedprotein) kisiase involved
in the signallingcascadeinitiated with the kinase
coded by gene PKCí (Lee et al., 1993). There-
fore, many types of s/12 strains available (dele-
tion, point mutations in essenti~l amino acids)
that are affected in cdl integrity at 370C, asid
many others that could be developed would be
appropriate in this regard.

Recently, a method based on tIte use of osmot-
ically fragile S. cerev¡siaesrbi mutantstrains for
isolation of recombinant proteisis was described
(Bréker, 1994). The yield of heterologosis protein
obtained by this method was only 20% 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, casi be released
from yeast celís either by growth of the ?yt2 straisi
at the non-permissivetemperatureof 370(2 in the
absesice of asiy osmotic stabilizer or by osmotic
shock of celís grown at this temperature but
protected by 1 M sorbitol during growth. The
bulk of the protein releasedfrom the celís by
either measis can be separated from celí ghosts
asid debris by centrifugation, thus obtaining a
protein fraction. Our observatiosis regarding sta-
bilization of the celís expressisig the lytic pheno-
type also indicate that the sorbitol concentration
needed could be reduced to around 0.5 M. The
advantages of using protease-deficient strains (a
pep4 ¡‘rbi background) is also clear from our
evidence that shows a 3-fold increase in the
amount of (2AT protein released. This is consis-
tent with the several observatiosismade in S.
cereuisiae, such as the improvemesit in the yield of
hirudin in a pep4 prci strain (Pohlig et al., 1991)
and the increase in ¡3-galactosidase yield in strains
deficiesit in vacuolar proteases (Wisigfield asid
Dickinson, 1992, 1993) or with the 1.5-fold in-
crease in IGF-1 yield achievedin a pep4 mutant
of Pichia pastoris (Cregg et al., 1993). According
to Hirsch et al. (1989) asid Romanos et al. (1992)
we can consider that the better yields obtained
with protease-deficientstrains is due to reduced
product degradation rather than increased syn-
thesis which in turn must provide a better quality
of the product with smaller amouhts of impurities
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due to degradation products. With the protease-
deficient strains, we not only achieve better yields
of the heterologousprotein but we also obtain
much morestablepreparatiosis.

The patternof prote¡nsreleasedto the culture
medium was quite similar to that of proteins
present in celí extracts.This isidicates that the
system could be used for the production of any
heterologousprotein that is adequatelyexpressed
intracellularly in yeast.Qur releasesystemcan be
usedby growing celis at the non-permissivetem-
perature of 370C, either unprotectedor in the
presenceof an osmotic stabilizer followed by
osmoticshock. This systemcould presentadvan-
tagesfor large-sealeproduction comparedto the
release by mechanical breakage that requires
tough breaking proceduresasid can lead to ho-
mogenatesin which celí walls break isito small
pieces. It also has the obvious advantage of siot
requiring any defined enzymatic (Huang et al.,
1991; Asenjo et al., 1993) or chemical(Breddam
asid Beenfeldt, 1991) treatmentthat add further
impurities to the preparation.Our system,more-
over, hasbeenshown to releasebulk protein in
two-step contisiuous cultivation (Fuente et al.,
1993) which should also work adequatelyfor het-
erologous protein release.

Ihe conservation of many of the basic features
controlling celí functions in yeastmakes it feasí-
ble to isolate asid disrupt the gene homologous to
SLT2 from other yeast species useful for the
expressionof heterologousproteisis, in order to
developasimilar systemfor protein release.Even
though the system does not permit a selective
release, we have further studies in progressto
manipulate the genes isivolved in the control of
cdl wall autolysis in order to improve the expres-
sion of mutatiosisunder the adequateconditiosis
asid with the most efficient protein release.The
system is also being tested regarding the possibil-
ity of being used for other types of heterologous
proteisis.
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Pr¿cedimiento de liberación de proteínas heterólogas de cepas Saccharoniyces cerev¡síae,
basado en la sensibilidad osmótica que confiere la mutación sIt2 a la temperatura de 370C.
Esta sensibilidad osmótica puede ser utilizada para la liberación del contenido intracelular
bien por cambio en la temperatura del cultivo de 240 a 37W, o bien por transferencia de
células crecidas en medio estabilizado osmóticamente a esta última temperatura a un
medio no estabilizado. En ambos casos las células se usan liberando su contenido
intracelular obteniéndose, tras una centrifugación que elimina los restos celulares, una
preparación de proteínas apta para iniciar un proceso de purificación de la proteína de
interés. Este procedimiento resulta un abaratamiento del proceso al evitar el uso de
maquinaria y la preparación de proteínas quese obtiene contiene menos impurezas que la
obtenida por otros procesos.
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Procediín¡entode liberaciónde proteínaslieterólogas

de ceras de Saccharomycescerevisiae.

O RESEJMEN &7flfl,Ar,O~VOttJÑ,AnhA. S~N VAlOR JtflUflICOi

Se describe un procedimiento para lograr la liberación de í>r<>LCIn~S lieterólogas

intracelulareseíí la levaduraSaccl;aron¡ycescerevisine basadoen la sensibilidadosmótica

queconfierela mutaciónsl¿2 a la temperaturade37C. Estasensibilidadosínóticapuedeser

utilizadaparala liberacióndel contenidointracelular bien por cambioen la telsiperaturadel

cultivo de 24 a 37’C, o bien por transferenciade células crecidasen medio estabilizado

osmóticamenLea estaúltima temeperaturaa un medio no estabili7.ado. En ambas casos las

célulasse ligan liberandosu contenidointracelularobteniéndose,trasunacentrifugacléílque

eliínina los restoscelulares,una preparaciónde proteínasapta para iniciar un p ceso dc

íurificacióíl de la proteínadc inLerés. Este procedimiento resulta en un abaraLanlientodel
procesoal evitar el uso de maquinaria,y la preparaciónde protelítasqueseobtienecontiene

menosimpurezasquela obtenidapor otrosprocesos.
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ulULO

Procedimielitode liberaciónde proteínaslieterólogasde cepasde Sacd¡aroníyces

cerevísiae.
5

OBJETODE LA INVENCI( >N

10 La presenteinvención seencuadradentro de la Biotecnologíay eí concretoeíí el

caínpode la expresión,produccióny liberaciónde proteínasheterólogasen la levadura.La

invenciónproporcionaun métodoparallevar acabodicha liberación,basadoen tratarnieíxtos

sencillos de determinadascepasde Saccharornyces cerevisiae, portadorasde una mutación

que conduce a la liberación del contenido intracelular, obteniéndosede esta forma

1 5 preparacionesde proteínasque se separanfácilmente de la mayor parte de los materiales

celularesindeseablespresentesen dichaspreparaciones,talescomo paredescelulares.Las

preparacionesdeproteínasasíobtenidaspuedensersometidasa los procesosdeextraccióny

purificación correspondientes.La ínutación de la que son portadoras las células de
Saccl¡aronzycescerevisiaeutilizadas en el procedimientoobjeto de estainvención afectaal

20 gen denominado SL72; como consecuenciade dicha mutación las células pierden su
integridad en determinadascondicioíies lo queconducea la liberación de su contenidode

proteínassolubles.El conocimientoexistenteacercade la función del citado gen,en buena

medidadesarrolladoen nuestrolaboratorio,permiteaprovecharlas característicasde estetipo

decélulasmutantesparaoptimizardichaliberaciónde proteiíías.El procedimiento objeto de

25 esta invenciónrepresentauna alternativaa otros procedimientosde liberaciónde proteínas

heterólogasde levaduratalescoínola roturamecánica,químicao emiziniáticade la integridad

celular.
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ANTECEDENTES

La levaduraSaccharoníyces cerevisiae es uíi organisínobien conocido y utilizado

ampt¡ameííteen Biotecnología para la expresióíi y produccióíí de proteitias heterólogas.
5 Destacaíívaríascaracterísticasde estaespecieen relacióncon la utilidad de la ¡nisína:

- es un organismocucariótico.

- se trata de un organismodel tipo ORAS (RoenerallyRecognizedAs Safe’)

según la Pood and Drug Adíninistration (IDA) de los EstadosUnidos, es dccir

generalmentereconocido como seguro, por ausenciade posibles contaminalites

10 vlricos y pirógenos;estolo convierteen un hospedadorapto parala produccióndc

proteínascon usoalimentarioy terapeútico.

-existe un amplio conocimiento de su coniportamielito a gran escala cmi
fermentadorpor su usoen fermentacionestradicionales.

15 Las levadurasseutilizan paraproducir una serieproteínasheterólogas,de alto valor

añadido,comoconsecuenciade un procesode expresiónde los correspondientesgelíes.en

procesosen los que la proteiíia seacumulaa nivel intracelular.Entreéstasestánel antígeno

de superficie del virus de la hepatitis B (HBV) que ha dado origen al desarrollode una

vacunarecombinanteya en el mercado,la proinsuliíia htiínaiia, la superóxidodisínutasa

20 humana,proteiííasVLP comopresentadorasdcantigenosdelvirus 1-11V 1 y el antígenoquelía

permitido desarrollaruna vacunacontra la malaria. Las posibilidadesen este scíítido se

recogenampliamenteen Romanos,MA., Scorer,C.A. and Clare,Ji. 1992, Foreign gene

express¡onin yeast:a review.Yeast8:423-488.

25 Parala recuperacióndeestasproteínasheterólogasproducidasde forma iíitracelular

ííormalmeíiteserecurrea la rotura de las células. Los métodosdescritostradicionalespara

lograr dicha rotura celular son drásticos debido a la dureza de la pared celular dc

Saccl;aronmyces cerevisiae y puedenconsistiren:

- rotura mecánicacon homogeneizadoresa presión. (Schuttc. II. aííd Kula,

30 M.R. 1990. PiloL and process-scaletechniques br celí disruption. Biotechnol. Appl.

Biochemn.12:599-620).

- roturaquímicaempeatídodetergentesquímicos(Breddamn,K. aud Bcenfeldt,
T. 1991. Accelerationof yeastautolysisby chemicalmethodsfor productionof intracellular

enzyincs.Appl. Microbiol. Biotechnol.35:323-329).
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- rotura enzimáticaempleamidounasínezclascomplejasde enzimaslíticos

(Asenjo, JA., Ventomn,A.M., Huaíg, R.B. and Andrews, B.A. 1993. Selectivereleaseof

recombinantproteinsparticles (VLPs) from yeast usimig a pure lytic glucamiaseenzyme.

Bio/Technology11:214-217).

Estos ínétodos presentaíi como inconvenientesla posible degradación de los

polipéptidos debido a las altas presionesque puedensufrir en los homogencizadores,la
p(>sible contaminaciónque pueden suponerlos compuestosquímicos utilizados para la

extracciónde la proteínaque no siempresoíi fáciles de eliminar y, en el caso del uso de

10 enzimaslíticos, la contaminacióncon proteasas(Asenjo,J.A., Ven¶oín,A.M., Huang,R.B.

and Andrews, B.A. 1993. Selectivereleaseof recombinantproteinsparticles(VLPs) Irnín

yeastusing a pure lytic glucanaseenzyme.Biofl’échnology 11:214-217)que suelen estar

presentesen los aludidoscomplejosde enzimaslíticos. La alternativade llevar a cabouna

purificaciónparaeliminar las proteasasaumentael valor del complejolítico queya deporsi

15 resultacaro.

El problematécnicocuya resoluciónnos planteamoseslograr la liberaciónde

proteínasheterólogasproducidasintracelularmenteen levadura,sin necesidadde tenerque
realizar un procesode rotura muecánica,quimnicao enzimáticade las células. Para ello nos

20 basamosen el uso de determinadascepasde &zccharo:nyces cerevisineportadorasde la

mutacionslt2, esdecir queafectaal gen SL72 descubiertoy donadoen nuestrolaboratorio

(Torres, L., Martín, H., Garcia-Saez,M.I., Arroyo, J., Molina, M., Sánchez,M. aíd

Nomnbela, C. 1991. A protein kinase gene complements Uie lytic plienotype of

Saccharo¡nycescerevisiae ly¡2 mutants. Mol. Microbiol. 5:2845-2854; Fuente, J.M.,

25 Vázquez,A., González,M., Sánchez,M., Molina, M. ¿md Nomnbela,C. 1993 Expressionof

ínutationsaud proteimi releaseby yeastconditionalautolytic mutantsin batchaudcontinuous

cultures.Appl. Microbiol. Biotechnol. 38:763-769).

El gen 8L72 codifica una proteina con actividad fosforilante de proteinas,que se

30 encuadraen el grupo de las llamnadas“Proteína quinasastipo MAP”(Mitogen Activated

Protein) (Martin, U., Arroyo, J., Sánchez,M., Molina, M. aíd Nombela,C. 1993.Activity of

the yeastMAP kinasehomologneSlt2 is critically requiredfor cdl integrity at 37C. Mol.

Gen.Genet.241: 177-184) y quecuya acciómi biológica pareceenmarcarseen umia ruta de
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transmisión de señales activadas por la proteimíaquinasaCl, descoímociéíidoseactualmcíitcla

seftalquedesencadenala activaciónde la rutaasícomnoel sustratofimial de la misma.

Otro [actor a tener en cuentaa la hora de abordar la expresión de protclnas

5 heterólogasen levadurases la posibilidad de degradaciónproteolitica inespecíficade la

correspondienteproteína,producidaporacciónde las proteasasde la levaduraespecialínente

de las de origenvacuolarcomoson las codificadaspor los geííesJ’EP4 y ¡‘RBJ(Wingfield,

J.M. and Dickinson, J.R. 1993. Increasedactivity of a model heterologousprotein in

Saccharornycescerevisiae strains with reducedvacuolar proteinases.Appl. Microhiol.

10 Biotechnol.39:211-215;Iones,E.W. 1991.Tackling theproteaseproblem ¡11 Saccharomyces

cerevisiae - Meth. in Enzymol. 194:428-453;Pohlig, O., Ziniínermann,W. and Ileiííí, J.

1991. Influence of yeastproteaseson hirudin expressionin Saccl¡aromyccscerevisiae

l3iomed. Biochim. Acta 50:711-716). Por ello, también hemuos desarrolladocepas más

adecuadasparanuestrainvención,esdecir portadorasdel carácterlítico (s1t2), pero que son

15 tambiéndeficientesen proteasasvacuolares.

Los primeros estudios de liberación de proteínasheterólogasde acuerdo con el

procedimientodeestainvenciónserealizaroninduciemídola I¡sis celularmedianteun choque

térmico,consistentecmi elevar la temperaturadel cultivo desde24C a 37’C, alcanzándosea

20 las 6 á 8 horasla máximnaliberaciónde proteínas,porsereseel tiemporequeridoparalograr

uíía lisis delcultivo.

25 EXPLICACION Y DESCRIPCIONDE LA INVENCION

El proceso objeto de patente consiste en la utilizaciólí de difereíítcs cepas de

Sacclunvmyces cerevisiae,deficientes en la función del gen SL72, cuyo fenotipo sc

caracterizapor:

30

-crecimiemito terínoseíísible,de formaque las célulassedesarrollanbiemi a 24’C pcro

dejan de crecery se lisan cuamido se eleva la temperaturaa 37’C, produciéndosela

lisis celularcon liberacióndel contenido intracelularal medioexterno.



6

-las células mutamites s112 resultan protegidas[remitea las deficiencias indicadas

anteriormente, es decir termosemisibilidady lisis a 370C, por estabilizaciónosínóticadel

muediocoí sorbitol 0.5Mo NaCí 1.5%, lo queesIndicativode que laproteínacodificadapor

el referidogenesnecesariaparala forínaciónde umia paredcelular osnióticamneíteestablea la

5 temperaturade3TC.

El objetivo de la invenciónesel a
1,rovechaínientode estascaracterísticasfenotípicas

para lograr la liberación de proteínaslíeterólogasproducidasintracelularíneíjte.Dicha
liberaciónse basa en la lisis celular que se produce en deterínimiadascondicionesy que

lo conducea la liberaciónde contenidointracelularquedichascepasmutantespresentancuando

la temnperaturade crecimientoseelevade 24’C a 3TC o cuando,despuésde crecera 37’C

pero en medioestabilizadoosmóticaniente,son soínetidasa un choqueosmótico por siínple

resuspensiónde las célulasen un medio carentede dicho estabilizadorosínótico.Se obtiene

deestaforma una preparaciónde proteínas,que seseparade los restosdel materiálcelular

1 5 por centrifugaciónsimple, y en la que estápresenteslas proteínasheterólogasintracelulares

en camitidadessuperioresal 50%del total deproteínaintracelularproducida.

Las cepasde Saccharonmycescerevisiaedesarrolladasparallevar a cabola invención

son:

20 - LDI: es una cepa diploide portadorade la mutaciónsf12 con las caracterfsticas

fenotipicasenunciadascon anterioridad.Su genotipo es: MATa/MATa, sIt2D-35/slt2D-35,

leu2-3.¡ 12/leu2-3.112, his4A.34/b1s4A34.

- LI~1DPl: MAT a, sU2D-35, adc2-1O¡, leu2-3.¡1
2,pep4::lI¡83. pbr¡DI.ÓR. Muestra

las mismascaracterísticasfenotipicasreferidasa lisis, siemídoademásdeficienteen proteasas

26 vacuolaresPep4y Prb1 responsablesdela proteolisisimíespecifica.

Aínbas cepasse encuentramldepositadasen la Colección Espailolade Cultivos Tipo

(CECT) sita en la Universidadde Valencia.Los númnerosde accesoson: 10815 parala cepa

LDI y 10816paralacepaLHDPI.

30

El procedimientode liberacíóíideproteínassepuedellevar a cabosegúnse indica eíí

las Figurasly 2 por unade las siguientesalternativas:
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A) Liberación de proteínas por cboque osmótico. Las fases <leí procesosedescribenen la

Figura 1 (pág.8).

-crecimientode la cepa¡nutanteen el genSLfl a la teínperaturarestrictivade

37”C eí presenciadeun estabilizadorosmóticohastamitadde la Faseexpoíícncial.

5 -separaciónde las célulasdel medio de cult¡vo porcentrifugaciónguardando

las células.

-choqueosínóticode las célulasmedianteresuspensiónde las mismasen agua,
lo queconducea la lisis de las mismascon liberacióíí de las proteínasintracelulares.

entreellasla proteínaheterólogade interés.

10 -eliminación de los restos celulares por ceíitrifugación obteniéndoseuna

preparacióncrudadeproteínasintracelularesentrelas que seencueíitrala proteínade

interés,y preparaciónqueesaptaparainiciar procesosdepurificación.

II) Liberaciónde proteínasporchoquetérmico.Las fasesdel procesoson:

1 5 -crecimientode la cepaniutanteenel gen SLT2 a la temperaturapermisivade

24’C hastala mitadde la faseexponencial.

-clioque térmico del cultivo mediante elevación de la temperaturade

creclínientoa 3TC, lo que produce la lisis de las células al cabo 6-8 horas de

iíicubacióna esatemperatura,con liberacióndel contenido intracelularal medio de

20 cultivo.

-separaciónde los restoscelularesdel medio de cultivo (que contiene las

proteínasliberadascomoresultadode la lisis celular) por centrilugacióíi,obteniéndose
al igual queen el casoanterior una preparacióncrudade proteínas,portadoradc la

proteínadeinterés,aptaparaabordarprocesosde purificación.

25

En la figura 2 (incluIda y desarrolladaen “Modo de rcalizacióíí de la invención’) se

explicaíi los parámetrosque nos indican que existe lisis del cultivo coí liberación del

contenidointracelularal mediode cultivo.

Las priíicipalesventajasquepresentala invencióí son las siguientes:

30 - permitelograr una liberaciónsuavey rápidade las proteínasevitandoel uso

de altas presionesen los homogeneizadores(Schutte,11. and Kula, M.R. 1990. Pilot aíid

process-scaletecliniques lot ccli disruption. B¡otechnol. Appl. Bioclmem. 12:599-620),de

productosquímicos(Breddam.K. and Beenfeldt,1’. 1991. Accelerationof yeastautolysishy

chemicalínethods
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(<ir production of intracellular enzyínes.Appl. Microbiol. I3iotechííol. 35:323-329) y dc

enzimaslíticos (Asenjo, J.A., Vento¡n,A.M.,Huang,R.B. andAndrews,BA. ¡993.Selective

releaseof recombinantproteinsparticles (VLPs) from yeastusing a pure lytic glucaíase

enzyíne.BiolTechnology 11:214-217)paradigerir la pared;lo que adeínássetraduceen un

5 abaratamientodel proceso.
- evita las contaminacionesde la preparaciónde proteínasquese puedendar

en elcasode extraccióncoíí productosquímicosque aliadenimpurezasa las preparacionesdc

proteínasno siemprefáciles deeliminar (Breddani,K. and Beenfeldt,T. 1991. Acceleration
of yeast autolysis by chemical methods for production of intracellular enzymes.Appl.

10 Microbiol. Biotechnol. 35:323-329)o de las contaminacionescon proteasasen el caso de

extraccióncon enzimaslíticos que se traduceen degradaciónde los polipéptidos(Aseíijo.

JA., Ventom,A.M.,Huang,R.B. and Andrews,BA. 1993. Selectivereleaseof recombinant

proteinsparticles(VLPs) from yeastusing a pure lytic glucanaseenzyme.Bio/Techíio¡ogy

11:214-217).
15 - la posibilidad de concentrarel volumen de cultivo inicial, al producir cl

choqueosínóticojunto al hechode quelas proteínasheterólogaspuedenserexpresadasba~jo

el controlde promotoresfuerteslo quesignificaquesuproporciónrelativapuedeserelevada

lo quefacilita la posteriorpurificaciónde la misma.

- la principal ventajarespectoal sistemasimilar basadoen el empleo de la

20 mutacións¡f,¡ esla mayorsensibilidadal choqueosmóticode la mutacións112 en la que60-

70% de las célulasselisan frentea un 20% de las célulasmutadasen srbl(Brtsker,M. 1994.

Isolation of recombinantproteinsfrom Saccharamycescerevisiae by use of osrnotical¡y

Iragile mutantstrains.Biotechniques16:604-610).
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EXPOSICIONDETALLADA DE UN MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION

A continuaciónexpondremospor medio de uí ejemplo,no limitativo de su alcance.

un modode realizaciónde la invencióííen las dosmodalidadesexpuestasajíterriorínente.

5

Las cepasde SaccharomycescCrCViSiae empleadasson las descritascon anterioridad

en el apartadode “Explicación y Descripciónde la Invención’; ademáscon carácteroptativo

sepuedeutilizar una cepasilvestreparael cáracterlítico que sirva de control negativoen el
experimento,porejemplonosotrosliemosutilizado:

10 - BJ5461:esunacepasilvestreparael genSL12 accesibleal público en la colección

denominadaYeast Genetie Stock Center (Mortimer, R.K. and Coíítopoulou, R. Yeast

GeneticStockCenterCatalogue.Seventhedition 1991). No obstaíítesepuedeemplearcorno

cepacontrolparalos experimentoscualquiercepano lítica.

15 Las tres cepas(LDI. LHDPI y BJ5461) setransformancon el plásínido pCFIIOOL

(liadlield, C., Cashmore,AM. and Meacock, P.A. 1986. An efficicnt chloramphenicol-

resistancemarker for Saccharoníycescerevis¿aeand EscI¡erichia cali. Gene 45:149-158).
modificado en nuestro laboratorio introduciendoun ínarcadorLEU2 (leucina) rara poder

seleccionartransformantes.El plásmidocodifica parala proteínaCAT (CloranfenicolAcetil

20 Transferasa)de origenbacterianoy respoí¡sablede la resistenciaa cloranleííicoly queesuna

proteínaheterólogaparala levaduray ademásesproducidade forma intracelulary por tanto

sólo serádetectableen el medio de cultivo comoconsecuenciade lisis celular.

Estudiosprevioshan demostradouna buenaestabilidaddel plásínido lo que permite

25 trabajarcon medio no selectivotipo YEPD (extractode levadura1%, peptona2%, glucosa

2%) quepermiteun crecimientomásrápidoy unamejorexpresióndel Fenotipolítico.

A) Liberación de proteínaspor cboqueosmótico. Las fasesdel procesoestán

suinarizadasen la Figura 1, incluida en el apartadode ‘Explicación y descripciónde la

30 invención”.

Las cepastransformadassc cultivan en medio YEPD liquido suplerneíftadocon uit

estabilizadorosmótico(sorbitol O.5M, NaCí 1.5%) a la temperaturade 37C en un agitador

termostatizadohasta la mitad de la fase exponencial.Aíítcs de recoger las células pura
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separarlasdel medio de cultivo se tomanmuestrasde sobrenadantey de célulasparaohiener

valoresde referenciaacercade la liberacióndeCAl’ al medioexterno(sosí negativosdebido

a que la ausenciade lisis haceque no haya liberación de contenidointracelularal medio

externo).Los valoresque sevan a medirsonla actividadde CAT enel extractocelular y en

E el sobrenadanteaíítesy despuésdel cboqueosínóticoparaestablecerla caíítidadde proteína

liberadadesdelas célulasal sobrenadante,siguiendouí métodocolorimétricodescritopor

lladfield, C., Cashínore,A.M. and Mcacock, P.A. 1986. An efficient chloramphcnicol-

resistancemarker for Saccharomyces cerevis¡aeand Escherichia cali. Gene 45:149-158).

Como se indica cii la figura 1 las célulasson separadaspor una ceíítrifugacióíía SOGOrpín

10 durante5’, siendo a continuaciónresuspendidasen agua.momentoen el cual se vuelve a

tomarotra muestraseparandopor centrifugacióna 5000rpín 10 mm los restoscelularesy

analizandola cantidadde CAT presenteen las células y en sobrenadantemostrándoselos

datos en la tabla 1, esta preparaciónobtenida tras la segundacentrifugación deja usía

preparaciónde proteínaslista para acometerun proceso de purificación de la proteína de

15 interés.

Como era de esperarla cepasilvestre,en estecaso 11J5461,ío esosínóticamuemite

sensibley no seobservaapariciónde actividadCAT en el sobrenadaííte,a diferenciade las

otrasdos cepasquesi son sensiblesal choqueosmótico y que presentanuíí 60-70% de su

actividad en el sobrenadante.Destacala mayor productividad de la cepa LIIDP 1 en

20 concordanciacon lo publicadoen otrostrabajos(Romanos,M.A., Scorer,CA. andClare,J.J.

1992, Foreign geneexpressionin yeast: a review. Yeast 8:423-488;Wingliield, J.M. aíid

D¡ckinson,J.R. 1993. Increasedactivity of a model heterologousprotein in Saccharomvces

cerevisiae strainswith reducedvacuolarproteinases.Appl. Microbiol. Biotechuol. 39:211-

215). Estosdatos estáíí apoyadosen medidasparalelasde proteííía total presenteen los

25 extractoscelularesy en los sobrenadantessiguiendoel método colorimétricodescritopor

Bradford, M.M. ¡976. A rapid asid sensitive method for the quantitation of Inicrograin

<¡uaíitities of proteil> using the priíiciple of protein-dyebinding. Analyt. Biochemn. 72:248-
254. mnostraídoperfilessimilaresa los de laactividadCAT.
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TABLA 1

AC~íVíDAD CAT (UEJmI)

YEPD4- sorbitol 37’XZ 1120

Cepas Extractocelular Sobrenadante Extractocelular Sobíenadante %CAT §

BiS4ót loo ud. 98 ud. O

LDI 75 ud. 23 50 70

LI-IDPI 220 n.d. 80 130 60

mis].: no detectado
§:%CAT libcradoal sobrenadante

‘rabIa1: Liberaciónde la jrote(na leterólogaCAT porchoqueosmóticodecepass112 . Se
toíuaronmuestrasdeigual densidadcelulary laactividadCAT Fue deternuinadaen:extracto
celular(antesy despuésdel choqueosmótico), sobrenadantede mediodecultivo o deagua
en la <íue seíesuspendieronlas célulasdespuésdel choqueosmótico.
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B) Liberaciónde proteínasporchoqueténnico.Los datosobtenidoscmi

experimentostipo semuestranen la Figura2.

Los experimentosen estamodalidadse han realizadoutilizando un Fermentadorcon

cuba de 101 de volumen de trabajo modelo BIOSTAT E (BrauíO; lo que confiere a los

5 resultadosun valor adicionalya que un fermentadorde estascaracterísticasrepresentauna

escalasuperiora la del matrazy seacercaa la escalade plantapiloto.

Las condiciomiesde cultivo fueron:

-mediode cultivo YEPD

-temperatura:inicial de 24Celevándosela misma a 3TC a la mitad de la fase

10 exponencial,para provocar la lisis y la consiguienteliberaciónde proteínasal medio de

cultivo.

-datostécnicos:

-el inóculo seobteníacultivando las célulasa 24’C en ínedio íníriinio

sin leucinaparaasegurarumx 100%decélulasportadorasdel plásínido.Suvolumenera

de500m1 y correspondiaaun cultivo en faseestacionaria.

-el cultivo erade tipo discontinuo(batclfl.

-la velocidadde agitaciónerade 300rpm,el pl! oscilabaentre4 y 6, el

flujo de entradade aire5 1/mm.

-toma de mnuestras:se realizarontomasperiódicasa 24’ y 37C coii el

fin de seguir la evoluciónde la densidadóptica y la viabilidad del cultivo. Además

paraevaluar la proteínatotal y la actividadenzimáticaCA’F se tomaronuna o dos
ínuestrasantesdel choque térmico y tras este a intervalos más cortós al principio

(3horas)incrementándosehastalas 24-30horasposterioresal cambiode teínperatura.

Con lascondicionesmencionadasanteriormenteel cultivo se manteníaa 24’C hasta

unadensidadópticaentre 1 y 1.5; en esemomentosecambiabala temperaturadel cultivo a

3PC,paraprovocarla lisis de l~s células.Lo anteriory lo expuestoa continuaciónserelicre a
datosmostradosen la figura 2 en susdiferentesapartados.Paraseguirla lisis seevaluaronlos

diferentesparámnetros:

-lisis celular,que lógicamentesignifica la muertecelular, seínedla siguiendo

un método desarrolladoen nuestro laboratorio consistenteen medir el porcentajede

poblacióncelularqueesteñidaporel fluorocromnoyodurode propidiomediantela técnicade

citomnetríade flujo (Fuente, i.M., Alvarez, A., Nombela,C. and Sanchez,M. 1992. Flow

15

20

25

30
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cytoínetric aíialysis of Sacclíaroníycesceret’iside auiolytic mutants and protoplasts. Veast

8:39-45)y queequivaleaun perfil de la viabilidad del cultivo.

-al igual queen el casode liberación de proteínaspor choqueosmótico se

ínedlala actividadenzimáticade CAT y la proteiíia total. Se consideraproteínaliberada al

5 incrementosobreel valor basalínedidoen el cultivo a WC inmediatameíiteaíítesde cambiar

la temperaturaa37~C.

Los resultadosexpuestosen la figura 2 (pág.15) correspondena fermentacionestipo

de las cepasLDI y LHDPL LasgráficasA (LDI) y C (LHDPI) a sendasfermentaciones

10 realizadasa 24’C con el objeto de seguirel perfil dedichascepasa su temperaturapermisiva

y poderestablecerqueen ningún momentoseproduceni lisis (no seobservadisminucióndel

perfil de viabilidad) ni, por tanto, liberaciónde proteínasal medio de cultivo (la actividad

CAT únicamenteesdetectableenel extractocelular,esdeciren el interiorde las células).Se

puededecir que sondos fermentacionesque sirven de control parala comparacióncon las

1 5 fermentacionesrealizadasconchoquetérmicoen las mismascepasquenospermitenevaluar

con másprecisiónel efectodedichochoquetérmico. En las gráficasB (DLI) y D (LHDPI).

correspondientesa fermentacionesconchoquetérmico,seobservanlos siguientesfenómenos

trasel cambiodetemperatura, representadopor un trazoverticalcontinuoen la gráfica:

-enambasseobservaunaacusadapérdidade viabilidad hastanivelesen torno

20 al 20 a 30%decélulasviables,comoresultadode la expresióndel fenotipode la mutaciónen

el genSLI2 a la temperaturade 37’C.

-lasdoscepaspresentanliberaciónde proteínasal medioexternorepresentada

por el incrementoobservadoen las proteínastotales, medidaspor el método Bradfnrd

(Bradford, MM. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of niicrogram

25 quantitiesof protein using the principie of protein-dyebinding. Analyt. Biocliem. 72:248-

254), y en la actividadenzimáticaCAT (Hadfield, C., Cashmore.A.M. andMcacock, P.A.

1986. An efficient chloramphenicol-resistaflcemarker for Saccharomyce.¶.cerevísiae and

Escherichiacoil. Geíie45:149-158).Sin embargola estabilidadde la enzimaCAT demuestra

sersuperioren lacepaLHDPI queen la LDI, debidoprobablementeano estarexpuestaa la

30 acciónde las proteasasvacuolaresPep4y PrbI enel casode la cepaLHDPI.

-al igual que en el caso del choque osmótico la separaciónde los restos

celularesporccítrifugacióndejaunapreparacióncrudade proteínasaptaparaemprenderun

procesode puriFicación.
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REIVINDICACIONES

1.- Procedimientode liberaciónde proteínasheterólogasde cepasde Saccharomyces

cerevisiaeparala obtenciónde proteínasheterólogasy otrosmaterialesintracelulares(como

5 productospaniculadostipo VLP) basadoen el empleode estirpesmutadasen genesque

afectana la integridadcelular lo que da lugar a la liberaciónel contenidointracelularpor

expresiónde la correspondientemutación.

2.- Procedimientode liberaciónde proteínasheterólogasde cepasde Saccharomyces

lo cerevisiaesegúnla reivindicaciónnúmero 1 basadoen la sensibilidadosmóticaqueconfieren

a lascélulasmutacionescomolas que afectanal gen SLT2 generalmentea temperaturasno

permisivascomola de 3TC.

3.- Procedimientode liberaciónde proteínasheterólogasde cepasde Saccharomyces

15 cerevisiaesegúnla reivindicaciónnúmeros 1 y 2 para la obtenciónde preparacionesde

proteínasheterólogasy productospaniculadosintracelularesrealizadopor cualquiertécnica

que, produciendola expresiónde la mutación correspondiente,conduzcaa la pérdidade

integridadcelularpor la sensibilidadosmóticade las células.

20 4.- Procedimientode liberaciónde proteínasheterólogasde cepasde Saccharomyces

cerevisiaeen las quela expresiónde lasmutacionessegúnla reivindicaciónnúmero3 puede

provocarseen lascélulascapacesde expresarproteínasheterólogaso productosintracelulares

paniculados(esdecir transformadascon el gen o genescorrespondientes)mediantechoque

térmico de cultivos, esdecir elevaciónde la temperaturahastanivelesno permisivosen

25 medios no protegidos osmóticaniente,o por choque osmótico de células incubadasa

temperaturano permisivaen medioosmoticamenteprotegido.

5.- Procedimiento para la obtención de proteínas heterólogas intracelulares y

productospaniculadosde otrasespeciesde levaduradiferentesde Saccharomycescerevisiae

30 en mutantesautolíticos, afectadosen genes homólogosdel gen SLT2 o en otros cuya

mutacióndeterminepérdidade la integridadcelular,usandoun choqueosmóticoo un choque

térmico.
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