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Resumen

La levadura metilotréfica Pichia pastoris es ampliamente usada como un sistema eucariota para expresar
proteinas recombinantes. Mas de 500 proteinas recombinantes fueron expresas por P. pastoris con niveles de
expresion que alcanzan hasta el 80% de proteinas totales secretadas y hasta 30% de proteinas totales de la
célula. Existen tres fenotipos de P. pastoris clasificados de acuerdo con su capacidad de metabolizar metanol,
el fenotipo MutS crece lentamente en medios con metanol por lo que generalmente se usan bajas
concentraciones de metanol y tiempo de induccion prolongados. Por esta razon, el control de las condiciones
de cultura como la concentracién del inductor y el tiempo de induccion son factores importantes tanto para el
crecimiento de la levadura como para produccién de la proteina ya que este sistema es controlado por el
promotor AOX inducido con metanol. Por otro lado, L-asparaginase (EC. 3.5.1.1) es un importante biofarmaco
usado en el tratamiento de leucemia linfoblastica aguda (ALL), la enzima comUnmente utilizada en la
terapéutica es procedente de bacterias, estas han demostrado buena actividad, pero causan muchas
reacciones inmunoldgicas severas en los pacientes tratados. La busqueda de L-asparaginasa procedente y
expresada en organismos eucariotas se abre como una posibilidad para reducir las reacciones adversas. En
este estudio fueron evaluados el tiempo de induccién (24 - 120 horas) y la concentracion de inductor (0.25,
0.5 y 1.0%). Los datos mostraron que la condicion de mayor expresion de L-asparaginasa Il de
Saccharomyces cerevisiae después de 48 horas de induccién con 1,0% de metanol (~ 25 U.g-1). Finalmente
se recomienda evaluar dicha produccion en biorreactor donde se lleve un control adecuado de otras variables
importantes como el pH del cultivo y la concentracién de oxigeno en el medio.
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Abstract

The methylotrophic yeast Pichia pastoris is widely used as a eukaryotic system for expressing recombinant
proteins. Over 500 recombinant proteins were expressed in P. pastoris with expression levels reaching up to
80% of total secreted proteins and up to 30% total cell proteins. There are three phenotypes of P. pastoris
classified according to their ability to metabolize methanol, phenotype MutS grows slowly on media containing
methanol at generally low concentrations of methanol and longer induction time are used. Therefore, the
control of culture conditions such as concentration of the inducer and the induction time are important factors
for both yeast growth and for production of the protein since this system is controlled by the AOX promoter
induced with methanol. Furthermore, L-asparaginase (EC. 3.5.1.1) is an important biopharmaceutical used to
treat acute lymphoblastic leukemia (ALL), the enzyme commonly used in the therapy is from bacteria, these
have shown good activity but cause many severe immune reactions in patients. The search for L-
asparaginase derived and expressed in eukaryotic organisms opens a possibility to reduce adverse reactions.
In this study they were evaluated the induction time (24-120 hours) and inducer concentration (0.25, 0.5 and
1.0% v/v). The data showed that the condition of increased expression of L-asparaginase Il from
Saccharomyces cerevisiae after 48 hours’ induction with 1.0% methanol (~ 25 U.g-1). Finally, it is
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recommended to evaluate this production in bioreactor where adequate control of other important variables
such as pH of the culture and the concentration of oxygen in the medium is carried.

Keywords: Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, L-asparaginase, Metanol.

1. Introduccién

Asparaginasa (EC.3.5.1.1) cataliza la
desaminacion de la asparagina en aspartato y
amonio, ademas es un importante agente
quimioterapeutico para el manejo de leucemia
linfoblastica aguda (LLA) y otras enfermedades
hematopoyéticas como linfomas noHodgkin [1,2].
La actividad antineoplasica fue observada
inicialmente en cobayos como el resultado del
hidrolisis de las reservas circulantes de L-
asparagina, inhibicién de la sintesis de proteinas y
apoptosis en células leucémicas susceptibles [1].
Los microrganismos son una fuente eficiente y
barata de la enzima [3]. La enzima es producida en
gran escala por Escherichia coli y Erwinia
chrysanthemi [4], ha demostrado buen potencial en
el control de la enfermedad, pero reacciones
adversas han sido reportadas en los pacientes
tratados [5-7]

Los microrganismos eucariotas como levaduras y
hongos filamentosos tienen potencial para producir
L-asparaginasa [8, 9]. La levadura Saccharmyces
cerevisiae presenta dos tipos de L-asparaginasa
con diferente  localizacion, intracelular y
periplasmética, estas han sido denominadas como
L-asparaginasa | y Il respectivamente [10]. Aunque
las caracteristicas de estabilidad y pH optimo que
presenta Lasparaginasa Il la presentan como una
alternativa de agente antitumoral, la baja cantidad
de enzima producida en S. cerevisiae [4] sugieren
el uso de un sistema eucariotico de expresion para
superar estas desventajas.

La levadura metilotrofica Pichia pastoris es
distinguida por su alta produccion de biomasa y su
potencial para producir grandes cantidades de
proteinas recombinantes tanto de organismos
procariotas y eucariotas [11]. Un ndmero
importante de proteinas han sido exitosamente
producidas usando P. pastoris, este hecho muestra
la relevancia de este sistema de expresion [12, 13].
La induccion de la expresion es controlada por el
promotor AOX inducible con metanol [14]. El
alcohol oxidasa (AOX) es la primera enzima en el
metabolismo de metanol y el genoma de P.
pastoris contiene dos genes de la enzima
funcional: 1) AOX1 responsable por 85% de la
actividad de alcohol oxidasa y 2) AOX2,
responsable del 15% restante [15]. Existen tres
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fenotipos de P. pastoris definidos por la utilizacion
del metanol: a) Metanol Plus (Mut+) tiene intactos
los genes AOX1 y AOX2; b) Metanol Slow (Muts)
tiene ausencia del gen AOX1 por lo que crece muy
lentamente y una baja utilizacibn de metanol es
observada y c) Metanol Minus (Mut-) no crecen en
metanol porque ambos genes estan ausentes
[16,17].

Es por esto ultimo que una de las variables que
presentan influencia directa en el rendimiento de
expresion son la concentracién del agente inductor
(metanol) y el tiempo de induccién del cultivo. Por
lo tanto, el objetivo de nuestro trabajo fue
determinar las mejores condiciones en las que el
metanol permite obtener la maxima produccién de
Lasparaginasa de S. cerevisiae.

2. Materiales y métodos

2.1. Curva de crecimiento del pre-in6culo de P.
pastoris

El pre-in6culo de P. pastoris fue llevado a cabo em
frascos Erlenmeyer con deflectores de 250 mL
conteniendo 50 mL de medio BMGY (Buffered
Medium Glycerol — Yeast Extract) pH 6.0 con 10
g.L1 de glicerol usado como fuente de carbono. El
preinéculo fue iniciado a partir de 1mL de
suspension de células conservadas a -80°C. La
densidad célular fue calculada por espectrometria
a 600 nm durante 36 horas. Los ensayos fueron
realizados en tres repeticiones.

2.2. Cultivo de P. pastoris y expresién de
L-asparaginasa.

La enzima fue expresada siguiendo el protocolo del
Invitrogen Manual [18], el medio de expresion
BMMY (Buffered Medium Methanol - Yeast Extract)
pH 6.0 fue inoculado con 1 g.L-1 de células de P.
pastoris.

Los experimentos fueron llevados a cabo en
frascos Erlenmeyer con deflectores de 250 mL
conteniendo 50 mL de medio BMMY, los frascos
fueron cultivados a 20°C y 250 rpm en shaker New
Brunswick Scientific®. Diferentes concentraciones
de metanol (0.25, 0.5 y 1.0%) y en diferentes
tiempos de induccion (24 — 120 horas) fueron
estudiadas y las cantidades de biomasa seca
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producida (g.L-1) y la actividad periplasmatica
(U.g-1) fueron medidas en todos los puntos. Todos
los ensayos fueron realizados tres veces.

actividad  L-

2.3 Cuantificacion de la

asparaginasa

La actividad L-asparaginasa fue medida en la
propia suspension celular en 100mM de tampon
Tris-HClI pH 7.0 por el método basado en la
hidroxilaminolisis de asparagina (conversion de
asparagina e hidroxilamina en aspartohidroxamato
y amonio). La reaccion fue medida por incubacion
de la suspensién con asparagina e hidroxilamina a
37°C en agitacion durante 30 minutos. La
formacion de aspartohidroxamato fue cuantificada
por reaccion con cloruro férrico y leida en
espectrofotdbmetro a 500 nm.

3. Resultados y discusion

La construccién de la curva de crecimiento es
importante para determinar el intervalo de tiempo
donde es alcanzada la fase exponencial de
crecimiento. La velocidad de sintesis de proteinas
disminuye cuando la velocidad de crecimiento es
menor debido a la disminucion de la eficiencia
ribosomal [19]. Ademés, para las levaduras el
control de la sintesis de proteinas es dependiente
de los controles del ciclo celular, en la fase
exponencial la sintesis de proteinas se incrementa
exponencialmente; una vez que la célula entra en
la fase estacionaria la sintesis de proteinas
disminuye mas del 90% [20]. En la Fig. 1 se
muestra que la fase exponencial, fase de mayor
velocidad de crecimiento, es alcanzada entre las
12 y 20 horas de cultivo.

P. pastoris tiene la capacidad de utilizar el metanol
tanto como fuente de carbono, obteniendo energia
del metabolismo, como inductor de la expresion de
las proteinas heter6logas [21]. Sin embargo, en
algunos casos bajas concentraciones de metanol
consiguieron inducir mejor la expresién de
proteinas heterdlogas [22]. Por lo tanto, paralela a
la produccién de la proteina recombinante, se
producira un incremento de la biomasa presente en
el cultivo. En la Fig. 2 observamos que la mayor
produccion de biomasa fue alcanzada cuando el
cultivo fue inducido con 1% de metanol, menores
cantidades de biomasa fueron obtenidos con 0.25
y 0.5% de metanol. Este hecho es debido a la
relacion directa que guarda la cantidad de biomasa
producida con la cantidad de la fuente de carbono
presente en el medio. También observamos que
después de las 96 horas de induccion, la
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produccion de biomasa se reduce porque el cultivo
esta cerca de alcanzar la fase estacionaria de
crecimiento.
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Figura 1. Curva de crecimiento del pre-in6culo de
P. pastoris cultivada a 30°C, 250 rpm en medio
BMGY (pH 6.0).
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Figura 2. Curva de produccién de biomasa en
diferentes concentraciones de metanol.

Por su parte, la expresibn de L-asparaginasa
también fue mayor cuando hubo mayores
concentraciones de metanol en el medio. En la Fig.
3 observamos que la actividad periplasmatica es

mayor a 1.0% de metanol, y curva de produccion
guarda estrecha relacibn con la curva de
produccion de biomasa, adicionalmente fue
observado un retraso en la produccién de L-
asparaginasa después de las 48 horas de
induccion.

Actividad (U.gY)

120

o] 24 a8 72 96

Tiempo (Horas)

+ Met 0.25% B Met 0.5% A Met 1.0%




Revista ECIPeru

Figura 3. Curva de produccion de L-asparaginasa
en diferentes concentraciones de metanol.

La produccion de L-asparaginasa en las tres
concentraciones de metanol después de 48 horas
de induccién fue comparada. La Fig. 4 muestra que
la cantidad de enzima obtenida a 1% de metanol
fue aproximadamente 6 y 2.5 veces mayor que la
cantidad de enzima obtenida con 0.25 y 0.5% de
metanol respectivamente.
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Figure 4. Comparacion de la actividad de
Lasparaginasa producida en las diferentes
concentraciones de metanol después de 48 horas
de induccion.

Para finalizar es necesario mencionar que la
produccion puede ser mejorada aun mas a partir
de uso de biorreactor donde se lleve un adecuando
de otras variables importantes como el control del
pH durante todo el tiempo de cultivo y la cantidad
de oxigeno presente en el medio de cultivo que es
un sustrato importante en el metabolismo del
metanol.

4. Conclusiones

La concentracién de metanol en el rango 0.25 -1%
usado en la induccién guarda relacion directa con
las cantidades de biomasa y L-asparaginasa
producidas. La mejor condicion para produccion de
L-asparaginasa Il de S. cerevisiae usando P.
pastoris fue de 48 horas de induccién con 1% de
metanol.
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