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Resumen

En la bisqueda de alternativas para mejorar la expresion de la enzima Iduronato Sulfatasa (IDSh) en la levadura
Pichia pastoris, se realizdo una Revision Sistematica de la Literatura con el fin de recopilar informacion que
permitiera relacionar los niveles de expresion de proteinas humanas recombinantes con la sefial de secrecion y las
caracteristicas propias de la molécula a expresar. Se hallaron 349 publicaciones de las cuales solo 7 (2%) reporta-
ron la expresion de proteinas que cumplian con los criterios de inclusion manejados en el estudio. Con la informa-
cion obtenida en los 7 articulos se realizé una prueba de hipotesis tomando como muestras los datos recopilados y
un analisis cualitativo de la informacion, con los cuales se evidencid que al reemplazar la sefial de secrecion nativa
por el a-Factor como péptido lider se incrementa el nivel de expresion de proteinas humanas recombinantes en P,
pastoris (p=0.053). Se encontrd que la eliminacion de la secuencia que codifica para el péptido nativo heterélogo
en el ADNc de la proteina, es imprescindible para que el a-Factor pueda favorecer la secrecion de proteinas
heterdlogas y por consiguiente incrementar el nivel de expresion. En el caso de la IDShr se hallé que en la construc-
cion GS115/pPICY-IDS, aparecen dos secuencias de péptido sefal al mismo tiempo, la nativa de la IDSh y la
putativa proveniente de Saccharomyces cerevisiae; sin embargo, se han obtenidos expresiones hasta de ~30mmol/
h mg de proteina, lo que deja la incognita de un posible conflicto en el reconocimiento erroneo de una u otra sefial
de secrecion, teniendo en cuenta el grado de hidrofobicidad de ambas.
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Abstract

Influence of a-Factor over the expression of hrIDS in Pichia pastoris: Literature review and
computational analysis. In searching of alternatives to get the efficient secretions of the recombinant enzyme
Iduronate Sulfatase (IDSh) in Pichia pastoris, we made a systematic review of the literature so that we could
compile information to relate the expression level of human heterologous proteins, with secretion signal, and the
characteristics of the molecules. 349 publications were found of which only 7 (2%) reported the expression of
proteins that met find inclusion criteria. With the information obtained in these articles, we made a hypothesis
test using the data compiled as samples and a qualitative analysis of the information. It was found that replacement
of native secretion signal by 0-Factor as leader peptide increases the level of expression of human heterologous
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proteins in P. pastoris (p=0.053). Moreover, the elimination of native signal peptide in the protein cDNA is 125

indispensable for the function of a-Factor in the secretion of recombinant proteins and for to increase the

expression level. In the construct, GS115/pPIC9-IDS were simultaneously founded two sequences in the signal

peptide, the native and the a-Factor. However, the activity found ~30 mmol/h mg of protein raises the question

of a possible conflict between the two recognition sites. This may be the cause given the similarity in the

hidrophobicity of those two sites.

Key Words: systematic review, signal peptide, protein expression, Pichia pastoris

Introduccion

La acumulacion intracelular de glucosamino-
glicanos como el heparan sulfato y el dermatan sulfato,
genera un desorden lisosomal conocido como
Mucopolisacaridosis II o Sindrome de Hunter (1). La
acumulacién de estas dos moléculas es causada por
la deficiencia hereditaria de una de las enzima encar-
gadas de su degradacion, la iduronato sulfatasa (IDS)
(E.C. 3.1.6.13.) Esta deficiencia produce en el orga-
nismo fallas multisistémicas y cuadros clinicos que
incluyen deformidades dseas, organomegalia,
disfunciones cardiovasculares, pérdida del oido y la
vision, retraso mental entre otros, los que llevan a la
muerte a temprana edad (2-4). Aunque las enferme-
dades de almacenamiento lisosomal tienen una inci-
dencia baja, son de alto impacto debido a que causan
muerte prematura y trastornos neurolégicos severos,
ocasionando baja calidad de vida (5). Desafortuna-
damente hasta el momento no se cuenta con trata-
mientos para la mayoria de las enfermedades
genéticas.

Una de las alternativas propuestas en los ultimos
anos, es la terapia de reemplazo enzimatico (TRE),
la cual ha mostrado la posibilidad de revertir las com-
plicaciones viscerales en enfermedades severas como
el Sindrome de Hunter (6). El objetivo de la TRE es
proporcionarle al paciente la enzima purificada de
origen exogeno, con la intencion de que ésta llegue a
los tejidos en los cuales esta ausente, lo que podria
ser una opcion para el tratamiento de la MPS 11, siem-
pre y cuando se logre obtener cantidades suficientes

de la enzima, no antigénica y con alta actividad espe-

cifica (7). Para obtener cantidades clinicamente 1ti-
les, la enzima puede ser sintetizada en modelos biolo-
gicos recombinantes como bacterias, levaduras o li-
neas celulares de mamiferos. Uno de los sistemas de
expresion que ha mostrado ser eficiente para la ex-
presion de proteinas glicosiladas como la IDSh es la
levadura metilotrofica Pichia pastoris (8).

P. pastoris ha sido utilizada como modelo biologico
para la expresion extracelular de diversas proteinas
humanas, entre otras la o-galactosidasa A (9), la
cistatina C (10), la glucocerebrosidasa (11) y la
angiostatina (12) y en nuestro grupo la Iduronato
Sulfatasa (13). Esta levadura ha sido utilizada porque
ofrece ventajas con respecto a otros sistemas
biologicos. Entre los principales aspectos, estan los altos
niveles de expresion de proteinas como consecuencia
de las densidades celulares que se pueden obtener en
cultivo, la facilidad para implementar la produccion en
bioreactores a gran escala y, la estabilidad genética.
La mayor ventaja con relacion a los sistemas
procarioticos, es la capacidad de llevar a cabo
modificaciones post-traduccionales bastante similares
a los organismos eucarioticos superiores. Entre las
modificaciones se encuentra el procesamiento de las
secuencias sefal, el plegamiento de las proteinas, la
formacion de puentes disulfuro y las N y O-
glicosilaciones, sin generar hiperglicosilacion a
diferencia de lo que sucede en S. cerevisiae (14-17).
La expresion de proteinas heterdlogas en P. pastoris
se ha logrado gracias a la utilizacion del promotor AOX1,
que es reprimido fuertemente cuando las células crecen

sobre glucosa y otras fuentes de carbono (represion/
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derepresion por catabolito), e inducido en proporcion
~1000:1 cuando crecen en medio suplementado con
metanol como unica fuente de carbono (inducciéon
especifica por sustrato) (14, 15).

Por lo general, se ha optado por este sistema para
la secrecion de proteinas recombinantes, debido a que
la recuperacion de la molécula del medio de cultivo
representa un primer paso en el proceso de purifica-
cion (18). Con el fin de obtener una secrecion efi-
ciente el ADNc se fusiona con una secuencia lider
compatible por el modelo de expresion, lo que ade-
mas, favorece la estabilidad del sistema (19); la sefial
de secrecion empleada con mayor frecuencia en P.
pastoris, es el péptido a-Factor (a-MF) de S.
cerevisiae (15), que facilita el transporte de la pro-
teina a través del reticulo endoplasmico (RE) y el
complejo de Golgi, antes de su ubicacion en las vesi-
culas de secrecion. La secuencia completa del a-MF
consta de 85 aminoacidos (AA), los primeros 19 resi-
duos corresponden al péptido sefial y los siguientes
66 a la region denominada pro-secuencia, que contie-
ne tres sitios potenciales de N-glicosilacion en los
residuos 4, 38 y 48 (20, 21).

En P, pastoris varias proteinas recombinantes han
sido secretadas eficientemente, utilizando el péptido
sefal nativo heterdlogo, mientras que otras han mos-
trado rendimientos dos o tres veces superiores, cuan-
do utilizan un péptido senal de levadura (a-MF, PHO1
6 SUC2) (17). Sin embargo, hasta el momento no
existen mecanismos para predecir si la sefial de se-
crecidon a-MF, proporciona los mejores niveles de se-
crecion para enzimas como la IDShr. Por esta razon,
se decidi6é implementar una Revision Sistematica de
la Literatura, método caracteristico de la medicina
basado en la evidencia (22-24), con el propoésito de
recopilar informacion que proporcione conocimientos
acerca de factores relacionados con el péptido lider y
su posible incidencia sobre los niveles de secrecion y
expresion de proteinas humanas glicosiladas, en el

modelo P. pastoris.

www.unicolmayor.edu.co

Materiales y métodos
Buasqueda de la informacion.

Para la blsqueda de la informacion se consultaron
cinco bases de datos, con el fin de recopilar las publica-
ciones cuyo objetivo fuera la expresion de proteinas hu-
manas en P. pastoris: MEDLINE, Science Direct,
Hinari, ProQuest (Biology y Science Journals) y
SciELO. Los articulos podian estar escritos en inglés,
espaiiol o portugués y publicados después de 1984 (épo-
ca en la cual se empez0 a utilizar P. pastoris como mo-
delo biologico para la expresion de proteinas). Se utili-
zaron diferentes opciones de busqueda empleando com-
binaciones de los siguientes términos: Pichia pastoris,
expression proteins, extracellular proteins, pPIC9, signal
peptide, secretion signal, a-Factor y a-MF. Adicional-
mente se buscaron en la red los articulos referenciados

que estuvieran relacionados con el tema.

Criterios de inclusiéon de los articulos:

a. P. pastoris como modelo biolégico para la
expresion de la proteina.

b. Que se hayan utilizado plasmidos como pPIC9,
pPIC9K y pPICZa, que incorporan el a-Factor
como sefial de secrecion extracelular.

c. Lasmoléculas heter6logas expresadas podian ser
enzimas o proteinas estructurales heterologas
expresadas en P. pastoris.

d. Laproteina expresada debia ser de origen humano.

e. La proteina expresada debia presentar al menos
un sitio potencial de N-glicosilacion.

f.  El peso molecular molecular relativo de la proteina
expresada debia oscilar en el rango de 10 a 70kDa.

Los criterios de seleccion se definieron tratando

de aproximarse a las caracteristicas de la IDSh.

Evaluacion de los articulos pre-seleccionados.

En este proceso se realizd una segunda seleccion
de los estudios por medio de la valoracion de su cali-
dad, para asegurar que s6lo los estudios relevantes y
con un nivel aceptable fueran incluidos. Se tuvo en

cuenta el nivel de impacto de las revistas donde apare-
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cian las publicaciones seleccionadas y se verifico que
el protocolo descrito en materiales y métodos estable-
ciera detalladamente las variables de estudio tenidas
en cuenta para asegurar la confiabilidad de los resulta-
dos. Este proceso estuvo a cargo de dos asesores del
trabajo, para evitar decisiones sesgadas y subjetivas.

a. En esta valoracion las revisiones de literatura, no-
tas y disertaciones fueron excluidas por no presen-
tar datos obtenidos de estudios experimentales.

b. Soélo se emplearon las publicaciones donde se
comparaba la utilizacion del a-Factor y el péptido
sefial nativo heter6logo, para la expresion de la
misma proteina.

c. Fuerequisito que en los resultados se incluyeran
datos numéricos del nivel de expresion obtenido
y/o comparaciones entre los niveles obtenidos con

diferentes péptidos sefiales (Valor cuantitativo).

Recopilacion y sintesis de datos

a. Los datos requeridos en los criterios de inclusion,

se incorporaron a una base de datos de
Microsoft® Access, para identificar todas las
publicaciones que debian ser sometidas a la
segunda evaluacion.

b. De los articulos finalmente seleccionados, se
obtuvieron los valores que indicaban los niveles

de expresion.

Analisis estadistico.

El método estadistico empleado para evidenciar un
efecto del a-MF sobre el nivel de expresion, fue la
prueba de hipotesis para comparacion por parejas
(“Test” ¢ pareado) (25).

Como valores muéstrales se tuvieron en cuenta los
niveles de expresion obtenidos, para las proteinas re-
portadas en las publicaciones incluidas en el estudio,
cuando se utilizaba la sefial de secrecion nativa y cuando
las proteinas eran secretadas con el a-MF. Para
homogenizar los datos de los diferentes articulos, la

informacion se expres6 en mg/l de proteina (Tabla 1).

Tabla 1. Articulos incluidos en el estudio. a. Valor estimado a partir de la actividad enzimatica, se calcul6é de acuerdo a la proporcién de
aumento que se obtuvo en la actividad de la enzima utilizando el a-MF con respecto a la sefial de secrecion nativa. b. Se emple6 un
péptido sintético similar al humano pero derivado de la lisozima de ave.

Referencia Afo Proteina

(30) 1998 Procarboxipeptidasa A2

(33) 1997 Prolil 4-hidroxilasa
Gonadotropina coriénica

(32) 1999 subunidad B
Gonadotropina coriénica

(32) 1999 subunidad 3

(29) 1999 Lisozima

(31) 1899 Gelatinasa B truncada

(28) 2001 Lisozima

(34) 2004 Activador GM2

Expresion (mg/l)

Sitios de

N-glicosilaciéon Nativa a-MF

Si 45.0 0 250
Z ~70.0 0.770a 10.0
Si ~18.0 0.300 240
Si ~30.0 0.270 2.7
1 ~14.0 0.900 b 17.0
3 45-48 a0 300
1 14.7 0.039 6.4
1 ~25.0 2 21
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Figura 1. Clasificacion de articulos teniendo en cuenta el vector de
expresion utilizado, se seleccionaron aquellos que incorporaban el
a-MF como sefial de secrecion.

Analisis computacional

Con el proposito de comparar la secuencia nativa
de la IDSh y la expresada en nuestro grupo (13), se
realizé el alineamiento de las secuencias, utilizando el
programa BLAST de NCBI (26). La secuencia del
ADNCc de la IDSh nativa empleada, fue la reportada
por Wilson et al., (27), a la cual se accede en GenBank
con el nimero AAA63197 y la secuencia nucleotidica
que codifica para la enzima recombinante, se obtuvo a
partir de la elongacion del “primer” sentido, disefiado
para la PCR utilizada en la comprobacion de la insercion
y la orientacion del ADNc en el vector de expresion
(13). Igualmente, se alinearon el péptido senal de la
IDShyeldeS. cerevisiae (a-Factor) y se determinaron
los perfiles de hidrofobicidad (ProtScale//Expasy), con
el objetivo determinar una posible similaridad.

Resultados
Busqueda de la informacion

Se identificaron 349 publicaciones del total (~2000)
de referencias encontradas en las diferentes bases
de datos consultadas. Con la lectura de los resimenes,
se identificaron 329 articulos en los que el objetivo
era la expresion de alguna proteina en P. pastoris,
los otros 20 articulos se relacionaban con
caracteristicas genéticas de la levadura.

B Hunmanas
O Fimgicas
A Virales
H Bacterianas s
B Marniferos
E Die Purasitos 10
O Vegetales &%
W Alergenos
H De Peces
O Otras

Figura 2. Seleccion de los articulos en los que se expresaban proteinas
de origen humano del total de proteinas secretadas con el a-MF.

Los 329 articulos fueron incluidos en la base de datos
de Microsoft Access®, con el fin de identificar todas
las publicaciones que cumplieran los criterios de
inclusion establecidos. Como se observa en la figura 1,
segun el plasmido utilizado para la expresion de la
proteina recombinante, en 174 de los articulos (53%)
se utilizaron los vectores pPIC9, pPIC9K y pPICZa,
que incorporan el a-MF como sefial de secrecion.
Posteriormente, se seleccionaron todos aquellos
articulos en los que las proteinas eran de origen
humano. En la figura 2, se observa que 79 de estos
articulos (46%), cumplieron con el criterio de seleccion.

La evaluacion detallada de los 79 articulos 6 refe-
rencias potencialmente relevantes, permitio identifi-
car finalmente, 7 publicaciones (2%) en las que se
comparaba el niveles de expresion obtenidos con el
0o-MF y el obtenido utilizando la sefial de secrecion
nativa humana (28-34), por lo cual se incluyeron en el

analisis descriptivo de la informacion.

Recopilacion y analisis de datos

De las 7 publicaciones incluidas se extrajeron los
datos mas relevantes para el analisis de la informa-
cion (Tabla 1). En el articulo publicado por Sen Gupta
y Dighe (32), se reporta la expresion de dos
subunidades diferentes de una proteina, sin embargo,
por presentar diferentes pesos moleculares y por te-
ner ambas sitios potenciales de N-glicosilacidn, se
consideraron expresiones independientes.

El resultado de la comparacion de los niveles de
expresion se observa en las Figuras 3 y 4, en las que
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Figura 3. Comparacion de los niveles de expresion en mg/l de proteina
secretada al medio de cultivo, empleando diferentes sefiales de
secrecion.

se evidencio, tanto en concentracion (mg/l) como en
proporcion, que el a-MF en todos los casos genero
mayor concentracion de la proteina recombinante, en
el medio de cultivo, comparado con la proteina ex-
presada con la sefial de secrecion nativa heteréloga.
El analisis estadistico se realizo con base en los datos
obtenidos en los articulos seleccionados. Con este
analisis, se lleg6 a la conclusion que existe evidencia
estadistica (p=0.053) para asegurar que al utilizar el
a-MF como senal de secrecidn, se incrementan los

Pérfil para la secuencia del Péptido Sefial Q- Factor

Purtaje i \
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20% A
0% T -—v—. . : ._,_._,_.

(32) (32) (28) (299 (30 (31) (33 (34
Referencias

M Nativo O a-MF

Figura 4. La proporcion de cantidad expresada con el a-MF
comparada con la cantidad de proteina recuperada con la sefial de
secrecion nativa se presenta como porcentajes.

niveles de expresion de la proteina recombinante, con
un grado de significancia del 10%, de acuerdo con

los datos suministrados por la literatura cientifica.

Analisis Computacional

La alineacion de las secuencias y la traduccion con-
ceptual de las mismas, empleando “tools translation”
de Expasy (http://www.expasy.ch), mostro que la se-
cuencia insertada en el plasmido de expresion conte-
nia los 25 AA del péptido sefial y los 8 AA correspon-
dientes a la pro-secuencia nativa de la IDSh. De otro
lado, la alineacion de los dos péptidos sefial (a-factor
vs. PS nativo de IDSh) mostr6 un porcentaje bajo de
identidad, sin embargo a pesar de que ambos péptidos
son hidrofobicos el perfil de hidrofobicidad fue dife-
rente (Figura 5).
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Figura 5. Perfiles de hidrofobicidad de los péptidos sefial a-factor (A) y de la IDSh (B). Andlisis computacional realizado en ProScale de

Expasy (http://www.expasy.ch).
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Discusion
Efecto del a-MF sobre el nivel de expresion

En aquellas publicaciones en las que se expresaron
proteinas humanas en P. pastoris, con pesos
moleculares entre 10 y 70kDA y al menos un sitio de N-
glicosilacion, se observo que, la sefal de secrecion pu-
tativa de S. cerevisiae favorecio la secrecion extracelular,
en comparacion con los resultados obtenidos al utilizar
el péptido lider heter6logo; informacion que fue corro-
borada con el analisis estadistico de los datos.

Aungque la utilizacion del a-MF tiende a aumentar
el grado de “expresion-secrecion” en todas las pro-
teinas estudiadas, el incremento oscila en proporcio-
nes que van desde 6:1 como ocurre con la gelatinasa
B (31), hasta 164:1 como ocurre con la lisozima (28).
Por esta razon, no fue posible estimar el nimero de
veces que se incrementa la expresion de una protei-
na humana glicosilada en P. pastoris, cuando se em-
plea el péptido senal de S. cerevisiae.

Teniendo en cuenta que la eficiencia del proceso
de exportacion de una proteina recombinante desde
el RE al medio extracelular, es una etapa fundamen-
tal para el nivel de expresion, es posible que el péptido
sefal heter6logo de la IDSh no sea reconocido ni pro-
cesado por la levadura. Debido a que la funcion de la
sefal de secrecion estd directamente relacionada con
el paso del polipéptido naciente a través de la mem-
brana del RE y la interaccion con las moléculas de la
via de secrecion (35), es de esperar un mejor recono-
cimiento y procesamiento de la sefial de secrecidon
cuando ésta proviene de otra levadura.

Expresar proteinas heter6logas humanas en leva-
duras, utilizando el péptido sefial de otras levaduras
favorece el procesamiento correcto del mismo, la
interaccion con las proteinas auxiliares del RE para
la formacion de puentes disulfuro, el plegamiento y
transporte por la via de secrecion (35). De no pre-
sentarse un procesamiento correcto de la proteina
cuando es sintetizada, precedida de su secuencia se-
fal nativa, podria estarse generando una proteina que

termodindmicamente sea inestable y susceptible de

ser empleada como fuente de aminoacidos, al ser di-
gerida por las proteasas intracelulares. La protedlisis
evidentemente afecta la recuperacion de la proteina
de interés en el medio extracelular.

Aunque la secuencia lider a-MF es propia de S.
cerevisiae, es reconocida por las moléculas involucradas
en la via de secrecion en P. pastoris; lo que indica que,
las diferencias en el mecanismo de secrecion de protei-
nas, en estas dos levaduras, es minima. Incluso, los ni-
veles de proteina expresada con el a-MF pueden ser
superiores, si se comparan con los obtenidos utilizando
el péptido sefial de la fosfatasa acida (PHO1), enzima
nativa de P. pastoris, segun demostraron Murasugi y
Tohma-Aiba cuando expresaron midkina humana con

las dos senales de secrecion (36, 37).

Glicosilacion y nivel de expresion.

La ventaja que ofrece el péptido lider del a-MF,
sobre el péptido sefial PHO1 y los péptidos nativos
heterdlogos, podria centrarse en los sitios potenciales
de glicosilacion (tres) que posee la pro-secuencia de
a-MF. Gracias a los oligosacaridos unidos al péptido,
en el RE se favorece el transporte de la proteina ha-
cia el complejo de Golgi y de ahi a las vesiculas de
secrecion. Uno de los ensayos que respaldan esta hi-
potesis fue realizado por Kjeldsen ez al. (38); en este
trabajo, se modificaron los tres sitios de N-glicosilacion
del a-Factor, para la expresién de una proteina
recombinante en S. cerevisiae, y se encontrd que las
mutaciones en las secuencias Asn-X-Ser/Tre gene-
raban reducciones drasticas en la secrecion de la pro-
teina, lo que pone en evidencia la importancia de los
N-oligosacaridos en el transporte de la proteina
recombinante (39, 40).

La ausencia de una pro-secuencia con diferentes
sitios de N-glicosilacion, podria ser un factor que ha
incidido en las diferencias en los niveles de expresion
obtenidos, cuando las proteinas tenian como péptido
lider su sefal de secrecion nativa; lo anterior, podria
deberse a una disminucion en el reconocimiento e

interaccion de la via secretoria de la levadura con el
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péptido foraneo. En el caso del a-MF, se pudo cons-
tatar que emplear tnicamente el péptido sefial sin la
pro-secuencia desfavorece los niveles de expresion

de la lisozima humana (29).

Peso molecular y nivel de expresion.

Segtin Kjeldsen ef al (35), el péptido sefial puede
influir en la eficiencia del paso de un polipéptido de
tamafio pequefio a través de la membrana del RE,
debido a que el lider media el transporte rapido de la
proteina en el lumen del RE (35). Segun este argu-
mento es coherente suponer que, si la proteina no es
grande (bajo peso molecular), el proceso de secre-
cidn puede ser mas rapido, debido al transporte mas
sencillo para la célula. En el caso de los articulos in-
cluidos en el estudio, las proteinas que presentaron
los niveles de expresion mas altos, tenian un peso
molecular promedio de ~45kDa (30, 31) y su proceso
de secrecion quizas fue mas sencillo para la levadu-
ra, en comparacion con el caso de la subunidad a de
la Prolil 4-hidroxilasa, con peso molecular de 70kDa
(33). Aunque, se recomienda el uso del a-MF por pre-
sentar un efecto marcado en la secrecion de protei-
nas de bajo peso molecular (41), proteinas con mas
de 70kDa, como el precursor de la proteina amiloide
(APLP2), se han llegado ha expresar en concentra-
ciones de 40mg/1 (42), por lo cual este péptido lider,
podria ser el mas adecuado para la expresion de va-
rios tipos de proteinas humanas, independientemente

del peso molecular.

Modificaciones en la pro-secuencia del a-MF

Uno de los aspectos que caracterizaban a todas las
proteinas expresadas, en los articulos estudiados, fue
la eliminacion de la secuencia sefial nativa cuando eran
expresadas con el a-MF, debido a que el ADNc que
se introducia en el plasmido codificaba solamente la
secuencia madura de la proteina de interés (sin péptido
sefal). Una de las razones por la cual se opta por sus-
tituir el péptido lider nativo heterdlogo, puede ser el
efecto negativo que éste tenga sobre el procesamiento

de la proteina en la levadura. Un ejemplo a considerar
es el experimento desarrollado por Pham et al., (43),
en el cual expreso la granzima B, y no encontro acti-
vidad al dejar la pro-secuencia de la proteina después
del a-factor, mientras que la enzima expresada sin la
pro-secuencia mostr6 actividad similar a la enzima na-
tiva (43). Posiblemente los dos péptidos que confor-
man la pro-region de esta enzima, producen un efecto
inhibitorio sobre su actividad, sin embargo, no se po-
dria descartar que la pro-secuencia de una proteina
afecte su actividad bioldgica, como consecuencia de
los resultados en el procesamiento, el plegamiento y la
secrecion extracelular, si antes no es degradada com-
pletamente.

La estabilidad de una proteina puede verse afec-
tada cuando no es procesada correctamente durante
la secrecion, debido a que cualquier segmento de
aminoacidos adicional a la secuencia madura incide
sobre la estabilidad termodinamica de la proteina (44).
La presencia de segmentos adicionales al péptido li-
der funcional, afecta notoriamente la eficiencia de la
secrecion y por tanto sobre el nivel de expresion (35).

Asi como se ha observado que la secuencia lider
(a-Factor) presenta una estructura que facilita el re-
conocimiento y procesamiento en el sistema de se-
crecion de P. pastoris, también se ha observado que
el incremento en el nimero de residuos cargados ne-
gativamente, en el entorno al sitio de procesamiento
del pro-péptido lider 6 la adicidén de puntos de N-
glicosilacién adicionales, ha sido crucial para aumen-
tar los niveles de secrecion de algunas proteinas

recombinantes (39).

Implicaciones del a-MF como seiial de secrecion
para la IDShr

Teniendo en cuenta la informacion proporcionada
en las publicaciones, siempre que se emplee el a-MF
como sefial de secrecion, se esperaria que los niveles
de expresion alcanzados con la enzima IDShr fueran
superiores a los que se puedan encontrar si se utiliza-

ra la secuencia lider nativa de la IDSh. Sin embargo,



88 NOVA - PUBLICACION CIENTIFICA ISSN:1794-2470 VOL.3 No. 4 JULIO - DICIEMBRE DE 2005:1-116

a diferencia de los estudios incluidos, en los que nin-
guna de las proteinas secretadas con el a-MF llevaba
su secuencia lider, el ADNc de la IDSh usado en el
constructo pPIC9-IDShr incluye la secuencia lider
nativa de la IDSh (8).

El ADNc completo de la IDSh codifica un péptido
de 550 AA, de los cuales los primeros 25 constituyen
el péptido sefial, después de esta secuencia hay otros
8 residuos que son eliminados de la pro-proteina en el
proceso de maduracion (45). Como se menciono
anteriormente, la presencia de algunos residuos
adicionales en la secuencia lider del a-MF pueden
afectar el procesamiento, favorecer la inestabilidad de
la enzima recombinante y por tanto, generar algin tipo
de inestabilidad en su secrecion. Ademas, una
alteracion en la secuencia del pro-péptido le impediria
cumplir su funciéon de auxiliar a la proteina, en la
conformacion de una estructura estable y en la
proteccion contra la degradacion. No obstante, la
construccion genética pPIC9-IDShr que incluye el lider
del a-factor de S. cervisiae y el péptido sefial nativo
de la IDSh, resulté ser funcional en P. pastoris GS115
(46) y se logré detectar actividad biologica (8, 13).

Al mantener la sefial de secrecion nativa la enzi-
ma puede no ser secretada eficientemente, pues se
ha demostrado que cuando las proteinas sufren alte-
raciones en la conformacion estructural no pueden
ser secretadas (35). Este mecanismo de control se
ha estudiado en el RE de las levaduras, especialmen-
te en S. cerevisiae (47). Una fraccion de las protei-
nas destinadas a la secrecion es retenida y degrada-
da, porque se restringe la exportacion unicamente a
las proteinas plegadas correctamente. Las proteinas
plegadas incorrectamente son eventualmente lleva-
das al citosol para ser degradadas en el proteosoma.
Cuando una proteina no presenta grandes errores en
el plegamiento, pero es termodinamicamente inesta-
ble, es transportada a las vacuolas por un receptor
ubicado en las membranas de Golgi y alli son degra-
dadas (48, 47). El cuestionamiento radica en enten-
der si la IDShr producida P. pastoris es reconocida

por el hospedero como correcta o incorrectamente
plegada y si es termodinamicamente estable o no.

Para incrementar el nivel de expresion se deberia
eliminar la sefial de secrecion nativa de la IDS huma-
na, basados en las cuatro hipotesis siguientes:

a. La proteasa sefial I (E.C. 3.4.21.89), encargada
del reconocimiento del a-MF, equivocamente re-
conoce el péptido sefial de la IDSh y, al hidrolizarlo
en la membrana de RE de P. pastoris, se pierde
el pro-péptido del a-MF. En este caso la enzima
no seria secretada por la falta de la ayuda del a-
MF. Es probable que la proteina sea enviada al
lisosoma debido al reconocimiento del péptido pro-
IDS (Figura 6).

b. El reconocimiento de la endoproteasa Kex2
(3.4.21.61) de P. pastoris, es el adecuado, en la
pro-secuencia de a-MF; sin embargo, se podria
secretar una proteina recombinate con un plega-
miento inadecuado como consecuencia de la re-
gion hidrofébica de 25 AA (PS) y la region
hidrofilica de 8 AA (pro-secuencia) correspon-
diente al péptido lider nativo de la IDSh,
secretandose por tanto una proteina probable-
mente inactiva.

c. Laproteasa senal I encargada del reconocimiento
del a-MF lo reconoce correctamente; una vez que
la proteina (IDShr) se encuentra dentro del RE el
plegamiento no le permite ser guiada a Golgi y por
tanto podria ser degradada en el proteosoma.

d. La proteasa sefal I corta correctamente en el
0-MF y la enzima pasa por el RE y llega a Golgi.
Una vez alli, Kex2 reconoce equivocamente la
pro-secuencia nativa de la IDSh, lo que traeria
consigo la secrecion correcta (similar a células

humanas) de la proteina recombinante.

Analisis computacional

Con el objetivo de reunir evidencias para intentar
esclarecer las hipotesis anteriores, se decidiéo comparar
la secuencia de aminoacidos del a-MF y la secuencia

lider de 1a IDSh. En este analisis se encontrd que entre
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Figura 6. Posibles alteraciones de la secrecion, causadas por la presencia del péptido sefial nativo de la IDSh. a. Se generan péptidos
inestables por la presencia de aminoacidos adicionales o por el corte aberrado de la secuencia por la enzima Kex2. b. La peptidasa sefal |
(PS I) realiza el corte del péptido sefial en la membrana del RE y la proteina es liberada del a-Factor y queda con la pro-proteina. c. Péptido
recomendado en el que se elimina completamente el péptido sefial de la IDSh.

los primeros 11 aminoacidos de estos dos péptidos sefial
se presentan residuos con una alta hidrofobicidad y aun-
que en el resto de la secuencia la tendencia presenta
mas variacion, estos primeros AA justificarian el corte
equivoco a cargo de la peptidasa sefial I de P. pastoris,
si se tiene en cuenta que su accion no depende de se-
cuencias de aminoacidos especificas, sino que esta diri-
gida a la regién mas hidrofébica del polipéptido naciente
(que presenta una diferencia significativa en el punto
isoeléctrico, con respecto a otros segmentos de la pro-
teina) (49), por lo cual proporciona cierto respaldo a la
primera hipotesis (a).

Analizando la secuencia nucleotidica de la IDSh,
no se encontraron secuencias Lis-Arg ni Arg-Arg en
el pro-péptido nativo, por lo cual es poco probable
que la endopeptidasa Kex2 realice algun corte
proteolitico en el segmento de 8 AA, lo que deja sin
respaldo la cuarta de las hipotesis (d); favoreciendo
la segunda hipotesis (b).

www.unicolmayor.edu.co

Es importante tener en cuenta que esta informa-
cion estd basada en la evidencia y representa una
aproximacion tedrica que debe ser complementada
con estudios experimentales, que corroboren si los
criterios estudiados en esta revision, pueden ser apli-
cados a la expresion de IDShr en P. pastoris o a otras
proteinas humanas con caracteristicas similares.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este
estudio y con el objetivo de acercarnos tedéricamente
a la incertidumbre que genera la hipdtesis (b), se ha
comenzado el analisis computacional para modelar el
efecto que se produce en el plegamiento de la IDSh,
cuando esta unida a los 33 aminoacidos de la secuen-
cia sefal nativa. Tratando de esclarecer si esta re-
gion (PS) altamente hidrofobica, podria alterar en al-
guna medida la actividad bioldgica de la proteina. De
otro lado, se ha comenzado el seguimiento intracelular
de la proteina humana recombinate por inmuno-
microscopia electronica, utilizando un anticuerpo
policlonal (IgGaIDSh) (50), para la deteccion de la
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IDShr y un anticuerpo comercial algG de conejo,
marcado con oro coloidal (algG-Au).

Es claro que emprender una nueva clonacion del
ADNCc de IDSh sin el péptido sefial nativo es un paso
a seguir, de forma tal que pueda realizarse un estudio
comparativo de la expresion en IDShr en P. pastoris
con las construcciones genéticas anteriores.

Conclusiones

La revision sistematica de la literatura cientifica
proporcion6 evidencias sobre la expresion de protei-
nas humanas recombinantes, con al menos un sitio de
N-glicosilacion y peso molecular entre 10 y 70kDa.
De otro lado, la utilizacion del péptido senal de secre-
cion a-MF de S. cerevisiae, demostrd ser mas util
que el homologo (PHOI) de P. pastoris y que la se-
cuencia lider nativa de IDSh, para la expresion de
proteinas que deban ser secretadas al medio de culti-
vo. Adicionalmente, se propusieron estrategias de in-
vestigacion para verificar los posibles conflictos que
pueden estar ocurriendo entre las secuencias lideres
que resultaron incluidas en la construccion pPIC9-
IDShr.
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