Expresion de Proteinas en
la levadura Pichia pastoris
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Qué es una proteina
recombinante?

Se considera una proteina recombinante o
proteina heterologa aquella proteina cuya
sintesis se realiza en un organismo distinto
al organismo nativo.
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Que sistema de
expresion elegir?

Origen bi

Fernandez and Vega 2013



Escherichia coli

Expresses >80 % of
commercial microbial
products

Expresses simple to

moderately complex
proteins including
Fabs

Soluble expression
simplifies recovery
and downstream
processing
Produces
aglycosylated
prhteins

Ideal for plasmid DNA
production

Sacharomyces
cerevisae

Good expression levels

Choice of secreted or cellular expression
Low cost

Simple culture conditions

Scaleable

Able to perform most eukaryotic post-translational
modifications

Efficient protein ‘olding
Endotoxin-free

Likely lower expression than with Pichia pastoris
Secretion likely lower than with Pichia pastoris
Glycosylation still different to mammalian cells
Tendancy to hyperglycosylate proteins

N-glycan structures considered allergenic




Células de mamiferos

Good expression levels

Moderately scaleable

Suspension-adapted cells facilitate scale-up
Efficient protein folding

Good for secreted proteins

All post-translational modifications
Endotoxin-free

Expensive culture media

Complex growth requirements




POST-
TRANSLACTION
MODIFICATION




Pichia pastoris

Es un sistema de gran éxito para la produccion de una amplia
variedad de proteinas recombinantes

Como la levadura, P. pastoris es un microorganismo unicelular que es
facil de manipular y cultura. Sin embargo, también es un eucariota y
capaz de muchas de las modificaciones post-traduccionales
realizadas por células eucariotas superiores, tales como el
procesamiento proteolitico, la formacion de enlaces de sulfuro de
plegado, di- y glicosilacion. Por lo tanto, muchas proteinas que
terminan como cuerpos de inclusion inactivos en sistemas bacterianos
se producen como moléculas biolégicamente activas en P. pastoris. El
sistema de P. pastoris también se considera en general de ser mas
rapido, mas facil y menos costoso de usar que los sistemas de
expresion derivados de eucariotas superiores, tales como sistemas de
células de cultivo de tejidos de insectos y de mamiferos y por lo
general da altos niveles de expresion.




En los ochenta fue
desarrollada una cepa de
P. pastoris que crece en
altas densidades (Phillips
Petroleum Co.)

Desde 1990 esta a
ofrece esta a sin
n costo para la
n y uso en
universidades y
organizaciones sin  nimo de
lucro, a s de acuerdos
de transferencia
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Fig. 1. Graph showing number of publications describing the expression of a for-
eign protein in B pastoris each year from 1985 to 1997,




Ventajas

la densidad de células de la

biomasa puede ser diez veces
mayor que la de los cultivos de
S. cerevisiae, incrementando
la produccion

5. cerevisiae  P. pastoris
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Ventajas

la densidad de células de la

biomasa puede ser diez veces
mayor que la de los cultivos de
S. cerevisiae, Iincrementando
la produccion

5. cerevisiae  P. pastoris

el eI EERIVEREE | conducen a altos niveles de
expresion

ST aNe(SBF: | Ssefales de secrecion de proteinas

proteina eficientes y no secretan considerables

cantidades de nas genas,
simplificando la purificacion




Pichia se ha utilizado para producir con éxito proteinas

que incluyen enzimas, antigenos, fragmentos de

anticuerpos. Beneficios de expresion en Pichia incluyen:
Proteinas Solubles

Alta densidad celular/alto rendimiento de proteina
Proceso Controlable

Purificacion o Procesos downstream minimos

Productos similares a los producidos en sistemas de
mamiferos

Altos rendimientos de proteina
funcional en un hueésped

microbiano facil de manejar y
rentable
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Metabolismo del MetOH
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Protein Comments: mode, amount,

Bacteria

Bacilles licheniformis o-amylase 5 25 gl SUC2
Bacillus stearothermophilus p-alanine carboxypeptidase S, 100 mg 17!, native
Bordetella pertussis pertussis pertactin (P65} L3gl!

Clastridiem botulinem neurotoxin (BoNT) serotvpe A and B 1, 78 mg 17!
Clostridiem botulinem neurotoxin heavy chain fragment, serotype B L 390 ug g!
Closeridivm bortulimem peurotoxin serotype A binding domain I, 2.4 mg total

Clostridium tetani telanus toxin fragment C
Escherichia coli acid phosphatase/phytase (appA2)
Escherichia coli B-palactosidase

Escherichia coli B-lactamase

Letshmania major cathepsin B-like protease
Sraphylococens aurens staphylokinase

Streplococcus equisimilis streptokinase

Srrepromyess subtilisin inhibitor

Srrepromyees viridosports TTA peroxidase, endoglucanase
Toxoplasma gorndif SAG] antigen

Vibrio cholerae accessory cholera enterotoxin (Acc)
Fungi

Alternaria Alt 1 allergen

Aspergilfus awamori glucoamylase

Aspergilius awamori glucoamylase catalytic domain
Aspergilfus fumiganes catalase L

Aspergilfus fimigaes dipeptidy]l peptidase [V (DPP IV)
Aspergilfus fimmigams dipeptidy] peptidase V (DPP V)
Aspergillus piganiens o-sarcin ribotoxin

Aspergilfus niger phytase (phyA)

Candida guilliermondii xylose reductase gene (xyll)
Candida rugosa lipase 1 (CRL)

Fusariwm solani pectate lyase (pelC)

Fusarinem solani pectate lyase (pelld)

Gealrichum candidun lipase isoenzymes

Phytophthora cryplogea B-cryptogein

Riizopus oryzae lipase

Seccharomyces cerevisiae invertase

Seccharomyces cerevisiae Kirlp

Saccharomyces cerevisiae (o-1,2-mannosyltransferase)

Schizophylium compume vitamin B2-aldehyde-forming enzyme

Trametes versicolor (white rot fungus) laccase (locl)
Trichoderma harzignien B-(1-6)-glucanase

L12g1!

5 289 Umg!

I, 20%10° U mg !
I

5, o-MF

5, 50 me 1!, o-MF
L 77 mg 1!

5

5. 247 g 1" total protein, «
5, 12 mg 17!, o-MF

8, Tmg 1%, o-MF

5, o-MF

8, 400 mg 17!, native

S, 400 mg 177, PHOI

S, 23 g 1!, PHOL

5, PHO1

g, 0.15 mg 1!, PHO1

5, 1 mg 177, synthetic nativ
5 65 Uml!, o-MF
L0065 Ume":58 0L1§ U
S, 150 U mi™, o-MF

S. 1 mg 17°, PHOL

5, native

5, 60 mg 17!, o-MF

S, 45 mg 17!, PHO1

5, 60 mg 17", a-MF

8, 2.5 g 17!, native

S, 400 mg 17!, PHOI

5, 40 mg 1\, PHOI

5, 120 mg 17!, ee-MF

5, mative and o-MF

S, 9 } . .
bgegr'erﬁﬁlho and Cregg, FEMS Microbiology 2000




Protists

Chondrus crispus red alga hexose oxidase

Gracilariopsis lemaneiformis red alga o-1 4-glucan lyase (GLgl)
Plasmodium falciparum merozoite surface protein 1 (MSP-1)
Plasmodium vivax apical membrane antigen I (AMA-1)
Reticulomyxa filosa (giant freshwater ameba) o2, B2 tubulin isoforms
Trypanosoma cruzi acid o-mannosidase

Plants

Allim sativemn (garlic) alliin Iyase

Arabidopsis thaliana NADH :nitrate reductase

Barley (Hordewm vulgare) sucrose fructan 6-fructosy] transferase
Barley o-amylase 1

Barley c-amylase 2

Barley aleurone tissue o-glucosidase

Coffee bean o-galactosidase

Cymara cardunculus (cardoon) cyprosin

Cynodaon dacivion {(Bermuda prass) Cyvn d |

Galanthus nivalts agglutinin

Hevea brasiliensis hydroxynitrile lyase

Hevea brasiliensis Hev b 7 patatin-like allergen

Maize cytokinin oxidase

Oat phytochrome A, phA

Oat phytochrome A, phyAS5 apoprotein

1

I

S, 24 mg 17!, a-MF
S, 50 mg 17!, PHOI
1,400 pg g™

8, 11.5 pg 1!, native

I, 2167 Ug™

118 pg g~

8, o-MF

S, 50 mg 17!, native
5, 1 mg 1!, native
S, 0-MF

S, 400 mg 17!, o-MF
8, 1mgl™’, native
8 1.5gl"!, PHOL
S, PHA-E

122 gl

S, 10 mg 17!, a-MF
S, native
L30pgg™
L20pge™!




Humans

orf 1,3/4)-Fucosyltransferase

o-1,2-Mannosidase 1B wic TM domain

a-N-Acetylgalactosaminidase (o-NAGAL)

cl-Antitrypsin (x1-AT)

B2-Adrenergic receptor

p-Opioid receptor

ADARI], ADAR2, ds-RNA-specific adenosine deaminases

Alzheimer's disease amyloid precursor protein ¢, B, and ysecretase products

Alzheimer's disease amyloid precursor protein, 2 domains

Amyloid precursor-like protein 2 (APLP2)

Amyloid precursoer protein (APP)

Amyloid precursor proteins, tAPPERS, rtAPPTT0

Bile salt-stimulated lipase

Bivalent diabody against carcinoembryonic antigen (CEA), T-cell coreceptor
ch2

c-Kit receptor kinase domain

Carcinoembryonic antigen

Caspase-3

Cathepsin K

Cathepsin L propeptide

Cathepsin V

CD38

CD40 ligand soluble form

Chimeric BT-2 antibodv fusion protein

5, 30 mg "' a-MF

8, o-MF

8, 1.6 mg 1!, o-MF

5, inulinase signal sequence
5% 25 nmol g7, a-MF
5%, a-MF

L 1mgl

5, PHOL

S, 2dmel! 0.1 mgl! a-MF
5, 40 mg 17, a-MF

S, 24 mg 1!, PHO1

S, 4.5+1 mg 1!, native

S, 300 mg 17!, native, INV
8, 1mgl™ " a-MF

1, 0.2 mg 1!

8, 20 mg 1!, a-MF
L1pge!

5, 38 mgl ', o-MF
S, 10 mg 17!, a-MF
5. o-MF

5, 455 mg 17!, a-MF
S, 255 mg 17!

L 15 e 171 pMF




Pancreatic o-amylase

Pancreatic triglyeeride lipase

Papain nitrile hydratase

Placental alkaline phosphatase (PLAP)

Placental protein-14 (PP-14)

Plasminogen kringles 1-4

Plasminogen kringles 14, zngiostatin protein

Procarboxypeptidase A2

Procathepsin B

Procolipase

Protein kinase C interacting protein 1 (PKCI-1)

Proteinase 3, Wegener's antigen

Proteinase inhibitor ¥

scFv (against ovarian carcinoma)-biotin mimetic peptide

scFv (against squamous carcinoma)

Serum albumin

Serum transferrin N-lobe

Sex steroid binding protein

Single-chain urckinase-type plasminogen activator

Thrembomeadulin

Tissue factor extracellular domain

Tissue kallikrein

Tissue-type plasminogen activator kringle 2 domain

Transforming growth factor f receptor extracellular domain

Tumor necrosis factor o (TNF)

Type 1 plasminogen activator imhibitor (PAI-1)

Type Il collagen (with prolvl 4-hydroxylase)

Urokinase-type plasminogen activator-annexin V chimeras

YVascular endothelial prowth factor (VEGF163)

Viruses

ANVICTORIA/NTS influenza virus neuraminidase head domain

Bovine herpes virus-1 glveeprotein D

Dengue virus type 1 structural gene recombinant E protein

Hepatitis B virus surface antigen

Hepatitis B virus surface antigen-HIV gp4] epitope chimera

Hepatitis E virus ORF3

Human immunodeficiency virus tvpe 1 (HIV-1) envelope glycoprotein, gpi20
(ENV)

Polyomavirus large T antipen

Reovirus lambda 1 core protein

Reovirus sigma 1 protein

Vaccinia virus complement control protein

S, 20 mg 17", o-MF

8 73 mliY, PHOI

5 5mg ™!, a-MF

8, 2mg ', PHOL

5. o-MF

8, 17 mg 1-!, PHOI

5, 10% total protein, PHOI
5, 180 mg 177, -MF

S, 20 mg 17!, a-MF

5, 30 mg 17", native

L0325 mgl!

5. 670 mg 17!, o-MF

L, 15% total protein

5

5. 50 me 17!, a-MF

53g 17!, native

8, 240 mpg 17", o-MF

5 4 mp 1, o-MF

S, S mg 17!, pre Mucor pusifius rennin signal
5

5, 10 mg 17!, PHOI

5, 30 mg 17", @-MF

5 170 mg 17, o-MFE

5, 10 mg 17!, @-MF

L Wwegl!

8. 3mg 1!, a-MF

L, 15 meg 1!

S, 600 IU mi™', pre Mucor pusiffur rennin signal
5, 40 me 17!, PHOI

S, 3 mg ml!, a-MF

8, 20 mg ', o-MF

8, PHOI1, prM virus signal sequence
L 400 mg 17!

I

1
S, 20 mg 1!, a-MF

L 05 megl™?

L o8 mel™!

1

5 3me 7 o-MF




Expresion de LIpR en
Pichia pastoris

Utilizar como na modelo la lipasa del
grampositivo Rhodococcus sp, para implementar
na loga el




Rhodococcus
Lipases

Expressed in
heterologous host :
E.coli Origami.
Intracellular.




La n de una na nea
requiere la n del gen en un vector
de n, para introducirlo en el

genoma de una cepa de P. pastoris y
finalmente, identificar por el marcador de
n la efectividad de la

n, para asi realizar un

screening de expresion.




Clone gene of interest
into one of the six pPICZ
Pichin uxprossion vectors,

Linearize construct with
Sac |, Pme |, or BuX 1,

Transform eppropriate Pickia
pasioris strain (X33 or GS115

Choose highest expressens for

\arge-seale expression in shks
fask or fermemiar,




Amplificaciony Clonacion en vectores de clonacion

- FwLipRsSINATG E attaGAATTCGCATCAAAGATTCTCTTTC
- Rv LipRstop K ttCGTACCTCAGCCCGCCGCGTG

Gel de agarosa al 0,8%
tefido con sybr safe




Amplificaciony Clonacion en vectores de clonacion

- FwLipRsSINATG E attaGAATTCGCATCAAAGATTCTCTTTC
- Rv LipRstop K ttCGTACCTCAGCCCGCCGCGTG

pJET1.2/blunt

2074 bp Gel de agarosa al 0,8%. Clon E. coli DH5 pJET-Lip

1/Bglll EcoRlI (A), clon E. coli DH5 pJET-Lip 1/EcoRl
Kpnl (B), clon E. coli DH5 pJET-Lip 2/Bglll EcoRlI (C),
clon E. coli DH5 pJET-Lip 2/EcoRI Kpnl (D), clon E.
coliDH5 pJET-Lip 3/Bglll EcoRlI (E), clon E. coli
DH5 pJET-Lip 3/EcoRI Kpnl (F)

E. coli DH5 pJET-LipR




Clonacion en los vectores de expresion pPICZ vy
PGAPZ , transformacion a E. coli

PPICZo A,B,C (3.6 kb)

c-myc epitope 6xHis @l




pGAPZa A,B,C (3.1 kb)

Lo ST R F P o myc epicpe s Lo™)




O O

Gel de agarosa 0,8%. Digestiones E. coli DH5

PGAPZ /EcoRI Kpnl (A,B), E. coli DH5 pJET Lip/EcoRl
Kpnl (C,D), E. coli DH5 pPICZ /EcoRI Kpnl (E), E. coli
DH5 pGAPZ /EcoRI Kpnl (F)



O O

Gel de agarosa 0,8%. Digestiones E. coli DH5
PGAPZ /EcoRI Kpnl (A,B), E. coli DH5 pJET Lip/EcoRl : :
Kpnl (C,D), E. coli DH5 pPICZ /EcoRI Kpnl (E), E. coli Ll 3 @

DH5 pGAPZ /EcoRI Kpnl (F)




Screening de clones transformantes en E. coli
DH5 : pPICZ -Lip/EcoRI Kpnl

Screening de clones transformantes en E. coli
DH5 : pGAPZ -Lip/EcoRI Kpnl
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O U ACIC e PF -
LIpR y pGAPZ -LipR a Pichia
pastoris

AOX1 or aox1::ARG4 § Pichia Genome (HIS4 or his4)

5" Paox1 g Gene of Intérest 71T 5" AOX1oraox1:ARG4 TT
Expression Cassette




Seleccion con Zeo
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ANSTO ACION de DF

LIpR y pGAPZ -LipR a Pichia

Screening por amplificacion a parur de colonias con primers AOX fw y
AOX rv de clones transformantes de P. pastoris pPICZ -LipR. Clones 1, 3-
13y 24-27. Control negativo (N). Control positivo (C).

creening por amplificacion -
de clones transformantes de P. pastoris pGAPZ -LipR. Clones 1-17. Control
positivo (C)




Expresion

Los cultivos de alta densidad celular para producir
proteinas recombinantes en P. pastoris son generalmente
realizados como un bioproceso en varias etapas,
Incluyendo 3 fases diferentes:

- Fase de crecimiento en glicerol : Para obtener un alto
nivel de biomasa de forma rapida mientras se esta
reprimiendo la expresion del gen foraneo.

Fase de transicion : Para dereprimir el promotor AOX1

- Fase de induccion con metanol : Que también
determina la tasa de crecimiento especifico, un
parametro clave, ya que todas las reacciones biologicas
para la produccion de proteinas estan asociados directa
o indirectamente con el crecimiento celular
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Expresion

Pichia pastoris pPICZ —LipR clones 8,9y

Gel SDS-PAGE expresion con el promotor AOX, Zimograma (A) y Coloracion
de Coomassie (B): sobrenadante de los clones 8, 9 y 15 de Pichia X-33

pPIC -LipR (1, 2, 3), células de los clones 8, 9 y 15 de Pichia X-33 pPIC -
LipR




Pichia pastoris pPICZ —LipR clones 9y
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Gel SDS-PAGE expresion con el promotor AOX, Zimograma (A) y Coloracion de
Coomassie (B): sobrenadante del clon 9 Pichia X-33 pPIC -LipR (1), sobrenadante del clon
24 Pichia X-33 pPIC -LipR (2), sobrenadante Pichia X-33 (3), fraccion soluble del clon 9
Pichia X-33 pPIC -LipR (4), fraccion soluble del clon 24 Pichia X-33 pPIC -LipR (5),
fraccion soluble del clon 9 Pichia X-33 pPIC -LipR (6), fraccion soluble de Pichia X-33 (7)




Pichia pastoris pGAPZ -LipR clones 9,11y

Gel SDS-PAGE expresion con el promotor GAP, Zimograma (A) y Coloracion de Coomassie (B):
sobrenadante del clon 9 Pichia X-33 pGAP -LipR (1), sobrenadante del clon 11 Pichia X-33

PGAP -LipR (2), sobrenadante del clon 12 Pichia X-33 pGAP -LipR (3), sobrenadante Pichia X-33
(4), fraccion soluble del clon 9 Pichia X-33 pGAP -LipR (5), fraccion soluble del clon 11 Pichia X-33
PGAP -LipR (6), fraccion soluble del clon 12 Pichia X-33 pGAP -LipR (7), fraccion soluble de
Pichia X-33 (8)




Optimizacion de la Expresion

e Fermentacion

e Optimizacion de codones
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Fipure 1. Schematic representation of 3-L fermentor set-up with oo-line monitoring and control of methanol concentraton. On-line measurement of pH,

dissolved oxygen concentration, temperature, methanol concentration, and notrient addition are interfaced with a compuoter data logging system.







Expression Results of Protein a

e Optimizacion de codones
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Figure 6. Expression profiles of yeast recombinants carrying original and codon optimized #OL gene (ROL-syn). (A) SDS-PAGE analysis
of protein in fermentation broth after methano! induced for 48 h. About 20 ul protein solution per sample was loaded into the gel stained by
coomassie blue G-250 after running. Protein content (B) and lipase activity (C) of fermentation broth of yeast recombinants carrying original and
codon optimized ROL genes.

doi:10.1371/journal.pone.0036607.g006

Yang J-K et al, Plos One, 2012
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