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Resumen
Expresiéon heter6loga de péptidos antiangiogénicos en Pichia pastoris

La vasostatina (Vs30) y la vasoinhibina (Vi-11-14.1) son péptidos inhibidores de la
angiogénesis que son derivados de la region N-terminal de la calreticulina y la
prolactina humana, respectivamente. Anteriormente, Vs30, Vi-ll-14.1 y VS VI
habian sido producidos en E. coli, ho obstante, la produccién de péptidos
terapéuticos en bacterias generalmente requiere de pasos que pueden ser
evitados empleando el sistema de Pichia pastoris, como: 1) la extraccion de la
proteina por lisis células, 2) el procesamiento de cuerpos de inclusion y 3) el
analisis de controles adicionales para endotoxinas, las cuales pueden modular la
proliferacion de células endoteliales. Por lo tanto, en este trabajo de investigacion
se utilizé a Pichia pastoris como sistema de expresion para producir los péptidos
Vs30, Vi-ll-14.1 y VS_VI. Ademas, se propuso obtener la proteina de fusion
OSIRIS, la cual consta de la vasostatina, una region de reconocimiento de
proteasas MMP-2 y MMP-9, un enlazador GGPGG y la vasoinhibina. OSIRIS tiene
como estrategia principal el aprovechar los ambientes tumorales con alta actividad
proteolitica con el fin de activar de manera localizada péptidos inhibidores de la
angiogénesis. Se desarroll6 una bateria de vectores de expresion que incluian
promotores inducibles o constitutivos, con una copia o multiples copias del casete
de expresion. Posteriormente, se obtuvieron cepas de Pichia pastoris productoras
y secretoras de las proteinas Vs30, Vi-1I-14.1, VS_VI y OSIRIS. La estrategia para
aumentar la produccion de Vs30 consistio en utilizar cepas de Pichia pastoris con
integraciones multiples del vector de expresion constitutiva. De esta manera, se
alcanzé una cantidad equiparable de 21.07+0.9 mg/L de Vs30 en cultivos en
matraz y en biorreactor utilizando una cepa con 4 integraciones del vector de
expresion. Vs30 fue purificada por ultrafiltracion y se recuperaron 10.4 mg/L con
un 98% de pureza. Por otra parte, se realizo la expresion inducible de Vi-11-14.1 en
Pichia pastoris, en la cual se alcanzé una produccién de 68.5 mg/L. En cuanto a la
expresion constitutiva, se obtuvo la cepa p-GS115-Vi la cual secreté 126.8 mg/L
de Vi-ll-14.1 a las 24 h de cultivo a pH 7. Vi-ll-14.1 fue purificada mediante
cromatografia de afinidad obteniendo una pureza superior al 90% con una
recuperacion de 2 mg/L. En conclusion, Pichia pastoris es capaz de producir y
secretar los péptidos Vs30, Vi-lI-14.1, VS_VI y la proteina de fusion OSIRIS. Este
trabajo de tesis presenta estrategias moleculares con las que se aumentd la
produccion de los péptidos antiangiogénicos como la construccion de vectores
multicopia, el uso de distintos promotores y un método novedoso para la obtencion
de cepas de Pichia pastoris hiperresistentes a G418.

PALABRAS CLAVE. Angiogénesis, proteina de fusion, vasostatina, vasoinhibina,
vector multicopia, cepa hiperresistente.
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Abstract

Heterologous expression of antiangiogenic peptides in Pichia pastoris

Vasostatin  (Vs30) and vasoinhibin (Vi-ll-14.1) are peptides that inhibit
angiogenesis and are derived from the N-terminal region of human calreticulina
and prolactin, respectively. Previously, Vs30, Vi-lI-14.1 and VS_VI were expressed
in E. coli, however, the production of therapeutic peptides in bacteria usually
requires steps that can be avoided by using Pichia pastoris, such as: 1) protein
extraction by cell lysis, 2) processing of inclusion bodies and 3) analysis of
additional controls for endotoxins, which can modulate the proliferation of
endothelial cells. Therefore, the aim of this thesis was to express Vs30, Vi-lI-14.1
and VS_VI in methylotrophic yeast Pichia pastoris. Furthermore, the OSIRIS fusion
protein was proposed, which consists of the vasostatin, a region susceptible to
MMP-2 and MMP-9 proteases, a GGPGG linker, and the vasoinhibin. The OSIRIS
fusion aims to take advantage of tumor environments with high proteolytic activity
in order to locally release peptides that inhibit angiogenesis. A battery of
expression vectors was created with the genes of interest including vectors with
inducible or constitutive promoters, and with one copy or multiple copies of the
expression cassette. Subsequently, producing and secreting strains of the proteins
Vs30, Vi-l-14.1, VS_VI and OSIRIS were obtained. The strategy to increase the
production of Vs30 comprised of employing protease deficient strains of Pichia
pastoris with multiple integrations of the constitutive expression vector. In this way,
a comparable amount of Vs30 (21.07 + 0.9 mg/L) was reached in flasks as well in
bioreactor cultures by a strain with 4 integrations of the expression vector. Vs30
was purified by ultrafiltration, whereby 10.4 mg/L was recovered with 98% purity.
On the other hand, the inducible expression of Vi-11-14.1 was performed in Pichia
pastoris, in which 68.5 mg/L of Vi-ll-14.1 was produced. About the constitutive
expression, 126.8 mg/L of Vi-1l-14.1 was secreted at 24 hours of culture at pH 7 by
the p-GS115 strain. Vi-11-14.1 was purified by affinity chromatography with purity
above of 90% and a recovery of 2 mg/L. In conclusion, Pichia pastoris is capable of
producing and secreting Vs30, Vi-lI-14.1, VS VI, and the OSIRIS fusion protein.
This thesis offers the reader a compilation of molecular strategies with which the
production of the peptides was increased, such as construction of multicopy
vectors, employment of diverse promoters, and a novel method for obtaining G418-
hyperresistant strains of Pichia pastoris.

KEYWORDS. Angiogenesis, fusion protein, vasostatin, vasoinhibin, multi-copy
vector, hyper-resistant strain.
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Introduccioén

1. Angiogénesis

Los vasos sanguineos pueden ser sintetizados de novo (vasculogénesis) o a partir de
la vasculatura preexistente (angiogénesis). La tunica intima de los vasos sanguineos
esta constituida por una monocapa de células endoteliales (ECs) las cuales proliferan,
remodelan la matriz extracelular y forman estructuras tubulares durante la angiogénesis
[1]. Bajo condiciones fisioldgicas, la angiogénesis es un proceso controlado que
unicamente tiene lugar durante la cicatrizacion de heridas, el crecimiento esquelético, el
ciclo menstrual y el embarazo [2]. Por otra parte, la angiogénesis se presenta de forma
no controlada en numerosas enfermedades, entre ellas se encuentra el cancer, la
retinopatia diabética y la artritis reumatoide [3].

1.1 Cascada de eventos de la angiogénesis
La angiogénesis ramificante es un proceso que pueden ser dividido en tres etapas
(Figura 1): 1) activacion, 2) invasion y 3) maduracion.

roduccion de Estimulacién
factores de
-Célula apical »A—ctlvaCIon
-Proliferacion
_ Invasidn
-Secrecién de
proteasas ol
-Tubulogénesis |
_Maduracion

-Anclaje de pericitos _

Figura 1. Cascada de eventos del proceso de la angiogénesis



En la etapa de activacion, se da la estimulacion de ECs mediante la union de factores
de crecimiento a sus receptores de membrana [4]. El factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF por sus siglas en inglés) y su receptor (VEGFR) tienen un papel
protagonico en la estimulacién de la angiogénesis [5—7], no obstante, existen otros
factores pro-angiogénicos como el factor de crecimiento del fibroblasto (FGF), el factor
de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), factor de crecimiento transformante
(TGF-beta), entre otros [8, 9].

La estimulacion de ECs desencadena los siguientes eventos: a) diferenciacion de una
célula endotelial apical que va a guiar el crecimiento de la nueva ramificacion
sanguinea [10], b) degradacion de la membrana basal por metaloproteinasas de matriz
(MMPs) producidas por ECs [11], c) desprendimiento de pericitos de la membrana
basal [12] y d) proliferacién de ECs [13].

La remodelacion de la matriz extracelular permite la extensién y migracién del vaso
sanguineo hacia el foco de estimulacion. En este sentido, las ECs producen MMP2,
MMP9 y matriz metaloproteinasa asociada a membrana de tipo 1 (MT1-MMP) para
proteolizar los componentes de la matriz extracelular y para promover la liberacion de
factores de crecimiento adheridos a heparan sulfato proteoglicanos [14]. La migracion
de las células endoteliales es un evento complejo, en el cual las integrinas son el
enlace entre los componentes de la matriz extracelular y los filamentos de actina
intracelulares de las ECs [15]. Las integrinas que estan implicadas en la angiogénesis
son las siguientes: 1) avB3 de unidn a vitronectina, fibronectina, fibrindégeno, factor von
Willebrand y formas proteolizadas de colageno y laminina; 2) a4B1 y a5B1 de union a
fibrinectina; 3) alBl y a2pf1l de unidn a colageno y 4) a3B1, a6B1 y a6p4 de unién a
laminina [16], [17].

En la fase de maduracion vascular ocurre la anastomosis, evento donde ocurre la
fusion entre vasos sanguineos provenientes de distintas ramificaciones. Por otra parte,
las ECs producen el factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF) que
promueve el anclaje de pericitos a la estructura tubular naciente. En este contexto, las
ECs producen el inhibidor tisular de metaloproteinasas 2 y los pericitos producen
TIMP3 (Inhibidor tisular de la metaloproteinasa-3). En consecuencia, el fenotipo
proteolitico de las ECs se cancela y se restablece la quiescencia del vaso sanguineo
[18, 19].

1.2 Angiogénesis fisioldgica

La angiogénesis es un proceso fundamental en la implantacion del embridon durante la
fase de establecimiento. El sistema cardiovascular es el primer érgano funcional en el
desarrollo del embrion [20]. En este sentido, el plexo vascular primitivo es formado
inicialmente por vasculogénesis y posteriormente es expandido mediante angiogénesis
[21]. Durante el embarazo, el factor de crecimiento placentario (PLGF), el bFGF y
VEFG-A son expresados en el endometrio, la decidua y la placenta humana [22]. Por
otra parte, la angiogénesis participa en la osificaciéon endocondral durante el desarrollo



del sistema esquelético fetal. En este proceso, los vasos sanguineos invaden el
cartilago que finalmente sera sustituido por hueso [23].

En la adultez, la angiogénesis fisioldégica unicamente tiene lugar en el ciclo menstrual y
la curacion de heridas. En la menstruacion, la angiogénesis participa en el crecimiento
y regresion del endometrio, el crecimiento folicular y el desarrollo de corpus luteum. En
este contexto, la angiogénesis es estimulada por factores de crecimiento producidos en
los siguientes eventos: 1) las células estromales uterinas producen VEFG-A a
consecuencia de la accion hormonal del estradiol y la progesterona, 2) los neutrofilos
infiltrados en el endometrio producen VEFG-A y 3) el corpus luteum produce VEFG-A
posterior a la ovulacion [24, 25].

En la curacion de heridas, las plaquetas producen VEGF-A durante la fase de
coagulacion. Este evento desencadena la vasodilatacion y en consecuencia, la
extravasacion de la fibronectina dentro del espacio extracelular para formar un coagulo
sanguineo de fibrina. Posteriormente, el tejido granular sustituye al coagulo inicial y se
encarga de la remodelacion tisular. El tejido granular estd compuesto por fibroblastos,
colageno y vasos sanguineos producidos por angiogénesis. En la curacion de heridas,
al menos 10 estimuladores de la angiogénesis (IL-1, TNF-alpha, EGF, TGF-beta, HGF,
FGF-2, PDGF, CTGF, IGF, VEGF, entre otros) son producidos por keratinocitos,
fibroblastos, fibrocitos, células endoteliales y células inflamatorias [26—28].

1.3 Angiogénesis patoldgica

La angiogénesis patologica ocurre de forma deficiente o excesiva en numerosos
desodrdenes. En enfermedades isquémicas, la angiogénesis es defectuosa debido a la
regresion de vasos sanguineos, a la disfuncidon de las células endoteliales 0 a una
revascularizacion deficiente [29, 30]. Por otra parte, en enfermedades como el cancer o
la artritis reumatoide, la estimulacion persistente de la angiogénesis desencadena la
sobreproduccién de vasos sanguineos, lo cuales presentan anormalidades
estructurales y pérdida de pericitos [31-33].

Un aspecto bien establecido en la biologia del cancer es la dependencia de la
angiogénesis en el desarrollo tumoral, ya que los vasos sanguineos son necesarios
para la remocion de desechos metabdlicos y para el suministro de oxigeno, nutrientes,
hormonas y factores de coagulacion. La angiogénesis es constantemente estimulada
por factores de crecimiento producidos en exceso dentro del microambiente tumoral
(TME) que esta formado por células tumorales, fibroblastos, macrofagos, linfocitos T y
demas ceélulas inflamatorias. Ademas, el TME genera un ambiente proteolitico que
degrada la matriz extracelular y, posteriormente, permite el crecimiento del tumor, el
ingreso de células tumorales a los vasos sanguineos y la invasién a otras partes del
organismo [34-37].

2. Terapia antiangiogénica
La investigacion y el desarrollo de compuestos moduladores de la angiogénesis se han
dirigido principalmente hacia el tratamiento del cancer, ya que es una de las



enfermedades con mayor importancia biomédica [33, 38]. Sin embargo, también se han
desarrollado compuestos para el tratamiento de la artritis reumatoide y para
desoérdenes oculares degenerativos [39, 40]. La propuesta de la terapia antiangiogénica
para el tratamiento del cancer, se establece con base en la observacion de que los
tumores necesitan de vasos sanguineos para crecer mas alla de 2 mm3. En este
sentido, se espera que al inhibir la angiogénesis se restrinja el tamafio de los tumores
guedandose en un estado de dormancia y provocando que el cancer sea una
enfermedad cronica y asintomatica. En las ultimas décadas de investigacion clinica se
ha actualizado el concepto de la terapia antiangiogénica, en la que no solo se busca la
regresion de vasos sanguineos sino la normalizacion vascular en el TME. Esto debido
a que la hipoxia provoca en ciertos tumores mayor agresividad y un fenotipo
metastasico [41, 42].

2.1 Inhibidores de la via de sefializacion VEGF

La via de sefalizacion VEGF es el blanco principal de la terapia antiangiogénica debido
a su importancia en la estimulacion y migracion de células endoteliales. En este
sentido, se han desarrollado: 1) anticuerpos contra el VEGF y sus receptores, 2)
receptores solubles para el secuestro de VEGF, 3) moléculas de union a receptores de
VEGF, 4) bloqueadores de la auto-fosforilacion de los receptores de VEGF y 5)
compuestos que interactian con el ARN mensajero del VEGF y bloquean la traduccién
[43], [44].

Algunos tumores tienen la capacidad de presentar resistencia hacia los inhibidores de
la via de sefializacibn VEGF debido a que en el TME se producen factores de
crecimiento alternos como el bFGF (Factor de crecimiento del fibroblasto basico) o el
PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas) [33, 45]. Por lo que otra estrategia
para el tratamiento del céncer es realizar combinaciones de la quimioterapia
convencional con inhibidores de la angiogénesis [46, 47]. También con la idea de
evadir la resistencia de los tumores, se busca el desarrollo de compuestos terapéuticos
capaces de inhibir multiples eventos de la cascada de la angiogénesis.

2.2 Inhibidores endégenos de la angiogénesis

Los compuestos terapéuticos inhibidores de la angiogénesis pueden ser de naturaleza
proteinica, fitoquimicos o moléculas sintéticas pequefias. Los inhibidores exdgenos
generalmente tienen un blanco terapéutico Unico que es la via de sefializacion VEGF.
Por otra parte, los inhibidores enddgenos tienen mdltiples blancos en el proceso
angiogeénico [48].

Los inhibidores enddgenos de la angiogénesis son proteinas o fragmentos peptidicos
producidos dentro del organismo. Algunos ejemplos de inhibidores enddgenos son el
factor derivado del epitelio pigmentario, trombospondinas 1 y 2, el factor plaquetario 4,
interleucina 12 y el interferon 2 alfa. Otros inhibidores enddgenos son fragmentos
peptidicos derivados principalmente de proteinas de la matriz extracelular (Ej.
endostatina derivada del coladgeno) y de componentes de la coagulacién (Ej.
angiostatina derivada del plasminogeno) [49,50].
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Los péptidos inhibidores de la angiogénesis que son de interés en el presente trabajo
de investigaciébn son la vasostatina y la vasoinhibina, los cuales son fragmentos
derivados de la region N-terminal de la calreticulina y de la prolactina humana,
respectivamente. Ambos péptidos antiangiogénicos tienen la capacidad de inhibir la
angiogénesis in vitro e in vivo y tienen actividad antitumoral en modelos animales. Sin
embargo, aun no se conoce el mecanismo de accion por el que Vs30 y Vi-11-14.1 tienen
la capacidad de inhibir la angiogénesis.

2.2.1 Vasostatina

La vasostina (Figura 2) proviene de la regién N-terminal que contiene los amino&cidos
de 1 al 180 de la calreticulina humana (CALR). Sin embargo, también se le ha
nombrado vasostina a un fragmento derivado de la cromagranina A [51]. En este
proyecto se trabajé con la vasostina derivada de CALR de 46 kDa localizada
principalmente en el reticulo endoplasmatico donde tiene actividad de chaperona. No
obstante, la CALR también esta implicada en la regulacion intracelular de calcio [52].

La vasostatina fue inicialmente aislada de sobrenadantes de la linea celular VDS-O
inmortalizada con el virus de Epstein-Barr. Este descubrimiento se logré con base en la
observacion de que la linea VDS-O inhibia la angiogénesis y podia promover la
regresion experimental de linfoma de Burkitt, carcinoma de colon y otros tumores
humanos en ratones atimicos. Consecuentemente, se determiné que la vasostatina
inhibe la proliferacion de células endoteliales in vitro, inhibe la angiogénesis in vivo y
reduce el tamafio de tumores experimentales [53]. Posteriormente, se observo que la
actividad antiangiogénica residia en el dominio compuesto por los aminoacidos 120-
180 de la CALR [54].

A la fecha no se conoce el mecanismo de accion por el cual la vasostatina inhibe la
angiogénesis. Sin embargo, se ha observado mediante experimentos in vitro que la
vasostatina impide la adhesion de las células endoteliales a la laminina, por lo tanto, se
propone que este evento provoque la inhibicion de la proliferacion y la migracion de las
células endoteliales [55]. Por otra parte, la vasostatina inhibe la tubulogénesis in vitro
de células endoteliales del cordon umbilical (HUVECS) [56]. La vasostatina no inhibe el
proceso de curacion de heridas a concentraciones utilizadas en el tratamiento de
tumores en ratones atimicos [57]. Ademas, se observé que la vasostatina tiene
actividad antiinflamatoria en ratones y disminuye los niveles de angiopoyetina 2 [58].

La vasostatina se ha producido en E. coli de manera intacta y en versiones que facilitan
su purificacion como: a) la version fusionada con 6 histidinas en la regiéon C-terminal
[59], b) la version fusionada con el péptido derivado de la proteina de union a maltosa
en la region N-terminal [54] y c) la version fusionada con la GST (Glutation S-
transferasa) en la regién N-terminal [60]. De este modo, se observé que todas las
versiones recombinantes retienen la actividad antiangiogénica in vitro e in vivo. La
vasostatina se ha unido con metodologia de ADN recombinante con otros péptidos
antiangiogénicos generando las siguientes proteinas de fusién: 1) la fusion PFV
compuesta por el fragmento C-13 del factor plaquetario 4 y la vasostatina (aminoacidos
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135-164) [61], II) la fusidbn ALV compuesta por el fragmento ATF de la urokinasa y la
vasostatina (aminoacidos 120-180) [62], Ill) la fusidbn VS_VI compuesta por la
vasostatina (aminoacidos 135-164) y la vasoinhibina [59], y IV) la fusion VTF
compuesta por la vasostatina (aminoacidos 120-180) y la tumstatina [63].

El fragmento activo de la vasostatina (Vs30) es un péptido compuesto por 30
aminoacidos (135-164) [61]. En nuestro grupo de trabajo, se produjo Vs30-6His (Vs30
fusionada con 6 histidinas) en E. coli BL21-SI cotransformada con un vector de
expresion basado en el promotor T7. La Vs30-6His purificada inhibié in vitro la
proliferacion de células endoteliales coronarias de ratén (CEC) [59]. En este trabajo de
tesis, se expreso constitutivamente la Vs30-6His en una cepa deficiente de proteasas
de Pichia pastoris. La estrategia de expresidn consisti6 en la optimizacion de la
secuencia de ADN de vs30 de acuerdo con el uso preferencial de codones en Pichia
pastoris, asi como de la multimerizacion del casete de expresion. La Vs30-6His
producida en Pichia pastoris inhibio in vitro la proliferacion y la formacién de estructuras
tubulares de las células endoteliales EA.hy926 [64].

1 CALRETICULINA HUMANA (NP_004334.1) 400

1 VASOSTATINA 180

Figura 2. Representacion grafica de la vasostatina
En la figura se ofrecen las coordenadas de la vasostatina y Vs30, ademas la clave
alfanumérica de acceso a la secuencia de aminoacidos de la calreticulina humana.

2.2.2 Vasoinhibina

Las vasoinhibinas (VIs) son fragmentos derivados de la prolactina (PRL), la hormona
de crecimiento y el lactégeno placentario [65]. Vi-1l-14.1 es la vasoinhibina de estudio
en el presente trabajo y proviene de la region N-terminal de la prolactina humana
(hPRL), que es una hormona proteinica de 23 kDa producida principalmente por células
lactotropas en la glandula pituitaria anterior. La hPRL tiene numerosas funciones que
pueden clasificarse en distintas areas como: la reproduccion, el metabolismo, la
regulacion del sistema inmune, la osmoregulacion y el comportamiento [66, 67].

Las VIs son heterogéneas en términos de longitud de aminoacidos y se encuentran en
un rango de 80 (11 kDa) a 159 aminoacidos (18 kDa) [68]. Sin embargo, las Vis de 14-
18 kDa han sido extensamente estudiadas como péptidos antiangiogénicos
recombinantes. La VI de 16 KDa fue la version estudiada inicialmente, la cual fue
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producida in vitro mediante la protedlisis de la PRL de 23 kDa de rata [69]. En este
estudio seminal, se observé que la VI inhibia in vitro la proliferacion basal o estimulada
por bFGF de células endoteliales capilares de bovino (BBE). Posteriormente, se realizd
la produccion recombinante de la VI humana de 16 kDa en E. coli. La VI humana
inhibié in vitro la proliferacion de células endoteliales BBE y HUVEC, inhibié la
formacion de estructuras capilares en geles de colageno e inhibié la angiogénesis en
membrana corioalantoidea de embrion de pollo [70]. Posteriormente, se observé una
actividad opuesta en la modulacion de la angiogénesis entre la VI de 16 kDa y la PRL
intacta [71].

La VI esta implicada en el arresto del ciclo celular de células endoteliales de aorta de
bovino. Esto puede deberse a que la VI reduce los niveles de las ciclinas B1 y D1. Por
otra parte, induce la expresion de p21 (cipl) y p27 (kipl) que son reguladores
negativos del ciclo celular [72]. La VI induce la muerte celular programada de células
endoteliales de bovino mediante la activacion de caspasas, la regulacion de los
miembros de la familia Blc-2 y la degradacion del inhibidor kB-a [73]. Ademas, la VI
inhibe la activacion de la quinasa regulada por sefal extracelular (ERK1/2) inducida por
bFGF y VEGF [74], [75]. La VI promueve la lisis de coagulos en ratones al inhibir la
actividad antifibrinolitica del activador del inhibidor de plasminégeno -1 (PAI-1) [76].

Vi-1I-14.1 es la VI que contiene los primeros 123 aminoacidos de la PRL (Figura 3) y es
producida fisiologicamente por la accién proteolitica de MMPs y catepsina D [77, 78].
La Vi-lI-14.1 recombinante y bioactiva se ha producido en E. coli y en células Sf9 de
manera intacta y fusionada con 6 histidinas en la region C-terminal [79]. En nuestro
grupo de trabajo se produjo la Vi-lI-14.1-6His en E. coli y fue purificada mediante
cromatografia de afinidad y mostré actividad antiproliferativa en CEC [59]. En este
trabajo de tesis se expresé tanto de manera inducible como constitutiva la Vi-1l-14.1-
6His en Pichia pastoris. La Vi fue obtenida de sobrenadantes de cultivos de Pichia
pastoris donde se detectd una version glicosilada.

1 PROLACTINA HUMANA (NP_001157030) 198
1 :

1 Vi-11-16.1 139

Figura 3. Representacion gréfica de las principales versiones de vasoinhibinas
En la figura se ofrecen las coordenadas de Vi-lI-16.1 y Vi-lI-14.1, ademas la clave alfanumérica
de acceso a la secuencia de aminoéacidos de la prolactina humana.



3. Proteinas de fusion: aplicaciones en el area terapéutica.

Una proteina de fusion es el resultado de la unién artificial de genes que codifican para
distintas proteinas o fragmentos peptidicos. En el area farmacéutica, el uso de
proteinas de fusion tiene como objetivo extender la vida media en suero y combinar
mecanismos de accion en una sola entidad proteinica. Esta estrategia de fusion posee
valiosas ventajas como simplificar la manufactura, la liberacion y el perfil de distribucion
del farmaco. Por otra parte, la union de distintos péptidos y enlazadores puede tener
efectos no deseados como la formacion de epitopos. Ademas, existe la posibilidad de
gue un componente de la fusion interfiera con el sitio de unién de otro y de esta manera
se vea afectada la actividad biolégica de la proteina de fusion [80, 81].

El enlazador (linker en inglés) es una region peptidica que une dos o mas modulos
funcionales y contribuye a la arquitectura global de la proteina de fusién. En este
sentido, el enlazador es un componente importante en el disefio peptidico ya que
puede impedir el plegamiento erréneo e incrementar la estabilidad y la actividad
bioldgica de la proteina de fusion. Los enlazadores pueden tener una longitud de 4 a 21
aminoécidos y pueden ser flexibles, rigidos, alfa hélices o sitios susceptibles a
protedlisis [82].

En nuestro grupo de trabajo se realiz6 el disefio y la produccién de la proteina de fusiéon
VS VI (Figura 4) que consta del fragmento activo de la vasostatina (Vs30), un
enlazador flexible (GGPGG), la vasoinhibina (Vi-lI-14.1) y una etiqueta de histidinas
[59]. En la tabla 1 se muestra un listado de proteinas de fusion con actividad
antiangiogénica, en la cual se incluyen las proteinas expresadas en este trabajo de
tesis.

Calreticulina
humana
(NP_004334.1)

Prolactinahumana
(NP_001157030)

135-164 aa 1-123 aa
(3.67kDa)  Enlazador (13.7 kDa) (0.84 kDa)
Vs30 GGPGG Vi-11-14.1 His-Tag
L [ |
VS_VI

Figura 4. Representacion gréfica de la proteina de fusién VS_VI
En la figura se ofrecen las coordenadas y la clave alfanumérica de acceso de las secuencias de
aminoacidos de Vs30 y Vi-1l-14.1 dentro de las proteinas parentales, el peso molecular tedrico
y la secuencia de aminoacidos del enlazador.



Tabla 1. Proteinas de fusion con actividad inhibidora de la angiogénesis.

Sistema de | Proteina Componentes Ref

expresion | de fusion N-terminal Enlazador C-terminal
E. coli PFV Fragmento C-13 del G-P-G Vs30 [61]

factor plaquetario 4
ALV Fragmento ATF de G4 VAS [62]
la urokinasa

VS_VI Vs30 G2-P-G2 Vasoinhibina [59]

Vi-1-14.1
VTF VAS (G-S-G)2 Tumstatina [63]
T-CAM Fastatin - Fragmento de la [83]

fibronectina FIII(9-
10)
S. HSA- HSA - TIMP-2 [84]
cerevisiae | TIMP-2

Células | RBDV-lg | RBDV dominio de - Porcién Fc de IgG1 | [85]

293T union a receptor del humana

VEGF
Pichia E-K5 Endostatina - Fragmento del [86]
pastoris Derivado colageno plasmindgeno Kringle
tipo XVIII S
rhHSA- HSA - VEGF165b [87]
VEGF16
5b
VS Vi Vs30 G2-P-G2 Vasoinhibina Este
Vi-l-14.1 Trabajo
OSIRIS Vs30 Sitio de Vasoinhibina Este
protedlisis para Vi-1l-14.1 Trabajo
las MMP2-9

4. Pichia pastoris como sistema de expresion de proteinas con actividad
antiangiogénica.

Pichia pastoris es una levadura metilotréfica con estatus GRAS (siglas en inglés
“Generally recognized as safe”) que representa un sistema eficiente para la produccion
y secrecion de proteinas terapéuticas [88, 89]. Farmacos producidos en Pichia pastoris,
como el péptido ecallantide (USA), la albumina sérica humana (Japon) y la
ocrisplamina (Bélgica) son productos comerciales. Por otra parte, la produccion de
péptidos terapéuticos en E. coli generalmente requiere de pasos que pueden ser
evitados mediante el uso de Pichia pastoris, como: 1) la extraccion de la proteina por
lisis células, 2) el procesamiento de cuerpos de inclusién y 3) el andlisis de controles
adicionales para endotoxinas, las cuales pueden modular la proliferacion de células
endoteliales [90]. El patrén de glicosilacidén es un aspecto importante en el desarrollo de
farmacos, ya que influye en la vida media de la proteina en el suero y puede generar
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una respuesta inmune no deseada. En este sentido, las glicosilaciones producidas en
Pichia pastoris, en comparacion con S. cerevisiae, son de menor tamafo y carecen de
manosas terminales con enlaces a-1,3 [91]. Ademas, se han desarrollado cepas de
Pichia pastoris que producen proteinas con patrones de glicosilacion humanizados [92].

En Pichia pastoris se han expresado multiples proteinas con actividad antiangiogénica
enlistadas en la tabla 2. Generalmente se ha utilizado la expresion inducible para la
produccion de proteinas antiangiogénicas, a excepcion de la Canstatina-N [93] y de las
proteinas expresadas constitutivamente en este trabajo de tesis. Por otra parte, una
estrategia utilizada para incrementar la cantidad de proteina recombinante por célula en
Pichia pastoris, es aumentar la dosis génica de las cepas mediante mdltiples
inserciones del casete de expresion dentro del genoma [94]. En este trabajo de tesis se
reporta por primera vez el uso de cepas multicopias para la produccion de péptidos
antiangiogénicos.

Tabla 2. Proteinas con actividad inhibidora de la angiogénesis producidas en Pichia
pastoris.

Tipo de Antiangiogénico Cepalvector Método de Ref.
expresion purificacion
Inducible Tumstatina GS115/pPICZaA . [95]
(promotor CRT-N58 GS115/pPICOK CIC (Resina-SP) [96]
de la AOX1) VAS KM17/pPIC9K . [97]
NO-TK1-2 X-33/ ppiczaC | C'A (Resina-DEAE) ——oq
Endostatina SMD1168/pPIC9K CA (Resina- [99]
NR/ pPICZaA heparina) [100]
Heparinasa 1 GS115/pPIC9K NR [101]
Anginex GS115y X-33/ CA (Resina-niquel) [102]
pPICZaA
PEDF X-33/ pPICZoA [103]
TIMP-4 [104]
Vi-1-14.1 GS115/pPIC9K Este
trabajo
Constitutiva | Canstatina-N GS115/pGAP9K CIC (Resina-SP) [93]
(Promotor
de la GAP) Vs30 SMD1168/pGAPZa | UF (Membrana-PES [64]
A multicopia 30-kDa) Este
trabajo
Vi-ll-14.1 GS115/ pGAPZaA | CA (Resina-niquel) Este
trabajo

AOX1= alcohol oxidasa 1, GAP= gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, CIC=
cromatografia de intercambio catidénico, CIA= cromatografia de intercambio aniénico,
CA= cromatografia de afinidad, UF= ultrafiltracibn, NR= no reportado, SP= sulfopropil,
DEAE-= dietilaminoetil, PES= polietersulfona
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Justificacion

Los péptidos inhibidores de la angiogénesis son de gran importancia cientifica,
biomédica y econdmica. En el area farmaceéutica, el uso de proteinas de fusion ofrece
la posibilidad de combinar mecanismos de accion y simplificar la manufactura de los
farmacos. En el presente trabajo, se propone realizar la produccion de los péptidos
antiangiogénicos vasostatina, vasoinhibina y las proteinas de fusién VS_VI y OSIRIS
en la levadura metilotrofica Pichia pastoris, la cual cuenta con ventajas Unicas como
sistema de expresion para proteinas terapéuticas.
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Objetivo general
Producir y secretar los péptidos antiangiogénicos Vs30, Vi-lI-14.1, VS _VI y OSIRIS
mediante el uso de la levadura metilotréfica Pichia pastoris como sistema de expresion.

Objetivos especificos
1. Construir una bateria diversa de vectores de expresién con promotores constitutivos
e inducibles y con casetes de expresion mono y multicopia.

2. Obtener cepas de Pichia pastoris que secreten los péptidos antiangiogénicos
humanos Vs30, Vi-11-14.1, VS_VIy OSIRIS.

3. Establecer métodos de purificacion eficientes para los péptidos antiangiogénicos de
interés.
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Metodologia
1. Materiales

1.1 Cepas

Las construcciones de los vectores de expresion y la propagacion de los plasmidos se
realizd en Escherichia coli TOP10F (Invitrogen) con el genotipo: F- mcrA A( mrr-
hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 A lacX74 recAl araD139 A( araleu)7697 galU galK
rpsL (StrR) endAl nupG. Las cepas comerciales de Invitrogen de Pichia pastoris se
han reclasificado en dos especies: Komagataella phaffii y Komagataella pastoris [105].
Por tanto, para la expresion de las proteinas recombinantes se utilizé la cepa GS115
(his4) de Komagataella phaffii y la cepa deficiente de proteasas SMD1168 (pep4) de
Komagataella pastoris.

1.2 Plasmidos

El plasmido pET12a/VS_VI [59] sirvio como molde para amplificar el gen vs vi y el
plasmido pPUC57-optl (disefiado en este trabajo y sintetizado por Genescript) se
utiliz6é como molde para amplificar los genes vs30 y vi-ii-14.1. Los vectores de
expresion utilizados son de la marca Invitrogen y tienen la sefial de secrecion del
factor-a de S. cerevisiae. De este modo, el vector pGAPZaA se utilizd6 para la
expresion constitutiva, el cual cuenta con el promotor pGAP y un gen de resistencia a la
zeocina que puede ser utilizado como marcador de seleccion en E. coli y en Pichia
pastoris. Por otra parte, el vector de expresion inducible pPIC9K cuenta con el promotor
de la AOX1 y un gen de resistencia a G418 para la seleccion en Pichia pastoris y un
gen de resistencia a ampicilina para la seleccion en E. coli.

1.3 Secuencias de oligonucleétidos, genes y proteinas

En la tabla 3, se enlistan los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de los
genes de interés y los oligonucleétidos comerciales (Figura 5) para la verificacion de la
insercion de los vectores de expresion en el genoma de Pichia pastoris.

Tabla 3. Lista de oligonucleétidos utilizados.

Secuencia a Nombre de
amplificar oligonucledtido Secuencia (5-3")
Vs30 Vspp5 GGCGAATTCGATATTTGCGGTCC
Vspp3’ GTCTAGATTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTT
GCATCTAATATC
Vi-ii-14.1 Vipp5’ GGCGAATTCATGCTTCCAATTTGTC
Vipp3’ GTCTAGATTAATGGTGGTGGTGGTGGTGTTC
AATCTCAACTGCC
VS_Vi Vsvipp5’ GGCGAATTCGACATCTGTGGCC
Vsvi3’ TCTAGATTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCA
ATCTCTACAGCTTTGGATAGG
pGAPZaA pGAP forward 5 GTCCCTATTTCAATCAATTGAA
pPIC9K Factor-a 5° TACTATTGCCAGCATTGCTGC
3" AOX1 GCAAATGGCATTCTGACATCC
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Sitio de hibridacién para oligonucledtido: pGAP forward 57
[ 1

421 CTCCTGACCC AAAGACTTTA AATTTAATTT ATTTCGTCCCT ATTTCRATCA ATTGRACAAC

T
481 TATTTCGAAA CG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA
Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala

532 GCA TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACAE GAAR GAT GAA ACG
Ala Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr
Sefal de secrecidn del Factor alfa

583 GCA CAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAR GGG GAT
Ala Gln Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp

634 TTC GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG
Fhe Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu

Sitio de hibridacion para oligonucledtido: Factor-alfa 5°
[ 1

685 TTT ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAX GAR GAA GGG GTA TCT
FPhe Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser

Xho I* Ken2 Y EcoR | Pmil Shil
|

11 [ |
736 CTC GAG ABRA AGA GAG GCT GAA GC! GAATTCAC GTGGCCCA GCCGGCCGTC TCGGATC

Leu Glu Lys Arg Glu AlajGlu Alaj

Ste13
Asp718 | KpnlXhol Sacll Notl Xbal : Epitopo Myc

I I — | | |

793 GGTACCTCGA GCCGCGGCGE CCGCCAGCTT TCTA GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAA GAG
Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu
Etigueta de histidinas
[ ]

851 GAT CTG AAT AGC GCC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA GTTTTAGC CTTA

Asp Leu Asn Ser Ala Val Asp His His His His His His ***

905 GACATGACTG TTCCTCAGTT CAAGTTGGGC ACTTACGAGA AGACCGGTCT TGCTAGATTC TAAT
Sitio de hibridacién para cligonucledtido: 3"A0X1

969 CAAGAEGATG TCAGARATGCC ATTTGCETGA GAGATGCAGGE CTTCATTTTT GATACTTTTT TATT

Figura 5. Secuencias y coordenadas de hibridacion para los oligonucle6tidos pGAP
forward 5, Factor-a 5" y 3" AOX1

En la tabla 4, se enlistan las secuencias de ADN y de aminoacidos correspondientes a
las proteinas Vs30, Vi-lI-14.1, VS_VIy OSIRIS.
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Tabla 4. Lista de secuencias de las proteinas de interés.

Antiangiogénico

Longitud

| Secuencia

Vs30

Vi-1l-14.1

VS_VI [59]

OSIRIS

117 bp

38 aa
390 bp

129 aa

495 bp

164 aa

540 bp

179 aa

GAATTCGATATTTGCGGTCCAGGAACCAAGAAGGTCCACGTCATTTT
CAACTACAAGGGAAAGAATGTCCTTATTAACAAAGATATTAGATGCAA
GCACCACCACCACCACCACTAA
EFDICGPGTKKVHVIFNYKGKNVLINKDIRCKHHHHHH.

ATGCTTCCAATTTGTCCTGGTGGAGCAGCTAGATGCCAAGTCACTTT
GAGAGATCTTTTTGACAGAGCTGTTGTCTTGAGTCATTACATCCACAA
CCTTTCTTCCGAAATGTTCTCAGAGTTCGATAAGAGATACACCCATGG
TAGAGGTTTTATTACTAAGGCTATCAATTCTTGTCACACTTCAAGTTTG
GCTACACCAGAAGATAAGGAGCAAGCCCAACAGATGAACCAGAAAG
ACTTCTTGTCTCTTATTGTTTCCATCTTGAGATCATGGAATGAACCTTT
GTACCATCTTGTTACTGAAGTCAGAGGAATGCAGGAGGCCCCTGAAG
CCATTCTTTCCAAGGCAGTTGAGATTGAACACCACCACCACCACCAT
TAA
EFMLPICPGGAARCQVTLRDLFDRAVVLSHYIHNLSSEMFSEFDKRYTH
GRGFITKAINSCHTSSLATPEDKEQAQQMNQKDFLSLIVSILRSWNEPLY
HLVTEVRGMQEAPEAILSKAVEIEHHHHHH.
GAATTCGACATCTGTGGCCCTGGCACCAAGAAGGTTCATGTCATCTT
CAACTACAAGGGCAAGAACGTGCTGATCAACAAGGACATCCGTTGCA
AGGGTGGTCCAGGTGGTATGTTGCCCATCTGTCCCGGCGGGGCTGC
CCGATGCCAGGTGACCCTTCGAGACCTGTTTGACCGCGCCGTCGTC
CTGTCCCACTACATCCATAACCTCTCCTCAGAAATGTTCAGCGAATTC
GATAAACGGTATACCCATGGCCGGGGGTTCATTACCAAGGCCATCAA
CAGCTGCCACACTTCTTCCCTTGCCACCCCCGAAGACAAGGAGCAA
GCCCAACAGATGAATCAAAAAGACTTTCTGAGCCTGATAGTCAGCAT
ATTGCGATCCTGGAATGAGCCTCTGTATCATCTGGTCACGGAAGTAC
GTGGTATGCAAGAAGCCCCGGAGGCTATCCTATCCAAAGCTGTAGA
GATTGAGCACCACCACCACCACCACTAA
EFDICGPGTKKVHVIFNYKGKNVLINKDIRCKGGPGGMLPICPGGAARCQ
VTLRDLFDRAVVLSHYIHNLSSEMFSEFDKRYTHGRGFITKAINSCHTSS
LATPEDKEQAQQMNQKDFLSLIVSILRSWNEPLYHLVTEVRGMQEAPEA
ILSKAVEIEHHHHHH.
GAATTCGATATTTGCGGTCCAGGAACCAAGAAGGTCCACGTCATTTT
CAACTACAAGGGAAAGAATGTCCTTATTAACAAAGATATTAGATGCAA
GITGGTTCCAAGAGGTTCCGCTGCCAAACCTAGAGCCTTGACAGCA
GGTGGACCAGGTGGAATGCTTCCAATTTGTCCTGGTGGAGCAGCTA
GATGCCAAGTCACTTTGAGAGATCTTTTTGACAGAGCTGTTGTCTTGA
GTCATTACATCCACAACCTTTCTTCCGAAATGTTCTCAGAGTTCGATA
AGAGATACACCCATGGTAGAGGTTTTATTACTAAGGCTATCAATTCTT
GTCACACTTCAAGTTTGGCTACACCAGAAGATAAGGAGCAAGCCCAA
CAGATGAACCAGAAAGACTTCTTGTCTCTTATTGTTTCCATCTTGAGA
TCATGGAATGAACCTTTGTACCATCTTGTTACTGAAGTCAGAGGAATG
CAGGAGGCCCCTGAAGCCATTCTTTCCAAGGCAGTTGAGATTGAACA
CCACCACCACCACCATTAG
EFDICGPGTKKVHVIFNYKGKNVLINKDIRCKLVPRGSAAKPRALTAGGP
GGMLPICPGGAARCQVTLRDLFDRAVVLSHYIHNLSSEMFSEFDKRYTH
GRGFITKAINSCHTSSLATPEDKEQAQQMNQKDFLSLIVSILRSWNEPLY
HLVTEVRGMQEAPEAILSKAVEIEHHHHHH.

bp= pares de bases, aa= aminoacidos, Subrayado= secuencias correspondientes a

enlazadores.
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2. Métodos de produccion y manipulacién de ADN

2.1 Extraccién de ADN plasmidico por el método de lisis alcalina
Se utilizé el método de lisis alcalina [106] para la producciéon de ADN plasmidico, que
se llevo a cabo de la siguiente manera:

a) Condiciones de cultivo y antibiéticos.

Se sembro una colonia de E. coli TOP10F" en 2 mL de medio LB y se incubé entre 16-
18 h en agitacion constante a 37°C. Se utilizé el antibiético zeocina (25 mg/L) y LB de
bajas sales para la produccion de los plasmidos derivados de pGAPZaA, para el resto
se utilizé ampicilina (50 mg/L) y LB convencional. Después, se coloco el cultivd en un
tubo de 1.5 mL, se centrifug6 por 1 min a 12,000 rpm y se descart6 el sobrenadante.

b) Lisis alcalina

Se agregaron 100 pL de la solucion Birnboim | y se resuspendié la pastilla
completamente. Después, se adicionaron 200 uL de la solucion Birnboim Il y se mezclé
por inversion hasta que la mezcla estuviera transparente (Nota: una mezcla no
transparente es sefial de una lisis bacteriana deficiente). Luego, se agregaron 150 pL
de la solucién Birnboim Il y se mezcld por inversién hasta la aparicién de precipitados.
Después, se agregaron 20 uL de cloroformo, se centrifug6 a 12,500 rpm por 5 min y se
recupero el sobrenadante.

c) Precipitacién de ADN plasmidico

Se precipitd el ADN plasmidico de la siguiente manera: se agregaron 50 uL de acetato
de sodio 3M y 1 mL de etanol absoluto frio. Después, se incubd la mezcla anterior
durante 20-40 minutos a -20°C. Posteriormente, se centrifugé a 12,500 rpm por 10
minutos, se descarto el sobrenadante y se seco la pastilla. Se resuspendi6é en 50 pL de
H20 y se agregd 0.5 ug de RNasa.

2.2 Extraccién de ADN total de Pichia pastoris

Se extrajo ADN total de las transformantes de Pichia pastoris con el fin de verificar la
insercion del casete de expresion en el genoma. EI PCR de colonia es un método
sencillo, econémico y permite el procesamiento de un gran niamero de cepas en poco
tiempo [107]. En este sentido, se coloca una colonia de las cepas transformantes de
Pichia pastoris en 50 pyL de H20 y se incuba a 100°C durante 10 min (Nota: las colonias
a analizar no deben superar 2 semanas de almacenamiento a 4°C). Después, se
centrifuga el lisado a 12,500 rpm por 1 min y se utiliza 1 pL del sobrenadante como
ADN molde para 15 pL de reaccion de PCR. El sobrenadante puede almacenarse a
4°C durante 24 h.

2.3 Amplificacion de genes por el método de PCR

Se utilizé el método de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar los
genes vs30, vi-ii-14.1 y vs_vi (oligonucledtidos enlistados en tabla 3) con el fin de
insertarlos en los vectores de expresion. Ademas, se utilizaron los oligonucleotidos
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pPGAP forward y 3" AOX1 para amplificar el casete de expresion del plasmido pGAPZoA
y los oligonucledtidos Factor-a y 3° AOX1 para pPIC9K. Las condiciones de
temperatura fueron las siguientes:

a) 1 ciclo de desnaturalizacion inicial de 94°C durante 5 min (15 min para PCR de
colonia).

b) 30 ciclos de 94°C por 30 s, temperatura de alineamiento de 60°C por 30 sy 72°C
durante 40 s para todos los genes.

c) 1 ciclo de extension final de 72°C durante 10 min.

2.4 Electroforesis en gel de agarosa

La concentracion de agarosa para los geles fue de 1.2 % para fragmentos menores de
500 bp, 1% para fragmentos de 500 bp a 4 Kb y 0.7 % para el andlisis de fragmentos
de vectores multicopia. Se utilizé buffer TBE y se configuré el voltaje a 100 V por 40
min para geles mayores de 1% de agarosay a 70 V por 90 min para geles de 0.7% de
agarosa. Se realizé la tincion del ADN con bromuro de etidio y se analizé en un
transluminador de luz UV.

2.5 Recuperacién de ADN en gel de agarosa

Se escindié la banda de interés sin exponer el gel por no mas de 1 min a la luz UV. Una
vez obtenida la banda se purificd por kit (Zymoclean™ Gel RNA Recovery Kit) o
mediante el método casero “freeze-squeeze” [108]. EI método casero consta de
congelar la banda durante 30 min a -20°C vy triturarla con un cubreobjetos limpio. El
liquido resultante se coloc6 en un tubo de 1.5 mL y se agrego6 1 volumen de fenol-Tris.
Posteriormente, se mezcld, se incubd por 30 min a -20°C y se centrifug6 a 12,500 rpm
por 10 min. Después, se recuperd la fase superior y se precipitdé con alcohol como se
describe en 2.1 de la seccion de metodologia. El precipitado se resuspendié en 15 uL
de H20 destilada estéril.

2.6 Preparacion de células competentes de E. coli

Se obtuvieron células competentes de E. coli mediante el tratamiento con cloruro de
rubidio [109], de la siguiente manera:

a) Se sembr6 una colonia de E. coli TOP10F en 5 mL de LB y se incubé toda la noche
en agitacion constante a 37°C. Después, se afadieron 2 mL de precultivo en 200 mL
de LBy se incub6 en las mismas condiciones hasta llegar a una DOsso de 0.5 (Nota: en
aproximadamente 3 h).

b) Se centrifugd a 3000 rpm por 10 min a 4°C y se descarto el sobrenadante.

c) Se resuspendio la pastilla celular en 10 mL de la solucion reguladora | y se incubé
por 20 min en hielo.

d) Se repitid el paso b) y se resuspendi6 la pastilla celular en 2 mL de la solucién
reguladora Il. Después, se realizaron alicuotas de 200 pL en tubos estériles de 1.5 mL
y se almacenaron a -70°C hasta su uso.
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2.7 Célculos y condiciones de ligacién

Se utilizd el programa en linea NEBioCalculator™ v1.8.1 para calcular la cantidad
necesaria de vector e inserto en una reaccion de ligacion. En la herramienta “ligation
calculator” se ingresa la longitud del inserto, la longitud de vector y la masa del vector.
Posteriormente, la herramienta en linea proporciona la masa requerida de inserto para
tener relaciones de vector:inserto 1:1, 1:2, 1:3, 1:5 y 1:7. Se utiliz6 una masa de vector
de 100 ng y una relacion 1.5 para todas las ligaciones realizadas en este trabajo.
Después, se preparo la reaccion de ligacion con las cantidades de vector e inserto
necesarias y se incubd con ligasa a temperatura ambiente por 1 h y a 4°C por 24 h.
Almacenar la reaccion de ligacion a -20°C.

2.8 Transformacion de E. coli mediante choque térmico

Se agreg6 una reaccién de ligacion a 100 pL de células competentes en un tubo de 1.5
mL y se incub6 la mezcla durante 30 min en hielo. El choque térmico [110] se realizé a
42°C por 45 segundos y después se incubo en hielo durante 1 min. Posteriormente, se
agregaron 500 pyL de medio LB y se incub6 a 37°C por 40 min en reposo y 20 min en
agitacion. Se centrifugd por 30 segundos a 3,000 rpm y se descartd el sobrenadante
hasta un volumen de 50 uL. Se resuspendié el paquete celular en los 50 yL de
sobrenadante y se sembrd en una placa Petri con medio LB con ampicilina (50 pg/mL)
0 en medio LB de bajas sales con zeocina (25 ug/mL) para los plasmidos derivados de
pGAPZaA.

3. Construccion de vectores de expresion

3.1 Sintesis y optimizacion de osiris

Se disefid la proteina de fusion OSIRIS, la cual consta del fragmento activo de la
vasostatina (Vs30), una secuencia de aminoacidos susceptible a protedlisis por las
proteasas MMP2 y 9 [111], una secuencia enlazadora (G-G-P-G-G), la vasoinhibina Vi-
lI-14.1 y una etiqueta de 6 histidinas. La secuencia de osiris se optimizdé de acuerdo
con el uso preferencial de codones para Pichia pastoris utilizando el programa en linea
OptimumGene™. Ademas, se especificé en el programa que evitara las secuencias de
restriccion EcoRl, Xbal y Avrll, ya que esto dificultaba el proceso de construccion de los
vectores de expresion. De esta manera, se obtuvo el plasmido pPUC57-optl que
contenia la secuencia sintética y optimizada del gen osiris.

3.2 Insercién de vs30, vi-ii-14.1, vs_vi y osiris en los vectores de expresion

Los genes vs30 y vi-ii-14.1 se amplificaron por PCR utilizando como molde el plasmido
pUC57-optl y se insertaron en el sitio de restriccion EcoRV del vector de clonacion
pBluescript KS. El gen vs_vi se amplifico utilizando como molde pET12a/VS VI [59] y
se insertd en el vector de clonacion pUC19. Se utilizaron los oligonucledtidos utilizados
en la tabla 3, con los cuales se afadié a los genes en la regién rio arriba un sitio de
restriccibn EcoRI y en la regién rio abajo una etiqueta de histidinas y un sitio de
terminacién de la traduccion. De esta manera, se digirieron con EcoRlI los vectores de
clonacion que contenian los genes vs30, vi-ii-14.1, vs_vi y osiris, con el fin de liberarlos
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y poderlos integrar en fase en los vectores de expresiéon constitutiva e inducible, como
se muestra en la Figura 6.

pET12a/VS_VI pUCS57-Opt1

I

Vs30| Vi-ll-14.1  |H Vs30|$] Vi-ll-14.1 |H 3

|

PCR PCR PCR .

1 3 9 |

Vs30‘ Vi-ll-14.1 |H‘ v53olﬂ Vi-ll-14.1 Iﬂ .
E E E

I
Insercion en vectores de
clonacién

Vs30 Vill-14.1 |y Vs30 [H Vi-l-14.1 - H

Figura 6. Esquema del ensamblaje de los vectores de expresion.
S= Secuencia susceptible a protedlisis por MMP2 y 9, H= Etiqueta de 6 histidinas y E=
sitio de restriccion EcoRl.

3.3 Método in vitro de multimerizacion del casete de expresion
Se utiliz6 la estrategia de multimerizacion in vitro de tipo BamHI/Bglll-BamHI [112] para
generar los vectores con repeticiones en tandem de los casetes que contenian los
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genes vs30 y vs_vi. Este método consta de realizar un corte enzimatico en el sitio de
restriccibon BamHI de modo que pGAPZaA con el gen de interés sirva como vector, y al
realizar una doble digestion del mismo plasmido en los sitios BamHI y Bglll, este sirva
de inserto para la nueva construccion. De este modo, al repetir este proceso
secuencialmente se obtienen pladsmidos con nameros crecientes del casete de
expresion como se muestra en la Figura 7.

pGAP + GEN

.E-,,,.-n‘:“‘

pGAP + (GEMx2)

Egl Il
Eam HI

HER_~

Repeticiones
secuenciales

pGAP + (GEMx4)

Figura 7. Estrategia de multimerizacion in vitro de tipo BamHI/Bglll-BamHI
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4. Transformacién de Pichia pastoris

4.1 Preparacion de células electrocompetentes de Pichia pastoris

a) Se sembrd una colonia de Pichia pastoris en 5 mL de YPD y se incubé toda la noche
en agitacion constante a 28°C. Después, se afiadieron 125 uL del precultivo en 125 mL
de YPD y se incub6 en las mismas condiciones hasta llegar a una DOsoo de 1-1.3
(Nota: en aproximadamente 14 y 16 h).

b) Se centrifugd a 5,000 rpm por 5 min a 4°C y se descart6 el sobrenadante.

c) Se resuspendid la pastilla celular en 60 mL de H20 estéril fria.

d) Se repitio el paso b) y se resuspendio la pastilla celular en 30 mL de H20 estéril fria.
e) Se repitid el paso b) y se resuspendio la pastilla celular en 10 mL de sorbitol 1 M
estéril frio.

f) Se repitid el paso b) y se resuspendio la pastilla celular en 250 uL de sorbitol 1M
estéril frio. Después, se realizaron alicuotas de 80 pL en tubos estériles de 1.5 mL y se
mantuvieron a 4°C hasta su uso. Nota: no exceder las 12 h de almacenamiento.

4.2 Linearizacion y concentraciéon de vectores de expresion

Para la trasformacién de Pichia pastoris por electroporacién es necesario contar con
10-15 pg del vector de expresion linearizado en 10 uL de H20. Por tanto, se utilizaron
las enzimas de restriccion BamHI y Sall para linearizar los plasmidos derivados de
pPGAPZoA y pPICI9K, respectivamente. Se realizaron de 5-7 digestiones por separado
de 2 ug de vector de expresion y se incubaron a 37°C por 3 h. Después, se unieron las
reacciones de digestion en un tubo de 1.5 mL y se adicioné H20 hasta llegar a un
volumen de 250 pL. Luego, se agregaron 250 pL de fenol-tris, se mezclé y se
centrifugé a 12,500 rpm por 10 min a 4°C. Posteriormente, se recupero la fase superior
y se precipitdé con alcohol como se describe en 2.1 de la seccién de metodologia. El
precipitado se resuspendio en 10 pL de H20 destilada estéril.

4.3 Condiciones de electroporacion y cultivo de tranformantes

Se mezclaron 10-15 ug del vector de expresion linearizado y 80 uL de células
competentes de Pichia pastoris. Después, se colocd la mezcla en una unidad de
electroporacién con un tamafio de ranura de 2 mm y se incub6 en hielo por 20 min.
Luego, se sec6 la unidad de electroporacion, se colocé en el electroporador
(Electroporator 2510, Eppendorf) y se dio un pulso a 1,500 V por 5 ms. Inmediatamente
después, se agregd 1 mL de sorbitol 1 M frio en la unidad de electroporacion, luego se
transfirié la mezcla en un tubo de ensayo de vidrio estéril con la ayuda de una pipeta
Pasteur estéril y se incub6 a 28°C por 2 h en reposo. Posteriormente, se sembraron
400 pL de la transformacion en cajas Petri con medio YPD adicionado con sorbitol 1M y
con una concentracion de 100 yg/mL de zeocina. Después, se incubaron las cajas Petri
a 28°C durante 72 h. Se realizo PCR de colonia (2.2 y 2.3 de la seccion de
metodologia) para verificar la insercion del vector de expresion en el genoma de Pichia
pastoris.
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4.4 Método directo para la obtencidon de cepas hiperresistentes a G418
Se llevo la transformacion como se describe anteriormente con una modificaciéon
después del pulso eléctrico, de la siguiente manera:

a) Se agregé 1 mL de sorbitol 1 M frio en la unidad de electroporacion, luego se
transfirio la mezcla en un tubo de ensayo de vidrio estéril y se incubo a 28°C por 2 h en
reposo.

b) Se adicion6 1 mL de YPD y se incubd por 10 h en agitacion suave (20-30 rpm) a
28°C.

c) Se sembraron 800 pL de la transformacion en cajas Petri con medio YPD adicionado
con sorbitol 1M y con una concentracion de 2 y 4 mg/mL de G418. Después, se
incubaron las cajas Petri a 28°C durante 72 h.

5. Métodos de expresion, deteccion, analisis y purificacion de proteinas

5.1 Ensayos de expresion constitutiva e inducible a nivel matraz

Expresion constitutiva: Se sembré una colonia de Pichia pastoris en 5 mL de YPD con
zeocina (50 pg/mL) y se incubdé toda la noche en agitacibn constante a 28°C.
Posteriormente, se realizé el cultivo con una DOsoo= 0.05-0.1 en 25 mL de YPD en
matraz de 250 mL y se incubd a 28°C por 120 h. El pH del medio de cultivo se modificd
mediante la adicion de una solucién amortiguadora de fosfatos (Anexo 1).

Expresion inducible: Se sembrd una colonia de Pichia pastoris en 5 mL de YPD con
G418 (500 pg/mL) y se incub6 toda la noche en agitacion constante a 28°C.
Posteriormente, se realizd6 un cultivo con una DOsoo= 0.05-0.1 en 25 mL de BMGY
(Buffered glicerol-complex medium) en matraz de 250 mL y se incubd a 28°C por 24
horas. Después, se centrifugaron 5 mL de cultivo anterior a 12,500 rpm por 5 min a 4°C
y se descarto el sobrenadante con el fin de retirar el glicerol residual. Posteriormente,
se resuspendio la pastilla celular en 1 mL de medio BMMY (Buffered methanol-complex
medium) y se inoculé el volumen necesario para tener una DOesoo=1 en 25 mL de
BMMY en matraz de 250 mL. Se incubd a 28°C y cada 24 horas se adicion6 metanol
absoluto estéril hasta lograr una concentracion del 1%. (Nota: el metanol se agregé al
cultivo después de la recoleccion de la muestra)

Recoleccion de muestras: En ambos tipos de expresion se recolectd 1 mL de cultivo
cada 24 h y se centrifugé a 12,000 rpm durante 20 min a 4°C. Posteriormente, se
separo el sobrenadante y la pastilla celular y se almacenaron a -20°C hasta su analisis.

5.2 Ensayos de expresion constitutiva a nivel biorreactor

Se sembrd una colonia de Pichia pastoris en 25 mL de YPD con zeocina (50 ug/mL) y
se incubd toda la noche en agitacion constante a 28°C. Posteriormente, se realiz6 un
cultivo de tipo batch con una DOeoo= 0.05 en 1 L de YPD (pH6) en un biorreactor de
tanque agitado de 1.2 L de capacidad (Applikon) conectado a una consola ez-Control
(Applikon). El cultivo se mantuvo a una temperatura de 25°C, un pH de 6 y a una
saturacion de oxigeno superior a 20%. Ademas, para el control de espuma se agrego el
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antiespumante utilizando una bomba peristaltica. El pH se controlé6 mediante la adicion
de NH4OH. El cultivo se inici6 a 500 rpm y se tratdé con 4 L/min de aire hasta que la
saturacion de oxigeno fuera de 25% (aprox. a las 14 h de cultivo), después se controlo
la saturacion con una mezcla de oxigeno puro (pulsos) y aire (1-2 L/min). Se
recolectaron muestras cada 2 h en la fase de crecimiento logaritmico y posteriormente
a las 12, 24 y 36 h. Nota: las muestras se recolectaron y almacenaron como se
describe en 5.1 de la seccion de metodologia.

5.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se utiliz6 SDS-PAGE con amortiguacion tris-tricina para la separacion y andlisis de las
proteinas de interés, como se describe en [113]. Para todos los casos la concentracion
de poliacrilamida del gel concentrador fue de 4% y la del gel separador fue de 16%. Se
incluyd un gel separador de 10% en el analisis de Vs30. Los geles tuvieron un espesor
de 0.7 mm y se corrieron a un amperaje constante de 50 mA durante aproximadamente
6 horas. Nota: No mezclar las soluciones amortiguadoras del catodo y del anodo, las
cuales se pueden reutilizar 3 veces.

5.4 Tincion de proteina total y glicoproteinas

Tincién general: Los geles de poliacrilamida se tifieron con una solucion que contenia
azul de coomasie R-25 durante toda la noche en agitacion pendular constante (20-30
rpm). Después, se recupero la solucion de tincion, se lavo con agua destilada y se tratd
2 veces con 50 mL de la solucién de destefiido por 1 h. Posteriormente, se almaceno el
gel en H20 a temperatura ambiente.

Tincion de glicoproteinas: Los geles de poliacrilamida se tifieron con el kit Pierce™
glycoprotein staining (ThermoFisher). Se utilizd como control positivo a la peroxidasa
de rabano (HRP) y como control negativo al inhibidor de la tripsina de soya (SBTI).
Nota: realizar todos los pasos de tincién y preparacion de reactivos en una campana de
extraccion. Se sumergi6 el gel en 100 mL de metanol al 50% por 30 minutos. Después,
se recuperd el metanol y se realizaron 2 lavados con 100 mL de &cido acético al 3%.
Nota: en este punto el gel puede ser almacenado en H20 a 4°C por 1 semana.
Posteriormente, se sumergio el gel en 15 mL de la solucion oxidante y se agit6 por 15
min a 20-30 rpm a temperatura ambiente. Después, se lavo el gel 2 veces con 100 mL
de acido acético por 5 min. Luego, se sumergi6 el gel en 15 mL de la solucion de tefiido
y se agité por 15 min. Posteriormente, se sumergié el gel en 15 mL de la solucion
reductora y se agité por 5 min. El gel se destifié con varios lavados de &cido acético al
3% y se almaceno en agua a -4°C.

5.5 Cuantificacion de proteinas

Se utilizo el método de Bradford para cuantificar las proteinas de interés. La medicion
se llevo a cabo en microplacas, cada pozo contenia 40 uL de reactivo de Bradford (Bio-
Rad) y un volumen final de 200 pL. Se realizdé una curva de albumina sérica bovina
(BSA) de 6 puntos (0.5, 1, 2, 4,8, 16 ug) y se midio la DOsgs en el lector de microplacas
iMark™ Microplate Absorbance Raader (Bio-Rad). Nota: se midié un blanco por
triplicado de 160 pL de H20 y 40 uL de reactivo de Bradford.
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5.6 Transferencia semi-seca de proteinas a membranas de nitrocelulosa

Los geles se sumergieron en solucion Towbin con 40% de metanol durante 20 minutos.
Posteriormente, se humedecieron 6 papeles filtro y la membrana de nitrocelulosa en la
solucion Towbin. Después, se colocan en la cdmara de transferencia los siguientes
componentes en el siguiente orden: |) tres papeles filtro, 1) membrana de nitrocelulosa,
lIl) gel de poliacrilamida y 1V) tres papeles filtro. Nota: se deben eliminar las burbujas
entre los componentes utilizando un tubo de ensayo como rodillo. La transferencia se
llevo en todos los casos a 10V por 20 min. Posteriormente, el gel de poliacrilamida se
tino como se describe en 5.4 de la seccion de metodologia y la membrana se seco a
temperatura ambiente y se almaceno en un recipiente seco hasta su procesamiento.

5.7 Deteccion de proteinas recombinantes mediante colony blot, dot blot y
western blot.

Colony blot [114]: Se utiliz6 la metodologia de inmunodeteccion en colonia para realizar
un cribado en masa de cepas Pichia pastoris transformadas con plasmidos derivados
de pGAPZaA. Se sembraron en medio YPD so6lido multiples cepas y se incubaron por
72 h a 28°C. Después, se colocd una membrana de nitrocelulosa en contacto directo
con las colonias y se dejo incubar por 24 h a 28°C. Posteriormente, se retird la
membrana del cultivo y se proces6 como se describe posteriormente. Nota: se debe
incluir un como control negativo una cepa sin transformar de Pichia pastoris como
SMD1168 o GS115.

Dot blot [115]: se utiliz6 el método de dot blot para el andlisis de proteinas en
sobrenadantes, lo cual nos permitié realizar comparaciones entre cepas y condiciones
de cultivo como temperatura y pH. En este sentido, se incubaron 100 uL de
sobrenadante a 95°C por 10 minutos y posteriormente se almacené en hielo. Se
agregaron 20-40 pL del sobrenadante directamente en la membrana de nitrocelulosa, la
cual se secO a temperatura ambiente y se proces6 como se describe posteriormente.
Nota: se debe agregar el mismo volumen de las muestras a la membrana. Ademas, se
debe incluir como control negativo 20-40 uL de sobrenadante de una cepa sin
transformar de Pichia pastoris.

Western blot [116]: se utilizé este método con el fin de conocer el peso molecular de la
proteina inmunodetectada. En este sentido, las proteinas se separaron en un gel de
poliacrilamida como se describe en 5.3 y se realiz6 la transferencia de las proteinas a
una membrana de nitrocelulosa como se describe en 5.6 de la seccion de metodologia.
Después, la membrana se proceso y reveld como se describe a continuacion.

Inmunodeteccién de proteinas en membrana de nitrocelulosa:

a) Se sumergié la membrana de nitrocelulosa en solucidon TBS con leche al 5% y se
incubo a 20°C por 2 h.

b) Se realizaron 2 lavados de 5 min con TBS y 2 lavados con TBST.
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c) Se sumergié la membrana en TBST con el anticuerpo primario dirigido a la etiqueta
de histidinas (Millipore) a una dilucion de 1:10,000 y se incub6é a 4°C en agitacion
pendular (20-30 rpm) durante toda la noche.

d) Se repitio el paso b) y se sumergio la membrana en TBST con el segundo anticuerpo
IgG anti-raton fusionado con la fosfatasa alcalina a una dilucion de 1:25,000 y se
incubo a 20°C en agitacion pendular durante 2 h.

e) Se realizaron 2 lavados de 5 min con TBST y 2 lavados con TBS. Nota: se invierte el
orden de los lavados ya que el tween 20 inhibe la accién de la fosfatasa alcalina.

f) La membrana se sumergio en buffer de revelado con cloruro de p-nitroazultetrazolio
(NBT) y 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato-tolouidina (BCIP) a temperatura ambiente. La
reaccion se detuvo con H20 cuando aparecieron manchas de color morado. Después,
se secO la membrana y se almacend en un recipiente seco.

5.8 Andlisis de proteinas por densitometria

Se realizé el andlisis de imagenes utilizando el programa ImageJ 1.50i desarrollado por
el NIH (National Institutes of Health, USA). En este sentido, se fotografiaron las
membranas de nitrocelulosa y se almacenaron en formato .JPG. Después, se abrio la
imagen en el software y se ajustd a 16 bits en el apartado image/type. Ademas, se
ajusto el contraste en el apartado image/adjust/brightnessContrast. Posteriormente, se
seleccioné la primera figura (banda de western blot o circulo de dot blot) a analizar en
el apartado analyze/gels/select first line. Del mismo modo, se seleccionaron las demas
figuras en el apartado analyze/gels/select next line. Una vez seleccionadas todas las
figuras se realizé el procesamiento del grafico en el apartado analyze/gels/plot.
Posteriormente, con las herramientas straight y wand se realizé la cuantificacion del
area de cada figura. Nota: el area de seleccion debe de tener las mismas dimensiones
para el andlisis de todas las figuras.

5.9 Purificacién de Vs30 por ultrafiltracion

El cultivo (50-200 mL) se centrifugé a 5,500 rpm por 30 min a 4°C. Después, se
recuperd el sobrenadante y se adicioné el cocktail de inhibidores de proteasa
cOmplete™ (Sigma) y se ajusté el pH a 6 con NH4OH. Posteriormente, se agregoé el
sobrenadante a la unidad de ultrafiltracion y se concentré 10 veces a 20°C utilizando
una membrana de corte de 30 kDa. Ademas, se utilizo aire para presurizar el sistema a
10 psi. Después, se recolecto la fraccion filtrada y la fraccion retenida y se almacenaron
a 4°C.

La fraccion filtrada se precipitdo mediante la adicion de (NH4)2SO4 hasta alcanzar una
saturacion de 80% y se incubd a 4°C por 12 h. Después, se recolectaron las proteinas
precipitadas por centrifugacion a 12,500 rpm por 30 min a 4°C. Posteriormente, se
resuspendio el precipitado con acido acético 0.1 % y se dializ6 utilizando una unidad de
ultracentrifugacion (Millipore) con corte de 4 kDa. Las muestras se almacenaron a -
70°C hasta su analisis.
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5.10 Purificacion por cromatografia de afinidad

Se centrifugaron 100 mL de cultivo a 5,500 rpm por 10 min a 4°C. Después, se
recuperd el sobrenadante y se ajusté el pH a 7.8 con el buffer nativo de purificacién
10X. Luego, se filtré el sobrenadante con un tamafio de poro de 0.2 um y se transfirié a
2 tubos estériles de 50 mL. Posteriormente, se agregd 500 uL de agarosa Ni-NTA
(Thermofisher) a cada tubo de 50 mL y se incub6 por 12 h a 4°C en agitacion pendular
20-30 rpm. Después, se retir0 el sobrenadante y se almacené a 4°C hasta su analisis.
La agarosa se coloc6 en un tubo de 15 mL y se realizaron 3 lavados de 5 mL de buffer
nativo de purificacion pH 7.8 con imidazol 50 mM. Posteriormente, se realiz6 la elucion
durante 2 h con 10 mL de buffer nativo de purificaciéon pH 7.8 con imidazol 250 mM. La
fraccion de elucion se filtr6 (0.2 pm) y se dializdé utilizando una unidad de
ultracentrifugacion (Millipore) con corte de 4 kDa. El buffer de intercambi6 fue H20 con
pH 7.2 ajustada con amortiguador de fosfatos. Las muestras se almacenaron a -70°C
hasta su analisis.
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Resultados y discusion

1. Obtencidn de vectores de expresion y cepas transformantes

La expresién inducible y constitutiva en Pichia pastoris tienen diferentes caracteristicas
operacionales y grados de produccion [117]. Los vectores comerciales de expresion
inducible cuentan con el promotor de la Alcohol oxidasa (AOX), el cual es encendido en
presencia de metanol y fuertemente reprimido en presencia de glucosa o glicerol. Por
otra parte, el vector de expresion constitutiva pGAPZaA cuenta con el promotor de la
gliceraldehido 3-fostato deshidrogenasa (GAP), la cual es una enzima que participa en
la glucolisis. Por tanto, con la idea de poder utilizar ambos promotores, se realizé la
insercion de los genes de interés en vectores de clonacién para tener la opcion de
reinsertarlos posteriormente en vectores de expresion constitutiva o inducible (Tabla 5).
Ademas, el hecho de tener los genes de interés en vectores de clonacion ofrece las
siguientes ventajas [118]: a) almacenamiento en crio-cultivo de E. coli a -70°C, b)
eficiente clonacion in vivo en E. coli TOP10F" y c) los genes de interés se pueden
extraer con la enzima EcoRI y posteriormente ser insertados en fase en los vectores de
expresion pGAPZaA y pPIC9K.

Son escasos los reportes de produccion de proteinas antiangiogénicas bajo un
promotor constitutivo (Tabla 2). Esto a pesar de las ventajas que ofrece la expresion
constitutiva sobre la expresion inducible, como: a) facil operacion de cultivos a nivel
matraz y biorreactor, b) no es necesario el uso de metanol, el cual es un reactivo
altamente inflamable y puede formar mezclas explosivas con el aire, y ¢) se pueden
utilizar fuentes de carbono alternas [119]. Por esto, en el presente trabajo, se dio
preferencia a la expresion constitutiva y se insertaron todos los genes de interés en el
vector pGAPZaA (Tabla 5). Por otra parte, con el fin de comparar la produccion de
proteina recombinante bajo diferentes promotores, se obtuvieron cepas transformantes
de Pichia pastoris que contenian en el genoma casetes de expresion constitutiva (para
todas las proteinas de interés) e inducible (Vi-11-14.1 y OSIRIS).
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Tabla 5. Obtencién de plasmidos y cepas de Pichia pastoris.

PLASMIDOS
Tipo Nombre Descripcién
Clonacién pBSK-Vs30 - Origen de replicacion para E. coli.
pBSK-Vi - Resistentes a ampicilina.
pUC18-VS VI - Se puede extraer el gen de interés con la enzima EcoRl y
SUCS7-OSIRIS reinsertar en fase en pGAPZaA y pPIC9K.
Expresion pGAP-Vs30 Plasmidos con 1, 2, 4 y 8 copias del casete de expresién
constitutiva DGAP-VS2X constitutiva con el gen vs30
pPGAP-Vs4x
pPGAP-Vs8x
pGAP-Vi Plasmido con 1 copia del gen vi
pGAP-VS VI Plasmidos con 1, 2, 4 y 6 copias del casete de expresién
DGAP-vSViZX constitutiva con el gen vs_vi
pPGAP-vsvidx
PGAP-vsvi6x
pGAP-OSIRIS Plasmido con 1 copia del gen osiris
Expresion pPIC9K-Vi Plasmidos de expresion inducible derivados de pPIC9K.
inducible = oK OSIRIS
CEPAS
Expresion P-SMDVs30 Pichia pastoris con vs30 bajo promotor constitutivo
constitutiva P-SMDVs30.4x Pichia pastoris con 4 repeticiones en tandem del casete de
expresién con vs30
P-SMDVS VI Pichia pastoris con vs-vi bajo promotor constitutivo
P-SMDVS_VI.4x Pichia _pastoris con 4 repeticiones en tandem del casete de
expresion con vs-vi
P-GS115-Vi Pichia pastoris con pGAP-VI
I_Exgre;l;?n P-GS115-Vi-2mg Pichia pastoris con pPIC-Vi y resistente a 2 mg/mL de G418
inducible

P-GS115-Vi-4mg

Pichia pastoris con pPIC-Vi y resistente a 4 mg/mL de G418

P-GS115-OSIRIS-
2mg

Pichia pastoris con pPIC9K-OSIRIS vy resistente a 2 mg/mL de
G418

P-GS115-0OSIRIS-
4mg

Pichia pastoris con pPIC9K-OSIRIS vy resistente a 4 mg/mL de
G418
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2. Ensayos de expresién y purificacion de Vs30

2.1 Optimizacion del gene vs30 y construccién de vectores multicopia

La secuencia de vs30 se adapt6 al uso preferencial de codones de Pichia pastoris sin
cambiar la secuencia de aminoacidos. Ademas, se consideraron otros aspectos para el
disefio de la secuencia sintética de vs30, como: contenido de GC, estabilidad de ARN y
sitios de corte y empalme cripticos. De esta forma, 18 de 30 codones se optimizaron, el
contenido de GC se ajustd de 50% a 38,8% y el indice de adaptacion de codones (CAl)
aumentd6 de 0,7 a 0,84. En consecuencia, el 60% de los codones vs30 se
incrementaron a la frecuencia mas alta, y se eliminaron los codones raros (Figura 8).

Vs30 D* I* c* G* p* G T* K K Vv
opt GAATTGGGCCGGACCAAGAAGGT
nat G AKBMA TEHET GREG GEllc cRE G GEMA C C A AGAAGG T
Vs30 H* v * F N* Y K G K N*
optCAGTCATTTCAACTACAAGGGAAGAA
nat C ARG T ¢ A TEHT T C AACTACAAGG GG GEHNA A G A AlS

Vs30 \J L¥ I* N* K* D* I* R c* K
opt G THEE C THENA TREA A C A AGEG ApEA TH G T G CAAG
nat G TEHNRC TERA TEJA A C A AKRG AKEA THKS G T G CAAG

Vs30 H H H H H H STOP*

oot C A CCACCACCACCACCACTAA

Figura 8. Comparacion entre la secuencia optimizada y nativa de vs30
(a) Linea Vs30= secuencia de aminoacidos de Vs30, Linea opt= secuencia optimizada de vs30
de acuerdo al uso preferencial de codones de Pichia pastoris, Linea nat= secuencia nativa de
vs30 derivada del gene de la calreticulina hunmana (Numero de acceso NM_004343), *= alta
frecuencia de uso y fondo negro= sustitucion de nucleétido.

Una estrategia que se ha utilizado para aumentar de manera eficiente la cantidad de
proteina recombinante en Pichia pastoris es aumentar la dosis génica de las cepas
mediante mdltiples inserciones del casete de expresion en el genoma [94]. En
consecuencia, los plasmidos pGAP-Vs30.1x, pGAP-Vs30.2x, pGAP-Vs30.4x y pGAP-
Vs30.8x se obtuvieron con 1, 2, 4 y 8 copias del casete de expresion, que tiene una
longitud de 1,35 Kb y consiste en el promotor constitutivo pGAP, la sefial de secrecion
del factor alfa de Saccharomyces cerevisiae, el gen Vs30 y terminador de alcohol
oxidasa 1. Por lo tanto, la longitud del casete de expresion se duplicé en cada
escalamiento, es decir, 2.7 Kb (2 copias), 5.4 kb (4 copias) y 10.8 kb (8 copias),
mientras que el esqueleto del vector que contenia el gen de resistencia a la zeocina
permanecio constante a 1.9 kb (Figura 9).
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Figura 9. Multimerizacion del vector de expresién con el gen vs30
(a) Andlisis de restricciéon con BamHI/Bglll de los vectores con 1, 2, 4 y 8 copias del casete de
expresion vs30 (L=1 kb plus ladder, 1x= 1 copia del casete de expresion, 2x=2 copias, 4x= 4
copias y 8x= 8 copias). (b) Esquema del vector con 4 copias del casete de expresion. El casete
de expresion tiene una longitud del.35 Kb y se representa con una flecha blanca la cual
equivale a el promotor constitutivo pGAP, a la sefial de secrecién factor alpha, al gen vs30y al
terminador de la alcohol oxidasa 1.

2.2 Seleccion de cepas secretoras de Vs30

Se realizé el método de inmudeteccion en placa (colony blot) a las cepas de Pichia
pastoris transformadas con pGAP-Vs30.1x y pGAP-Vs30.4x. Este método permite la
identificacion de transformantes secretoras mediante una sefial desarrollada en
membranas de nitrocelulosa, después del contacto directo y la incubacién con colonias
[114]. De esta manera, se selecciono la cepa transformada con pGAP-Vs30.4x, la cual
produjo sefiales méas intensas en contraste con la cepa que contenia una copia de
casete de expresion y con la cepa no transformada (Figura 10.a). Los sobrenadantes
se precipitaron con metanol y se analizaron mediante SDS-PAGE (Figura 10.b). Por lo
tanto, se visualizé una banda por debajo de 10 kDa, que coincide con el peso molecular
tedrico Vs30. Esta banda se observé Unicamente en los sobrenadantes de la cepa P-
SMDVs30.4x, en el SDS-PAGE tefiido con azul de Coomasie. Por otra parte, se
detectd por western blot la banda menor de 10 kDa en los sobrenadantes de las cepas
P-SMDVs30 y P-SMDVs30.4x (Figura 10.c). La mayoria de los estudios publicados han
demostrado que la produccion de proteinas es proporcional al nimero de copias de
vectores de expresion integradas en el genoma de Pichia pastoris [120, 121]. Sin
embargo, a veces el uso de cepas de multiples copias tiene efectos negativos en la
produccion de proteinas [122]. Nuestros resultados demuestran que 4 copias del
casete de expresion tienen una influencia positiva en la cantidad de Vs30 producida y
secretada por Pichia pastoris SMD1168.
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P-SMDVs30.4x

180 kDa

70kDa ——

35kDa —
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c)

Figura 10. Inmudeteccién en colonia y andlisis electroforético de los sobrenadantes
de las cepas P-SMDVs30 y P-SMDVs30.4x.

a) Colony blot a 11 transformantes diferentes. Las flechas indican una sefial mas intensa. b)
SDS-PAGE. La flecha indica la presencia de una banda debajo de los 10kDa. C) Western blot.
Carril MW= marcador de peso molecular, carril wt= Pichia pastoris SMD1168, carril 4x= cepa P-

SMDVs30 y carril 1x= cepa P-SMDVs30.

2.3 Seleccion de las condiciones de cultivo para la produccién de Vs30

El pH en el cultivo es un parametro importante para la expresion en Pichia pastoris. De
hecho, el aumento en el tiempo de cultivo y el pH estan relacionados con la secrecién
de proteasas en el medio de cultivo [123]. Por lo tanto, la cepa P-SMDVs30.4x se
cultivé en diferentes condiciones de pH y se analizaron los sobrenadantes recolectados
a las 48 h. De este modo, como se muestra en el gel de poliacrilamida (Figura 11.a), el
namero de proteinas nativas de Pichia pastoris encontradas en el sobrenadante se
redujo drasticamente a pH 6, lo que facilita los procedimientos rio abajo de purificacion.
Por otra parte, el tiempo 6ptimo de cosecha del sobrenadante fue de 48 h. Después de
72 h de cultivo disminuyé la cantidad de Vs30 probablemente por una accion
proteolitica (Figura 11.b).
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Figura 11. Efecto del pHy el tiempo de cosecha en la produccién de Vs30
a) SDS-PAGE a sobrenadantes de la cepa P-SMDVs30.4x cultivada en diferentes pH’s (6= pH
6, 7= pH 7, Flecha= Vs30). b) SDS-PAGE a sobrenadantes recolectados a pH 7 a las 24, 48,
72,96y 120 h.

2.4 Purificacion de Vs30 por ultrafiltracion

Los sobrenadantes de la cepa P-SMDVs30.4x se filtraron usando una celda agitada
con una membrana de corte de 30 kDa. Por lo tanto, las fracciones retenidas y filtradas
se recolectaron y analizaron mediante SDS-PAGE. Vs30 se visualiz6 como una banda
Unica por debajo de 10 kDa unicamente en la fraccion filtrada (Figura 12). En nuestro
laboratorio, pudimos obtener 2.98 mg/L de Vs30 soluble utilizando E. coli BL21-SI como
sistema de expresion [59]. En este trabajo de tesis, se expresd con éxito Vs30 en
Pichia pastoris y se obtuvo 11.6 mg/L de proteina purificada. Luego, se optimizé el
paso de purificacion reduciendo el tiempo y el costo de produccion. Ademas, la
produccion de péptidos terapéuticos en E. coli generalmente requiere de pasos que
pueden ser evitados mediante el uso de Pichia pastoris, como: 1) la extraccion de la
proteina por lisis celular, 2) el procesamiento de cuerpos de inclusion y 3) de controles
adicionales para endotoxinas, las cuales pueden modular la proliferacién de células
endoteliales. Previamente, VAS (120-180aa), una version de mayor longitud que Vs30
(135-164aa), se expresd en P. pastoris KM17 bajo un promotor inducible de metanol
[97]. Por otro lado, utilizamos el vector pGAPZaA basado en el promotor constitutivo de
la glicerlaldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAP). La expresion constitutiva simplifica
el proceso de produccién y evita el uso de metanol potencialmente peligroso y
mantiene la transcripcion continua del gen de interés con diferentes fuentes de carbono
como glucosa, glicerol y sorbitol [119].
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140 kDa

Figura 12. Purificacién de Vs30 por ultrafiltracion.
SDS-PAGE a las fracciones obtenidas de la ultrafiltracion de sobrenadantes de la cepa P-
SMDVs30.4x. Carril R= fraccion retenida y carril P= fraccion filtrada.

2.5 Expresion constitutiva de Vs30 en biorreactor

La cepa P-SMDVs30.4x se cultivé en un reactor de tanque agitado de 1L a pH 6, 28°C
y a una saturaciéon de oxigeno mayor a 20% siguiendo el protocolo descrito por [124].
La cantidad obtenida de Vs30 fue de 22.5+0.05 mg/L a las 48 h de cultivo en
bioreactor, la cual es similar a la cantidad obtenida en matraz (21.07£0.9 mg/L). Sin
embargo, la cantidad de Vs30 decrese después de las 48 h de cultivo en matraz
(Figura 11) mientras que en bioreactor se alcanza una concentracion maxima de
27.66+£1.5 mg/L a las 72 h (Figura 13). Ademas, en la Figura 13 se observa una cinética
producciéon de Vs30 asociada a crecimiento celular, lo cual es tipico en cultivos de
expresion constitutiva.

40
35
.
30 = - E
25
*
20 *
15 *
10
5 & #Vs30(mg/L) Abs (600 nm)
+
0
o 20 40 50 80
Tiempo de cultivo (horas)

Figura 13. Cinética de crecimiento celular y de produccion de Vs30 del biorreactor batch
de 1L delacepa P-SMDVs30.4x

La biomasa maxima alcanzada (DCW) fue de 8.47+0.12 g/L y la velocidad especifica
de crecimiento (u) fue de 0.30+0.01 h! (Figura 14a). Ambos valores son similares a los
reportados (DCW=10.5+0.5 g/L y y=0.32+0.01 h!) en la produccién de la endochitinasa
Ech42 en Pichia pastoris, donde se utiliz6 la misma cepa parental deficiente de
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proteasas (SMD1168), un cultivo batch de 1L en el mismo biorreactor de tanque
agitado y una saturacion de oxigeno de 40% [124]. En la Figura 14.b se grafico en el
eje Y la cantidad de Vs30 obtenida en sobrenadantes del cultivo en biorreactor y en el
eje X la biomasa correspondiente en gramos de peso seco, con esto se determiné el
rendimiento de producto sobre biomasa (Yp/x) que fue de 3.45 mg/g. Posteriormente,
se determind la productividad especifica (qp) del cultivo en biorreactor que fue de 1.05
mg g h'?, la cual se calculé utilizando la siguiente férmula:

qp = u.Yp/x
a)u(h? )
u (h) b)Y, /s
15 - 30 -
1 ¥ =0.305x- 44846 ¥ =3.4545%- 2924 +
R? =0.9995 25 - R* =0.9932
0.5 - =
— tll'.l ED 7
= 0 . £
S
2 b 5 10 15 20 w 17 7
c 05 =
- L 10
5 -
15 -
D T T T T 1
-3

Tiempo de cultivo (horas)

x.V (g)

Figura 14. Célculo de valores cinéticos y estequimétricos del biorreactor batch de 1 L de
la cepa P-SMDVs30.4x
a) u= velocidad especifica de crecimiento. b) Y p/x= rendimiento de producto sobre biomasa.
X= Biomasa (g peso seco), V= volumen de reactor, Vs= volumen de sobrenadante, Cp=
concentracion de la prteina recombinante.

3. Ensayos de expresion y purificacion de Vi-11-14.1

3.1 Optimizacion del gene vi-ii-14.1

La optimizacion de codones es una estrategia para incrementar el nivel de expresion de
proteinas heterélogas en Pichia pastoris. Por lo tanto, la secuencia de vi-ii-14.1 se
adapt6 al uso preferencial de codones de Pichia pastoris sin cambiar la secuencia de
aminoacidos. Ademas, se consideraron otros aspectos para el disefio de la secuencia
sintética de vi-ii-14.1, como: contenido de GC, estabilidad de ARN Yy sitios de corte y
empalme cripticos. De esta forma, se modificaron 99 nucleotidos, se optimizaron 89 de
123 codones y el indice de adaptacion de codones (CAIl) aument6 de 0,7 a 0,84 (Figura
15). El porcentaje de GC de los genes de Pichia pastoris es de 45% y el ajuste a este
porcentaje en genes heterdlogos puede aumentar la vida media de ARN mensajero v,
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14.1

consecuentemente, la produccion de proteina recombinante. Por lo tanto, el contenido

de GC de vi-ii-14.1 se ajust6 de 53.33% a 42.38%.

Wi -

C
L

IS CH o CCTE
C G e S C

T
s

G G
(e e

C s
-

T
-

uu

k-
LRy
k-

=

F
49

C  C
. C e

F

[VRV]

-

ot
nat

Wi -
141

QU

C
S

G C e G T
G C sl S T e

A
ey G

uu
uu
LRU)
-
€
LU

ot
nat

Wi -
141

uu
Fr
T4
uu
19
ke

o

14
uu
=0
au
<k
a9

-

ou

F
wu

= U

(VY]

ot
nat

C

AT G TT
AT G TT

Wi-1l-
141

T E-EECE - JE<IcE T
Ll & G Rl S G RS

(U]
(U]
I
14
uu
uu
uu
14

qq
o

q4q
q4q
-
q4q
[Ub)
uu

H

o E
nat

Wi-1l-
141

oo

19
uu

(X

oQ

CNE

=

o
RU
19
19
uu
-
q4d

(SRS
oQ
oQ
44
94

- o]

oo
q4d

ko
ko

44

o)

-

oo E
nat

Wi-1l-
141

[UNU]
19
19

(X

94
(VY]
19
94
(VY]

q U

(SRS

L & C e
oy A C ey C

= C
G C

(SRS

-
-
uu

o E
nat

Wi-ll-
141

oo
19
(VU]
14
94
44

94
uu

@

19
14
uo
-
a1
vo
19
uu
19
14
uu
uu
uu
vo
19
19
uu
uo
14

o E
nat

14
UL

-

CNE

K

ko
1
Uu
U
kq

=0

Wi-ll-
141

[VRV]

STOP

H
CACCACCACCACCACCATTAA
G

sustituciéon de nucledétido.

35

), fondo negro

secuencia de aminoacidos de Vi-lI-14.1, Linea opt= secuencia optimizada

de vi-ii-14.1 de acuerdo al uso preferencial de codones de Pichia pastoris, Linea nat
secuencia nativa de vi-ii-14.1 derivada del gene de la prolactina humana (NUumero de acceso

NM_000948.5

=5 A
G A

Figura 15. Comparacion entre la secuencia optimizada y nativa de vi-ii-14.1

(a) Linea Vi-lI-14.1
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3.2 Obtencion de cepas hiperresistentes a G418

Un procedimiento para obtener cepas de Pichia pastoris con multiples integraciones
consiste en seleccionar cepas transformantes en altas concentraciones de antibiotico
[94]. Esta establecido que no se pueden obtener directamente cepas transformantes
del vector de expresion inducible pPIC9K debido a que el gen de resistencia a G418
(Tn903kan") cuenta con un promotor bacteriano, el cual es débil en Pichia pastoris [125,
126]. Por lo tanto, para obtener cepas resistentes a la geneticina (G418) es necesario
seleccionar inicialmente cepas transformantes His+ y, posteriormente, realizar un
tamizaje a concentraciones crecientes de G418 [127]. Sin embargo, este método
convencional requiere de una gran cantidad de tiempo y recursos. En nuestro grupo de
trabajo, se desarroll6 un método directo (CASA) para obtener cepas de Pichia pastoris
hiperresistentes a G418, el cual requiere de una menor inversion de tiempo, recursos y
esfuerzo. EI método CASA consta de aumentar el tiempo de recuperacién de las
transformantes a 12 h, esto con el fin de permitir la expresion suficiente de Thn903kan'.
De esta manera, fueron obtenidas cepas transformantes resistentes a 2 y 4 mg/mL de
G418.

El plasmido de expresion con la vasoinhibina (pPIC9K-Vi) no cuenta con una secuencia
de replicacion para Pichia pastoris, por lo cual, al momento de ser ingresado dentro de
la célula tiene que integrarse al genoma para su replicacion y conservacion [128]. Asi,
con el fin de comprobar que la secuencia correspondiente a la vasoinhibina estuviera
integrada en el genoma de Pichia pastoris, se realiz6 un PCR en colonia. El cual consta
de lisar térmicamente la colonia y realizar la amplificacion de la secuencia deseada de
ADN. De esta manera, se analizd en un gel de agarosa el producto de PCR de las
cepas problema, del plasmido pPIC9K-Vi que contenia la secuencia de la vasoinhibina
(control positivo) y de la cepa parental GS115 (control negativo). En la Figura 16.a, se
muestra la presencia de una Unica banda con el tamafio esperado (695 pares de
bases) solo en las cepas problema y en el control positivo, pero no en la cepa GS115
de Pichia pastoris. Con base en este resultado, se puede concluir que las cepas
analizadas en el presente estudio cuentan con la secuencia de ADN de la vasoinhibina.
Por otra parte, en la Figura 16.b, se muestran los resultados de la inmunodeteccion de
Vi-1I-14.1 en colonia, donde se puede observar que la cepa P-GS115-Vi-4mg produjo
sefiales mas intensas en comparacion con la cepa P-GS115-Vi-2mg. Asimismo, la cepa
parental GS115 no generd sefial. Adicionalmente, se detectaron dos bandas en un
western blot realizado a las proteinas del sobrenadante de la cepa P-GS115-Vi-4mg
(Figura 16.c). La banda de 15 kDa corresponde con el peso molecular teérico para la
Vi-1-14.1 y la banda de 18 kDa puede deberse a la presencia de una version
glicosilada de Vi-11-14.1 o a un procesamiento ineficiente de protedlisis de la sefial de
secrecion. Con base en los resultados presentados en esta seccion, se puede concluir
gue las cepas obtenidas tienen la capacidad de producir y secretar Vi-11-14.1.
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Transformantes - Pichia pastoris
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Figura 16. Caracterizaciéon de las cepas transformadas por el método CASA
a) Andlisis electroforético de productos de PCR. E= escalera de longitudes de ADN, Control
negativo (-)= PCR a ADN gendmico de la cepa GS115, control positivo (+)= PCR a pPIC9K-Vi.
b) Colony blot a sobrenadante. c) Western blot a sobrenadante. G=cepa GS115, 2 = cepa P-
GS115-Vi-2mg y 4= P-GS115-Vi-4mg.

3.3 Seleccion de cepas secretoras de Vi-1114.1

En Pichia pastoris prevalece la via de recombinacion de extremos no homologos
(NHEJ), lo cual resulta en una heterogeneidad clonal post-transformacion y en una
consecuente seleccion de cepas mediante procesos de cribado que consumen tiempo
y recursos[129-131]. Por otra parte, se ha observado que la actividad antiangiogénica
de la vasoinhibina depende del contacto con receptores de las células endoteliales y
moléculas de la matriz extracelular, y no de una actividad enzimatica especifica. Por lo
tanto, no es viable realizar un escrutinio econdmicamente masivo de cepas
transformantes de Pichia pastoris debido a la naturaleza de los ensayos de bioactividad
de las proteinas antiangiogénicas. Por otra parte, la inmunodeteccion de péptidos es
una opcion viable para este problema, por lo que utilizamos una metodologia
modificada descrita por [114], denominada “colony blot”. De esta manera, se analizaron
paralelamente 51 cepas transformadas con el vector de expresion constitutiva pGAP-
Vi. En la Figura 17.a, se observan las sefiales obtenidas por el colony blot, las cuales
se clasificaron segun su intensidad. En este sentido, se observé que la mayoria de
cepas transformantes tenian un nivel de expresion bajo-medio, mientras que
Unicamente 3 cepas mostraron una expresion alta (Figura 17.b). Por lo tanto, se eligio
una cepa de expresion alta (P-GS115-Vi) para realizar ensayos de expresion y para
comparar el nivel de expresion con las cepas P-GS115-Vi-2mg y P-GS115-Vi-4mg.
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Figura 17. Inmunodeteccidn en colonia de Vi-lI-14.1
a) Colony blot a 51 cepas transformadas con pGAP-Vi. Flecha (+++)= sefial intensa, flecha
(++)= sefal intermedia y flecha (+) sefal debil. b) Grafica de transformantes clasificadas de
acuerdo a su nivel de expresion.

3.4 Efecto del promotor, pH y tiempo de cosecha en la produccion de Vi-lI-14.1

Se realizaron cultivos estdndar a pH 6 de las cepas P-GS115-Vi (Constitutiva), P-
GS115-Vi-2mg y P-GS115-Vi-4mg y, posteriormente, se analizaron los sobrenadantes
a las 48 horas de cultivo. En este sentido, la cepa P-GS115-Vi-2mg produjo 55 mg/L y
la cepa P-GS115-Vi-4mg produjo 68 mg/L, lo cual coincide con los resultados
cualitativos de colony blot presentados en la Figura 16.b. Con base en estos resultados
se puede decir que las cepas resistentes a 4 mg/mL produjeron una mayor cantidad de
Vi-11-14.1 en comparacion con las cepas resistentes a 2 mg/mL. Por otra parte, la cepa
de expresién constitutiva P-GS115-Vi produjo una cantidad equiparable a la cepa
hiperresistente P-GS115-Vi-4mg (Figura 18). Por lo tanto, se seleccion6 a la cepa P-
GS115-Vi para los ensayos de optimizacion de las condiciones de cultivo y para la
purificacion de Vi-lI-14.1, esto debido a su nivel de produccién y a las ventajas que

ofrece la expresion constitutiva.

N 48 horas N 48 horas 48 horas

Vi-1I-14.1 (mg/L)
) 2] = Ln =] =

=
=

Glicero Metano Glicero Metano Glucosa

2 4 C

Figura 18. Expresion inducible y constitutiva de Vi-1l-14.1
12 e 14 = Vi-1l-14.1 producida mediante la induccion con metanol por 48 horas por las cepas P-
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GS115-2mg y P-GS115-4mg, respectivamente. NI= cultivo no inducido con glicerol como fuente
de carbono. C= Vi-lI-14.1 producida constitutivamente en un cultivo de 48 horas con glucosa de
la cepa P-GS115-Vi.

En la Figura 19, se observa que el tiempo de cosecha influyé drasticamente en la
cantidad de Vi-lI-14.1 encontrada en el sobrenadante de la cepa P-GS115-Vi. En este
sentido, se redujo mas de un 50% la cantidad de Vi-1l-14.1 a las 48 h de cultivo. De
este modo, las condiciones de cultivo seleccionadas fueron un pH de 7 y un tiempo de
cosecha de 24 h, debido a que se alcanzé una produccibn méas alta en estas
condiciones (126.8 mg/L). La cantidad de Vi-lI-14.1 secretada por la cepa P-GS115-Vi
supera la cantidad de Vi-l1I-14.1 obtenida en lisados de E. coli BL21 (9 mg/L) [59].
Ademas, la produccion de péptidos terapéuticos en E. coli generalmente requiere de
pasos que pueden ser evitados mediante el uso de Pichia pastoris, como la extraccion
de la proteina por lisis celular y el analisis de controles adicionales para endotoxinas,
las cuales pueden modular la proliferacion de células endoteliales [90]. Por otra parte,
se obtuvo 1 mg de Vi-1I-16 en 4x107 células de insecto sf9 [79], lo cual es mas eficiente
en comparacion con Pichia pastoris, teniendo en cuenta que una unidad de DOsoo
equivale a alrededor de 5x107 células de levadura por mililitro de cultivo. Sin embargo,
la producciéon de Vi-lI-14.1 en Pichia pastoris es mas viable econdémicamente y
operacionalmente que la produccién en cultivo de células de insecto sf9, debido al
costo de los medios de cultivo y al procesamiento de la proteina intracelular.

140

pH 3 pH 6 pH 7
W 24 horas 48 horas

Figura 19. Efecto del pHy el tiempo de cultivo en la produccién de Vi-11-14.1
Vi-11-14.1 producida constitutivamente por la cepa GS115-Vi. En la gréafica se presenta la
cantidad de Vi-lI-14.1 en los sobrenadantes recolectados a las 24 y 48 h de cultivos con pH 5, 6

yT.

3.5 Purificacién de Vi-lI-14.1 por cromatografia de afinidad

Se purificé la Vi-ll-14.1 con etiqueta de histidinas por cromatografia de afinidad
utilizando agarosa Ni-NTA (Niquel- acido nitriloacético) en condiciones nativas y en
configuracion batch. En este sentido, se monitore6 la efectividad de la purificacion por
SDS-PAGE. En la Figura 20, se observan 2 bandas en el carril de elucion, una debajo
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de los 15 kDa y una de 20 kDa, las cuales también se detectaron por western blot. El
peso molecular tedrico para Vi-11-14.1 es de 14.8 kDa, por lo cual coincide con la banda
debajo de los 15 kDa. Sin embargo, la banda de 20 kDa se determiné que era una
banda glicosilada (Figura 21). Posteriormente, se analizé el gel de poliacrilamida por el
software ImageJ y se determiné que el grado de pureza era del 93.13%. El porcentaje
de recuperacion fue de 1.57%, es decir, se obtuvieron 2 mg/L de Vi-lI-14.1 purificada.
La purificacion de Vi-ll-14.1 se llevd a cabo mediante un protocolo estandar
(Invitrogen), por lo tanto, es posible optimizar el proceso de purificacion para aumentar
el grado de pureza y el porcentaje de recuperacion.

MW E1l L3 FT
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S ——

—
70 kDa ]
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— :
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v ———t
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1SkDa ___
ih

Figura 20. Purificacién de Vi-ll-14.1 por cromatografia de afinidad

SDS-PAGE a MW= marcador de peso molecular, E1= elucién con 250 mM de imidazol, L3=
tercer lavado con imidazol 50 mM y FT= Proteinas no adheridas a la resina.

3.6 Deteccion de una version glicosilada de Vi-lI-14.1

Se detecto la presencia de una banda extra de 20 kDa en el analisis electroforético y en
el western blot de la Vi-lI-14.1 purificada. Por lo tanto, se propuso que era una version
glicosilada de Vi-11-14.1. Para confirmarlo, se revelé un gel de poliacrilamida con un kit
de tincién de glicoproteinas (Pierce™ glycoprotein staining). En la Figura 21, se
observa una unica banda de 20 kDa en el carril donde se analizé la Vi-lI-14.1
purificada. Ademas, se observé una banda en el control positivo, la cual coincidia con
el peso molecular tedrico (~40 kDa) mientras que en el control negativo no se observo
ninguna banda. Con base en este resultado se puede concluir que Pichia pastoris
produce una version glicosilada de Vi-11-14.1. Galfione et al. [79], detecto una version
glicosilada de 18 kDa producida por células de insecto sf9, la cual fue digerida
mediante un tratamiento con PNGasaF (péptido N-glicosidasa F). Por lo tanto, se
propuso que la glicosilacion estaba en la asparagina numero 31 de la vasoinhibina. Por
otra parte, Pichia pastoris realiza tipicamente la N-glicosilacion en la secuencia N-X-S/T
(Asparagina-cualquier aminoacido-serina/treonina) [132]. La Vi-ll-14.1 tiene una
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secuencia consenso N-L-S (asparagina-leucina-serina) en la posicion 17, por lo cual, se
propone esta coordenada como posible sitio de glicosilacion en Pichia pastoris. En
humano, se ha detectado una version glicosilada de la prolactina de 25 kDa en la
pituitaria, plasma y fluido amnidtico [133]. La N-glicosilacion de la prolactina humana es
en la secuencia N-L-S en la posicion 31 y se ha observado, en experimentos con ratas,
que la version glicosilada tiene un menor tiempo de vida media en la circulacion [134].
Por otra parte, no se ha estudiado el efecto de la glicosilacion del eje
prolactina/vasoinhinibina en la modulacion de la angiogénesis.

I K e

70 kDa ——

25 kDa

1SkDa _}

Figura 21. Deteccion de una version glicosilada de Vi-ll-14.1
SDS-PAGE a MW= marcador de peso molecular, control negativo (-)= Inhibidor de la tripsina de
soya, control positivo (+)= peroxidasa de rabano y Vi= Vi-lI-14.1 purificada por cromatografia de
afinidad.

4. Ensayos de expresion de VS_VI

4.1 Construccion de vectores multicopia

En vista de que no se puede predecir la influencia de la dosis génica en el nivel de
produccion de la proteina de interés [112, 135]. En algunos casos, como en la
expresion de aquaporinas en Pichia pastoris, se ha mejorado la produccion de la
proteina al aumentar la dosis génica [136]. Sin embargo, se ha reportado el
decremento de la produccion del tripsinébgeno humano al aumentar la dosis génica
[122]. VS _VI es una proteina de fusiébn novedosa y propuesta por nuestro grupo de
trabajo [59], de la que no se ha estudiado el efecto de la dosis génica en la produccién
de la misma. En consecuencia, se realiz6 la construccién de vectores multicopia, la
transformacion de estos en Pichia pastoris y se caracterizaron las cepas resultantes
con el fin de estudiar la influencia de la dosis génica en la produccion y secrecion de
VS _VI.
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Los plasmidos pGAP-vsvilx, pGAP-vsvi2x, pGAP-vsvidx y pGAP-vsvi6x se obtuvieron
con 1, 2, 4 y 6 copias del casete de expresion, que tiene una longitud de 1.76 Kb y
consiste en el promotor constitutivo pGAP, la sefal de secrecion del factor alfa de
Saccharomyces cerevisiae, el gen vs_vi y terminador de la AOX1. Por lo tanto, la
longitud del casete de expresion aument6 en cada escala, es decir, 3.52 Kb (2 copias),
7.04 kb (4 copias) y 10.56 kb (6 copias), mientras que el esqueleto del vector que
contenia el gen de resistencia a la zeocina permanecio constante a 1.9 kb (Figura 22).

6 kb.

&

3 [ pGAP-vsvidx
30— \\ 12.3 kb
2kb——— S - | N 8
1.6 kb———| W

CASETE DE EXPRESION (1.76 kb)
1kb— 1.

a) Ix || 2x || 4x

Figura 22. Multimerizacién del casete de expresion con el gen vs_vi
(a) Andlisis de restriccion con BamHI/Bglll de los vectores con 1, 2, 4 y 6 copias del casete de
expresion vs_vi (L=1 kb plus ladder, 1x= 1 copia del casete de expresion, 2x=2 copias, 4x= 4
copias y 6x= 6 copias). (b) Esquema del vector con 4 copias del casete de expresion. El casete
de expresion tiene una longitud del.76 Kb y se representa con una flecha blanca la cual
equivale a el promotor constitutivo pGAP, a la sefial de secrecion factor alpha, al gen vs_viy al
terminador de la alcohol oxidasa 1.

4.2 Obtencion y caracterizacién de cepas multicopia de Pichia pastoris

Se transformé la cepa SMD1168 de Pichia pastoris con los vectores de expresion
pGAP-vsvi (1 copia) y pGAP-vsvi.4x (4 copias). Se aislaron 59 cepas transformantes,
se sembraron en medio YPD sdlido y se les realizé el analisis de “colony blot”. Las
cepas se clasificaron segun la intensidad que generaron en el “colony blot” y se
graficaron como se ve en la Figura 23. De este modo, se observé un mayor nimero de
cepas transformadas con pGAP-vsvi.4x con un alto nivel de expresién en comparacion
con las cepas transformadas con pGAP-vsvi. Con base en este resultado, se puede
decir que el aumento de 1 a 4 copias del casete de expresion en el plasmido
incrementa la probabilidad de obtener transformantes con nivel alto de expresion de
VS _VI.
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Se realizaron ensayos de expresion constitutiva a nivel matraz como se describe en 5.1
de la seccion de metodologia. Posteriormente, se analizaron por “dot blot” los
sobrenadantes de cultivos de 48 horas de la cepa SMD1168, de la cepa P-SMDVS_VI
(monocopia) y de la cepa P-SMDVS_VI.4x (tetracopia). En la Figura 24.a, se observo
que la cepa tetracopia generé una mayor intensidad colorimétrica en comparacion con
la cepa monocopia. Posteriormente, se realizé un “western blot” a los sobrenadantes de
las cepas en cuestion como se observa en la Figura 24.b. De este modo, se detectd
una banda unica alrededor de los 20 kDa en los sobrenadantes de las cepas mono y
tetracopia, la cual coincide con el peso molecular teérico de la VS_VI que es de 18.5
kDa. Ademas, se observO que la cepa tetracopia produjo una banda con mayor
intensidad, al igual que en los inmunoensayos anteriores, es decir, en el “colony blot” y
“dot blot”. Con base en estos resultados, se concluyd que el cuadruplicar la dosis
génica tiene un efecto positivo en la produccion y secrecion de VS _VI.
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Cepas transformadas con pGAPvsvilx

Figura 23. Inmunodeteccién en colonia de VS_VI
Gréfica de cepas transformadas con pGAPvsvilx (1x, barras color gris) o pGAPvsvidx (4x,
barras color negro) clasificadas de acuerdo a su nivel de expresion. +++= sefial intensa, ++=
sefal intermedia y +=sefial débil.

4x

Figura 24. Efecto del numero de copias en la produccion de VS_VI
a) dot blot y b) western blot. wt = Pichia pastoris SMD1168, 1x= cepa transformada con pGAP-
vsvil y 4x= cepa transformada con pGAP-vsvi4x.
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5. Ensayos de expresion de OSIRIS

La angiogénesis tiene un papel crucial en la formacion de tumores y la metastasis,
debido a que las células cancerosas necesitan de una fuente de nutrientes y oxigeno
para su desarrollo y propagacion [34, 137]. En el proceso de la angiogénesis se da la
remodelacion de la matriz extracelular debido a la secrecion de proteasas por parte de
las células endoteliales. Por otra parte, algunos tipos de cancer tienen la habilidad de
sobreproducir proteasas que le permiten promover la angiogénesis, asi como de abrir
canales que permitan su diseminacion a otras partes del cuerpo [137-139]. De esta
manera, en este trabajo de tesis se plantea como estrategia el aprovechar los
ambientes proteoliticos angiotumorales para activar de manera localizada los péptidos
con actividad terapéutica. En la Figura 25, se presenta la representacion grafica de
OSIRIS, una proteina compuesta por Vs30, un enlazador multicomponente, Vi-ll-14.1 y
una etiqueta de polihistidinas. El enlazador consta de la secuencia de corte de la
trombina [140], la secuencia A3 [111] y una region flexible de tipo GGPGG [59]. La
secuencia A3 es un sitio de reconocimiento para la matriz metaloproteasas MMP-2 y
MMP-9, que son las enzimas presentes en los sitios hiperproteoliticos angiotumorales.
De esta manera, la secuencia de ADN de OSIRIS fue sintetizada de acuerdo a la
secuencia teorica de aminoacidos y al uso preferencial de codones de Pichia pastoris.
La secuencia de ADN de osiris (ver en tabla 4) fue optimizada mediante el uso del
programa en linea OptimumGene™ vy sintetizada por Genescript. De este modo, osiris
fue previamente secuenciada e insertada en el plasmido pUC57.

Calreticulina
humana
(NP_004334.1)

Prolactina humana
(NP_001157030)

135-164 aa 1-123 aa
Enlazador
| (1.83 kDa) 1
(3.67 kDa) | I \ (13.7 kDa) (0.84 kDa)
Vs30 Trombina A3 Flexible Vi-lI-14.1 His-Tag
LVPRG\S ‘ GGPGG HHHHHH
MMP-2 MM-9
(Chen, 2002)
Ps Py Py PPy Py
AKPRA\LTA

Figura 25. Representacion gréfica de la proteina OSIRIS
En la figura se ofrecen las coordenadas y la clave alfanumérica de acceso de las secuencias de
aminoacidos de Vs30 y Vi-1l-14.1 dentro de las proteinas parentales, el peso molecular tedrico
y la secuencia de los componentes del enlazador. La diagonal en las secuencias representan el
sitio de corte de la proteasa en cuestion.
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Como no es posible predecir que promotor serd el mas eficiente para la produccién de
una proteina en particular. Ademas, puede ser que la proteina de interés resulte toxica
para el organismo hospedador [117, 119, 122]. En este sentido, OSIRIS es una
proteina propuesta y disefiada en el presente trabajo de tesis, por lo que no se ha
producido en ningun organismo hospedador. Por tanto, se decidid insertar osiris en el
vector de expresion constitutiva pGAPZaA y en el vector de expresion inducible
pPIC9K. De este modo, osiris fue extraido del plasmido pUC57-OSIRIS mediante el
corte enzimatico con EcoRI e insertado en el sitio EcoRI de los vectores de expresion.
En consecuencia, fue necesario conocer la orientacion de osiris mediante analisis de
restriccion. En la Figura 26.a, se muestra el andlisis electroforético del producto de
digestion de pGAP-OSIRIS con las enzimas BamHI y Sacl, en el que las longitudes de
las bandas resultantes fueron de 3.2 kb y de 500 bp. Por otra parte, en la Figura 26.b,
se muestra el andlisis electroforético del producto de digestion de pPIC9K-OSIRIS con
la enzima Xbal, en el que las longitudes de las bandas resultantes fueron de 9 kb y de
850 bp. De esta manera, con base en los resultados presentados en la Figura 26, se
puede decir que los vectores de expresion fueron ensamblados correctamente.

pGAP-OSIRIS
3699 bp

pPIC9K-OSIRIS
9847 bp

Figura 26. Construccion de casetes de expresion constitutiva e inducible para el gen
osiris
a) Analisis electroforético de productos de digestion BamHI-Sacl y representacion grafica del
casete pGAP-OSIRIS. b) Analisis electroforético de productos de digestion Xbal y
representacion grafica del casete pPIC9K-OSIRIS. Carril L= escalera de longitudes de ADN,
cariil B-S= fragmentos resultantes de la digestién de pGAP-OSIRIS con BamHI-Sacl, carril X=
fragmentos resultantes de la digestion de pPIC9K-ORISIS con Xbal. En los diagramas: pGAP=
promotor de la gliceraldehido 3-fostato deshirogenasa (GAPDH), pAOX= promotor de la alcohol
oxidasa (AOX), S= sefial de secrecidn del factor alfa (Saccharomyces cerevisiae), T=
terminador de la AOX.
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Se optd por el sistema de expresion inducible como primera opcién para la produccion
de OSIRIS en Pichia pastoris. Por lo tanto, se transformoé por electroporacion la cepa
GS115 de Pichia pastoris con el vector de expresion pPIC9K. Posteriormente, se
realiz6 un PCR de colonia con los oligonucledtidos Factor-a 5" y 3" AOX (ver secuencia
en tabla 3), con el fin de comprobar que pPIC9K-OSIRIS estuviera integrado en el
genoma de Pichia pastoris. De esta manera, se analiz6 en un gel de agarosa el
producto de PCR de las cepas transformadas, del plasmido pPI9K, del plasmido
pPIC9K-OSIRIS (control positivo) y de la cepa parental GS115 (control negativo). En la
Figura 27, se muestra la presencia de una Unica banda con el tamafio esperado (850
pares de bases) solo en las cepas transformadas y en el control positivo, pero no en la
cepa GS115 de Pichia pastoris. Con base en este resultado, se confirmé la presencia
del casete de expresion inducible pPIC9K-OSIRIS en las clonas seleccionadas.

L
e
A

850bp___ ————

200bp_§- o o % S0
CFE] CCERIEIE

Figura 27. Deteccidon del vector de expresion pPIC9K-OSIRIS en el genoma de Pichia
pastoris
a) Andlisis electroforético de productos de PCR. E= escalera de longitudes de ADN, P=PCR a
plasmido pPIC9K, control negativo (-)= PCR a ADN gendmico de la cepa GS115, control
positivo (+)= PCR a pPIC9K-OSIRIS, carril 2-3= cepas transformadas con pPIC9K-OSIRIS.

La secrecion de proteinas de interés es un paso recomendable en el proceso de
produccion, debido a que se evita la lisis celular para la extraccidén de proteinas, lo cual
facilita el proceso de purificacion de las proteinas de interés [112, 127, 141]. Se
realizaron cultivos estandar de la cepa P-GS115-OSIRIS y se analizaron por western
blot los sobrenadantes resultantes a las 72 horas de induccion con 0.5 % de metanol.
En la Figura 28, se observa una banda Unica de 20 kDa inmunodetectada solamente en
el sobrenadante de la cepa P-GS115-OSIRIS, la cual coincide con el peso molecular
tedrico de la proteina OSIRIS. Con base en este resultado se concluye gue la levadura
metalotréfica Pichia pastoris tiene la capacidad de producir y secretar la proteina
OSIRIS.
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25 kDa._>

15 kDa — >

Figura 28. Inmunodeteccidon de OSIRIS.
Western blot a sobrenadantes de cultivos de 72 h. MW= marcador de peso molecular. Control
negativo (-) = sobrenadante de la cepa GS115. Carril 1= sobrenadante de la cepa P-GS115-
OSIRIS-4mg.

47



Conclusiones

-Pichia pastoris tiene la capacidad de producir y secretar Vs30, Vi-lI-14.1, VS VI y
OSIRIS.

-El aumento en la dosis génica del vector de expresion tiene un efecto positivo en la
produccién de Vs30 en Pichia pastoris.

-El cultivo de P-SMDVs30 a pH 6 disminuye la cantidad de proteinas nativas
secretadas en el medio lo que simplifica la recuperacion de Vs30.

-El método de purificacion por ultrafiltracion proporciona una manera eficiente de
obtener Vs30 soluble con 98 % de pureza.

-En los cultivos en matraz y en bioreactor se obtiene una cantidad equiparable de Vs30
(21.07+£0.9 mg/L). Sin embargo, la cantidad de Vs30 decrece después de las 48 h de
cultivo en matraz mientras que en bioreactor se alcanza una concentracion de
27.66x1.5 mg/L alas 72 h.

-Es posible seleccionar cepas de Pichia pastoris hiperresistentes a G418 mediante el
método directo CASA desarrollando en este trabajo de tesis.

-Pichia pastoris expresa eficientemente el gen vi-i-14.1 en las construcciones
moleculares usando tanto promotores inducibles y constitutivos. En ambos casos se
produce una cantidad similar de la proteina Vi-ll-14.1. Sin embargo, la expresion
constitutiva presenta ventajas operacionales por lo que se recomienda usar esta
construccion para su escalamiento.

-Pichia pastoris produce una version glicosilada de Vi-11-14.1 de 20 kDa.

-La construccion de la expresion inducible de OSIRIS es funcional.
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