UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

L'increment de la dosi génica com a estrategia de millora de la produccio
de proteines recombinants al llevat Pichia pastoris:
revertint les limitacions genétiques del sistema biologic

Elena Camara Rey

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi queda condicionat a I'acceptacié de les condicions d’Us
establertes per la seglent lliceéncia Creative Commons: @ M) http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptacion de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: @@@@ http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set

by the following Creative Commons license: @@@@ https://creativecommons.org/licenses/?lang=en




UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

Escola d’Enginyeria

Departament d’Enginyeria Quimica, Biologica i Ambiental

L'increment de la dosi génica com a estrategia de millora de la
produccio de proteines recombinants al llevat Pichia pastoris:

revertint les limitacions genetiques del sistema biologic

Memoria per a obtar al grau de Doctor
per la Universitat Autbnoma de Barcelona,

sota la direccid del Dr. Joan Albiol i el Dr. Pau Ferrer

per

Elena Camara Rey

Bellaterra, setembre 2016



El Dr. Joan Albiol i Salai el Dr. Pau Ferrer i Alegre, ambdos professors agregats del Departament
d’Enginyeria Quimica, Biologica i Ambiental, i membres del grup de recerca d’Enginyeria de

Bioprocessos i Biocatalisi Aplicada de la Universitat Autbnoma de Barcelona

CERTIFIQUEM

Que la biotecnologa Elena Cdmara Rey ha dut a terme sota la nostra direccio el treball que, amb
titol: L’increment de la dosi génica com a estratéegia de millora de la produccié de proteines
recombinants al llevat Pichia pastoris: revertint les limitacions genétiques del sistema biologic,
es presenta en aquesta memoria i constitueix la seva Tesi per optar al Grau de Doctor per la

Universitat Autbnoma de Barcelona en el programa de doctorat de Biotecnologia.

| per tal que se’n prengui coneixement i consti als efectes oportuns, signem la present a

Bellaterra, 15 setembre del 2016,

Dr. Joan Albiol i Sala Dr. Pau Ferrer Alegre Elena Cadmara Rey

(Co-tutor) (Co-tutor) (Autora)



RESUM

La produccié de proteines recombinants ha esdevingut la opcié predilecta per la produccié de
productes biofarmaceutics i enzims industrials. Com a factories cel-lulars, els llevats presenten
nombroses avantatges enfront d’altres microorganismes, com la seva capacitat per realitzar
modificacions post-traduccionals a les proteines, 'ampli ventall d’eines genétiques i la facilitat
per créixer a altes densitats, entre d’altres.

En aquest context, la idoneitat del llevat metilotrofic Pichia pastoris en la produccié de proteines
recombinants ha destacat per sobre del llevat classic Saccharomyces cerevisiae, presentant una
rellevancia creixent en la produccié de productes comercials recombinants. Entre d’altres
factors, la presencia del promotor AOX1 (Paox:), d’expressio elevada i fortament regulat pel
metanol, ha contribuit a la popularitat d’aquest sistema d’expressid. Per tal de millorar la
produccié de proteina recombinant, s’han provat diverses estratégies, sent l'increment de la
dosi génica una de les més populars. Tot i que es pot obtenir una millora de la productivitat
heterologa amb aquesta metodologia, elevades dosis géniques normalment comporten una
sobrecarrega metabolica que deriva en productivitats baixes.

Durant el transcurs d’aquesta tesi, s’ha utilitzat la lipasa de Rhizopus oryzae (Rol) com a proteina
model, expressada sota el control de Paox:. Primer, es va construir una col-leccié de soques de
P. pastoris amb un nombre creixent de copies de ROL, i es va descriure per primer cop I'is de la
ddPCR (de I'anglés Droplet Digital PCR) per la determinacié acurada de la dosi génica a P.
pastoris, demostrant una precisié més elevada que amb I’is de la gPCR (de I’anglés quantitative
real-time PCR) convencional. Segon, es va realitzar un estudi transcriptomic mitjancant
microarrays d’un grup de soques multicopia, per tal d’entendre millor I'impacte de la dosi génica
de ROL a les rutes metaboliques. Concretament, les dades van revelar una forta regulacié
negativa de les rutes relacionades amb el metanol (entre d’altres), en consonancia amb les
dades fisiologiques obtingudes, que mostraven que les taxes de consum de la font de carboni i
el creixement cel-lular eren dependents del nombre de copies. A partir d’aquestes observacions,
es va modificar una soca amb 4 copies de ROL per tal que expressés una variant desregulada del
factor de transcripcié Mxr1, principal regulador de la ruta del metanol. Les dades fisiologiques i
els nivells transcripcionals dels principals gens implicats en el metabolisme del metanol van
confirmar la millora en la produccid de Rol i I'increment en I'expressié dels gens relacionats amb
el metanol i ROL. Finalment, es va dur a terme un estudi comparatiu a nivell transcriptomic de
la resposta de P. pastoris a I'expressié de tres proteines recombinants diferents, per tal
d’estudiar I'impacte de la complexitat proteica i I'Us de sistemes d’expressid constitutius o
induibles.

En resum, el present estudi descriu per primera vegada una aproximacio a nivell de sistema de
I'impacte d’una dosi génica creixent en el llevat P. pastoris, permetent aixi el disseny de noves
estrategies d’enginyeria cel-lular per tal de generar soques més productores, mitjancant la
biologia sintetica i I'enginyeria metabolica.



ABSTRACT

Recombinant protein production is becoming the preferred option to synthesized
biopharmaceutical and industrial enzymes. As a host system, yeast factories provide numerous
advantages over other microorganisms, such as their capacity to perform post-translational
protein modifications, the wide genetic available tools, and the facility to growth at high
densities, among others.

In this context, the suitability of methylotrophic yeast Pichia pastoris for recombinant protein
production has stand out over the classical yeast Saccharomyces cerevisiae, presenting an
increasing relevance for the production of commercial recombinant products. Among several
factors, the presence of the strong and tightly regulated AOX1 promoter (Paox:) has contributed
to the popularity of this expression system. To further increase the recombinant protein
production, several strategies have been attempted, being the increase of the heterologous
gene dosage one of the most widely reported. Although a heterologous productivity
improvement can be achieved with this methodology, high gene dosages normally entail a
metabolic burden in the cell that results in lower productivities.

In the course of this thesis, it has been used the lipase of Rhizopus oryzae (Rol) as a protein
model expressed under the control of the Paox;. Firstly, we constructed a series of P. pastoris
strains harbouring an increase gene dosage of ROL, and we reported for the first time the use of
Droplet Digital PCR (ddPCR) for an accurate copy number determination in P. pastoris, allowing
a higher precision than using conventional quantitative real-time PCR (gqPCR). Secondly, a
transcriptomic study of a set of multicopy strains was carried out using microarrays, to better
understand the impact of ROL gene dosage on the metabolic pathways. Concretely,
transcriptomic data revealed a high downregulation of methanol-related pathways (among
others), in agreement with the physiological data that had been showed that C-source uptake
rate and growth yields were gene dosage dependents. Based on these observations, a strain
carrying 4 copies of ROL was remodified to express a deregulated variant of the Mxrl
transcription factor, the main regulator of methanol metabolism. Physiological data and
transcriptional levels of the main genes involved in methanol metabolism confirmed the
improvement of Rol production and the increasing expression levels of methanol-related genes
and ROL. Finally, it was performed a comparative transcriptomic analysis of the response of P.
pastoris to the expression of three different recombinant proteins, to study the impact of
protein complexity and the use of constitutive or inducible expression systems.

Overall, in the present study we describe the first systems-level approach to determine the
impact of increasing gene dosage in the yeast P. pastoris, hence allowing the design of novel cell
engineering strategies to generate high-producing strains by means of the synthetic biology and
metabolic engineering.
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1.INTRODUCCIO

1.1 La produccio de proteines recombinants: un mercat en expansio

Segons la Federacié Europea de la Biotecnologia (EFB), la biotecnologia es defineix com “I’Gs
integratiu de la bioquimica, la microbiologia i I'enginyeria per tal d’aconseguir aplicacions
tecnologiques (industrials) de les caracteristiques dels microorganismes, dels cultius de teixit
cel-lular o parts d’aquests”. Es a dir, 'obtencié de bens i serveis mitjancant eines biologiques

(Bull et al., 1982).

Des dels anys 80, el desenvolupament de I'expressié de proteines heterologues per part de
diferents microorganismes (bactéries, llevats, cél-lules animals, entre d’altres) ha viscut un
creixement prominent, degut els avantatges que comporta enfront la produccié quimica de
compostos d’elevada complexitat (com péptids i proteines) o les limitacions economiques de
I'extraccié dels productors naturals (Mattanovich et al., 2012; Pollack, 2007). Aixi, des de la
comercialitzacié del primer producte recombinant, la insulina humana Humulin (comercialitzada
per Eli Lilly al 1982, Change et al., 1999) fins al dia d’avui, s’han comercialitzat al voltant de 400
productes biofarmaceutics produits mitjancant tecnologia recombinant, i 1300 productes estan

en vies de desenvolupament (Sanchez-Garcia et al., 2016).

D’altra banda, la irrupcié de I'Gs dels enzims en la industria enfront dels catalitzadors quimics
classics (donada la seva elevada estereoselectivitat, condicions suaus d’operacié entre d’altres
avantatges; Cooper, 2000) també s’ha vist refor¢ada per la tecnologia recombinant. Actualment,
un 60% dels enzims industrials es produeixen de manera heterologa, per tal d’evitar el cultiu

d’aquells microorganismes originals toxics o0 amb baix creixement a més de poder millorar les



seves limitacions (eficiéncia catalitica, estabilitat) mitjancant I'enginyeria de proteines (Adrio i

Demain, 2012; Yang et al., 2014).

D’aquesta manera, el creixent interes en la tecnologia recombinant per la sintesi de productes
d’alt valor afegit s’ha de veure acompanyat de millores a diferents nivells, com els
microorganismes hostes, les estratégies de produccié (condicions d’operacid) i I'increment dels
nivells d’expressio, per tal d’aconseguir productivitats més elevades i permetre una major

comercialitzacié dels processos (Palomares et al., 2004).

1.2 Pichia pastoris com a sistema d’expressid

En la produccié de proteina recombinant I'eleccié de I'hoste és un element clau. Entre els
sistemes disponibles es poden trobar bacteris (Escherichia coli, Bacillus subtilis), llevats
(Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha), fongs filamentosos
(Aspergillus Niger), cél-lules d’insecte (Spodoptera frugiperda) i cél-lules animals (cel-lules CHO),
entre d’altres (Demain i Vaishnav, 2009). Cap sistema d’expressio és optim per la produccid de
totes les proteines recombinants, per tant la tria de I’'hoste dependra majoritariament de les
caracteristiques estructurals i biologiques de la proteina a expressar, i tot i aixi, es requerira una
comprovacié empirica per tal de determinar-ho (Tate et al., 2002; Bernaudat et al., 2011; Meyer

et al., 2013).

En el cas concret dels llevats, aquests es caracteritzen per la seva capacitat de realitzar
modificacions post-traduccionals tipiques d’organismes superiors, combinat amb la simplicitat
dels organismes unicel-lulars (facil manipulacié genética i rapid creixement). Donat I'ampli
coneixement sobre la genetica, la fisiologia i les diferents estratégies de cultiu, S. cerevisiae s’ha
establert durant les darreres decades com el llevat més ampliament utilitzat per la produccio de
proteines recombinants (Johnson i Echavarri-Erasun, 2011). No obstant, el seu metabolisme
fermentatiu, juntament amb una productivitat limitada i la hiperglicosilacié de les proteines
recombinants ha fet que darrerament la tria d’altres llevats s’hagi estés per a la produccié

heterologa, com és el cas de P. pastoris (Mattanovich et al., 2012).

Pichia pastoris (reassignada recentment al génere Komagataella; Kurtzman, 2009), és un llevat
no convencional metil-lotrofic. El seu interes biotecnologic es caracteritza, principalment, pels

seglients aspectes:



- capacitat de créixer a altes concentracions cel-lulars, arribant als 100 g/L (de pes sec)
(Cereghino i Cregg, 2000)

- disponibilitat d’un sistema genetic d’expressid de facil manipulacié (Cregg i Madden,
1988)

- possibilitat de secretar les proteines heterologues mitjancant diverses senyals de
secrecié (Cereghino i Cregg, 2000; Lin-Cereghino et al., 2013)

- reconeixement d’estatus d’organisme GRAS (de I'anglés Generally Recognized As Safe)

per part de I’Administracié d’Aliments i Farmacs (FDA) (Ciofalo et al., 2006)

Els avantatges comentats anteriorment, juntament amb la completa seqlienciacié del genoma
de les principals soques utilitzades a P. pastoris (De Schutter et al., 2009; Mattanovich et al.,
2009; Kuberl et al., 2011) i les darreres millores en la seva anotacio (Valli et al., 2016), fan que
les avantatges que podria presentar S. cerevisiae enfront P. pastoris (basicament, un cataleg més
ampli de técniques moleculars i una bibliografia més extensa, Darby et al., 2012) quedessin

enrere, i P. pastoris passés a ser el llevat preferent per la produccio de proteines recombinants.

1.3 El metabolisme del metanol a P. pastoris

P. pastoris és un llevat metil-lotrofic; és a dir, pot utilitzar el metanol com a Unica font d’energia
i carboni. La ruta d’oxidacié del metanol és una via compartida a tots els llevats metil-lotrofics
(Hartner i Glieder, 2006), i la primera caracteritzacié dels enzims implicats a P. pastoris va ser
descrita per Couderc i Baratti (1980). Breument, el metanol captat per la céllula s’oxida a
formaldehid i peroxid d’hidrogen, mitjangant I'enzim alcohol oxidasa. Posteriorment, aquest
formaldehid pot tenir dues destinacions diferents: la via deassimilatoria o la via assimilatoria. En
la primera, el formaldehid és oxidat per la deshidrogenasa depenent de glutatido Fld, i
subseqlientment reacciona amb la hidrolasa Fghl i la format deshidrogenasa Fdh1, resultant
finalment en CO,. En la ruta assimilatoria, el formaldehid es condensa amb la xilulosa-5-fosfat
per tal d’acabar formant constituents cel-lulars mitjancant I’accié de la dihidroxiacetona sintasa

Dasl, generant dihidroxiacetona i gliceraldehid-3-fosfat (Figura 1).
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Figura 1. Ruta del metanol al llevat P. pastoris. Els principals enzims implicats en la metabolitzacié del
metanol es troben en blau. Aox, alcohol oxidasa; Cat, catalasa; Das, dihidroxiacetona sintasa; Dak,
dihidroxiacetona quinasa; Tpi, triosafosfat isomerasa; Fbal-2, fructosa 1,6-bifosfat aldolasa; Fbp, fructosa
1,6-bifosfatasa; Fld, formaldehid deshidrogenasa; Fgh, s-formilglutationa hidrolasa; Fdh, format
deshidrogenasa; DHA, dihidroxiacetona; GAP, gliceraldehid-3-fosfat, DHAP, dihidroxiacetona fosfat;

F1,6BP, fructosal,6-bifosfat; F6P, frucosa 6-fosfat; X5P, xilulosa 5-fosfat; PPP, ruta de les pentoses fosfat.

Donada l'alta toxicitat dels compostos que es generen en la metabolitzacié del metanol
(formaldehid, peroxid d’hidrogen), aquesta ruta té lloc als peroxisomes, uns organuls
ampliament conservats i de vital importancia als eucariotes. Recentment, Rupmayer et al. (2015)
van proposar un nou model descriptiu del metabolisme del metanol a P. pastoris, a partir de les
senyals de localitzacié peroxisomal de diferents gens assignats classicament a la ruta de les
pentoses fosfat, i on s’explicaria com es regenera la xilulosa 5-fosfat utilitzada al procés. Segons
aquesta hipotesi, determinades isoformes dels enzims implicats en la ruta no oxidativa de les
pentoses fosfat (la transaldolasa Tal, la ribosa 5-fosfat cetol-isomerasa Rki i la ribosa 5-fosfat
epimerasa Rpe) es trobarien localitzades a I'interior del peroxisoma, i la seva expressio es veuria
augmentada drasticament en preséncia del metanol (a I'igual que la biogénesi dels peroxisomes
i els altres enzims implicats en la ruta). La reestructuracié suggerida es mostra a la figura 2,
resultant en un flux net d’una molecula de gliceraldehid 3-fosfat produida per cada 3 moléecules

de metanol metabolitzades.
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Figura 2. Ruta del metanol suggerida per Rufmayer et al. (2015). Per tal de generar una moléecula de
GAP, es requereixen 3 molecules de metanol. Tall-2, transaldolasa; Shb17, sedoheptulosa 1,7-bifosfat;

Rkil-2, ribosa-5-fosfat cetol-isomerasa; Rpel-2, ribosa-5-fosfat epimerasa

1.4 El sistema Paox: per I'expressio de proteines recombinants

Tal i com s’ha mencionat anteriorment, I’enzim alcohol oxidasa és el responsable de la oxidacio
del metanol a formaldehid. Aquest enzim presenta una constant d’afinitat molt baixa pel
metanol i I'oxigen, perd en condicions on la Unica font de carboni és el metanol, els alts nivells
d’expressido de I’enzim compensen la baixa afinitat (Couderc i Baratti, 1980). Aquesta
caracteristica s’ha emprat ampliament per tal d’expressar diferents proteines heterologues sota
el control del promotor AOX1 (Paox:), resultant en el promotor més utilitzat per I'expressio de

proteines recombinants al llevat P. pastoris (Vogl i Glieder, 2013).



Paox1i, @ banda de presentar una elevada expressid, es caracteritza per la forta regulacio
mitjangcant diferents fonts de carboni. En preséncia de metanol, I'expressioé d’alcohol oxidasa
sota Paox: pot resultar en el 5% del mRNA total i fins un 30% de |a proteina soluble. D’altra banda,
en presencia de fonts de carboni repressores, com la glucosa, el glicerol o I'etanol, els nivells
basals de mRNA d’AOX1 s6n minims, mentre que I’enzim alcohol oxidasa és indetectable (Inan i

Meagher).

En els darrers anys, multiples investigacions s’han dut a terme per tal de determinar la complexa
regulacié de Paox:. Aquest promotor presenta una regulacié a tres nivells: 1) repressié, Il)
derepressio i lll) induccié. Aixi, tot i I'abséncia de fonts de carboni repressores, el promotor

necessita de la preséncia del metanol per tal de poder expressar-se.



1.5 REFERENCIES

Adrio JL, Demain AL. 2010. Recombinant organisms for production of industrial products.

Bioeng. Bugs 1:116-131.

Bernaudat F, Frelet-Barrand A, Pochon N, Dementin S, Hivin P, Boutigny S, Rioux JB, Salvi D,
Seigneurin-Berny D, Richaud P, Joyard J, Pignol D, Sabaty M, Desnos T, Pebay-Peyroula E,
Darrouzet E, Vernet T, Rolland N. 2011. Heterologous expression of membrane proteins:

Choosing the appropriate host. PLoS One 6.

Bull AT, Holt G, Lilly MD. 1982. Biotechnology: International Trends and Perspectives. Paris:

Organisation for Economic Co-Operation and Development

Cereghino JL, Cregg JM. 2000. Heterologous protein expression in the methylotrophic yeast
Pichia pastoris. FEMS Microbiol. Rev. 24:45-66.

Chance R, Glazer N, Wishner K. Insulin Lispro (Humalog) In: Walsh G, Murphy B, editors.

Biopharmaceuticals, an Industrial Perspective. Kluwer: Dordrecht; 1999. pp. 149-172.

Ciofalo V, Barton N, Kreps J, Coats I, Shanahan D. 2006. Safety evaluation of a lipase enzyme
preparation, expressed in Pichia pastoris, intended for use in the degumming of edible vegetable

oil. Regul. Toxicol. Pharmacol. 45:1-8.

Cooper GM. 2000. The Cell: A Molecular Approach. 2nd edition

Couderc R, Baratti J. 1980. Oxidation of Methanol by the Yeast, Pichia pastoris. Purification and
Properties of the Alcohol Oxidase. Agric. Biol. Chem. 44:2279-2289.

Cregg JM, Madden KR. 1988. Development of the methylotrophic yeast, Pichia pastoris, as a host

system for the production of foreign proteins. Dev. Ind. Microbiol. 29:33-41

Darby RA, Cartwright SP, Dilworth MV, Bill RM. 2012.Which yeast species shall | choose?

Saccharomyces cerevisiae versus Pichia pastoris (review). Methods Mol Biol 866:11-23

De Schutter K, Lin Y-C, Tiels P, Van Hecke A, Glinka S, Weber-Lehmann J, Rouzé P, Van de Peer,
Callewaert N. 2009. Genome sequence of the recombinant protein production host Pichia

pastoris. Nat. Biotechnol. 27:561-566.

Demain AL, Vaishnav P. 2009. Production of recombinant proteins by microbes and higher

organisms. Biotechnol. Adv. 27:297-306.



Hartner FS, Glieder A. 2006. Regulation of methanol utilisation pathway genes in yeasts. Microb.

Cell Fact. 5:39.

Inan M, Meagher MM. 2001. Non-Repressing Carbon Sources for Alcohol Oxidase (AOXI)

Promoter of Pichia pastoris. Pap. Biochem. Eng. 92:585-589.

Johnson et al. 2011. Yeast Biotechnology. In: The Yeasts. A taxonomic study. v1

Kiberl A, Schneider J, Thallinger GG, Anderl I, Wibberg D, Hajek T, Jaenicke S, Brinkrolf K,
Goesmann A, Szczepanowski R, Plihler A, Schwab H, Glieder A, Pichler H. 2011. High-quality
genome sequence of Pichia pastoris CBS7435. ). Biotechnol. 154:312-20.

Kurtzman CP. 2009. Biotechnological strains of Komagataella (Pichia) pastoris are Komagataella
phaffii as determined from multigene sequence analysis. J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 36:1435—

1438.

Lin-Cereghino GP, Godfrey L, de la Cruz BJ, Johnson S, Khuongsathiene S, Tolstorukov I, Yan M,
Lin-Cereghino J, Veenhuis M, Subramani S, Cregg JM. 2006. Mxrlp, a key regulator of the
methanol utilization pathway and peroxisomal genes in Pichia pastoris. Mol. Cell. Biol. 26:883—

897.

Lin-cereghino GP, Stark C, Kim D, Chang J, Nadia S, Poerwanto H, Agari K, Moua P, Low L, Tran
N, Huang A, Maria N, Oshiro K, Chang J, Chavan A, Tsai J, Lin-Cereghino J. 2013. The Effect of a-
Mating Factor Secretion Signal Mutations on Recombinant Protein Expression in Pichia pastoris

Geoff. Gene 519:311-317.

Mattanovich D, Graf A, Stadlmann J, Dragosits M, Redl A, Maurer M, Kleinheinz M, Sauer M,
Altmann F, Gasser B. 2009. Genome, secretome and glucose transport highlight unique features

of the protein production host Pichia pastoris. Microb. Cell Fact. 8:29.

Mattanovich D, Branduardi P, Dato L, Gasser B, Sauer M, Porro D. 2012. Recombinant Protein

Production in Yeasts. Methods Mol. Biol. 824:329-358.

Meyer S, Lorenz C, Baser B, Wordehoff M, Jager V, van den Heuvel J. 2013. Multi-Host Expression

System for Recombinant Production of Challenging Proteins. PLoS One 8:1-9.

Palomares LA, Estrada-Mondaca S, Ramirez OT. 2004. Production of Recombinant Proteins:

Challenges and Solutions. Recomb. Gene Expr. 267:1-39.

Pollack, P. Fine Chemicals. The Industry and the business. 2007



RufRmayer H, Buchetics M, Gruber C, Valli M, Grillitsch K, Modarres G, Guerrasio R, Klavins K,
Neubauer S, Drexler H, Steiger M, Troyer C, Al Chalabi A, Krebiehl G, Sonntag D, Zellnig G, Daum
G, Graf AB, Altmann F, Koellensperger G, Hann S, Sauer M, Mattanovich D, Gasser B. 2015.

Systems-level organization of yeast methylotrophic lifestyle. BMC Biol. 13:80.

Tate CG, Haase J, Baker C, Boorsma M, Magnani F, Vallis Y, Williams DC. 2003. Comparison of
seven different heterologous protein expression systems for the production of the serotonin

transporter. Biochim. Biophys. Acta - Biomembr. 1610:141-153.

Yang H, Li J, Shin H-D, Du G, Liu L, Chen J. 2014. Molecular engineering of industrial enzymes:

recent advances and future prospects. Appl. Microbiol. Biotechnol. 98:23-9.

Valli M, Tatto NE, Peymann A, Gruber C, Landes N, Ekker H, Thallinger GG, Mattanovich D, Gasser
B, Graf AB. 2016. Curation of the genome annotation of Pichia pastoris (Komagataella phaffii)

CBS7435 from gene level to protein function. FEMS Yeast Res.:1-28.

Vogl T, Glieder A. 2013. Regulation of Pichia pastoris promoters and its consequences for protein

production. N. Biotechnol. 30:385-404.



OBIJECTIUS

L’objectiu principal d’aquest treball és I’estudi de I'impacte de I'increment del nombre de copies
d’un gen heteroleg en la fisiologia del llevat metil-lotrofic Pichia pastoris, utilitzant com a
proteina model la lipasa de Rhizopus oryzae (Rol). Tot i ser una estratégia ampliament reportada
per la millora de la produccié de proteina recombinant, sovint altes dosis geniques acaben
comportant una sobrecarrega metabolica a les soques, resultant en baixes productivitats de la
proteina recombinant. Per tal d’estudiar aquestes limitacions, s’han d’acomplir els segiients

objectius parcials:

- Construccié d’una bateria de soques amb un nombre creixent de copies del gen ROL,
per tal d’estudiar els efectes fisiologics de la diferent dosi genica

- Implementacié d’una técnica de quantificacio precisa del nombre de copies que permeti
la classificacié acurada de les diferents soques segons la dosi génica

- Caracteritzacié de les soques mitjancant cultius a diferent escala de l'impacte de
I'increment del nombre de copies sobre diferents parametres fisiologics (creixement,
produccid, estrés cel-lular)

- Analisi transcriptomic d’una col-leccié de soques representatives de diferents rangs de
copies per estudiar I'impacte de la dosi genica al metabolisme general

- Disseny de noves estrategies d’enginyeria genética a partir de les dades
transcriptomiques obtingudes per tal de revertir les limitacions de les soques

- Estudi transcriptomic comparatiu de I'expressio de tres proteines diferents a P. pastoris,

en condicions de baixa i alta dosi génica
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2. Construccid i caracteritzacio de soques

multicopia de ROL de Pichia pastoris

Paraules clau: ddPCR, dosi génica, Pichia pastoris, qPCR, lipasa Rhizopus oryzae, proteina

recombinant
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2.1 INTRODUCCIO

Pichia pastoris és un hoste per la produccid de proteines recombinants solidament establert, i
una plataforma prometedora per a la produccié de compostos d’alt valor afegit. Generalment,
I'estratégia per la sobreexpressid de proteina heterdloga en aquest hoste consisteix en la
integracié estable d’un vector d’expressid en el genoma mitjangant recombinacié homologa
(Ahmad et al., 2014; Cregg et al., 2000). La produccié de proteines recombinants pot ser
millorada a diferents nivells, des de la transcripcid o la traduccié fins I'abastiment d’energia i
components estructurals pel plegament i secrecié de proteines (Bai et al., 2011; Heyland et al.,
2011; Ruth et al., 2014). En aquest context, I'increment de la dosi génica és una estratégia
ampliament utilitzada per millorar la produccié de proteines recombinants (Aw i Polizzi, 2013).
Diversos estudis descriuen com un increment del nombre de copies resulta en una produccio
més elevada, tot i que un increment més enlla de I'0Optim pot derivar en productivitats més
baixes (Liu et al., 2014; Marx et al., 2009; Zhu et al., 2009). En el cas especific de la lipasa de
Rhizopus oryzae (Rol), estudis previs per Jorda et al. (2012) van evidenciar una sobrecarrega
metabolica significativa provocada per la sobreexpressié de Rol, fins i tot en aquelles soques
amb una Unica copia del gen ROL. No obstant, no es van poder realitzar analisis addicionals degut
a la dificultat de determinar de manera precisa la dosi genica mitjangcant qPCR (de I'anglés
Quantitative real-time PCR), concretament entre soques que diferissin en una copia de ROL,
pero tot i aixi amb comportaments diferents en termes de productivitat i parametres de
creixement (resultats no publicats del nostre grup). Negligencies a I'hora de determinar el
nombre de copies poden derivar en interpretacions incorrectes dels resultats experimentals,
com va ser descrit per Abad et al. (2010). Per tant, es necessita una determinacié exacta de la
dosi génica en els processos de cribratge/screening per tal de validar la seleccié de clons, aixi
com per estudis fisioldgics en condicions de procés, on I'estabilitat genética és un factor clau.
Anteriorment, el Southern Blot i la qPCR havien estat les técniques més comunes a I’hora de
determinar el nombre de copies d’un gen (Abad et al., 2010; Sunga et al., 2008). Amb tot,
diverses limitacions han anat en detriment d’aquestes tecniques. En el cas concret de la gPCR
els problemes més destacats estan relacionats amb I'eficiencia de I'assaig, la determinacié del
llindar i el métode de quantificacié emprat (Weaver et al., 2010). La ddPCR (de I'anglés Droplet
Digital PCR) és basa en una tecnica microfluidica d’analisi de milers de gotes per mostra,
permetent aixi un calcul acurat de les molecules de DNA utilitzant una distribucié de Poisson

(Hindson et al., 2011)(Figura 1).
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Figura 1. Comparacié entre la metodologia de la qPCR (quantitative real-time PCR) i la ddPCR (Droplet
Digital PCR) per la quantificacié de la dosi génica en Pichia pastoris. En el cas de la qPCR es requereix
una corba estandard pel gen d’interes i el gen referéncia, mentre que la determinacié del nombre de
copies es pot realitzar mitjancant diferents metodes de calcul. La ddPCR es basa en la particid de la mostra
en milers de gotes i la deteccid de la senyal de cada gen, calculant la dosi genica mitjancant el quocient
del nombre de gotes positives pel gen d’interes i el gen de referencia. CT, cicle limit; STD, corbes

estandard.

S’han descrit una amplia varietat d’aplicacions per la ddPCR en diferents camps de recerca,
confirmant el gran potencial d’aquesta técnica (Cao et al., 2015; Corbisier et al., 2015; Floren et
al., 2015). En conseqiiéncia, durant els Ultims anys s’han publicat nombrosos estudis comparant
ambdds metodes (Hayden et al., 2013; Hindson et al., 2013; Te et al., 2015; Zhang et al., 2015).
Darrerament la ddPCR s’ha postulat com una alternativa rellevant a la determinacié de la dosi
genica. Malgrat aix0, I'aplicacié de la ddPCR en llevats esta actualment — al nostre parer — en
vies de desenvolupament, ja que només s’ha utilitzat per determinacid de dosi genica en
Saccharomyces cerevisiae una sola ocasié (Bozdag i Greig, 2014). De fet, fins 'actualitat, no
s’han reportat aplicacions per P. pastoris. L'establiment de metodologies basades en ddPCR per

aquest llevat podria proporcionar una eina potent i més fiable per accelerar properes millores
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en P. pastoris com a plataforma de factoria cel-lular. En aquest capitol es descriu per primer cop
I’s de la ddPCR per la caracteritzacid clonal a P. pastoris. En particular, aquesta técnica va
permetre determinar la dosi genica de ROL, especialment en aquelles soques amb un interval
entre 1 —5 copies integrades al genoma, facilitant d’aquesta manera la discriminacié entre els
efectes de la dosi génica i els causats per la variacio clonal (Clare et al., 1998; Marx et al., 2009;
Viader-Salvado et al., 2006). Aixi mateix, la classificacié precisa dels clons en funcié del nombre
de copies va permetre determinar la dosi genica optima de ROL per la produccié de lipasa, aixi
com establir una serie de soques ben definida albergant fins a 15 copies de ROL, aptes per

posteriors analisis fisiologics sobre I'efecte de la dosi génica en la fisiologia cel-lular.
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2.2 MATERIALS | METODES

2.2.1 Soques i plasmidis

En aquest estudi es va construir una serie de soques de P. pastoris derivades de X-33 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), cadascuna amb un nombre diferent de copies del gen de la lipasa de
Rhizopus oryzae (ROL) clonat en el vector pPICZaA (Invitrogen). La soca sense transformar X-33
es va utilitzar com a control negatiu (C-). Dues soques amb una (C+1) i dues copies de ROL (C+2),
préviament obtingudes per Minning et al. (2001) i Cos et al. (2005), respectivament, es van
utilitzar com a controls positius. Ambdues soques es van seqiienciar pel Centre for Research in
Agricultural Genomics (Bellaterra, Cerdanyola del Vallés, Espanya) per tal de verificar el
contingut de ROL utilitzant la seqiienciacié lon Torrent (lon Personal Genome Machine, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Es van obtenir diferents vectors amb una, dues o quatre copies
de ROL mitjancant la construccié de multimers in vitro i es van introduir a P. pastoris X-33 per
tal de generar soques multicopia. Totes les soques es van caracteritzar posteriorment en termes

de dosi genica de ROL per qPCR i ddPCR.

2.2.2 Determinacié del nombre de copies de ROL per ddPCR

Per tal de realitzar la ddPCR, es va aillar el DNA genomic utilitzant un kit comercial de purificacio
(Wizard® Genomic DNA Purification Kit, Promega). Per assegurar una quantificacié acurada i
evitar un impacte negatiu en el volum de les gotes, el DNA genomic dels clons seleccionats es va
digerir amb els enzims de restricci6 BamHI i EcoRIl (Thermo Scientific™, Waltham, MA, EUA).
Aguests enzims es van seleccionar amb |'eina informatica desenvolupada per Bikandi et al.
(2004), amb I'objectiu d’obtenir fragments menors a les 5 kb i la separacié dels amplicons de
ROL evitant la seva fragmentacid. Considerant 6000 copies de genoma per pL com I'0ptim del
rang dinamic del sistema QX100 (Droplet Digital™ PCR Applications guide, Bio-Rad), al mix de
reaccié es van afegir 0.4 ng de DNA gendmic digerit de cada mostra, equivalent a 40,000 copies
de genoma haploid de P. pastoris. Per I'amplificaci6 de DNA, es van dissenyar un parell
d’oligonucleotids de ROL i una sonda especifica marcada a I'extrem 5 amb amidita de
fluoresceina (6-FAM). Amb I'objectiu de normalitzar els resultats, es va utilitzar el gen de
referéncia B-actina (ACT1) com a control endogen, i es van dissenyar uns oligonucleotids
especifics, juntament amb una sonda marcada a I'extrem 5 amb hexacloro-6-carboxi-
fluoresceina (HEX). Ambdues sondes es van marcar a I'extrem 3’ amb la molécula Black Hole

Quencher-1 (BHQ-1). Tots els oligonucleotids i sondes van ser sintetitzats per Biomers.net GmbH
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(Ulm, Alemanya). Les seqliencies dels primers es mostren a I'annex. Cada reaccié de ddPCR es
va dur a terme en un volum final de 20 pL, amb 12.5 pL de ddPCR™ Supermix for Probes (Bio-
Rad), 300 nM de cada oligonucleotid, 200 nM de sonda, 0.4 ng de DNA genomic digerit i la
quantitat requerida d’aigua Dnase/Rnase-free (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).
Les gotes amb les barrejes de reaccié de PCR es van formar amb el dispositiu Droplet Generator
(Bio-Rad) i subseqlientment es van transferir a una placa de 96 pous. Les reaccions es van
incubar a 95°C durant 10 min per tal d’activar la polimerasa hot-start, i posteriorment es van
sotmetre a un protocol de dos passos, incloent la desnaturalitzacio (94°C, 30 s) i
I’alineament/extensio (60°C, 1 min) durant 40 cicles. La deteccid de gotes es realitzar amb el
QX100 Droplet Digital PCR System i el software QuantaSoft v. 1.5.38 (Bio-Rad). EI nombre de
copies es va determinar a cada mostra per triplicat, calculant la ratio entre les gotes positives de

ROLiACT1.

2.2.3 Determinacié del nombre de copies de ROL per qPCR

La qPCR es va dur a terme en reaccions de 20 pL utilitzant plaques de 96 pous iQ semi-skirted i
SsoFast™ EvaGreen® Supermix (ambdds de Bio-Rad). Cada reaccié de PCR contenia 5 uL de
EvaGreen, 300 nM de cada oligonucleotid, 5 ng de DNA genomic i la quantitat requerida d’aigua
Dnase/Rnase-free. Les mostres i els estandars es van mesurar per triplicat en el dispositiu
CFX384 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). Es va afegir un control amb aigua
(sense DNA motlle) per cada parell d’oligonucleotids per tal d’evitar la deteccié d’oligonucleotids
units de manera inespecifica, i el gen ACT1 es va seleccionar com a referencia. Les reaccions es
van incubar a 98°C durant dos minuts per tal d’activar la polimerasa Taq, i posteriorment es va
realitar un protocol de dos passos, consistent en un pas de desnaturalitzacié (98°C, 5 s) i un pas
d’alineament/extensié (60°C, 15 s) durant 40 cicles. Amb I'objectiu de verificar I'especificitat de
les dianes i els gens de referéncia, es va analitzar la corva de fusié amb un rang de temperatura
de 65°C fins 95°C, amb un increment de 0.5°C/cicle (intervals de 10 s). Donat que les eficiéncies
d’amplificacié de les dianes i els gens referencia eren similars, es va seleccionar el metode de
calcul de quantificacié absoluta (Lee et al., 2008) per la determinacié del nombre de copies de

ROL. Totes les seqliencies dels oligonucleotids i les sondes es troben a I'annex.

16



2.2.4 Analisi per citometria de flux

Per evitar agregats cel-lulars, préviament a |’analisi amb el citometre totes les mostres es van
sonicar durant 3 cicles de 4 s a 50 W amb el processador d’ultrasons VC-5 (Vibracell,
Sonics&Materials, Newtown, CA, EUA). Pel comptatge cel-lular, les mostres es van diluir amb
PBS filtrat (0.22 um, MCE membrane, Millex-GS, Millipore, Jaffrey, NH, EUA) a una concentracio
final de 50-500 cél-lules/uL. Per la tincié de viabilitat, es va diluir 1 mL de cultiu cel-lular amb PBS
filtrat a una concentracié final de 10° cél-lules/uL, i posteriorment es va addicionar 1 mL de iodur
de propidi (PI, de I'anglés Propidium lodide, 1 mg/mL, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) i les
mostres es van analitzar al cap de 5 min. Com a control positiu per les cél-lules no viables, es va
incubar 1 mL de cultiu durant 3 min a 80°C. Amb I'objectiu de mesurar la presencia d’espécies
reactives d’oxigen (ROS, de I'anglés Reactive Oxygen Species) es van afegir 0.2 mL de dihidroetidi
(DHE; 12.5 pg/mL, Sigma-Aldrich) a 1 mL de cultiu amb una concentracié de 108 cél-lules/mL.
Després d’una incubacid de 30 min a 30°C amb agitacié constant, les cel-lules es van centrifugar
a 13,000 rpm durant 3 min (Espresso Microcentrifugue, Thermo Electron Corporation, Waltham,
MA, EUA) i es van resuspendre en 1 mL de PBS. Com a control positiu d’estrés cel-lular es va
utilitzar un cultiu crescut en un 20% de metanol durant 30 min (Costa et al., 1997). Les mostres
es van processar amb el citometre Guava EasyCyte Mini (Millipore), amb un laser d’argd de 488
nm. Per cada mostra es van mesurar 5,000 cél-lules amb un cabal de 0.59 pL/s. L’emissio del Pl

i del DHE es va detectar amb el filtre de 680 nm.

2.2.5 Procediments analitics
2.2.5.1 Analisi de biomassa

La biomassa es va monitoritzar mesurant la densitat optima a 600 nm (DOsggo) €n mostres per
triplicat. La concentracid de biomassa als cultius operats en continu es va determinar mitjangant
el pes sec (DCW, de I'anglés Dry Cell Weight) utilitzant el métode descrit préeviament per Jorda
et al. (2012). Les determinacions es van realitzar per triplicat i les desviacions estandard relatives

(RSD, de I'angles Relative Standard Deviation) van ser del 2% aproximadament.
2.2.5.2 Assaig d’activitat lipolitica

L’analisi d’activitat lipolitica es va dur a terme en triplicats seguint el protocol descrit a Resina et

al. (2004).
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2.2.5.3 Quantificacio dels metabolits extracel-lulars

Per I'analisi dels metabolits extracel-lulars es van centrifugar 2 mL de sobrenedant de cultiu a
12,000 rpm durant 1 min en la microcentrifuga Minispin (Eppendorf, Hamburg, Alemanya) per
tal d’eliminar les cél-lules, i posteriorment es va filtrar (0.45 um, tipus HAWP, Millipore). El
glicerol, metanol i d’altres compostos extracel-lulars d’interés potencial dels cultius operats en
continu es van analitzar per duplicat per HPLC (Dionex Ultimate 3000, Dionex Corporation,
Sunnyvale, CA, EUA) utilitzant una columna d’intercanvi ionic (ICSep ICE-COREGEL 87 H3,
Transgenomic Inc., Omaha, NE, EUA). La fase mobil estava formada per acid sulfdric 8 mM. El
volum d’injeccio va ser de 20 pL i el cromatograma es va quantificar amb el software Chromeleon

v. 6.8 (Dionex).

2.2.6 Condicions de cultiu
2.2.6.1 Cultius en microplaca

Pels cultius en microplaca de 24 pous (Whatman, GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire,
Regne Unit) es va realitzar un precultiu dels clons en 5 mL de medi YPD (de I'angles Yeast extract
Peptone Dextrose) (1% (w/v) extracte de llevat, 2% (w/v) peptona, 2% (w/v) dextrosa) en tubs
Falcon de 50 mL. Els cultius es van inocular amb colonies provinents de plaques i es van incubar
totalanita30°Ci 150 rpm en I'agitador orbital Multitron Il (Infors, Einsbach, Alemanya). Després
de 14-16 h, es va mesurar la densitat optica i les cél-lules es van centrifugar i resuspendre en 5
mL de medi BMG (de I'anglés Buffered Minimal Glycerol) (100mM fosfat potassic (pH 6.0), 1.34%
(w/v) base de llevat nitrogenada sense aminoacids, 4-10°% (w/v) biotina, 1% (v/v) glicerol) fins
una DOeg de 0.1, i es va continuar la incubacié. Després de 16-18 h, es van centrifugar les
cél-lules a temperatura ambient i es van inocular les microplaques a una DOggo d'1, per triplicat
per cada soca, amb 2 mL de medi BMM (de I'anglés Buffered Minimal Methanol) (100mM fosfat
potassic (pH 6.0), 1.34% (w/v) base de llevat nitrogenada sense aminoacids, 4-:10°% (w/v)
biotina, 0.5% (v/v) metanol) a cada pou. Les plaques inoculades es van segellar amb les
membranes BREATHseal™ (Greiner, Monroe, NC, EUA), esterils i permeables a gas, per tal de
mantenir una aportacié optima d’oxigen als cultius. Les cél-lules es van incubar durant 72 h a
25°C, amb un 80% d’humitat i 200 rpm d’agitacié. Es va addicionar un pols de metanol pur a una
concentracio final de 0.5% v/v als cultius cada 24 h per tal de compensar el consum i evaporacid

del metanol. Tots els medis (menys la soca control X-33) es van suplementar amb Zeocina (100

ug/mL).
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2.2.6.2 Cultius en Erlenmeyer

Es van realitzar triplicats dels cultius en Erlenmeyer per cada clon de la seglient manera: es van
inocular amb criovials de la soca seleccionada, a una DOgq inicial de 0.1, Erlenmeyers amb
deflactors d’1 L amb 100 mL de medi BMG, i es van incubar a 30°C i 150 rpm. Després de 18-20
h, les cél-lules es van centrifugar i es van utilitzar per inocular Erlenmeyers amb deflectors de
0.5 L amb 50 mL de medi BMM a una DOsgo d’1. Els cultius es incubar durant 70 h a 25°C, amb
un 80% d’humitat i 150 rmp d’agitacid (incubador Multitron Il). Cada 24 h es va afegir un pols de
metanol pur a una concentraci6 final de 0.5% v/v. Tots els medis (menys la soca control X-33) es

van suplementar amb Zeocina (100 pg/mL).
2.2.6.3 Cultius en reactor operats en continu

Els cultius operats en continu es van dur a terme a un volum de treball d’1 L en un bioreactor
d’1.5 L (Biostat B Plus, Sartorius AG, Gottingen, Alemanya). Com a precultiu, es va inocular un
Erlenmeyer d’1 L i 150 mL de medi YPD-Zeocina amb un criovial de la soca seleccionada a una
DOgooinicial d’'1, i es va incubar durant aproximadament 24 h a 30°Ci 150 rpm, per posteriorment
inocular un volum d’1 L de medi batch. Al final de la fase batch (indicat per una caiguda sobtada
dels nivells de CO, en el reactor), el cultiu en continu es va iniciar a una taxa de dilucié (D) de 0.1
h' amb un medi de creixement definit i una barreja glicerol/metanol (60/40%, w/w) com a font
de carboni. La temperatura del cultiu es va mantenira 25°Ci el pH es va controlara 5 amb amoni
10%. La taxa d’aeracié d’1 vvm i I'agitacié a 500 rpm van mantenir els nivells d’oxigen dissolt en
un minim de saturacio de I'aire del 10%. Es va aplicar al sistema una sobrepressié de 0.2 bars
per tal de facilitar la presa de mostra. Els gasos de sortida del reactor es van fer circular a través
d’un condensador refrigerat a 4°C mitjancant un criostat (FrigoMix 1000, B. Braun Biotech
International, Melsungen, Alemanya), i seguidament assecat per dues columnes de silice gel, per
ser finalment analitzat amb I'espectrometre de masses Omnistar™ GSD 300 02 (Balzers
Instruments, Balzers, Liechtenstein). L'espectrometre de masses es va calibrar utilitzant gasos
de calibratge amb 5i21% d’0. i 3, 5i 7% de CO,. Les mostres de cultiu es van prendre al cap
d’un minim de cinc temps de residéncia, un cop assolit I'estat estacionari (Jorda et al., 2013). La
composicio del medi batch va ser la seglient: 9.98 g/L glicerol, 0.45 g/L acid citric, 3.15 g/L
(NH4)2HPO4, 5 mg/L CaCl,, 0.23 g/L KCl, 0.15 g/L MgS04-7H,0, 0.5 mL biotina (0.2 g/L; Sigma-
Aldrich), 1.15 mL sals traga PTM1. El medi del continu contenia: 7.5 g/L glicerol, 5 g/L metanol,
2.3 g/L acid citric-H,0, 1.09 g/L (NH.);HPO4, 2.5 mg/L CaCl,-:2H,0, 0.43 g/L KCl, 0.16 g/L
MgS04-7H,0, 0.25 mL biotina (0.2 g/L) i 0.4 mL de sals traca PTM1. El pH es va ajustar a 5.0 en
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ambdds medis mitjangant HCI 25%. La composicié de les sals traga PTM1 és la mateixa descrita

a Baumann et al. (2008).

2.2.7 Analisi estadistic

Es van preparar dues i tres plaques de reaccions per la gPCR i la ddPCR, respectivament, amb
tres répliques tecniques per cada cas (és a dir, sis reaccions per mostra per la gPCR, i nou
reaccions per mostra en el cas de la ddPCR). Els cultius en microplaca es van realitzar en triplicats
tecnics per cada soca, mentre que els cultius en Erlenmeyer es van dur a terme per triplicat
provinents de precultius independents. Les dades obtingudes dels cultius en continu es van
verificar utilitzant procediments estandard de consisténcia i reconciliaci6 (Wang i
Stephanopoulos, 1983; van der Heijden et al., 1994; Verheijen, 2010), amb la restriccié que es
satisfessin les relacions de conservacié dels elements. Per tots els cultius realitzats el test de
consistencia va acomplir un nivell de confianca del 95%, i en conseqliéncia, no es van detectar
crassos errors de mesura. Els resultats s’expressen en termes de mitjana + SD (de I'anglés
standard deviation). L’analisi estadistic dels resultats es va realitzar utilitzant el test ANOVA,
seguit d’'una prova t de Student (mostres no aparellades), amb el software Excel de Microsoft.

Es va considerar com a significatiu un P-val menor al 0.05.
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2.3 RESULTATS i DISCUSSIO

2.3.1 Construccié d’una col-leccié de soques amb diferent nombre de copies de la

lipasa de R. oryzae (ROL)

Per a generar una serie de clons amb diferent dosi genica de ROL, es varen construir de manera

esglaonada vectors derivats del pPICZaA amb un nombre diferent de cassets génics (Figura 2).

En primer lloc, el casset d’expressio del gen ROL (2446 pb) (constituit per la regio
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Figura 2. Construccid dels plasmidis multimeérics de ROL. Diagrama de flux de les etapes per I'assemblatge

dels cassets d’expressid de ROL al vector monocopia pPICZaA. Origen pUC, origen de replicacid; 5’A0X1,

promotor AOX1 de P. pastoris; a-factor, senyal de secrecié a-mating factor de S. cerevisiae; AOX1 TT, regio

terminador de la transcripcio; Zeocin, gen de resisténcia a I’antibiotic Zeocina; ROL, gen de la lipasa de

Rhizopus oryzae.
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promotora 5’A0X1 de l'alcohol oxidasa, la seqiéncia codificant per la senyal de secrecié a-
mating factor, la seqliéncia codificant per la forma madura de la Rol i la regié terminador de la
transcripcié d’AOX1) es va escindir del vector monocopia preexistent pPICZaA/ROL mitjangcant
els enzims de restriccid Bglll i BamHI. Seguidament, el casset d’expressid i el vector monocopia
(préviament linealitzat amb BamHI) es van lligar per obtenir un vector amb dues copies de ROL.
Aquest pas es va repetir per obtenir un vector de quatre copies. Amb I'objectiu d’evitar
interferencies transcripcionals entre els gens disposats en tandem, només es van seleccionar
cassets d’expressié amb la mateixa orientacid (Gullerova i Proudfoot, 2010; Hobson et al., 2012).
Malauradament, no va ser possible obtenir vectors amb una dosi génica més elevada. Aquest
fet podria ser degut a recombinacions en la soca hoste o la grandaria del vector (Vassileva et al.,
2001). El nombre de copies del casset d’expressié de ROL dels constructes obtinguts es va
verificar posteriorment mitjancant una restricci6 enzimatica (dades no mostrades).
Posteriorment es van realitzar transformacions independents de P. pastoris amb cada vector,
obtenint un total de 70 clons. El conjunt de clons es va analitzant per PCR per confirmar la

preséncia de ROL (dades no mostrades), resultant en 35 clons positius.

2.3.2 Comparacio de la qPCR vs ddPCR per la determinacié del nombre de copies de

ROL

Es va realitzar una analisi comparativa entre la técnica de la gPCR i la ddPCR per trobar el millor
meétode per determinar la dosi genica de ROL. Primerament, tots els clons positius es van
analitzar amb la qPCR. A fi d’establir una comparacio, es va seleccionar un subgrup de 13 clons
(representatius de diferents rangs de copies) per la posterior quantificaci6 per ddPCR. De
manera global, la tecnica de la ddPCR va presentar variacions més baixes que la qPCR en gairebé
totes les mostres (Taula Il). Respecte les mostres de referencia, la precisié de la ddPCR va ser
més elevada comparada amb la gPCR, la qual va presentar unes desviacions estandard relatives
(RSD, de I'anglés relative standard deviation) al voltant del 50% en les soques control 1-copia i
2-copies. En el cas de les soques de rang baix (1 —5 copies) la precisié de la ddPCR va ser també
millor, amb valors de RSD entre 6 — 11%, mentre que el rang de RSD de la qPCR va ser del 25 -
50%. Cal destacar que la soca #24, previament caracteritzada com a 2-copies mitjangant la qPCR,

es va reassignar com una soca monocopia segons la tecnica de la ddPCR.
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Taula I. Determinacié del nombre de copies de ROL mitjangant qPCR i ddPCR. Dos i tres plaques es van
preparar per la qPCR i la ddPCR respectivament, incloent 3 repliques técniques a cada mostra. Els resultats
es mostren com la mitjana = SD. C-: control negatiu, soca X-33 sense vector; C+1, control positiu, 1 copia
de ROL, soca seqlienciada; C+2, control positiu, 2 copies de ROL, soca seqiienciada; RSD, desviacid
estandard relativa. (*) El nombre de copies dels cassets d’expressid de ROL va ser posteriorment amplificat

mitjancant el metode d’enriquiment per Zeocina (Sunga et al., 2008).

qPCR ddPCR
o I e e
transformacié copies copies
C- - 0.0 75 02 00
C+1 * 0.4 . 0.7 3
C+2 * 1.0 a5 51 0
30p 2 9.6 1 37 o
#24 * 2.3 6 0.7 .
31p 2 1.1 a1 1.7 6
33p 2 1.3 49 1.9 1
37p 4 1.9 32 3.9 8
38p 4 1.3 25 4.1 10
>2p : 32.1 10 14.6 3
53p 2 226 12 11.3 8
35p 2 5.2 1 1.8 8
61p 2 29.6 5 6.9 10
65p 4 1.6 31 1.9 9

Aguest nou indici podria explicar el fet que la soca 1-copia referencia i la soca #24 no mostressin
diferéncies significatives en termes de fluxos metabolics (Jorda et al., 2012). Per les soques de
rang alt (> 5 copies) els RSD d’ambdues técniques van ser similars. Tanmateix, I'estimacié del
nombre de copies va ser significativament més elevat utilitzant el métode de la gPCR. Com a
exemple, tot i que en ambdds metodes la soca amb un nombre de copies més elevat va ser la
52p (amb un RSD aproximadament del 10%), la técnica de la gPCR va determinar que el nombre
de copies era 32, mentre que la ddPCR va establir que era de 15 copies. Aix0 no obstant, per tal
d’obtenir 32 copies de ROL s’haurien necessitat 16 integracions del casset, un esdeveniment
improbable considerant que I'estratégia de transformacié no implicava cap metodologia per
prioritzar les soques d’alt nombre de copies (> 7 copies), tal com un procés d’enriquiment post-
transformacié mitjancant Zeocina (Sunga et al., 2008) o la integracid al locus del DNA ribosomal
(Marx et al., 2009). En conjunt, la ddPCR sembla un metode més precis per la caracteritzacié de

col-leccions de clons, tot i que es requeriria una optimitzacié de I'analisi de les soques de rang
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alt per millorar la precisié i validacid de la tecnica. A fi d’avaluar posteriorment la fiabilitat i la
solidesa de la ddPCR, es va determinar el nombre de copies de ROL d’un total de 30 clons

mitjangant aquesta técnica, resultant en dosis géniques entre 1 — 15 copies (Taula 1l1).

Taula Il. Quantificacié del nombre de copies de ROL mitjangant el métode de la ddPCR. Es van establir
tres rangs, depenent del nombre de copies de ROL: baix (1 — 2 copies) ( ), intermedi (3 — 6 copies) () i
alt (7 — 15 copies) (m). Les soques seleccionades per posteriors cultius operats en continu s’han marcat

amb *. Els resultats s’expressen com la mitjana + SD de tres experiments independents. SD, desviacid

estandard
Nombre de Nombre de
Soca  Reassignacio cassets de ROL en N\orﬁbre de Soca  Reassignacio cassets de ROL N‘orT1bre de
el vector de copies £ SD en el vector de copies £ SD
transformacié transformacié
C-* (1] o x1 0.2+01 67p x1 4.2 +03
C+* 1C x4 0.2+01 59p X2 6.1+0.2
68p x1 1.3z+01 66p x4 6.4 +0.2
55p x2 1.8+0.2 61p X2 6.9 0.7
31p X2 1.7 +t0.1 19p x1 72122
58p X2 1.7 +0.2 25p X2 7.4+01
63p x2 19+01 51p X2 7.5+0.2
33p* 2C X2 1.9+02 14p x4 7.5+32
65p x4 1.9+0.2 64p* 8C x4 7.9+0.1
29%p x2 2.1+0.2 54p x2 10.2+0.6
56p X2 2.1+0.2 69p x1 10.5+1.6
32p x2 2614 30p x2 8.7+17
60p x2 2.7 0.1 15p x4 10.7 +6.7
70p x1 3.7+01 53p X2 11.3+09
37p x4 3.9+03 57p x2 11.7+0.9
38p* 4ac x4 4.1+04 52p* 15C X2 14.6+2.0

2.3.3 Estudi dels clons transformants en plaques de 24 pous i cultius en Erlenmeyer:

correlacié de la dosi génica amb el creixement cel-lular i la produccié de lipasa

La col-leccié de 30 clons transformants caracteritzats per ddPCR es va analitzar a petita escala
mitjancant cultius en plaques de 24 pous (Figura 3). Després de 70 h es va mesurar la biomassa
i I'activitat lipasica per tal d’estudiar I'efecte de la dosi genica de ROL. Amb la finalitat d’establir

una classificacié de les soques, es van establir tres subgrups depenent del nombre de copies de
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ROL: baix (1 — 2 copies), intermig (3 — 6 copies), i alt (7 — 15 copies). Els resultats d’aquest
cribratge preliminar es mostren a la Figura 3. Degut a les limitacions de tecniques tals com la
densitat optica o la determinacio del pes sec en cultius convencionals a petita escala (Quirds et
al., 2007), els nivells de biomassa s’expressen en unitats de cél-lules/mL, permetent un analisi
més acurat. Malgrat no ser estadisticament significatiu, el creixement cel-lular presenta de
manera global una correlacié negativa amb el nombre de copies de ROL. Es a dir, els contatge
cel-lular era més elevat per la soca control i decreixia gradualment a mesura que s’incrementava
el nombre de copies de ROL a la soca. Cal destacar que alguns clons amb el mateix nombre de
copies presentaven diferéncies importants en el comptatge cel-lular, reflex d’'una destacable
variacid clonal. Aquesta variacié ja havia estat observada préviament en la construccié de
soques multicopia (Marx et al., 2009). Respecte a |'activitat lipasica especifica (UA/cel-lula), els
nivells més alts van ser obtinguts pels clons de rang baix, amb la soca 33p (amb 2 copies de ROL)
produint 24 vegades més que la soca C+1, com es mostra a la Figura 3. Les soques de rang
intermig van presentar entre elles una notable heterogeneicitat. Es el cas de les soques 32p i
67p (amb 3 — 4 copies de ROL) que van mostrar nivells de produccio significatius, mentre que no
es va poder detectar activitat lipasica als clons amb 6 — 7 copies. Convé destacar que es va
observar una diferéncia significativa en la produccié lipasica entre les soques de rang baix i alt.
Estudis previs ja havien descrit com la produccié de proteina recombinant normalment pot
causar estrés oxidatiu a les soques, degut al plegament de proteines al reticle endoplasmatic
(Gasser et al., 2008) i la generacié de ROS (de I'anglés Reactive Oxygen Species) durant la
oxidacié del metanol en P. pastoris (Vanz et al., 2012), afectant aixi al creixement cel-lulari a la
produccié de proteina. Per aquest motiu, els nivells de ROS i la viabilitat cel-lular es van analitzar
durant la fase d’induccié. En relacid a l'estrés oxidatiu, es va observar que la soca més
productora (33p, 2 copies) mostrava nivells de ROS per sota del 20% (expressat com % cel-lules
amb ROS tenyides), mentre que els nivells més alts es van detectar per les soques d’alt rang 64p

(8 copies) i 52p (15 copies), acompanyat d’'un nombre de ceél-lules no viables més elevat.

25



Rangbaix:1-2copies
B Rangintermig:3-6copies
B Rangalt:7-15copies

A) B)

7.E+08

6.E408

S.E+08

4.E+08

3.E408

2408

cel-lules/mL
UA-10%/cél-lules

1E+08

0.E400

(=
o
68p
s5p
31p
S8p
63p
ap
2
65p
29p
Sép
2p
60p
op
8p
mp
67
59p
66p
25p
6lp
sip
64p
s4p
69p
30p
s3p
57p
s2p

% cellules noviables
-]
% cél-lules tenyides (ROS)
8

(=
+1
68p
55p
£
s8p
63p
33p
cr2
65p
29
s6p
2p
60p
70p
38p
37p
67p
59p
66
250
61p
Sip
64p
S4p
69n
30p
s3p
57p
52p

[=
+1
68p
s5p
31p
58p
63p
33p
C+2
65p
29p
56p
2p
60p
70p
8p
37p
67p
S9p

66p
25p
61p
51p
64p
54p
69p
30p
s3p
57p
s2p

Figura 3. Analisi dels clons transformats en plaques de 24 pous. A) Creixement cel-lular B) Produccié de
Rol expressada en termes d’activitat lipasica C) Viabilitat cel-lular D) Deteccié de ROS. La linea solida indica
la comparacié entre el rang baix i I'intermig, la linea de guions senyala la comparacié entre el rang mig i
I’alt i la linea de punts mostra la comparativa entre el rang baix i I'alt. Les barres d’errors indiquen la

desviacio estandard de les repliques. *P < 0.05, **P < 0.1. UA: unitats d’activitat

A continuacio es va seleccionar un subconjunt de 14 clons, representatius de cada rang de copies
en termes de creixement (és a dir, amb un creixement cel-lular proxim al promig de cada
subgrup) per I'analisi en cultius en Erlenmeyer. Aquesta série de cultius va confirmar la
tendéncia observada en les plaques de 24 pous, amb una disminucié significativa en el
comptatge cel-lular a mesura que la dosi de ROL augmentava, i un maxim en la activitat lipasica
especifica per la soca 33p (2 copies) (Figura 4A). Concretament, es va mesurar una caiguda en
les soques amb un baix nombre de copies respecte la soca C-. Aquest impacte negatiu de
I’expressié de Rol en el creixement cel-lular va ser més notori en els clons de rang intermig i alt.
Respecte I'activitat lipasica (Figura 4B), totes les soques multicopia (amb excepcid del clon 53p)
van manifestar productivitats més altes que la soca C+1 (monocopia), amb un optim aparent en
les soques de dues copies, seguit d’'una caiguda en la productivitat a les soques amb una dosi
génica superior. Els nivells de ROS van ser similars als observats a les plaques de 24 pous (Figura

4D), amb excepcié dels controls positius. Finalment, es va detectar una disminucié de les
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cél-lules no viables a la soca 38p, la qual havia presentat nivells de viabilitat més baixos que el
promig als cultius de 24 pous (Figura 4C).
Rangbaix:1-2copies
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B Rangalt:7-15 copies
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Figura 4. Analisi dels clons transformats en cultius en Erlenmeyer. A) Creixement cel-lular B) Produccio
de Rol expressada en termes d’activitat lipasica C) Viabilitat cel-lular D) Deteccié de ROS. La linia solida
indica la comparacié entre el rang baix i I'intermedi, la linia de guions senyala la comparacié entre el rang
mig il’altila linia de punts mostra la comparativa entre el rang baix i I'alt. Les barres d’errors indiquen la

desviacié estandard de les répliques. *P < 0.05, **P < 0.1. UA: unitats d’activitat

2.3.4 Validacio del comportament dels clons seleccionats en cultius operats en continu

Amb l'objectiu de verificar els resultats obtinguts ens els cultius a petita escala, es van
seleccionar 6 clons representatius de cada rang de copies en termes de creixement cel-lular i
produccié de Rol per ser cultivats en un reactor operat en continu. De manera preévia, es van
establir les condicions d’operacioé per tal d’augmentar la productivitat volumetrica i especifica
del procés. Tal i com s’ha reportat ampliament en la bibliografia, I'Us de mescles de glicerol i
metanol com a font de carboni pot reduir la sobrecarrega metabolica derivada de la produccio
de proteina recombinant a P. pastoris (McGrew et al., 1997; Anjou i Daugulis, 2000; Zhang et al.,

2003; Jungo et al., 2007). Al treball de Jorda et al. (2014), on es va feia créixer la soca 1C en
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cultius en continu amb una barreja de glicerol/metanol en diferents proporcions com a font de

carboni i amb dues taxes de dilucié diferent (0.05i0.16 h?).

La serie de cultius va confirmar un destacable impacte negatiu de I'increment de la dosi génica
de Rol en el creixement cel-lular, tal i com s’havia descrit préviament per Cos et al. (2005) i
Serrano et al. (2001). Concretament, els nivells de biomassa en la soca monocopia i les soques
multicopia van ser un 20% i 50% més baixos que el control negatiu, respectivament (Figura 5A).
D’acord amb el que s’havia observat als cultius a menor escala, els nivells de lipasa no es
correlacionaven de manera lineal amb el nombre de copies de ROL. La maxima produccié de
lipasa es va obtenir mitjancant la soca amb 2 copies, mentre que dosis géniques més elevades
van resultar en nivells d’activitat lipasica dos vegades menor en les soques 8C i 15C comparades
amb la 2C (Figura 5B). Aquests resultats coincideixen amb diversos estudis on I'Optim de
produccié es trobava amb una dosi genica baixa, i subseqiients increments en el nombre de
copies provocaven productivitats més baixes (Liu et al., 2014; Sha et al., 2013; Zhu et al., 2009).
Per contra, a diferéncia dels cultius en 24 pous i Erlenmeyers, els nivells de ROS i de cél-lules no

viables van estar per sota dels nivells de deteccié durant els cultius en continu (Figura 5Ci5D).

Aguesta observacié coincideix amb els estudis previs realitzats per Hesketh et al. (2013), on la
resposta a estres en les cel-lules recombinants de P. pastoris es va detectar a nivells
transcripcionals poc després del canvi a condicions inductores de proteina recombinant, és a dir,
condicions transitories. No obstant, aquesta resposta transcripcional va dissipar-se un cop les
cél-lules es van adaptar a les noves condicions (estat estacionari). Respecte la taxa de consum
de la font de C, aquesta també es va veure afectada per la dosi génica de ROL (Taula lll), tal i
com s’havia reportat per Cos et al. (2005) en cultius en discontinu alimentat utilitzant metanol
com a Unica font de carboni, i per Jorda et al. (2012) en cultius en continu creixent amb una

barreja glucosa:glicerol.
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Figura 5. Comportament dels clons seleccionats, representatius de cada rang, crescuts en reactor operant

en continu. A) Creixement cel-lular B) Produccié de Rol C) Viabilitat cel-lular D) Deteccié de ROS. Les barres

d’error indiquen la desviacié estandard. *P < 0.05, **P < 0.1 (En A,C i D, soques productores de Rol

comparades amb la soca control no productora; en B, soques multicopia comparades amb la soca 1C). UA:

unitats d’activitat lipasica

En concret, la taxa de consum especific de glicerol es va incrementar de 1.09 a la soca no
productora fins 2.24 mmol/g-h a la soca 2C, tot i que aquest augment va ser menor a les altres
soques amb més dosi génica (aproximadament 1.59 mmol/g-h). D’altra banda, el consum
especific de metanol va disminuir notoriament a les soques multicopies, de 2.36 fins 1.18
mmol/g-h al control negatiu i la soca amb dosi génica més elevada (15C), respectivament.
Curiosament, aquest valor va ser encara més baix a la soca de 2 copies (0.52 mmol/g-h). De
manera conseqiient, es van detectar nivells significatius de metanol al medi de cultiu de les
soques multicopia, assolint 4.4 g/L a la soca 2C (Taula Ill), confirmant la reduida capacitat
assimilatoria del metanol per part d’aquestes soques. De manera interessant, Jorda et al. (2012)
va descriure un increment en el consum especific de metanol entre la soca no productora i la
soca monocopia en cultius en continu amb una mescla glucosa:metanol com a font de carboni.
Aquests resultats apuntarien a una adaptacié diferent davant un increment en la carrega

metabolica depenent de la font de carboni utilitzada.
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Taula lll. Parametres de creixement de P. pastoris en cultius operats en continu,

glicerol:metanol com a font de carboni

amb una mescla

Gs, glcerol Gs, metanol Yats Activitat lipasica Metanol residual
(mmol g1 DCW h1l)  (mmol gl DCW h1) (g DCW g1)? (UA 1012 cél-lula?) (g/L)
ocC -1.09 £ 0.07 -2.36 £0.07 0.50 +0.09 n.d. -
1C -1.44 +0.22 -2.15 + 065 0.40 +o0.08 6.09 +0.33 -
2C -2.24 +0.09 -0.52 +0.07 0.48 +0.11 12.73 +0.15 4.43 +0.00
4C -1.49 +0.07 -1.24 +0.07 0.45 +o0.10 12.09 :0.42 2.87 £0.05
8C -1.70 £ 0.07 -0.63 £ 0.07 0.36 +0.09 7.40 014 3.79 +0.05
15C -1.57 +0.07 -1.18 +0.07 0.42 t0.10 8.19:t0.17 3.09 +0.02

s, taxa de consum especific de substrat reconciliat; Yy/s, rendiment biomassa/substrat reconciliat; DCW, pes sec (de

I"'angles Dry Cell Weight); n.d., no detectable. L'index de consisténcia h va ser menor que 5 en tots els casos (nivell de

confianga del 95%). Els resultats es mostren com la mitjana + SD basada en mesures per triplicat. 2 Rendiment

experimental abans de la reconciliacio.

Cal remarcar que la classificacié establerta segons la gPCR no permetria discriminar entre les

soques de rang baix que mostraven comportaments fisioldgics i productivitats de lipasa

diferents, mentre que el ranquing basat en la técnica de la ddPCR permet observar I'efecte

fenotipic resultant de I'increment d’una sola copia de ROL (Figura 6).
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2.4 CONCLUSIONS

En aquest estudi s’ha desenvolupat un métode basat en la ddPCR per la determinacié de la dosi
genica a P. pastoris, i s’ha utilitzat de manera satisfactoria per a caracteritzar una série de soques
amb diferent nombre de copies del gen de la lipasa de Rhizopus oryzae (ROL). La ddPCR ens va
permetre ordenar els transfromants segons el contingut de copies géniques (d’1 fins a 15 copies)
amb una precisid major que el metode convencional de la qPCR, facilitant aixi la subseglient
seleccid i caracteritzacié clonal. De manera interessant, va ser possible distingir entre els
transformants de dosi génica baixa que diferien només d’una copia, mentre que amb la gPCR no
es podien classificar de manera clara. Aquest fet va facilitar la identificacié de la dosi genica
optima per ROL en termes de productivitat, alhora que es va obtenir una reclassificacio fiable de
soques historiques utilitzades en estudis anteriors. De manera addicional, es va caracteritzar una
série de soques amb un rang entre 1 i 15 copies de ROL en condicions definides i controlades de
cultiu, establint aixi la relacid entre la dosi génica i parametres fisiologics com els rendiments de
biomassa i producte, i les taxes de conversié de substrat. D’una altra banda, 'analisi amb
citometria de flux dels cultius a petita escala va suggerir que les dosis geniques altes provoquen
nivells elevats de ROS i una viabilitat cel-lular compromesa després de la induccié amb metanol,
és a dir, a les etapes inicials de la fase d’induccid. La caracteritzacié futura d’aquesta serie de
soques mitjangant el perfil transcripcional i altres plataformes “Omiques” permetria incrementar
la qualitat de la informacié sobre la resposta fisiologica de P. pastoris a la produccié de proteines

recombinants.
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3. L'increment de la dosi génica dels cassets
d’expressio regulats pel promotor AOX1 comporta
una atenuacio dels nivells transcripcionals del

metabolisme del metanol

Paraules clau: Pichia pastoris, produccié proteines recombinants, dosi génica, ROL, lipasa,
metabolisme del metanol, regulacié AOX1, Mxrl, acids grassos, acetil-coA, biogénesi dels

peroxisomes, transcriptomica.
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3.1 INTRODUCCIO

El llevat metilotrofic Pichia (Komagataella) pastoris és un conegut hoste per la produccié de
proteines, amb una creixent rellevancia en la produccié de productes recombinants amb interes
comercial (Ahmad et al., 2014). Entre d’altres factors, la preséncia del promotor AOX1 (Paox1),
d’expressid forta i regulable per metanol, ha contribuit a la popularitat d’aquest sistema
d’expressid. En presencia del metanol, Paox: és fortament induit, donant lloc a elevades
quantitats de I'enzim alcohol oxidasa (Couderc i Baratti, 1980; Vanz et al., 2012; RuBmayer et
al.,, 2015). Conseqlientment, Paox: €s el promotor més usat per la produccido de proteines
recombinants en Pichia pastoris (Cereghino et al., 2000; Vogl i Glieder, 2012). Per tal
d’incrementar la produccié de proteina recombinant en els sistemes Paoxi, s’han intentat
diferents estratégies, tals com la optimitzacié de les condicions de cultiu i estrategies d’aliment
(Cos et al., 2006; Looser et al., 2015), la coexpressio de factors de plegament i/o secrecid (Inan
et al., 2006; Guerfal et al., 2010; Ruth et al., 2014; Yang et al., 2013) o la optimitzacid de les
propietats de la seqliencia de nucleotids forana (Us de codd) (Yadava et al., 2003; Bai et al., 2011;
Wang et al., 2014). En aquest context, la insercié de multiples copies del gen recombinant s’ha
emprat amb éxit (Vassileva et al., 2001; Cos et al., 2005; Zhu et al., 2009; Cadmara et al., 2016).
No obstant, aquests estudis van descriure que més enlla d’'un determinat llindar, un subseqiient
increment en la dosi genica sovint resultava en productivitats més baixes i un sever impacte
negatiu en el creixement cel-lular, una reduccié en el consum de metanol i una disminucid en la
viabilitat cel-lular; és a dir, una sobrecarrega metabolica. Fins el dia d’avui, la majoria d’estudis
pretenien entendre la resposta fisiologica i I'adaptacié relacionada amb la produccié de
proteines recombinants en les soques multicopia, centrant-se en les respostes d’estres
provocades pels alts nivells de proteina sintetitzada. En el cas de les proteines secretades, s’han
reportat I'estres desencadenat per I'acumulacié de proteina recombinant en la via secretora (és
a dir, 'UPR, de I'anglés Unfolded Protein Response), I'estrés oxidatiu en el reticle endoplasmatic
(RE) i la degradacio de proteines al RE (via ERAD, de I'anglés Endoplasmatic Reticulum Associated
protein Degradation) (Hohenblum et al., 2004; Liu et al., 2014; Azoun et al., 2016). Tanmateix,
hi ha una evidencia creixent que l'increment en la dosi genica comporta una sobrecarrega
metabolica en el metabolisme del carboni central, indicant una limitacié en I'abastiment de
carboni i recursos energétics (Jorda et al.,, 2012; Zhu et al., 2011). Tot i que el nombre
d’aproximacions a nivell de sistema per tal d’entendre la fisiologia de P. pastoris en la produccid
de proteines recombinants va en augment (Graf et al., 2008; Baumann et al., 2011; Hesketh et
al., 2013; Liang et al., 2012; Vanz et al., 2012; Ferrer i Albiol, 2014; Rebnegger et al., 2014),

I’analisi a nivell genomic per tal de coneixer I'impacte de la dosi génica ha estat llargament deixat
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de banda, especialment pels sistemes basats en Paox:. En un estudi previ (Camara et al., 2016),
es va construir i caracteritzar una col-leccié de soques amb diferent nombre de copies de la
lipasa de Rhizopus oryzae (ROL) sota el control de Paox;, mostrant una disminucié en els
rendiments de producte i biomassa, aixi com una alteracié en el consum de substrat en les

soques multicopies en comparacié amb la soca monocopia.

En aquest estudi s’ha realitzat un estudi transcriptomic a nivell global d’'una serie de soques
multicopia pel gen ROL per obtenir un coneixement més ampli de I'impacte de la dosi génica en
la xarxa metabolica de P. pastoris en preséncia de metanol. Amb I'objectiu de minimitzar els
efectes d’altres variables (per exemple, la taxa especifica de creixement) aquests experiments
es van realitzar en cultius operats en continu sota condicions d’estat estacionari, utilitzant com
a font de carboni una barreja de glicerol i metanol, per tal de permetre I'expressié de ROL.
D’altra banda, es va monitoritzar la produccié de Rol a nivell transcripcional (mitjancant la

ddPCR) i traduccional (mesura de I'activitat enzimatica intra/extracel-lular i Western Blot).
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3.2 MATERIALS | METODES

3.2.1 Construccio de soques

En aquest estudi es van utilitzar una col-lecci6 de soques derivades de P. pastoris X-33
(Invitrogen, Carlsbad, CA, US), amb un increment en el nombre de copies del gen de la lipasa de
Rhizopus oryzae (ROL) clonades en el vector pPICZaA (Invitrogen, Carlsbad, CA, US). La
metodologia utilitzada per la construccié i caracteritzacié de les soques es va reportar
préviament per Cdmara et al. (2016). Breument, es van obtenir diferents vectors pPICZaA amb
una, dues o quatre copies de ROL mitjancant la construccidé de tandems in vitro, i seguidament
es van introduir a la soca X-33 per electroporacié per tal de generar les soques multicopia. Es va
seleccionar un conjunt representatiu de soques amb 2, 4, 8 i 15 copies de ROL (denominades 2C,
4C, 8C i 15C, respectivament) i es van caracteritzar posteriorment a nivell transcripcional. La
soca X-33 sense transformar (0C) es va utilitzar com a control negatiu, mentre que la soca amb
una copia de ROL (1C), obtinguda préviament per Minning et al. (2001) es va seleccionar com a

soca monocopia.

3.2.2 Cultius operats en continu

Per cada soca es van realitzar triplicats dels cultius operats en continu en reactors d’1 L (DASGIP®
Parallel Bioreactor Systems, Eppendorf, Hamburg, Alemanya), amb un volum de treball de 0.35
L. Com a pre-cultiu, es va inocular amb un criovial de la soca de P. pastoris seleccionada un
Erlenmeyer de 0.5 L amb 50 mL de medi YPD-Zeo (per litre: 10 g extracte de llevat, 20 g peptona,
20 g glucosa, 100 mg Zeocina) a una densitat optica a 600 nm (DOeoo) de 0.3, i es va incubar
durant aproximadament 24 h a 25°C i 180 rpm en un incubador Infors Orbitron (Infors AG,
Bottmingen, Suissa), per tal d’inocular 0.4 L de medi batch. Un cop assolit el final de la fase batch
del cultiu (amb una DOgoo de 50) es va iniciar la fase en continu, amb una taxa de dilucié (D) de
0.1 h}, amb un cabal d’alimentacié de medi definit (controlat per balances) compost per 25 g L°
1 d’una mescla de glicerol/metanol (60% glicerol / 40% metanol, w/w) coma font de carboni. La
composicio dels medis per la fase batch i la fase en continu és la mateixa descrita per Cdmara et
al. (2016). L’antiescumant (Glanapon 2000 Konc, Bussetti, Viena, Austria) es va addicionar de
manera constant a una taxa de 13 pL h'. La temperatura del cultiu es va mantenir constant a
25°C, el pH es va controlar a 5 mitjangant amoni 10% i la concentracié d’oxigen dissolt es va

mantenir al 20% controlant la velocitat de I'agitador fins a un maxim de 1250 rpm i un cabal
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constant d’aire de 21 L h'l. Les mostres es van prendre després de cinc temps de residéncia, un

cop assolit I’estat estacionari.

3.2.3 Procediments analitics

3.2.3.1 Determinacio de la biomassa

Els nivells de biomassa durant la fase en continu es van monitoritzant mesurant la DOggo. La
concentracié de biomassa també es va determinar per cada soca en triplicat mitjancant el pes
sec (DCW, de I'angles Dry Cell Weight). Es van centrifugar 5 mL del brou de cultiu a 4100 rpm
durant 5 min, i seguidament es van resuspendre en 5 mL d’aigua desionitzada. Les cél-lules es
van rentar dues vegades i es van assecar en vasos de precipitats (préviament pesats) a 105 °Cii

24 h.
3.2.3.2 Determinacio de I'activitat lipolitica

L’assaig d’activitat lipolitica es va realitzar per triplicat per cada experiment independent, tal i

com es descriu a Resina et al. (2004).
3.2.3.3 Disrupcio cel-lular

L’activitat lipasica intracel-lular es va mesurar després de disruptar les cel-lules mecanicament,
utilitzant el métode descrit per Garcia-Ortega et al. (2016). Es va obtenir un extracte cel-lular
soluble i insoluble, corresponent al lisat cel-lular clarificat i la fraccié associada a la membrana,
respectivament. L’eficiéncia en la disrupcio cel-lular es va calcular amb la seglient equacio:

Xj~X¢
E (%) =100- T

on E (%) és el grau de disrupcio; x;, el nombre de cel-lules abans de la disrupcid; x;, el nombre de
cél-lules no disruptades després de la disrupcid. Les mesures es van realitzar de mostres de tres

experiments independents per cada soca.
3.2.3.4 Determinacio de la proteina total

La quantificacié del contingut de proteina total del sobrenedant i les fraccions del lisat es va
determinar amb el kit Pierce BCA Protein Assay, seguint les instruccions del fabricant. Com a
estandard de proteina per la corba de calibratge es va utilitzar albimina (BSA, de I'anglés Bovine
Serum Albumin). L’absorbancia es va mesurar en plaques de 96 pous, utilitzant

I’espectrofotometre Multiskan™ FC (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, US). Tots els
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reactius es van adquirir a ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, US). Les determinacions es van

realitzar per duplicat per cada experiment independent.
3.2.3.5 Quantificacioé dels metabolits

El glicerol, el metanol, i altres compostos extracel-lulars potencials en els cultius operats en
continu es van analitzar tal i com es descriu a Cdmara et al. (2016). Es van dur a terme duplicats

per cada experiment independent.
3.2.3.6 Composicid d’acids grassos

La quantificacié del contingut total d’acids grassos en les mostres dels cultius en continu es van
realitzar per BIOCRATES Life Science AG (Innsbruck, Austria). Breument, es van tractar mostres
de cél-lules liofilitzades de cada cultiu en continu amb una solucid de metanol-HCl a
temperatures elevades durant un temps prolongat, per tal de convertir completament els acids
grassos lliures i associats a membranes en els corresponents metil ésters, i representar aixi el
contingut total d’acids grassos. El contingut individual d’acids grassos a les mostres es va
determinar mitjancant el metil éster derivat corresponent (FAME’s, de I'anglés Fatty Acid Methyl!
Ester), utilitzant una cromatografia de gasos acoblada a una deteccié per espectrometria de
masses (Agilent 7890 GC / 5975 MSD). Amb l'objectiu de calcular les concentracions

corresponents, es van utilitzar corbes de calibratge d’estandards externs.

3.2.4 Quantificacié de Rol per Western Blot

Per tal de determinar el contingut de lipasa de R. oryzae (Rol), el sobrenedant dels cultius en
continu, i les fraccions soluble i insoluble dels lisats es van analitzar mitjancant Western Blot
(WB). Afi d’obtenir resultats fiables a nivell quantitatiu, es van seguir les directrius recomanades
per Taylor et al (2013). Les mostres es van diluir 3:1 en tampd Laemmli i es van incubar a 95 °C
durant 10 min, seguit de 10 min en gel. Es van carregar les mostres en un gel 12% SDS-PAGE (de
I’'anglés Dodecyl Sulphate—PolyAcrylamide Gel Electrophoresis), en una cubeta Mini-PROTEAN I
utilitzant els gels Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Protein Gels, seguint els protocols
recomanats pel fabricant. Com a marcadors de pes molecular es van utilitzar els estandards
Precision Plus Protein™ Unstained i All Blue Standards, per la visualitzacié del gel SDS-PAGE i la
membrana WB, respectivament. La visualitzacié del gel es va realitzar després d’una activacié
amb UV amb el sistema Gel Doc EZ. Per tal de dur a terme els Western Blots després del gel SDS-
PAGE, les proteines es van transferir a una membrana de nitrocel-lulosa (10 min, 2.5 A, 25 V)

amb I'aparell Trans-Blot® Turbo™ Transfer System. La membrana es va bloquejar durant 1 h amb
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una solucié 5% de llet desnatada en pols, 1 mL de Tween 20, seguit d’'una incubacié amb serum
de ratoli anti-Rol 1:10000 (obtingut del Servei de Cultius Cel-lulars, Produccié d'Anticossos i
Citometria, Universitat Autonoma de Barcelona, Bellaterra, Espanya) durant 1 h. Després dels
rentats, la membrana es va incubar amb una solucié 1:1000 de IgG policlonal anti-ratoli conjugat
amb HRP (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA) durant 1 h. La deteccid es va realitzar incubant la
membrana durant cinc minuts amb el reactiu Clarity™ Western ECL Substrate. L’analisi de les
imatges i la corresponent quantificacio es va dur a terme amb el dispositiu Molecular
Imager®ChemiDoc™XRS System i el software Imagelab v.5.2. Les quantificacions per cada soca
es van realitzar de mostres provinents de tres experiments independents . Si no és especificat,

tots els reactius es van adquirir a Bio-Rad (Hercules, CA, EUA).

3.2.5 Determinacié dels nivell transcripcionals de ROL per ddPCR

Els nivells d’expressio de ROL es van quantificar mitjancant la ddPCR (de I'angles Digital Droplet
PCR) en mostres de RNA total extretes pels microarrays (veure seccié a continuacid). Per tal de
sintetitzar el cDNA es va utilitzar el iScript™ cDNA Synthesis kit (Bio-Rad, Hercules, CA, US)
seguint les indicacions del fabricant. Cada reaccio de PCR es va preparar en un volum final de 20
pL, amb 10 pL de QX200™ ddPCR™ EvaGreen Supermix, 200 nM de I'oligonucleotid forward, 100
nM of de I'oligonucleotid reverse, 0.4 ng de cDNA i la quantitat necessaria d’aigua Dnase/Rnase-
free. Les gotes es van formar utilitzant el Droplet Generator QX200™ i posteriorment es van
transferir a una placa de 96 pous. Les reaccions es van incubar a 95°C durant 10 min i
subsegilientment es van sotmetre a un primer pas de desnaturalitzacié (94°C, 30 s), seguit d’un
pas d’alineament/extensié (60.2 °C, 1 min, pels oligonucleotids de ROL; 56.5°C, 1 min, pels
oligonucleotids d’ACT1) durant un total de 40 cicles. La deteccio de les gotes es va completar
mitjancant el dispositiu QX100™ Droplet Digital Reader i el software Quantasoft v. 1.7.4.0917.
Amb la finalitat de normalitzar les dades obtingudes, es va seleccionar el gen house-keeping jB-
actin (ACT1). D’aquesta manera, I'expressioé de ROL es va calcular per cada mostra en duplicat,
normalitzant els resultats calculant la ratio entre les gotes positives de ROL i les d’ACT1. Els
reactius per la ddPCR es van obtenir de Bio-Rad (Hercules, CA, EUA), mentre que els
oligonucleotids es van ser sintetitzats per Sigma Aldrich (St Louis, MO, EUA). La seqliencia dels

oligonucleotids ROL i ACT1 es mostra a 'annex.

43



3.2.6 Determinacié del nombre de copies de ROL per ddPCR

Per tal de verificar I'estabilitat de la dosi genica de ROL, es van prendre mostres de biomassa
dels cultius operats en continu després de cinc temps de residéncia, un cop s’havia assolit |'estat
estacionari. La dosi genica es va analitzar per ddPCR utilitzant el metode descrit préviament per

Camara et al. (2016).

3.2.7 Analisi estadistic

Per cada soca es van realitzar tres cultius en continu (répliques biologiques), des de precultius
independents. Les dades fisiologiques de creixement es van verificar utilitzant procediments
estandards de consisténcia i reconciliacid, tal i com es va descriure préeviament a Camara et al.
(2016). Les dades s’expressen com la mitjana + desviacié estandard (SD, de I'anglés Standard
Deviation). L’analisi estadistic dels resultats es va realitzar mitjancant un test ANOVA seguit
d’una prova t de Student (mostres no aparellades), amb el software Excel de Microsoft. Es va

considerar estadisticament significatiu un valor p (p-val) inferior a 0.05.

3.2.8 Extraccié del RNA i hibridacié dels microarrays

Per I'analisi transcriptomic es va extreure el RNA total de tres répliques biologiques per cada
soca (provinents de cultius en continu independents). A les mostres dels cultius en continu es va
addicionar immediatament una solucié fixadora freda (5% v/v de fenol en etanol absolut) en
una ratio de 2:1, i es van centrifugar a 10,000 x g durant 1 min. Els pél-lets es van guardar a -
80°C fins el processament pertinent. L’aillament del RNA es va dur a terme utilitzant el reactiu
TRI, d’acord amb les indicacions del fabricant (Ambion, CA, EUA). La integritat del RNA i la seva
concentracié es van analitzar amb els xips RNA Nano (Agilent, Santa Clara, CA, EUA) i el
Nanodrop (Thermo Scientific™, Waltham, MA, EUA), respectivament. El marcatge, la hibridacié
dels microarrays especifics de P. pastoris (AMAD-ID 034821, 8x15K custom arrays, Agilent) i
I’escanejat es van realitzar segons el protocol Agilent's Two-Colour Microarray-Based Gene
Expression Analysis (Low Input Quick Amp Labelling Kit). Totes les mostres es van marcar de
forma dye-swap, i es van hibridar contra un cDNA de referencia, el qual provenia d’'una mescla
de cel-lules crescudes en diferents condicions de cultiu (descrit en Graf et al, 2008). La
normalitzacid i I'analisi estadistic de les dades obtingudes dels microarrays va consistir en

rectificar la desviacié del color utilitzant el métode LOESS (de I'angles locally weighted MA-
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scatterplot smoothing) seguit d’'una normalitzacié amb el métode Aquantile. El background dels
resultats dels microarrays no es va corregir. Els p-val obtinguts es van ajustar mitjancant el
meétode de Benjamini i Yekutieli (Reiner et al., 2003). Per cada soca, es va calcular el Log; fold
change (FC) envers la soca control no productora (0C), utilitzant el paquet Limma del software
R (Smith GK, 2005). Per tal de considerar un gen expressat de manera diferencial, es va establir
un limit de -0.58 > Log,FC >0.58 (equivalent a un fold change de 1.5) i un p-val <0.05. Les dades
dels microarrays estan disponibles en la base de dades ArrayExpress

(http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress) amb el nimero d’accés E-MTAB-4582.

3.2.9 Analisi transcriptomic

2.2.9.1 Diagrames de Venn

Els diagrames de Venn es van crear utilitzant I'aplicacid web

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
3.2.9.2 Analisi de clusters

L’analisi de clusters de les dades transcriptomiques es va realitzar per tal d’agrupar els gens
regulats amb tendéencies d’expressié similars. L'analisi es va dur a terme utilitzant els valors de
log,FC amb [l'algoritme k-means (MacQueen, 1967) i aplicant una distancia Euclidiana,

implementat al software Genesis v.1.7.7 (Sturn et al., 2002).
3.2.9.3 Analisi Principal de Components

L’analisi principal de components (PCA, de I'anglés Principal Component Analysis) es va utilitzar
per identificar patrons amagats al conjunt de dades i identificar com es correlacionaven entre
elles les variables (Yeung KY., Ruzzo WL., 2001). L’analisi es va realitzar amb el plug-in d’Excel

XLSTAT.

3.2.9.4 Enriquiment funcional
Les xarxes funcionals dels termes enriquits (utilitzant les bases de dades KEGG i GO) en
comparacié amb la soca control es van visualitzar amb el plug-in ClueGO (v. 2.1.7) (Bindea et al.,
2009) del software Cytoscape (v. 3.2.1). Els arxius d’ontologia i anotacié funcional per I'analisi
amb la base de dades GO es van descarregar a data del 24.09.2015, mentre que per la base de
dades KEGG es van fer servir les publicades a data del 25.09.2015. L’interval en I'esquema GO
va ser del 8-15, i el nombre minim de gens per agrupar es va establir en dos. Amb I’objectiu

d’identificar els termes GO i KEGG sobrerepresentats es va utilitzar el test hipergeometric doble
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amb un p-val de 0.05, i el metode Benjamini-Hochberg (amb un parametre kappa de 0.4) es va
aplicar per corregir la taxa de fals descobriment (FDR, de I'anglés False Discovery Rate). Les
representacions en forma de roda de les principals categories funcionals es van representar amb
el software Excel de Microsoft. En aquestes representacions, l'interval de I'esquema GO va ser
de 7-10, amb un minim de tres gens per grup i un minim del 5% de representacio de tots els gens

associats al terme GO corresponent.
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3.3 RESULTATS | DISCUSSIO

3.3.1 Dosis geéniques altes de ROL provoquen reduccions al creixement cel-lular i al

consum de metanol

Un conjunt de 6 soques de P. pastoris amb un nombre creixent de copies de ROL, préviament
seleccionades d’una col-leccié de transformants (Camara et al., 2016) es va fer créixer en
glicerol-metanol en cultius operats en continu a una taxa de dilucié de 0.1 h™’. En aquestes
condicions, els cultius eren limitats per glicerol, permetent aixi la derepressié i la induccié per
metanol dels gens implicats en el metabolisme del metanol. Comparant diferents parametres
relacionats amb el creixement (Taula 1), es va poder observar un clar impacte fisiologic a mesura
que la dosi génica de ROL augmenta, en concordanca amb els resultats obtinguts previament
(Cdmara et al.,, 2016). Concretament, les concentracions de biomassa van presentar una
correlacié negativa amb la dosi genica de ROL, amb una reduccié del 30-35% en les soques
multicopia en comparacié a la soca control no productora, també reflectit en una disminucié
significativa (5-15%) dels rendiments de biomassa. En termes de consum de la font de C, la taxa
de consum de glicerol va ser 1.5 vegades superior en aquestes soques en comparaciéo amb la
soca control OC, mentre que el consum especific de metanol va caure bruscament de 2.01 mmol
gt h (soca referéncia) fins 1.08 mmol g h en la soca 15C (i amb taxes encara més baixes a les
soques 4C i 8C), acompanyat de quantitats significatives de metanol residual en el medi de cultiu

(Taula I'i Annex).

Taula | Parametres macroscopics de creixement reconciliats de les soques productores de Rol I la soca
referéncia, en cultius operats en continu. Taxes de consum de substrat i produccié de biomassa per cada
soca. L'index de consisténcia h era inferior a 5 a tots els casos (95% de nivell de confianca). Els resultats
es mostren com la mitjana = sd basat en tres experiments independents per cada soca. gs: taxa

reconciliada de consum especific de substrat; Yx/s: rendiment reconciliat biomassa/substrat.

Qs glicerol Qs, metanol DCW Yx/s Metanol Glitl:erol
(mmol g1DCW h1)  (mmol g DCW h'1) (gL (s;[:;\l/;/ res:i:.lal re:;:lL:Jal
ocC -1.12 +0.01 -2.01:0.11 12.82 +0.16 16.84 +0.53 0.11 +o0.10 0.04 £ 0.02
1C -1.20 £ 0.03 -2.22 £0.10 12.03 +0.11 15.97 +0.18 0.10 +0.09 0.03 £0.01
2C -1.51 £0.03 -1.59 +0.14 8.99+0.15 14.35+0.08 4.39 +0.28 0.04 +o0.01
4C -1.71 £0.09 -0.62 £0.21 8.66 £0.41 16.18 +1.04 7.07 £0.19 0.03 £0.03
8C -1.75 £0.05 -0.67 0.12 8.26 £0.10 15.37 t0.14 7.52 +0.23 0.03 0.10
15C -1.73+0.12 -1.08 £0.24 8.5510.34 14.92 +0.13 5.90 +0.92 0.02 £0.02
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3.3.2 Els nivells baixos de ROL a les soques multicopia podrien ser deguts a una

transcripcio ineficient

La quantificacio de la produccid de lipasa en P. pastoris es va realitzar a diferents nivells. Primer,
es va mesurar la lipasa secretada mitjancant I'activitat lipolitica als sobrenedants dels cultius. El
perfil d’activitat lipasica especifica (UA/g DCW) obtingut per la col-leccié de soques (Figura 1A)

coincidia amb els resultats previament reportats (Camara et al., 2016).
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Figura 1. Analisi de la produccié de Rol a diferents nivells. A) En barres, activitat lipasica extracel-lular i
intracel-lular de les soques recombinants. El grafic de linies indica els nivells d’expressi6 de mRNA. B)
Analisi per Western Blot de tres mostres representatives de diferents fraccions cel-lulars al final dels
cultius en continu. A la membrana 1 les mostres 2C i 4C estaven diluides en proporcioé 1:2 per tal d’evitar
una saturacio del senyal. Membrana 1. Sobrenedant del cultiu cel-lular. Membrana 2. Fraccid soluble dels
lisats. Membrana 3. Fraccié insoluble dels lisats. M1: marcador visible; M2: marcador no tenyit; C+1, C+2:

controls positius, 9 ng i 18 ng de Rol purificada, respectivament.

Breument, els nivells optims de produccid es van obtenir en la soca 2C, mentre que increments
superiors en la dosi geénica comportaven activitats lipasiques especifiques inferiors.
Concretament, els nivells d’activitat aconseguits per la soca 2C eren 6 vegades superior
comparats amb la soca monocopia, mentre que les soques amb un nombre superior de copies
de ROL (8C i 15C) exhibien millores més modestes comparant amb 1C (3 i 2 vegades més,

respectivament). Cal destacar que I'activitat lipasica intracel-lular només va representar un 2%
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del total d’activitat produida per les soques, independentment de la dosi genica de ROL. En
segon lloc, per tal de determinar si els perfils d’activitat lipasica intra i extracel-lular es
correlacionaven amb el contingut de Rol (és a dir, la massa de Rol), es van analitzar per Western
Blot les fraccions solubles i insolubles dels lisats cel-lulars, juntament amb els sobrenedants dels
cultius. No es va detectar acumulacio de lipasa en la fraccio soluble dels lisats, tal i com es mostra
a la Figura 1B. D’una altra banda, es van detectar nivells significatius de lipasa acumulada en la
fraccid insoluble (la fraccié associada a les membranes, la qual conté els organuls de la via
secretora) (Taula IlI). No obstant, sembla que no hi ha diferéencies entre les soques de baix i alt
rang de copies de ROL. En totes les soques testades el contingut de lipasa detectat per WB

representava un 30-40% del total massic de Rol (contingut extracel-lular + intracel-lular).

Taula Il. Quantificacié del contingut de Rol. Les dades es mostren com la mitjana * sd, basat en mesures
per triplicat (una per cada cultiu en continu realitzat). *P < 0.05 (en comparacio a la soca referéncia en el
cas del contingut de proteina, comparat enfront la soca monocopia en el resta de casos). SN, sobrenedant;

Fl, fraccid insoluble; FS, fraccio soluble.

Contingut proteina  Contingut Rol  Contingut Rol Activitat lipasica Activitat lipasica

SN SN Fl SN FS
(mg proteina/g DCW) (g Rol/g DCW) (ug Rol/g DCW) (UA/ug Rol) (UA/mg proteina)
ocC 1.74 +0.41 - - - -
1C 1.70 +0.03 24,16 +13.13 14.93 £3.65 29.08 +10.18 0.09 +0.03
2C 2.56 £0.19 * 175.20 +18.90 * 76.01+10.83 * 22.64 £391 0.29 £0.05 *
4C 2.69 +0.08 * 146.86 +29.38* 63.33+17.05* 23.62 +5.90 0.30+0.07 *
8C 2.24 +0.11* 52.54 +766 * 35.29 +9.69 * 28.93 +2.97 0.23 +0.05 *
15C 2.29 +0.08 * 97.00 £3.03 * 58.55 +13.39* 18.35+2.64 0.27 £0.03 *

Tot i que I'activitat proteasica extracel-lular no es va mesurar als sobrenedants, les condicions
operacionals (pH, temperatura, font de nitrogen) havien estat seleccionades per tal de
minimitzar la lisi cel-lular i la secrecié de proteases, tal i com s’havia descrit préviament (Gao i
Shi, 2013). Altrament, no es van detectar bandes de degradacié en els WB de les fraccions
intracel-lulars (Figura 1B), reforgant la hipotesi de que la degradacid preteolitica (per exemple,
a través de la via ERAD) no és el principal coll d’ampolla en les soques amb alt nombre de copies
de ROL. Encara més, la relaciéd constant entre el contingut extracel-lular de Rol i I'activitat
lipolitica a totes les soques indica que no hi ha inactivacié de la lipasa. De manera consistent, els

nivells especifics d’activitat lipasica (UA Rol/mg proteina total secretada) al sobrenedant es
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correlaciona amb les quantitats relatives de Rol (mg Rol secretada/mg proteina total secretada),
sent del 0.5%, 7% i 3% per la soca monocopia, la soca 2C i les soques d’alt rang de copies,
respectivament. En conjunt, aguestes observacions indiquen que la retencié intracel-lular de Rol
no és la principal causa dels nivells inferiors de Rol extracel-lular en les soques amb alta dosi
genica (4, 815 copies). Aixo contrasta amb altres resultats préeviament reportats, on les soques
amb alta dosi genica acumulaven quantitats superiors de proteina recombinant a I'interior de la
cél-lula comparant amb les soques amb baix nombre de copies (Ben Azoun et al., 2016; Yang et
al., 2016). De manera similar, estudis previs amb P. pastoris expressant ROL sota el control del
promotor FDL1 mostraren que una sobreexpressié de ROL en cultius operats en fed-batch
resultaven en una acumulacié significativa de Rol (fins a 700 UA Rol/mg proteina total) en la
fracciod soluble dels lisats cel-lulars després de 55 h d’induccié (Resina et al., 2005), provocant
aixi una induccié de la UPR (Resina et al., 2007; Resina et al., 2009). Tanmateix, aquests valors
eren tres ordres de magnitud superior als del present estudi, és a dir, en condicions d’estat
estacionari en cultius operats en continu. Per aix0, és plausible que en aquestes condicions els

valors de estres relacionat amb el RE siguin negligibles o molt baixos.

Amb relacié als nivells transcripcionals de ROL, es va observar un increment de 4 vegades entre
les soques 1Ci la 4C (Figura 1A), mentre que subseqilients increments en la dosi génica (soques
8C i 15C) no va resultar en nivells superiors de mRNA de ROL. Aquests resultats coincideixen
amb diversos casos reportats préviament, on s'observava una relacié amb forma de plateau (Liu
et al., 2014; Sha et al., 2013; Huang et al., 2014; Yang et al, 2016a). No obstant, aquest patrd no
sembla que sigui una norma general pels sistemes Paoxi, ja que d’altres estudis descriuen una
correlacié positiva entre el nombre de copies i els nivells de mRNA quan s’incrementa la dosi
génica (Yang et al., 2016b; Ben Azoun et al., 2016). Sorprenentment, la normalitzacioé a cada soca
dels nivells de mMRNA amb el nombre de copies de ROL va resultar en una tendéncia analoga al
perfil d’activitat lipasica extracel-lular (Figura 1A). Aquest fet suggereix una limitacié
transcripcional en I'expressido de ROL a mesura que s’augmenta el nombre de copies, i no tant
una limitacié en el procés de plegament i/o secrecié. Cal destacar que es va verificar la dosi
genica al final de tots els cultius operats en continu (després de 5 temps de residencia,
equivalent a 7 generacions cel-lulars), i no es va detectar cap pérdua de copies de ROL en les
soques (dades no mostrades), descartant aixi que els nivells d’expressido més baixos detectats en
les soques d’alt rang de copies fossin deguts a una inestabilitat génica (pérdua dels cassets

d’expressio) al llarg de les generacions en els cultius en continu.
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3.3.3 Perfil transcripcional de les soques multicopia

Els nivells d’expressidé de 707 gens diferents va canviar (Log2FC £ 0.58, p-val < 0.05) com a minim
en una de les soques productores de ROL, quan aquestes es van comparar amb la soca no
productora. El nombre total de gens regulats va incrementar amb la dosi genica de ROL de
manera general per totes les soques, excepte per la 15C, que va mostrar un nombre de gens
regulats inferior amb relacio a la soca 8C (Figura 2A, requadre superior). Aixi mateix, la fraccio
de gens amb expressio disminuida (comparat amb la soca no productora) va augmentar en les
soques d’alt rang de copies, d’un 34% per 1C fins un 54% en la soca 15C. Quatre dels gens més
regulats a les soques 2C i 4C (les soques més productores) eren identics (Figura 2A, requadre
inferior). ACS2 (codificant per la sintasa acetil-coA, que actua com a font d’acetil-coA al nucli per
I'acetilacié d’histones) va ser el gen amb expressid més augmentada en aquestes soques, amb
un Log,FC superior en les soques multicopia. FRE2 i FRE3, codificants per reductases de ferro i
coure que faciliten la captacid de metall per la cel-lula, també van presentar una expressio
augmentada en totes les soques, d’igual manera que I'aldehid deshidrogenasa ALD6-2. De
manera sorprenent, a totes les soques multicopia el gen amb expressié més disminuida va ser
el de I'alcohol oxidasa AOX1. També es va observar una regulacié negativa als transportadors
d’acetat (codificats pels gens PAS chrl-1 0417 i PAS chrl-1 0418) a totes les soques
multicopia. Curiosament, el gen anotat com la floculina FLO11 (una glicoproteina de la superficie
cel-lular requerida per la formacié de pseudohifes i la floculacié de Saccharomyces cerevisiae)
va presentar un fort augment en la seva expressié a la soca 1C, mentre que en les soques
multicopia va presentar una regulacid negativa, particularment en les soques 4C, 8C i 15C. No
obstant, no es van observar canvis morfologics sota el microscopi a cap de les soques (dades no

mostrades).

Per tal d’avaluar I'impacte de la dosi génica de ROL en el perfil d’expressié genica, es van
analitzar amb diagrames de Venn la soca monocopia (1C), la millor productora (2C) i la soca amb
un nombre més alt de copies (15C). La Figura 2B mostra com només una petita fraccié de gens
eren regulats a totes les soques. Respecte els gens amb expressié augmentada (comparant amb
la soca 0C), un 14% dels 265 eren comuns per totes tres soques, comprenent principalment la
sintesi d’acids grassos i la B-oxidacié. D’una altra banda, un 7% dels gens van presentar una
expressio disminuida a totes les soques, relacionats amb el metabolisme de I'acilglicerol, les
feromones i la senyalitzacié cel-lular. Mentre que un 30% dels gens regulats eren comuns per
les soques 2C i 15C, el grup més prominent estava format per gens regulats (tant positiva com

negativament) Unicament a la soca 15C.
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Figura 2. Analisi transcriptomic global dels gens regulats a les soques productores de ROL. Es consideren
gens regulats aquells amb un log2FC de 0.58 comparat amb la soca control OC i un p-val < 0.05. A) Panel
superior: nombre de gens regulats a cada soca. Els valors negatius indiquen els gens d’expressio
disminuida (color verd), mentre que els valors positius designen gens amb expressié augmentada (color
vermell). El nimero sobre les barres denota el nombre total de gens regulats a cada soca. Panel inferior:
classificacid dels gens més regulats. B) Diagrames de Venn on es mostra el nombre de gens especifics o
comuns entre les soques 1C (soca productora control), 2C (nivells més alts de produccid) i 15C (nombre

més elevat de copies).

Amb I'objectiu d’analitzar més detalladament la variacié de I'expressié genica a totes les soques
es va realitzar un Analisi Principal de Components (PCA; Figura 3A i 3B). El primer i el segon
component (PCA1iPCA2) explicaven un total del 93% de la variabilitat, agrupant totes les soques
multicopia i separant-les de la soca monocopia. La representacié de PCA2 enfront PCA3 (Figura
2D) va permetre reordenar les soques multicopia, mostrant un comportament diferent de 8C

(amb el nombre més elevat de gens regulats) comparat amb les altres soques.
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Figura 3. Analisi Principal de Components (PCA) de les dades d’expressio. Els gens es representen com a
punts (observacions), mentre que les linies vermelles indiquen la projeccié de la tendéencia de cada soca.
A) Primer (PCA1) i segon (PCA2) components principals B) Representacié del segon i el tercer (PCA3)

component.

3.3.4 Enriquiment funcional

Es va realitzar un analisi per enriquiment funcional dels 707 gens regulats per tal d’identificar els
principals processos biologics implicats i reconeixer la relacid entre ells. Es va utilitzar el software
ClueGO amb les bases de dades Gene Ontology (GO) i la Kyoto Encyclopaedia of Genes and
Genomes (KEGG) (Figura 4A).
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Figura 4. Analisi funcional dels gens regulats. A) Representacid en xarxa de les categories funcionals
enriquides entre les diferents soques productores de ROL, generat amb el software ClueGO. La mida dels
noduls reflecteix el nombre de gens associats a cada terme, mentre que el gradient de color indica el nivell
de significacié (amb correccié de Bonferroni-Hochberg). Es van utilitzar les bases de dades GO i KEGG,
representades com a cercles i rombes, respectivament. Les xarxes individuals es troben agrupades segons
les vies metaboliques. B) Representacions en forma de roda de les principals categories funcionals de cada
soca. El cercle exterior i interior fa referéncia als gens amb expressid negativa i positiva, respectivament.

Els nUmeros entre parentesi indiquen el nombre total de gens anotats.

Els processos estadisticament sobrerepresentats (p-val<0.05, amb correccié Benjamini-
Hochberg) es van agrupar en 6 categories: 1) transport de metalls/poliamines (39 gens) )
metabolisme del metanol/peroxisomes (56 gens) lll) metabolisme dels aminoacids (74 gens) IV)
metabolisme dels acids grassos (50 gens) V) regulacié de la transcripciéd (39 gens) i VI)

metabolisme del carboni central/ reaccions redox (82 gens). D’altra banda també es van
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analitzar a totes les soques els perfils d’expressid dels gens implicats en la UPR. A la figura 4B es
mostra un resum dels processos regulats a cada soca. Tal i com es pot observar a la figura, entre
els gens amb expressié augmentada es trobava enriquit a totes les soques el procés catabolic
dels acids grassos. No obstant, només les soques multicopia (2C, 4C, 8Ci 15C) van presentar una
amplia varietat de processos regulats on es trobaven implicats els acids grassos. La principal
categoria de gens amb expressio reduida a totes les soques multicopia estava relacionada amb
els peroxisomes. Aixi mateix, la regulacid negativa de la via del metanol estava
sobrerepresentada a les soques més productores (2C i 4C). Es més, només en aquestes soques
es va detectar una expressio reduida dels gens implicats en el cicle dels acids tricarboxilics (TCA,
de I'anglés Tricarboxylic Acid Cycle) i el metabolisme del piruvat. Finalment, es va trobar que el
procés metabolic de les nicotinamides estava regulat a totes les soques multicopia,

especialment en el cas de la soca 15C.

Els gens regulats es van sotmetre a un procés d’agrupament (clustering), utilitzant I’algoritme k-
means, per tal de classificar-los en 12 grups diferents en funcié dels perfils d’expressié (Figura
5). 7 cldsters van mostrar una evident correlacié negativa a mesura que augmentava el nombre
de copies de ROL a les soques (clusters 1, 2, 3, 5, 7, 8 12). Entre aquests grups, els clusters 1, 2
i 3 comprenien els gens més regulats (préviament representats a la Figura 2A, requadre inferior).
El cluster 3 estava significativament enriquit en termes relacionats amb els peroxisomes, el
metabolisme de les piridines i de la tiamina, el transport del ferro i la glicolisi. Els clusters 812,
també amb una tendéncia marcadament negativa, contenia, entre d’altres, gens relacionats
amb els peroxisomes, el metabolisme del metanol i el cicle del glioxilat. Amb relacié als clisters
amb regulacié positiva (és a dir, una correlacié positiva entre els nivells transcripcionals i la dosi
génica de ROL; clusters 9 i 11), tots els processos biologics enriquits al cluster 9 estaven
relacionats amb el metabolisme dels acids grassos. Al cluster 11 els termes enriquits implicaven

la glicolisi, el metabolisme dels acids grassos i el transport d’anions, entre d’altres.
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Figura 5. Clustering dels gens regulats a les soques productores. Els perfils d’expressio es van agrupar en
12 categories utilitzant I'algoritme k-means per tal de dividir la poblacié segons les tendéncies principals

d’expressid. L'expressio mitjana de cada grafic es representa amb una linia negra.

3.3.5 Els gens d’utilitzacié del metanol (Mut) presenten una expressié reduida a
mesura que incrementa el nombre de copies de ROL, suggerint un impacte per la

disponibilitat limitada de Mxr1

P. pastoris, com a llevat metilotrofic, es capac¢ de créixer amb metanol com a Unica font de
carboni. En aquest estudi, on les cel-lules creixien en cultius operats en continu amb una barreja
de glicerol:metanol com alimentacid i on s’assegurava la coassimilaci6 de ambdues fonts de
carboni, es va observar una clara regulacié global en la ruta del metanol (Figura 6). En primer
lloc, 'oxidacid de metanol a formaldehid, principalment dirigit per I'enzim alcohol oxidasa
(codificat pel gen AOX1), va presentar una expressié més baixa de 8 fins a 30 vegades, per la
soca 2C i les soques d’alt rang de copies, respectivament, comparant amb la soca control no
productora. Només en el cas de la soca 1C, AOX1 semblava lleugerament regulat de manera
positiva. AOX2 també va presentar una disminucié de 5 vegades en la seva expressio a totes les

soques multicopia. Segon, tots els gens implicats en la via deassimilatoria (oxidacié directa del
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Figura 6. Principals rutes metaboliques afectades per la dosi génica de ROL en cultius de P. pastoris operats en continu amb una barreja de

glicerol:metanol com a font de carboni. Es troben representades la ruta de la captacié de glicerol (blau), el cicle dels acids tricarboxilics (TCA) (taronja), el

metabolisme dels acids grassos (sintesi i B-oxidacid) (marrd), I'assimilacié del metanol (lila) i I'importacié de proteines peroxisomals (gris). La regulacio

génica de cada pas de la ruta es troba indicat per un gradient de colors. Els gens no regulats es mostren en color gris.
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metanol a CO;) van presentar una regulacio transcripcional negativa (gens FLD, FGH1 i FDH1).
Finalment, tots els gens de la via assimilatoria del metanol, on es generen constituents cel-lulars
des del formaldehid, també presentaven una expressio disminuida (DAS1, DAS2, TPI1, DAK2,
FBA1-2 i FBP1). De manera interessant, mentre que els gens codificants per la branca no
oxidativa de les pentoses fosfat (TAL1-1, RKI1-1 i RPE1-1) no estaven regulats, es va observar
una regulacid negativa en les isoformes peroxisomals d’aquests gens (TAL1-2, RKI1-2, RPE1-2 i
SHB17) en les soques multicopia, d’igual manera que els gens implicats en la ruta del metanol.
Recentment, RuBmayer et al. (2015) van reportar la presencia d’un senyal peroxisomal (PTS1,
de I'angles Peroxisomal Targeting Signal) en aquests enzims, definint aixi el reordenament de
les reaccions de manera que tenien lloc en un cicle xilulosa-monofosfat al peroxisoma. En sintesi,
la xilulosa-5-fosfat és regenerada utilitzant un conjunt d’enzims especialitzats localitzats al
peroxisoma, els quals es sintetitzen només en presencia de metanol. A més, la regulacid negativa
de la ruta assimilatoria del metanol (depenent del nombre de copies de ROL) explicaria la
disminucié en els nivells de biomassa i la reduccié del consum de metanol a les soques
multicopia. En efecte, els nivells transcripcionals d’AOX1 es correlacionaven amb el perfil del

consum de metanol observat en aquestes soques (Figura 7).
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Figura 7. La taxa de consum de metanol esta relacionada amb I’expressié de I’alcohol oxidasa.
Representat en barres, la taxa de consum de metanol a les soques multicopia crescudes en cultius operats
en continu. El grafic de linia representa els nivells transcripcionals d’AOX1 mesurats als microarrays, en
comparacio a la soca referéncia OC. Les barres d’error representen la desviacié estandard entre tres

experiments independents.

A mesura que el nombre de copies incrementava, la capacitat d’assimilacié del metanol
disminuia. Aix0 va resultar en nivells significatius de metanol acumulat al medi (fins a 7 g/L, Taula
II) en els cultius de les soques multicopia. Coherentment, tots els gens de les riboflavines

implicats en la sintesi del coenzim de la flavina adenina dinucleotid (FAD, cofactor essencial per
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I’'assemblatge de I'alcohol oxidasa, i possiblement regulat per AOX1, segons Abbas et al., 2011)
estaven regulats negativament (RI/B1, RIB3, RIB4, RIB5, FAD1) a les soques multicopia. Aixi
mateix, tal i com indica Rupmayer et al. (2015), la tiamina pirofosfat (TPP) és el cofactor de les
transcetolases Dasl i Das2. De manera consistent, diversos gens implicats en la sintesi de la
tiamina i de la TPP presentaven una expressid disminuida depenent de la dosi génica de ROL

(THI13, THI14, THI20, THI21, THI73 i THISO).

El metabolisme del metanol a P. pastoris es regula principalment per Mxrl, un factor de
transcripcié el qual s’expressa de manera constitutiva a nivells baixos i que és crucial per la
induccid de Paox: i Ppas (Kranthi et al., 2010; Lin-Cereghino et al., 2008; Vogl i Glieder, 2013).
Sembla plausible que la insercié multiple de vectors d’expressio (resultant en un increment del
nombre de seqliéncies de Paox:) derivi en una limitacié de molécules lliures de Mxr1 a les soques
multicopia, afectant aixi negativament els nivells transcripcionals dels gens induits pel metanol,
inclos el gen ROL. Tal i com es proposa a la Figura 8A, els nivells baixos d’expressié de Mxrl
serien suficients per tal d’assolir I'activacié total de Paox: i Ppas en la soca monocopia i
conseqlientment la correcta assimilacié del metanol com a font de carboni. En canvi en el cas
de la soca 4C (Figura 8B), la distribucié de Mxr1 entre els multiples llocs d’unié no seria suficient
per tal d’aconseguir una expressid regular de DAS i AOX1, resultant en una reduccié en
I'assimilacié del metanol. Tot i aix0, aquesta hipotesi no explicaria el fet que mentre que els
nivells de mRNA de ROL sén constants per les soques multicopia, s’observi una baixada en els
nivells extracel-lulars d’activitat lipasica (Figura 1A). Aixi mateix, la baixa activitat lipasica
detectada intracel-lularment podria indicar una aturada traduccional i no una activacié de 'UPR
com la rad per la qual s’observa una disminucié en la produccié de Rol a les soques 4C, 8Ci 15C,
tal i com va reportar recentment Edward-Jones et al. (2015) per soques multicopia expressant
tripsinogen huma. Breument, aquests autors van observar que en cultius de P. pastoris operats
en fed-batch la soca multicopia no traduia la totalitat dels transcrits del tripsinogen, i en
consequencia, es detectava una reduccid en el trafic a través del RE en comparacié amb la soca
monocopia. Aquest fet es pot relacionar amb les nostres observacions que no només els nivells
extracel-lulars, sind també els nivells intracel-lulars (fraccio insoluble) de Rol eren més baixos a
les soques 4C i 8C. De manera addicional, a Edward-Jones et al. (2015) aquest fenomen es va
veure acompanyat d’una adaptacio lenta al metabolisme del metanol, consistent amb la nostra
hipotesi d’una limitacié de Mxr1 lliures a les soques multicopia. Com en el nostre cas, no es van
trobar evidencies d’activacié de I'UPR, apuntant cap a una elevada demanda metabolica per la

sintesi de proteina recombinant com la principal causa d’aquesta aturada traduccional.
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Figura 8. Proposta del mecanisme de regulacié dels gens Mut mitjangant el factor de transcripcié Mxr1
en preséncia de metanol. A) Regulacié dels gens Mut a la soca 1C. B) Regulacid dels gens Mut a la soca
4C. Degut als nombrosos llocs d’unié de Mxr1 als promotors dels gens implicats en el metabolisme del
metanol (com I'alcohol oxidasa 1 i la dihidroxiacetona sintasa) i els nivells relativament baixos de Mxr1,
és possible que es doni una limitacié en la regulacié dels gens Mut a les soques multicopia. Mentre que a
la soca 1C el nombre de molecules de Mxrl és suficient per una expressio correcta dels gens Mut,
I'increment dels llocs d’unid a la soca 4C resulta en una probabilitat menor d’unié de Mxr1 al promotor

d’aquests gens, afectant aixi de manera negativa a la capacitat assimilatoria del metanol de la soca.

3.3.6 La biogénesi dels peroxisomes es regula negativament a les soques amb alta dosi

geénica de ROL

Els peroxisomes sén organuls crucials a P. pastoris, duent a terme tres funcions principals: |)
acollir els enzims necessaris per la metabolitzacié del metanol a través de la ruta assimilatoria,
Il) proveir un compartiment on confinar i eliminar el peroxid d’hidrogen produit per I'alcohol
oxidasa, i lll) albergar la B-oxidacid dels acids grassos (Lin-Cereghino et al., 2006; Yurimoto et al.,
2011). En aquest estudi, es va observar una completa regulacié negativa del metabolisme del
metanol. En consonancia, també es va observar una regulacié global dels gens de les peroxines,
codificants per proteines implicades en la biogénesi dels peroxisomes. D’una banda, els gens
PEX1, PEX3, PEX6, PEX11C, PEX19, PEX25 i PEX30, relacionats amb la biogenesi de la membrana
peroxisomal (provinent del RE o per fissid; Smith i Aitchison, 2013) presentaven una regulacio

disminuida (en comparacio a la soca 0C), especialment les soques d’alt rang de copies 8C i 15C.
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D’altra banda, PEX2, PEX4, PEX5, PEX8, PEX10, PEX12, PEX13, PEX14 i PEX17, els quals estan
relacionats funcionalment amb I'import de proteines a la matriu peroxisomal, també estaven
regulats negativament (Figura 6). Les proteines de la matriu peroxisomal contenen senyals
especifics (PTS1 o PTS2) que es reconeixen al citoplasma de manera post-traduccional per els
receptors Pex5 i Pex7, respectivament (Hettema et al., 2014). De manera interessant, PEX5
presentava una regulacié negativa, d’acord amb la regulacié negativa dels gens clau de la ruta
del metanol (AOX1, CTA1, DAS1 i DAS2), tots ells codificants per proteines PTS1 (Kiel, 2006).
Contrariament, no es va detectar cap regulacié en el gen PEX7, en concordanga amb les
observacions previes d’Elgersma et al. (1998) i RuBmayer et al. (2015), reforgant la idea que el
metabolisme del metanol no és depenent de la via d’importacié per PTS2. Sorprenentment,
ATG8 i ATG18, implicats en la pexofagia (és a dir, I'autofagia dels peroxisomes) (Tamura et al.,
2013) van presentar una regulacié negativa en comparacio a la soca no productora. Segons Vanz
et al. (2012), als cultius en metanol hi ha un reciclatge constitutiu dels peroxisomes mitjangant
la pexofagia per tal d’eliminar els peroxisomes malmesos per les espécies reactives de I'oxigen
(ROS, de I'anglés Reactive Oxygen Species). D’acord amb aquestes observacions, els nivells de
ROS detectats en aquesta série de soques crescudes en cultius operats en continu en condicions
analogues van ser molt baixos (Cdmara et al., 2016). De manera similar, Hesketh et al. (2013)
van descriure 'aclimatacié de soques productores creixent en cultius en continu amb medi
sorbitol-metanol, on només es va detectar una resposta oxidativa transitoria després de
comengar la fase d’induccié (en el canvi de condicions no induibles (medi sorbitol) a induibles
(sorbitol+metanol) en cultius operats en continu), pero no un cop es va assolir I’estat estacionari.
En conjunt, els nivells baixos de ROS, la manca de regulacié dels marcadors d’estrés oxidatiu i la
regulacié negativa del gen CTA1 (codificant per I’enzim catalasa, i responsable de la degradacié
del peroxid d’hidrogen als peroxisomes) suggereix que |'estrés oxidatiu té un rol menor en
I'adaptacid fisiologica a altes dosis geniques de ROL en condicions d’estat estacionari. No
obstant, no es pot descartar que els nivells de ROS puguin augmentar transitoriament a l'inici de
la induccié per metanol, tal i com es desprenia de I'analisi previ d’aquestes soques en cultius en
Erlenmeyer (Camara et al., 2016). Aixi mateix, el gen HEM1, que codifica pel primer pas de la
sintesi del grup hemo (cofactor de la catalasa), i PET18, codificant per una proteina de tipus
hemo (que catalitza la degradacid dels grups hemo) presentaven una regulacié disminuida
depenent del nombre de copies de ROL. Segons RuBmayer et al. (2015), el metabolisme del ferro
es troba estretament relacionat amb la detoxificacié duta a terme per la catalasa i el
metabolisme del metanol. En el nostre cas, diversos gens codificants per permeases del ferro,

entre d’altres gens relacionats amb el metabolisme del ferro, estaven regulats positivament en
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les soques productores (FET3, FET4-2, FRE2, FRE3, FRE6, FTR1, SIT1-2) en contrast amb la

regulacié negativa global dels gens Mut.

3.3.7 El metabolisme dels acids grassos es troba significativament alterat, mostrant
una regulacié positiva de les rutes biosintétiques i la B-oxidacié a les soques

productores de Rol

Als llevats, la B-oxidacid (la principal ruta de degradacid dels acids grassos) es déna lloc de
manera exclusiva als peroxisomes. L’acetil-CoA format pot ser redirigit cap el cicle del glioxilat o
transportat a la mitocondria a través de la carnitina, sent aixi una font d’energia i una font
anaplerotica de blocs estructurals. Breument, els acids grassos de cadena mitjana (MCFA, de
I'anglés Medium Chain Fatty Acids) sén transportats dins els peroxisomes per difusid, i son
activats per I'acil-CoA sintasa depenent Faa2. En el cas dels acids grassos de cadena llarga (LCFA,
de I'anglés Long Chain Fatty Acids), es requereix |’heterodimer format per Pxal-Pxa2 per tal
d’introduir-los dins el peroxisoma. Tal i com va apuntar Van Roermund et al. (2012), Pxal-Pxa2
també accepta LCFA activats, els quals son posteriorment reesterificats per I’acil-CoA sintasa
Faa2 o Fatl. El procés de la B-oxidacid s’inicia amb I'oxidacio dels substrats de I'acil-CoA per
Pox1. Les seglients reaccions sén catalitzades per I'enzim multifuncional Fox2, generant
hidroxiacil-CoA i 3-cetoacil-CoA. La reaccid final, duta a terme per la tiolasa 3-cetoacil-CoA Pot1,
resulta en una moléecula d’acetil-CoA i una cadena d’acil-CoA 2 carbonis més curta, que pot
tornar a entrar al cicle de la B-oxidacié. A totes les soques productores es va observar una
regulacié global positiva a tots els passos de la B-oxidacio (gens FAA2, PXA1, PXA2, FAT1, POX1,
FOX2 i POT1), tal i com es mostra a la Figura 6. Fins i tot TES1, codificant per la tioesterasa acil-
CoA implicada en el manteniment del conjunt de CoA lliures dins el peroxisoma (Maeda et al.,
2006), va presentar una regulacid significativament positiva a totes les soques. Els gens
codificants per la B-oxidacié dels acids grassos insaturats amb dobles enllagos cis i trans a
posicions senars, o enllacos dobles cis a posicions parells (acid oleic) també van presentar una
regulacié augmentada, perd en menor magnitud. A diferencia de la ruta del metanol, aquesta
regulacié global dels gens relacionats amb el catabolisme dels acids grassos no semblava
depenent del nombre de copies de ROL; és a dir, afectava de manera similar a totes les soques

productores.

L’acetil-CoA generat a la B-oxidacid té dues maneres de ser exportat dels peroxisomes: Primer,
a través de la conjugacié amb la carnitina, mediat per la carnitina acetiltransferasa Cat2, i

subseglientment transportat a la mitocondria, on s’uneix a la proteina transportadora Crcl. El
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segon possible desti de I'acetil-CoA és el cicle del glioxilat, on es genera succinat com a producte
final (Van Roermund et al., 2003). La debil regulacié dels gens codificants pels enzims implicats
en el cicle del glioxilat, juntament amb la regulacid positiva de CAT2 i CRC1 a totes les soques
productores podria indicar que I'acetil-CoA és principalment redirigit cap a la mitocondria, a
expenses del cicle del glioxilat. Donat que els peroxisomes sén organuls impermeables als
dinucleotids (per exemple, FAD, NAD*, NADPH) i I'acetil-CoA (Hiltunen et al., 2003), aquests
depenen de diversos transportadors per tal de mantenir el conjunt de cofactors disponibles. En
el cas dels enzims que contenen FAD (acil-CoA oxidasa, alcohol oxidasa), aquests sén ensamblats
amb el cofactor al citoplasma i posteriorment sén reoxidats al peroxisoma, generant H,0;
(Rottensteiner i Theodoulou, 2006). Contrariament, el NAD* es regenera a través de la
llangadora malat/aspartat, via la malat deshidrogenasa peroxisomal Mdh3, mentre que la
reduccié de NADP* pot ser realitzada per la llangadora 2-cetoglutarat/isocitrat, tal i com s’ha
proposat per S. cerevisiae (Van Roermund et al., 2003). En ambdds casos, els gens corresponents
van presentar una expressié disminuida comparat amb la soca control no productora (Figura 6).
De manera similar, el transportador del nucleotid adenina codificat per ANTI (i acoblat a
I'activacié dels MCFA pel gen FAA2) va presentar una regulacié negativa, juntament amb la

catalasa CTAL.

Curiosament, la biosintesi dels acids grassos també es va regular de manera positiva amb
I'increment del nombre de copies de ROL. Tant el gen de I'acetil-CoA carboxilasa (ACC1) com el
del complex de la sintasa dels acids grassos (codificat per FASI i FAS2) van presentar una
expressid incrementada, particularment en aquelles soques amb més d’una copia de ROL. A
més, tres dels quatre gens codificants per les desaturases dels acids grassos descrites a P.
pastoris (Yu et al., 2012) van mostrar una regulacié positiva (OLE1-1, OLE1-2, ODE1). La
composicio total d’acids grassos de les soques es va analitzar posteriorment per tal d’estudiar
I’efecte de la regulacid de les desaturases en el perfil dels acids grassos (Taula lll). Els resultats
van confirmar que els acids grassos més abundants a P. pastoris eren I'acid oleic, I’acid linoleic,
I'acid palmitic, I’acid linolénic i I'acid estearic, tal i com s’havia reportat anteriorment (Grillitsch
et al., 2014; Yu et al., 2012). De manera interessant, sembla que a les soques productores I'acid
gras més abundant era el linoleic, a diferencia de la soca referencia OC, on el principal acid gras
era l'oleic. L'increment a les soques productores de I'expressié del gen ODE1, codificant per la
desaturasa Fad12 (la qual catalitza la sintesi d’acid linoleic a partir de oleic com a substrat),
podria explicar aquest canvi en el perfil dels acids grassos. Aixi mateix, el contingut total d’acids
grassos de cada soca es va correlacionar de manera negativa amb el nombre de copies de ROL,

especialment en les soques multicopia amb una elevada dosi génica de ROL.
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Taula Il Composicié d’acids grassos totals del les soques productores de Rol i la soca de referéncia. El
contingut d’acids grassos es va quantificar per cromatografia de gasos acoblada a una espectrometria de
masses. Només es representen els 5 acids grassos majoritaris. Els resultats es mostren com la mitjana +

sd, basat en tres experiments independents per cada soca. * indica P < 0.05 comparat amb la soca OC.

% oleic % linoleic % palmitic % a-linolénic % estearic _TOTAL

(C18:1) (C18:2n-6) (C16:0) (C18:3n-3) (C18:0) (e ac.gésl\s}joqmg
oc 35.3+37 26.9+26 13.6+13 10.8 t0.1 2.1+01 459+42
1C 28.2+19* 31.6+21* 11.9+09* 129+01* 1.6+04 40.1+29
2C 28.4+07* 314+18* 11.7 +t05* 10.4 t0.1 2.5+05 40.2+1.4
4C 28.2+3.1* 31.6+21* 12.0+1.2* 11.1+01 2.1+03 35.6+2.7*
8C 26.2+15* 32.0+23* 13.6+1.1 13.5+02* 2.8+03* 359+25+*
15C 26.5+07* 30.8+0.2* 14.0 t0.7 12.0:05 2.7+02* 325+52*

L'increment dels nivells transcripcionals dels gens codificants per la biosintesi dels acids grassos
aixi com la B-oxidacio podria reflectir un increment en el recanvi dels acids grassos, tal i com
havia reportat préeviament Marchesini et al. (2003) a S. cerevisiae. Aquesta evidéncia es veuria
reforgcada pel fet que el gen codificant pel contribuent principal a la sintesi dels triacilglicerids,
la acetiltransferasa Dgal, presenta una regulaciéd negativa i cap altre gen implicat en el
metabolisme dels lipids (esfingolipids, fosfolipids) es va detectar regulat. Conseglientment,
sembla que a les soques productores s’estigués propiciant un cicle fatil on estaria implicat
I'acetil-CoA. Tal i com s’ha mencionat anteriorment, es va observar una elevada regulacié
positiva del gen ACS2 a les soques multicopia. Aquesta acetil-CoA sintasa és la principal
responsable de la sintesi de I’acetil-CoA d’origen nucleic en els llevats, i tal i com va reportar
Eisenberg et al. (2004), una hiperactivacié d’aquest enzim pot provocar l'acetilacié d’histones i
la subseglient repressio dels gens de |'autofagia, en consonancia amb la regulacié negativa dels
gens de la pexofagia ATG8 i ATG18 mencionats anteriorment. D’una altra banda, la regulacid de
I'acetil-CoA també es déna per la sintesi de novo dels acids grassos (Galdieri i Vacuna, 2012), que
competeixen amb I'acetilacié de proteines pel mateix grup de molécules d’acetil-CoA. En
conjunt, aquests resultats apunten a un complex mecanisme de regulacié a nivell transcripcional
i traduccional. De manera alternativa, la forta regulaciéd del metabolisme dels acids grassos
podria reflectir una limitacié en la disponibilitat d’acetil-CoA com a resultat d’un increment en
la demanda anabolica de blocs estructurals (per exemple, per la sintesi de membrana lipidica,

requerida per tal incrementar la capacitat secretoria), alhora que per alimentar el TCA (és a dir,
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per produccid d’energia), tal i com ha suggerit recentment Klein et al. (2014). No obstant, tal i
com s’ha mencionat anteriorment, no es va detectar cap regulacié de les vies biosintétiques dels

lipids de membrana a les soques productores de Rol.

3.3.8 L'impacte de la dosi génica de ROL al metabolisme dels aminoacids, el
metabolisme energeétic i del glicerol, la sintesi, plegament, secrecié i degradacio de

proteines és limitat o no significatiu

Tot i que s’esperava un impacte en el metabolisme dels aminoacids degut als requeriments per
la sintesi de proteina recombinant (Jorda et al., 2015), no es va detectar cap regulacio global en
les diferents rutes biosintetiques dels aminoacids ni les seves permeases, excepte per la lisina,
amb una lleugera regulacié negativa a les soques multicopia en algunes de les etapes de sintesi
d’aquest aminoacid (LYS1, LYS2, LYS4, LYS20, MKS1). Curiosament, LYP1 i PAS_chr2-1 0649,
codificants per permeases de la lisina, van presentar un augment de |’expressié en comparacio
amb la soca de referéncia OC. De manera consistent, no es va detectar una regulacio significativa
dels gens associats als ribosomes. Tot i que es van observar taxes de consum de glicerol més
elevades a mesura que augmentava el nombre de copies de ROL, només dues possibles
permeases del glicerol (gens YFLO54Ci PAS_c034_0021) van mostrar una regulacio positiva a les
soques multicopia. De manera interessant, tot i que estudis previs havien revelat un increment
en l'activitat metabolica del TCA per tal d’aconseguir més cofactors energétics (NADH, ATP)
degut a la produccié de proteina recombinant (Jorda et al., 2012; Jorda el al., 2014), només CAT2
(essencial pel transport mediat per la carnitina acetiltransferasa de I’acetil-CoA citosolic cap a la
mitocondria) i la citrat sintasa (codificat per CIT1) van presentar una lleugera regulacié positiva

a les soques multicopia.

Tal i com s’ha comentat anteriorment (Taula Ill) aproximadament un 30% del total de Rol es va
trobar a la fraccié cel-lular insoluble de les soques productores. Amb I'objectiu d’estudiar la
relacié entre la retencié de lipasa i 'UPR, es van estudiar els gens implicats en la secrecid i
plegament de proteines. Tal i com es mostra a la Figura 9, un total de 17 gens es van trobar

regulats en almenys una soca en comparacié amb la soca no productora 0OC.
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Figura 9. Regulacié dels gens implicats en plegament i secrecid. Es va realitzar un analisi de clustering
utilitzant I'algoritme k-means (k=2). El clister 1 comprenia principalment proteines residents del RE,

mentre que el clUster 2 contenia xaperones citosoliques.

La regulacié d’aquests gens no va ser intensa, amb una diferéncia maxima d’expressioé del doble.
Després de realitzar un analisi de clisters es van obtenir dos grups principals. D’una banda, un
dels grups exhibia una regulacid positiva a les soques multicopia, mentre que no es detectava
regulacié a la soca monocopia (amb I'excepcid del gen PAS _chr4 0991). L'analisi funcional
d’aquest grup va revelar que aquest grup de gens eren residents del RE, principalment
xaperones i isomerases. D’una altra banda, el segon grup comprenia gens regulats Unicament a
la soca 1C (excepte SSA3). En aquest cas, tots els gens codificaven proteines del tipus xoc termic
citosoliques, implicades en el plegament proteic. De manera consistent, no es va observar cap
regulacié del factor de transcripcié HACI (principal regulador de I'UPR), confirmant la hipotesi
que aquesta resposta cel-lular no s’havia activat en les soques productores en condicions d’estat
estacionari. De manera addicional, no es va trobar una regulacié global per les proteases
vacuolars o els gens relacionats amb la via ERAD, indicant aixi que I'estres al RE no es trobava

activat a les soques multicopia.
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3.4 CONCLUSIONS

L'increment del nombre de copies d’un gen heteroleg és una estrategia ampliament establerta
per tal de millorar la produccié de proteines recombinants a P. pastoris. No obstant, aquesta
estrategia sovint presenta limitacions quan la dosi génica s’incrementa més enlla de I'optim,

provocant un important impacte fisiologic en cél-lules productores.

Aquest estudi transcriptomic ajuda a entendre les adaptacions fisiologiques per part dels
mecanismes cel-lulars en resposta a I'increment de la dosi génica en sistemes on s’utilitza el
promotor d’AOX1, induible per metanol. Destacablement, I'expressié del sistema sembla estar
fortament limitada a nivell transcripcional, per sobre d’altres limitacions com podrien ser la
disponibilitat de recursos energetics i constituents estructurals, o el plegament i la secrecid de
la proteina recombinant. Concretament, |'atenuacio transcripcional a les soques multicopia dels
gens implicats en la utilitzacié del metanol, incloent el Paox; utilitzat per dirigir I’expressié del
gen heteroleg, va resultar en una forta regulacié negativa del metabolisme del metanol, la
biogenesi de peroxisomes i el metabolisme dels acids grassos. Aquest fet va impactar
posteriorment als parametres de creixement i les productivitats de les soques multicopia
creixent en una barreja de glicerol:metanol (elevat consum del glicerol enfront una disminucio

de les taxes de consum del metanol).

Aquest treball proporciona un conjunt de dades que permet entendre les limitacions dels
sistemes basats en Paox: quan es desenvolupen soques amb un increment de copies del gen
heteroleg, i tindra un gran impacte en el disseny de noves estrategies d’enginyeria cel-lular per

tal de generar soques més productores.
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4. La desregulacio del metabolisme del metanol
reverteix les limitacions transcripcionals de les
soques recombinants de P. pastoris amb multiples

cassets d’expressio sota el control de Paox:

Paraules clau: Pichia pastoris, Mxr1, regulacid AOX1, promotor AOX1, metabolisme del metanol,

produccié de proteina recombinant, ROL, factor de transcripcid, proteines 14-3-3, lipasa
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4.1 INTRODUCCIO

El llevat metilotrofic Pichia pastoris (Komagataella) és un hoste ampliament utilitzat en la
produccié de proteines recombinants, i un dels sistemes preferits per la produccié d’'un ampli
ventall de proteines, des de biofarmaceutics i enzims industrials fins proteines de membranes i
nanoestructures complexes (Corchero et al., 2013; Bill, 2015; Byrne, 2015; Rabert et al., 2013;
Spohner et al., 2015). Les caracteristiques més importants i les metodologies implementades
per I'expressid de proteines en P. pastoris han estat revisades extensament (Ahmad et al., 2014;
Cregg et al., 2000; Gasser et al., 2013; Vogl et al., 2013). Un dels factors més determinants per
la tria d’aquest hoste és la preséncia del promotor de I'alcohol oxidasa 1 (Pox:), un promotor
regulable d’expressié forta, convertint-lo aixi en I'opcié més frequient per dirigir I’expressio de
gens forans a P. pastoris (Vogl i Glieder, 2013). La repressio per catabolit de Paox: per part de la
glucosaii el glicerol, entre d’altres fonts de carboni, es troba descrita des de fa decades (Tschopp
et al., 1987), i conseqlientment, al llarg del temps s’han anat optimitzant de manera extensiva
les estratégies operacionals (Looser et al., 2014). D’altra banda, s’han realitzat diversos estudis
de fluxos metabolics on es detalla I'impacte de la produccié de proteina recombinant en el
metabolisme de P. pastoris creixent en substrats mixtes de metanol i altres fonts de carboni
(Isidro et al., 2016; Jorda et al., 2012; Jorda et al., 2014a; Jorda et al., 2014b; Ferrer i Albiol,
2014). No obstant, les bases moleculars de la regulacio transcripcional de Paox; s’han desvelat
els darrers 10 anys. Primerament, Lin-Cereghino et al. (2006) van identificar un factor de
transcripcié (TF, de I'anglés Transcription Factor) amb un domini d’unié al DNA del tipus dit de
zinc, anomenat Mxrl (de I'anglés Methanol Expression Regulator 1), homoleg al TF Adrl de
Saccharomyces cerevisiae. Les mutacions en aquest gen van resultar en soques incapaces de
créixer en metanol i oleat i d’induir la transcripcié de I'alcohol oxidasa (AOX1), la
dihidroxiacetona sintasa (DAS), la peroxina 8 (PEX8) i la peroxina 14 (PEX14). Aixi mateix,
posteriors investigacions per Kranthi et al. (2009 i 2010) van revelar 5, 6 i 7 llocs d’unié al Mxr1
en els promotors de PEX8, AOX1 i DAS, respectivament. Posteriorment, es va caracteritzar una
familia de proteines 14-3-3 (reguladores d’innumerables processos biologics als eucariotes, Fu
et al., 2000) per part de Parua et al. (2012) a P. pastoris. Aquests autors van descriure a Mxrl un
motiu d’unié a les proteines 14-3-3, desvelant que la interaccié entre ambdues proteines era
deguda a la fosforilacid de la Ser215 a Mxrl en preséncia de fonts de carboni repressores,
comportant aixi la repressio dels gens dependents de Mxrl. Més tard es van descriure d’altres
factors de transcripcié responsables de la regulacié del metanol: Mitl (de I'anglés methanol-
induced transcription factor), Rop (de I'angleés repressor of phosphoenolpyruvate carboxykinase)

i Trm1 (Kumar i Rangarajan, 2012; Sahu et al., 2014; Wang et al., 2016). Breument, Wang et al.
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(2016) van proposar una transmissié en cascada del senyal d’induccié per metanol entre Mxr1,
MitliTrm1, sent Mxrl el responsable de la derepressid de Paoxi, mentre que el metanol induiria
Trm1 i seguidament I'expressié de Mitl. Finalment, Kumar i Rangarajan (2012) van demostrar
gue Rop és un repressor del metabolisme del metanol, competint amb Mxr1 pels mateixos llocs

d’unid a Paoxs, resultant en una disminucié dels nivells transcripcionals d’AOX1.

En aquest context, un estudi recent del nostre grup de recerca (Cdmara et al., 2016b) ha reportat
una limitacio transcripcional en la capacitat assimilatoria del metanol en diferents soques de P.
pastoris expressant més d’una copia del gen codificant per la lipasa de Rhizopus oryzae (Rol)

sota el control del promotor Paox:.

Degut I'expressid constitutiva de Mxrl a nivells baixos (Lin-Cereghino et al., 2006), els nostres
resultats van suggerir que la preséncia de multiples copies (o regions) de Paox: resultava en un
nombre insuficient de molécules de Mxr1 per tal d’induir I'expressio dels gens relacionats amb
el metabolisme del metanol, incloent la proteina recombinant Rol. D’acord amb aquesta
hipotesi, Takagi et al. (2009) van reportar préviament un increment en la produccié de proteina
recombinant degut a la sobreexpressié de Mxrl, tot i que no es van descriure parametres

fisiologics a la patent.

En aquest estudi es descriu la coexpressié d’'una variant desregulada de Mxrl (Parua et al.,
2012), anomenada Mxr1*, en una série de soques de P. pastoris amb una i quatre copies de ROL
(anomenades 1C i 4C, respectivament, Camara et al., 2016a). Mxr1* conté una mutacio a la
posicié Ser215 que prevén completament la unid de les proteines 14-3-3 a aquest TF, assegurant
aixi I'accié constant de Mxrl. L'efecte de I'expressié de Mxrl* a les soques 1C i 4C modificades
es va testar en cultius en Erlenmeyer. A més, es va realitzar un analisi transcripcional de 8 gens
clau implicats en diferents processos biologics rellevants (metabolisme del metanol, plegament
i biogénesi dels peroxisomes) entre la soca control 4C i una soca 4C amb dues copies addicionals

de Mxrl*, en cultius operats en continu i condicions de creixement controlades.
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4.2 MATERIALS | METODES

4.2.1 Soques i plasmidis

Les soques de P. pastoris amb una i quatre copies de la lipasa de R. oryzae (anomenades 1Ci 4C,
respectivament) es van construir préviament per Cdmara et al. (2016a), i juntament amb la soca
no productora X-33 (anomenada 0OC) es van designar com a soques referencia. Aquestes dues
soques es van utilitzar per a la transformacié amb el vector d’expressié. El vector pGAPHA,
derivat del plasmidi pGAPZa en el qual la resisténcia a Zeocina s’havia substituit per una
resisténcia a Higromicina (construit previament al nostre laboratori; Adelantado, 2016), es va

utilitzar en aquest estudi com a vector d’expressio de Mxr1*.

4.2.2 Construccio del vector d’expressi6 pGAPHA_MXR1*

La variant mutant del gen MXR1 (MXR1*), amb la posicidé Ser215 canviada per una alanina, es va
amplificar per PCR des del plasmidi pG213 (cortesia d’E.T. Young) utilitzant els oligonucleotids
MXR1* _Pmll i MXR1*_Kpnl (llistats a I'annex) i la polimerasa Q5®Hot Start High-Fidelity (New
England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). Després de |'amplificacid, el producte de PCR es va
sequenciar utilitzant els oligonucleotids MXR1*seq_1-5 (annex). Posteriorment, MXR1* es va
clonar en el vector pGAPHA entre els llocs Pmll i Kpnl, sota el control del promotor del gen de la
gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa (Pgar). El plasmidi resultant (Figura 1) es va sequenciar
utilitzant els oligonucleotids pGAP_fw, MXR1*_int_rev i MXR1*seq_5-6 (annex) per tal de
confirmar la insercid6 en el marc de lectura correcte. La seqiienciacié dels plasmidis i els
productes de PCR es van dur a terme pel Servei de Genomica i Bioinformatica (Bellaterra,

Cerdanyola del Vallés, Espanya).

4.2.3 Transformacio de P. pastoris i seleccié de clons

Les cel-lules competents es van preparar seguint el protocol descrit per Cregg (2007). Es van
introduir per electroporacié 100 ng de pGAPHA linealitzar per Xbal, mitjangant el dispositiu Gene
Pulser Xcell™ Electroporation System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Els ajustaments van ser 1500
V, 25 uF, i 200 Q. Seguidament es van seleccionar els transformants en plaques YPD (de I'anglés
Yeast Extract Peptone Dextrose) ((1% (w/v) extracte de llevat, 2% (w/v) peptona, 2% (w/v)
dextrosa)) amb 250 pg/mL d’Higromicina (Invivogen, San Diego, CA, EUA). Els clons positius es
van confirmar per PCR (prévia extraccid genomica (Wizard® Genomic DNA Purification Kit,
Promega, Madison, WI, EUA)), mitjancant I'amplificacié de linsert MXR1* utilitzant els
oligonucleotids pGAP i MXR1* _int (annex).
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4.2.4 Condicions de creixement

4.2.4.1 Cultius en Erlenmeyer

Els cultius de P. pastoris en Erlenmeyer es van realitzar per triplicar de la seglient manera: 50 mL
de medi fresc BMG (de I'angles Buffered Minimal Glycerol) (100mM fosfat potassic (pH 6.0),
1.34% (w/v) base de llevat nitrogenada sense aminoacids, 4-10°% (w/v) biotina, 1% (v/v)
glicerol) en Erlenmeyers de 0.5 L amb deflectors es van inocular amb el cultiu d’'una nit en YPD
de la soca seleccionada a una densitat optica a 600 nm (DOggo )de 0.1, i es van incubar a 30°Cii
150 rpm en un agitador orbital Multitron Il (Infors, Einsbach, Alemanya). Després de 20 h, el
cultiu (amb una DOey aproximada de 2-6) es va centrifugar, i es va utilitzar per inocular
Erlenmeyers de 0.25 L, amb deflectors i taps amb filtre (Duran Group, Mainz, Alemanya), amb
35 mL de medi BMM (de I'anglés Buffered Minimal Methanol) (100mM fosfat potassic (pH 6.0),
1.34% (w/v) base nitrogenada de llevat sense aminoacids, 4:10°% (w/v) biotina, 0.5% (v/v)
metanol) a una DOgoo de 1. Cada 24 h es va afegir a cada cultiu un pols de metanol pur a una

concentracio final de 0.5% v/v. Tots els medis es van suplementar amb Higromicina (150 pg/mL).
4.2.4.2 Cultius operats en continu

Els cultius operats en continu de les soques seleccionades es van dur a terme en un reactor de
1.5 L (Biostat B Plus, Sartorius AG, Gottingen, Alemanya), en un volum de treball d’1 L. Com a
precultiu, es van inocular 150 mL de medi YPD-Zeocina o YPD-Higromicina (per la soca referéncia
i per la soca MXR1*, respectivament) amb 1 mL de criovial de la soca seleccionada en un
Erlenmeyer d’1 L, es va incubar aproximadament 24 h a 30°C i 150 rpm en un agitador orbital
Multitron II, i posteriorment es va utilitzar per tal d’inocular un volum d’1 L de medi batch. Al
final de la fase batch, les soques es van fer créixer en condicions de carboni limitant a una taxa
de dilucié (D) de 0.1 ht, amb un medi de creixement definit i una barreja de glicerol/metanol
(60%/40%, w/w) com a font de carboni. Pressid, pH, agitacio, aeracié i temperatura es van
controlara 1.2 bars, pH 5 (ajustat amb 10% NH; v/v), 700 rpm, 1 vwm i 25°C, respectivament. Els
gasos de sortida del reactor es van fer passar per un condensador refrigerat a 4°C mitjancant un
criostat Ecoline Staredition RE 106 (Lauda Dr. R. Wobser GmbH&Co. KG, Lauda-Kénigshofen,
Alemanya), seguit d’un assecat mitjancant dues columnes de silice gel i subseqiientment
analitzat amb I'espectrometre OmnistarTM GSD 300 02 (Balzers Instruments, Balzers,
Liechtenstein). Les mostres es van prendre al cap d’un minim de cinc temps de residéncia, un

cop es va assolir I'estat estacionari (Jorda et al., 2013).
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El medi batch contenia: : 19.95 g/L glicerol, 0.9 g/L acid citric, 6.3 g/L (NH4).HPO4, 0.01 g/L CaCl,,
0.45 g/L KCl, 0.25 g/L MgS04-7H,0, 1 mL/L biotina (0.2 g/L; Sigma, Munich, Alemanya) i 2.3 mL/L
de solucid sals tragca PTM1.

El medi de la fase en continu contenia: 15 g/L glicerol, 10 g/L metanol, 0.42 g/L acid citric, 2.18
g/L (NH4)2HPO4, 5.5 mg/L CaCl,-2H,0, 0.85 g/LKCl, 0.32 g/L MgS04-7H,0, 0.5 mL biotina (0.2 g/L)
i 0.8 mL de solucio sals traca PTM1. El pH es va ajustar a 5.0 en ambdds medis mitjancant HCI

25%. La composicio de les sals traca PTM1 és la mateixa descrita a Baumann et al. (2008).

4.2.5 Procediments analitics

4.2.5.1 Determinacio de la biomassa

La biomassa cel-lular es va monitorar mesurant la DOsoo. Per la determinacid del pes sec, es va
utilitzar el métode préviament reportat per Jorda et al. (2012). Totes les mesures es van realitzar

per triplicat.
4.2.5.2 Assaig d’activitat lipolitica

La determinacié de l’activitat lipolitica es va realitzar per triplicat tal i com va descriure
préviament Resina et al. (2004) amb |'espectrofotometre Specord 200 Plus (Analytik Jena AG,
Jena, Alemanya).

4.2.5.3 Quantificacio de metabolits

El glicerol, el metanol i d’altres compostos extracel-lulars d’interés en els cultius en Erlenmeyer
i en els cultius en continu es van analitzar tal i com es descriu a CAmara et al. (2016a). Les analisis

es van realitzar per duplicat per cada experiment independent.

4.2.6 Analisi per citometria de flux

El comptatge i la viabilitat cel-lular es van mesurar utilitzant els metodes descrits a Camara et al.
(2016a). Per tal de determinar la mida cel-lular, es va fer servir el kit Flow Cytometry Size
Calibration (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Breument, diferents suspensions de
microesferes amb un diametre de 1 um, 2 um, 4 um, 6 um, 10 um i 15 pum es van sonicar durant
5 s a 50 W amb el processador d’ultrasons VC-5 (Vibracell, Sonics & Materials, Newtown, CT,
EUA) abans de passar les mostres pel citometre i procedir amb I’analisi. Tot seguit, es van establir
diferents marcadors visuals al software per tal de definir la mida de cada interval a les mostres

processades. Els experiments es van dur a terme amb el citometre Guava EasyCyte Mini
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(Millipore, Jaffrey, NH, EUA), equipat amb un laser d’argd de 488 nm. Per cada analisi es van
mesurar 5,000 cél-lules a un cabal de 0.59 mL/s. Els assajos de viabilitat es van realitzar per
duplicat, mentre que el comptatge i la mida cel-lular es van determinar per triplicat per cada

cultiu en Erlenmeyer o cultiu en continu.

4.2.7 Determinacio de la dosi génica per ddPCR

La quantificacid de la dosi génica de ROL i MXR1 es va realitzar amb la ddPCR, utilitzant com a
gen referéncia la B-actina (ACT1) com a control endogen per normalitzar els resultats. Per
I"'amplificacié del DNA, es van utilitzar els oligonucleotids MXR1, ACT1 i ROL (annex) (Camara et
al., 2016a). Breument, el DNA genomic es va extreure utilitzant un kit comercial de purificacio
(Wizard® Genomic DNA Purification Kit, Promega, Madison, WI, EUA) i subseqientment va ser
digerit amb BamHI i EcoRI (Thermo Scientific™, Waltham, MA). Cada reaccié de ddPCR es va dur
a terme en un volum final de 20 pL, amb 10 uL QX200™ ddPCR™ EvaGreen Supermix, 200 nM
de I'oligonucleotid forward, 100 nM de I'oligonucleotid reverse, 0.8 ng de DNA gendomic digerit
i la quantitat requerida d’aigua DNase/RNase-free. Les condicions de la ddPCR van ser les
seglients: preincubacié a 95°C durant 10 min i posterior pas de desnaturalitzacio (94°C, 30 s),
seguit d’un pas de alineament/extensié (56.5°C per ACT1 i MXR1, 60.2°C per ROL; 1 min) durant
40 cicles. La formacio de gotes es va realitzar amb el dispositiu Droplet Generator QX200™,
mentre que la deteccid es va dur a terme amb el QX100™ Droplet Digital Reader i el software
Quantasoft v. 1.7.4.0917. El nombre de copies de cada gen es va calcular per cada mostra per
duplicat, calculant la ratio entre les gotes positives de les reaccions de PCR de MXR1 o ROL i
ACT1. Per tal de verificar I'estabilitat de la dosi genica de MXR1 i ROL al final dels cultius en
continu, es va prendre mostres de biomassa al cap de cinc temps de residéncia, un cop assolit
I’estat estacionari. Tots els reactius es van adquirir a Bio-Rad (Hercules, CA, EUA), mentre que

els oligonucleotids van ser sintetitzats per Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EUA).
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4.2.8 Determinacio dels nivells transcripcionals per ddPCR

Per la quantificacié transcripcional es van centrifugar 5 mL de cél-lules al final dels cultius en
Erlenmeyer, préviament tractats amb fenol (5%, v/v) i posteriorment es van emmagatzemar a -
80°C. L’extraccid de RNA es va realitzar amb el kit Rneasy Mini (Qiagen, Hilden, Alemanya)
mentre que el cDNA es va sintetitzar amb el kit iScript™ cDNA Synthesis (Bio-Rad), seguint les
instruccions del fabricant. La qualitat del RNA es va determinar mesurant la ratio d’absorbancia
a 260 i 280 nm, utilitzant el Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). Les reaccions de ddPCR
contenien 10 pL de QX200™ ddPCR™ EvaGreen Supermix, 200 nM de I'oligonucleotid forward,
100 nM de l'oligonucleotid reverse, 0.4 ng de cDNA i la quantitat requerida d’aigua
DNase/RNase-free fins a un volum final de 20 pL. Les reaccions es van incubar a 95°C durant 10
min, seguit d’un pas de desnaturalitzacié (94°C, 30 s) i un pas d’alineament/extensié (60.2°C per
KAR2 i ROL; 56.5°C per la resta; 1 min) durant 40 cicles. Les gotes positives de cada reaccid de
ddPCR es van normalitzar en relacié a la senyal d’ACT1. Les seqliencies dels oligonucleotids es

mostren a I’annex.

4.2.9 Analisi estadistic

Els resultats s’expressen com a mitjana + SD. L’analisi estadistic dels resultats es va realitzar la
prova t de Student (mostres no aparellades) utilitzant el software Excel de Microsoft. Es va

considerar estadisticament significatiu un valor de P-val inferior a 0.05.
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4.3 RESULTATS | DISCUSSIO

4.3.1 Construccio i caracteritzacio de soques productores de Rol coexpressant MXR1*

Amb I'objectiu d’'incrementar els nivells de Mxrl a les soques productores de Rol, alhora que
assegurar una activacié constant dels promotors dependents de Mxrl en condicions d’induccid,
es van introduir multiples copies de MXR1* (codificant per una variant de Mxrl amb una
mutacio a la Ser215) a les soques referencia 1C i 4C. Donat que estudis previs havien reportat
I'efecte letal de la sobreexpressié de Mxrl sota el control de promotors induibles (Paox: i Peexs,
Lin-Cereghino et al., 2006), pero cert creixement amb promotors constitutius (Takagi et al.,
2012; Sahu i Rangarajan, 2015), es va seleccionar Psap com a promotor per dirigir I'expressié de
MXR1*. El vector d’expressio pGAPHA MXR1* (Figura 1A) es va transformar en les soques
productores de Rol 1Ci 4C, resultant en 5i 11 clons aillats en plaques d’agar amb Higromicina
per cada soca, respectivament. Tots els transformants per la soca 1Ci 3 d’11 per la soca 4C van
amplificar pel producte de PCR MXR1* (Figura 1B). Curiosament, només 3 dels clons 1C_MXR1*
(1C4, 1C, 1 1GC3) van créixer en medi liquid. La posterior quantificacié per ddPCR va determinar la
dosi génica total de MXR1* (MXR1+MXR1*) per cada clon (Figura 1C), obtenint aixi una poblacid
amb una copia (1C_MXR1*a i 1C_MXR1*b provinents de la soca 1C; 4C_MXR1*a i 4C_MXR1*Db,
derivats de la soca 4C) o dues copies de MXR1* (1C_2MXR1* i 4C_2MXR1*), demostrant que
Psar €ra una opcio adient per I'expressié de MXR1*. El fet que només els clons amb una dosi
genica baixa de MXR1* fossin capacos de créixer en medi liquid podria ser degut a I'efecte nociu
d’altes dosis d’aquest gen, suggerint que els clons positius que només creixien en placa podrien

portar més de dues copies de MXR1*,
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Figura 1. Construccio de la série de soques expressant MXR1*. A) Mapa del plasmidi d’expressid
pGAPHA_MXR1*. pUC, origen de replicacié; pGAP, promotor GAP de P. pastoris; MCS, lloc multiple de
clonatge; MXR1*, variant del gen MXR1 amb la posicié Ser215 mutada; AOX1 TT, terminador de la transcripcié
d’AOX1; pTEF1, promotor TEF1 de P. pastoris, Hyg_R; gen de la resistencia a Higromicina B) Verificacié del
producte de PCR de MXR1*. C-1, soca salvatge 0C; C-2, aigua; C+, fragment de MXR1*, ; M, marcador 1 kb
DNA (NEB, Ipswich, MA, EUA) C) Determinacié del nombre de copies total de MXR1I (MXR1+MXR1%*)
mitjancant ddPCR. Donat que al genoma de P. pastoris només hi ha una copia del gen MXR1 De Schutter et
al., 2009; Mattanovich et al., 2009 ), es va considerar que els clons amb dues o tres copies de MXR1 tenien
en consequencia una o dues copies de MXR1*, respectivament. En negreta, la nomenclatura utilitzada en la
verificaci6 de MXR1* per PCR. Entre paréntesis, la nomenclatura final basada en els resultats de la

quantificacié de MXR1* per ddPCR.
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4.3.2 ’expressio de MXR1* incrementa els nivells de produccié de Rol i reverteix I’efecte
perjudicial de la sobreexpressio de ROL en l'assimilacié del metanol a les soques

multicopia

Segons estudis previs (Cdmara et al., 2016a; Cdmara et al., 2016b), les soques de P. pastoris amb
més d’una copia del casset d’expressid ROL mostren una disminucio en el creixement i la capacitat
d’assimilacié del metanol. Per aix0, primerament es va dur a terme una serie de cultius en
Erlenmeyer per tal d’analitzar I'efecte de la coexpressié de MXR1* en el creixement, el consum de
metanol i la produccié de Rol després de 70 h de cultiu. Tal i com s’esperava, els nivells de biomassa
de la soca 4Cvan ser 3 vegades menor que la soca productora 1C (Figura 2A). A més, es van detectar
nivells significatius de metanol residual al final del cultiu de la soca 4C (Figura 2D), mentre que no
es va observar acumulacio en els cultius de 1C. En el cas de les soques coexpressant MXR1*, una de
les soques 1C amb una copia de MXR1* (1C_MXR1*a) va mostrar una disminucié significativa en el
seu creixement comparat amb la soca 1C, tot i que no es va detectar metanol residual.
Contrariament, dues de les tres soques 4C_MXR1* van incrementar els nivells de biomassa dues
vegades en comparacié a la soca referéncia 4C. De manera consistent, mentre que a la soca 4C i
4C_MXR1*a (ambdues amb nivells similars de creixement) es van mesurar 5-6 g/L de metanol
residual, els nivells més elevats de biomassa de les soques 4C_MXR1*b i 4C_2MXR1* es van veure
acompanyats de nivells significativament més baixos de metanol al medi. En termes de viabilitat
cel-lular, gairebé totes les cél-lules en el cultiu de la soca no productora OC eren viables (97%, dades
no mostrades), mentre que es va detectar una baixada del 20% en la viabilitat de les soques 1C i
4C. De manera similar, totes les soques MXR1* van mostrar un 10-20% de cél-lules no viables,

excepte la soca 4C_MXR1*a, que va presentar un 40% de cél-lules no viables.

En relacié a la mida cel-lular, mentre que es va observar un lleuger (pero significatiu) canvi global
en la mida cel-lular de les soques OC i 1C, es va mesurar un increment notable en les fraccions de
mida més gran (6 um i 210 um) en comparacié amb les altres soques referencia (Figura 2B). De
manera interessant, també es van observar diferéncies significatives en la distribucié de la mida
cel-lular entre les poblacions de les soques 4C_MXR1*b i 4C_2MXR1* en comparacio a la soca
control 4C (Figura 2B). Concretament, es va detectar un increment del 20% en la poblacié de 4 um
en les soques 4C-MXR1*, mentre que la fraccid6 6 um es va reduir un 15%, resultant en una
distribucié de la mida similar a la de la soca control 1C, indicant aixi una possible reversié dels

efectes nocius de la sobreexpressié de ROL a la soca 4C mitjangant I'expressié de MXR1*.
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Tal i com haviem reportat anteriorment (Cdmara et al., 2016b), I'increment de la dosi génica de ROL
comporta nivells superiors de productivitat a la soca 4C en comparacié a 1C. De manera interessant,
a totes les soques 1C_MXR1* la produccié de Rol va ser dos i tres vegades superior a la soca control

1C (Figura 2C).
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Figura 2. Cultius en Erlenmeyer dels clons transformants. A) Nivells de biomassa mesurats per DOsoo B) Mida
de la poblacié cel-lular mesurada per citometria de flux C) Activitat lipasica especifica als cultius D) Metanol
residual al final dels cultius quantificat per HPLC. Totes les mostres es van prendre després de 70 h de cultiu.
En blau, OC, 1Ci 4C (soques referéncia). En granat, soques expressant MXR1*. 1C_MXR1*a, 1C_MXR1*b i
1C_2MXR1*, soques amb una i dues copies de MXR1*, resultants de la transformacié de 1C; 4C_MXR1*3,
4C_MXR1*b i 4C_2MXR1*, soques amb una i dues copies de MXR1* de la transformacid de 4C. UA, unitats

d’activitat lipasica. *P < 0.05, comparat amb la soca control 1C; **P < 0.05, comparat amb la soca control 4C.

En relacié a les soques 4C modificades, 4C_MXR1*b i 4C_2MXR1* van presentar una activitat
lipasica total dues vegades superior a la soca 4C (és a dir, un increment de 6 vegades en relacid a la
soca control 1C). Tal i com es mostra a la Figura 2D, aquest increment en la produccioé de lipasa va
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anar associat a una caiguda sobtada dels nivells de metanol residual al medi, reflectint una taxa de
consum de metanol similar a les soques 1C. Encara més, les soques amb una assimilacié del metanol
més elevada (0Ci 1C) presentaven una mida mitjana de la poblacié inferior a aquelles amb taxes de
consum més baixes (4C i 4C_MXR1*a). Aquests resultats podrien explicar la mida similar de les
soques 1C, 4C_MXR1*b i 4C_2MXR1, com a resultat d’una redistribucié dels fluxos metabolics que
comportaria una assimilacid similar del metanol. Curiosament, tot i que es van observar millores
significatives en els rendiments de biomassa i producte (juntament amb les taxes de consum de
metanol) a les soques 4C_MXR1*b i 4C_2MXR1*, no es van detectar canvis a la soca 4C_MXR1*a

(amb una copia de MXR1*) en comparacio a la soca 4C.

4.3.3 Els cultius en continu van revelar un canvi de preferéncia en la font de carboni

depenent de la soca

Per tal de reproduir i validar els resultats obtinguts en els cultius en Erlenmeyer, es va fer créixer
en cultius en continu les soques 4C i 4C_2MXR1*, amb una D de 0.09 h! utilitzant una barreja de
glicerol metanol (60/40% v/v) com a aliment (és a dir, en condicions analogues als nostres estudis
previs, Camara et al., 2016a; Camara et al., 2016b). En termes d’activitat lipasica extracel-lular, es
va arribar a un increment del 30% en la productivitat volumeétrica de la soca 4C_2MXR1* en
comparacié amb 4C, corresponent a un lleuger augment del 10% en termes de productivitat lipasica
especifica (Taula I). Aixi mateix, els cultius van confirmar I'impacte fisiologic de la sobreexpressid
de MXR1* en 4C. Concretament, els valors de biomassa van ser un 30% superiors a 4C_2MXR1*
gue a la soca 4C, també reflectit en un increment del 15% en el rendiment biomassa/substrat (Taula
1). En les condicions de cultiu establides, els continus de les soques referencia 0Ci 1C es troben en
condicions de carboni limitant, pero en el cas de les soques multicopia (4C) s’observa metanol
residual al reactor. En aquest experiment es va observar un canvi substancial entre la soca MXR1*
i la soca control en referéncia al consum especific de la font de carboni. El consum especific de
glicerol va disminuir un 30%, de 19.59 a 4C fins 15.22 mmol g DCW h! a la soca 4C_2MXR1*, ja
que tot i que no es va detectar glicerol acumulat al medi, I'increment dels nivells de biomassa van
modificar la taxa d’assimilacié. En canvi, el consum especific de metanol va apuntar a un augment
a la soca expressant MXR1*, de 14.41 fins 17.06 mmol g DCW h!, comparant 4C amb 4C_2MXR1*,
respectivament. Conseqlientment, els nivells detectats de metanol residual van ser un 40% menors
a 4C_2MXR1*. No obstant aix0, encara es va mesurar certa quantitat de metanol al reactor (no

observat en condicions analogues a les soques referéncia OC i 1C), fet que podria indicar la
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possibilitat de millores posteriors en el consum de metanol i apuntant a la necessitat de fer un
analisi més detallat d’aquesta ruta metabolica. De manera interessant, el canvi de preferéncia per
la font de carboni a les soques podria apuntar a una disminucié en les limitacions del metabolisme

del metanol, que podrien veure’s reflectides a nivell transcripcional.

Taula IV Parametres microscopics de creixement i produccié de lipasa a les soques 4C i 4C_2MXR1* en
cultius operats en continu. DCW, pes sec; gs, taxa de consum especific de substrat; Yx/s, rendiment

biomassa/substrat. Els resultats es mostren com a mitjana + sd basat en mesures per triplicat

DCW Biomassa Yxs gs, glicerol s, metanol Activitat Activitat
(L) (mmol g* (g C-mol) (mmol g DCW  (mmol g DCW lipasica lipasica
DCW h) h1) h) (UA mLY) (UA g DCW)

4C 8.64+024 33.71+169 13.66+038 -19.59+196 -14.41+144 40.13+002 4644.33+129.04
4C_2MXR1* 11.12:011 33.71:x169 1594:016 -1522=:152 -17.06x171 57.57+1.23 5177.23 +121.89

4.3.4 ’analisi transcripcional va confirmar una sobreexpressio dels gens clau de la ruta

del metanol a la soca 4C_2MXR1*

Per tal d’avaluar si els canvis fisiologics observats a la soca 4C_2MXR1* en comparacio a la soca
referéncia 4C (és a dir, nivells superiors de biomassa, increment en el consum de metanol, millora
en la produccio de Rol) es corresponien a una alteracié (o desregulacid) transcripcional de la ruta
metabolica del metanol, es van analitzar diversos gens clau d’aquesta ruta (Figura 3).
Concretament, els nivells d’AOX1, el gen codificant per I'alcohol oxidasa | (responsable de I'oxidacid
de metanol a formaldehid i peroxid d’hidrogen, primer pas en la ruta d’assimilacié del metanol) van
ser 2.3 vegades superiors a la soca 4C_2MXR1* que a 4C. De manera similar, DAS1 (codificant per
la transcetolasa dihidroxiacetona sintasa |, la qual catalitza la oxidacié de formaldehid a
dihidroxiacetona i gliceraldehid-3-fosfat a la branca assimilatoria) i FDH1 (codificant per I'enzim
format deshidrogenasa, catalitzador del darrer pas de la via dissimilatoria, on I'acid formic es
converteix a CO; amb la produccié de NADH*) van augmentar la seva expressié 3 i 1.9 vegades a la
soca 4C_2MXR1*, en concordanga amb els resultats observats als cultius en Erlenmeyer i en
reactor, on aquesta soca mostrava un increment en la seva capacitat assimilatoria. En relacio als
nivells transcripcionals de ROL, es va mesurar un augment de 5 vegades entre les dues soques.
Curiosament, aquest increment en el mMRNA no es va veure reflectit en un increment similar de la
produccié lipasica a la soca MXR1*, on la productivitat especifica només va ser un 10% major que
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a la soca referéncia (Taula 1), suggerint a una limitacié traduccional i/o posttraduccional, tal i com
s’havia proposat anteriorment (Resina et al., 2007; Resina et al., 2009). Com a marcador tipic de la
UPR (de I'angles Unfolded Protein Response), es va triar KAR2 (codificant per una xaperona del
reticle endoplasmatic), i els nivells de mRNA a la soca 4C_MXR1* van mostrar que una
sobreexpressio del 50% en comparacié a 4C. No obstant, es necessitarien analisis addicionals més
enlla de I'objectiu d’aquest estudi per tal de confirmar si la maquinaria de plegament és el pas
limitant en la produccié d’una lipasa funcional com a resultat d’'un increment als nivells de mRNA
de ROL a la soca 4C_2MXR1*, ja que I'analisi transcriptomic anteriorment realitzat a soques
multicopia de ROL va revelar un impacte baix en les vies de secrecid i plegament (Cdmara et al.,
2016b). D’altra banda, donat que I’analisi transcriptomic previ de la soca 4C havia revelat un fort
impacte en la via de regeneracié de les pentoses fosfat i la biogénesi dels peroxisomes per la
sobreexpressié de ROL (Cdmara et al., 2016b) els gens codificants per I'aldolasa fructosa 1,6-bifosfat
(FBA1-2) i la peroxina 6 (PEX6) es van seleccionar com a marcadors d’aquestes rutes. En el cas de
FBA1-2 es va detectar un increment del 40% en relacié a la soca 4C. Juntament amb la implicacié
de DAS1 en aquesta ruta, suggerit recentment per RuBmayer et al. (2015), aquestes dades podrien
evidenciar una regulacié metabolica més enlla de la ruta metabolica d’assimilacié directa del
metanol. Respecte PEX6 (codificant per una ATPasa implicada en l'import de proteines
peroxisomals i crucial per la biogenesi dels peroxisomes, Saffian et al., 2012), no es va detectar una
regulacié significativa entre les dues soques. Tanmateix, seria interessant analitzar si es donen
canvis en I'expressié de PEX8 i PEX14, també codificants per proteines implicades la maquinaria
d’importacié i directament regulades per MXR1, per tal de descartar completament la no regulacié

de la biogénesi peroxisomal.
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Figura 3. Nivells transcripcionals dels gens seleccionats. Comparativa dels nivells de mRNA de 4C (blau) i la
soca 4C_2MXR1* (granat). Els nivells relatius de mRNA es van calcular en comparacié amb els nivells
d’expressid d’ACT1 a cada soca. Les linies negres representen les rutes directament controlades pels gens
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fosfat. *P < 0.05, **P < 0.01, en comparacio a la soca control 4C

Sorprenentment, no es van detectar canvis en els nivells de mMRNA de MXR1 entre les soques 4C i
4C_2MXR1*. La autoregulacié dels factors de transcripcid s’ha revisat de manera extensa en
procariotes i eucariotes (MacPherson et al., 2006; Stekel i Jenkins, 2008), i fins i tot s’ha descrit per
Trm1 (Wang et al., 2016), un TF també implicat en la regulacié del metabolisme del metanol. La
nostra hipotesi apuntaria a una autoregulacid del tipus feedback loop per part de Mxrl per tal de
controlar els nivells de molecules disponibles en aquestes condicions de cultiu. Tot i aix0, la deteccio

d’una regulacio significativa dels gens implicats en el metabolisme del metanol es podrien explicar
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pel fet de que tot i que I'eficiéncia transcripcional per copia (és a dir, la ratio entre els nivells de
MRNA i el nombre de copies d’un gen determinat) de MXR1 va disminuir, la mutacid introduida en
una subpoblacié de molecules de Mxr1 (per exemple, assegurant una derepressio total de Paox:) va
ser suficient per desencadenar la sobreexpressié dels gens monitoritzats. Tot i que Parua et al.
(2012) va demostrar que no hi havia una inhibicié dels gens Mut depenent de les proteines 14-3-3
en els cultius de P. pastoris amb glicerol o glucosa com a font de carboni, es va observar una
fosforilacié basal de Mxr1 (i.e. promovent la unié de les proteines 14-3-3) en les analisis publicades,
fins i tot en condicions d’induccié total (només amb metanol com a font de carboni). Degut als
nivells baixos de Mxrl, aquesta fosforilacid basal podria afectar severament els nivells
transcripcionals dels gens dependents del metanol a les soques multicopia. D’aquesta manera, la
nostra hipotesi apuntaria a que la mutacié en la posicié Ser215 evitaria la unié de les proteines 14-
3-3 a Mxrl*, provocant aixi els nivells transcripcionals més elevats observats a les soques MXR1*, i
en conseqtliencia resultant en una millor assimilacié del metanol. Tot plegat explicaria la disminucio
dels nivells de metanol residual observats a la soca 4C_2MXR1*, tot i que degut a la impossibilitat
de sobreexpressar MXR1*, la taxa d’assimilacié del metanol encara seria més baixa que la de la soca

control 1C.

En conseqiliéncia, els resultats descrits ens permetrien confirmar el paper principal de Mxrl en la
produccié de proteines recombinants dirigides per Paox:. Donada la baixa expressid constitutiva de
MXR1 (Lin-Cereghino et al., 2008; Vogl i Glieder, 2013) un nombre limitat de molécules tindrien
multiples llocs d’unié en diversos gens (AOX1, DAS, PEX8, ACS1) (Kranthi et al., 2009; Kranthi et al.,
2010; Sahu i Rangarajan, 2015) a les soques productores. En el cas de la soca monocopia, aquest
conjunt de molécules de Mxrl seria suficient per tal d’aconseguir una assimilacié apropiada del
metanol, juntament amb una expressié apropiada de la proteina recombinant (Figura 4A). D’altra
banda, en el cas de les soques multicopia (és a dir, amb un nombre més elevat de seqliéncia Paoxi)
el nombre de molécules disponibles de Mxr1 seria insuficient per tal de fer front a la regulacié de
tots els gens dependents de Mxrl i per tant afectaria als nivells transcripcionals corresponents,
inclos el gen heteroleg (Figura 4B). Conseglientment, aquesta conjectura explicaria les tendéencies
de forma plateau observades entre les correlacions del nombre de copies d’un gen i els nivells de
mRNA de la proteina recombinant corresponent observades en d’altres estudis quan s’utilitza Paox:
per I'expressid heterologa (Liu et al., 2014; Sha et al., 2013; Huang et al., 2014; Yang et al, 2016).
D’altra banda, els mecanismes desconeguts de la repressid de Paox: per part del glicerol permeten
mantenir un sistema induible per la produccid de proteines recombinants, perdo amb I'avantatge de

I'expressié de MXR1*. Addicionalment, tal i com va descriure Wang et al. (2016), Mit i Trm1
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cooperen amb Mxrl per la regulacié del metabolisme del metanol. Tenint en compte que Trm1
també s’expressa de manera constitutiva a nivells baixos (de manera similar a Mxr1), els efectes de
la sobreexpressié de Mxrl* es podrien millorar de manera addicional intentant augmentar els

nivells d’expressié de Trm1.
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Figura 4. Model de la regulacié6 de Paox en la produccié de proteina recombinant mediat per Mxrl.
Proposem un model on la preséncia de multiples llocs d’unié del TF contribueix a nivells transcripcionals més
elevats del gen a mesura que s’incrementa el nombre de TF units, degut a una estimulacié sinergética de
I’expressio genica. A) Produccié de la proteina recombinant a la soca monocopia. EIl nombre de molecules
disponibles de Mxr1 és limitat, i es distribueixen entre els multiples llocs d’unié a Paox: i Ppas, entre d’altres
promotors regulats per Mxrl. B) Produccié de la proteina recombinant a la soca 4C. A mesura que el nombre
de llocs d’unié de Mxrl augmenta, els nivells de transcripcid dels gens endogens controlats per Mxrl
disminueix. C) Produccié de la proteina recombinant a la soca 4C expressant Mxrl*. L'intercanvi a la posicio
Ser215 per una alanina prevén la unié de les proteines 14-3-3. Conseglientment, els nivells transcripcionals
obtinguts pels gens relacionats amb el metanol i ROL sén més elevats. Nombre de llocs d’unié a Mxrl segons

Kranthi et al. (2009) i Kranthi et al. (2010).
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4.4 CONCLUSIONS

Per tal d’aconseguir millors hostes per la produccié de proteina recombinant, és necessari coneixer
els mecanismes de regulaciéd que dirigeixen I'expressid dels gens heterolegs. Recentment, el
coneixement de les bases moleculars dels sistemes basats en Paox: s’ha incrementat, pero pocs

s’han centrat en la seva optimitzacio per la produccié heterologa.

En aquest estudi descrivim I'impacte beneficiés d’expressar MXR1*, una versié desregulada de
MXR1, en una soca de P. pastoris amb quatre copies de ROL. Remarcablement, es va observar una
millora en el creixement, la produccié de Rol i I'assimilacié de metanol en cultius en Erlenmeyer i
en continu quan es comparava la soca MXR1* i la soca multicopia referéncia. D’altra banda, I’analisi
transcripcional dels gens relacionats amb el metabolisme del metanol va revelar una regulacié
global positiva, corroborant els canvis fisiologics observats a la soca. Finalment, s’ha proposat un
model de regulacié per Paox: mediat per Mxrl a les soques multicopia, proporcionant una nova
aproximacié per tal d’entendre els colls d’ampolla transcripcionals observats en els models basats

en metanol.

Modificacions futures d’aquestes soques, sobreexpresant MXR1* i TRM1, haurien de comportar
millores en la produccié heterologa dirigida per Paox:. Aixi mateix, I’analisi transcriptomic d’aquests

noves soques podria aclarir I'impacte global d’aquestes modificacions a P. pastoris.
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5. Analisi transcriptomic comparatiu de la resposta
fisiologica de P. pastoris a I’expressio de tres

proteines recombinants diferents
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5.1 INTRODUCCIO

A les darreres decades, la irrupcié de les tecnologies Omiques ha representat un pas endavant en
el coneixement de la base genetica, molecular i metabolica d’innumerables microorganismes
(Westerhoff i Palsson, 2004). Aixi mateix, aquestes noves aproximacions (que consideren un
sistema complex com un tot) utilitzen les dades disponibles per tal de generar noves hipotesis que
poden ser posteriorment verificades, a diferéncia del reduccionisme de la biologia molecular
classica (Kell i Oliver, 2004). En aquest context, la transcriptomica és una eina potent que pot
aportar elevades quantitats de dades d’expressid genica, i les millores en les plataformes de RNA-
seq i la tecnologia dels microarrays s’han incrementat de manera drastica als darrers anys (Wang
et al., 2010; Dong i Chen, 2013; Ventimiglia i Petralia, 2013; Spies i Ciaudo, 2015). En el cas de P.
pastoris, tot i que ja s’havien publicat alguns estudis transcriptomics (Sauer et al., 2004; Gasser et
al., 2007), la publicacio de la seqiienciacié i anotacid del genoma de P. pastoris (De Schutter et al.,
2009; Mattanovich et al., 2009) va ser el punt d’inflexié per tal d’estendre I'Gs de les tecnologies
omiques en aquest sistema d’expressid. Fins el dia d’avui, s’han publicat nombrosos estudis
centrats en I'efecte de diferents estres ambientals (Dragosits et al., 2010), la resposta a proteines
mal plegades (Hesketh et al., 2013), I'efecte de la disponibilitat d’oxigen (Baumann et al., 2010),
I'impacte de la taxa de creixement (Rebnegger et al., 2014) o la dosi génica (Camara et al., 2016b),
la resposta a diferents fonts de carboni (Liang et al., 2012; Prielhofer et al., 2015; Rufmayer et al.,
2015) o analisis comparatius entre diferents soques o microorganismes (Baumann et al., 2011; Love
et al., 2016). No obstant, mentre que diversos estudis comparatius sobre |'efecte de I'expressié de
proteina recombinant s’havien publicat per diversos llevats (Liu et al., 2014; Mojzita et al., 2014,

Sims et al., 2005), encara no s’havia publicat cap centrat en P. pastoris.

En el present estudi, es comparen diferents conjunts de dades transcriptomics obtingudes dels
cultius operats en continu d’'un grup de soques de P. pastoris produint tres proteines model
secretades: I'albimina del serum huma (Hsa) i la cadena simple 3d6 de I’anticos Fv-Fc anti-VIH-1
(3d6), ambdues expressades sota el control del promotor de la gliceraldehid-3-fosfat
deshidrogenasa (Pgsap), i una lipasa de Rhizopus oryzae (Rol), expressada sota el control del
promotor de I'alcohol oxidasa 1 (Paox:). L'estudi comparatiu es va estendre a soques amb multiples
copies dels cassets d’expressié de cada proteina model. Aquestes proteines representen diferents
nivells de complexitat estructural, per tal de poder valorar la resposta fisiologica a la complexitat

proteica i els corresponents nivells d’expressio.
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5.2 RESULTATS | DISCUSSIO

5.2.1 Caracteritzacio fisiologica de les soques productores

Les soques de P. pastoris expressant diferents proteines recombinants amb una dosi genica diferent
es van fer créixer en cultius operats en continu (amb glucosa com a font de carboni en el cas de les
soques productores de Hsa i 3d6, i amb una barreja de metanol:glicerol a les soques productores
de Rol). El nombre de copies, els nivells de biomassa, els rendiments de produccié i les taxes de

consum es mostren a la Taula I.

En el cas de les soques Hsa i 3d6, la ratio entre les soques amb un nombre baix i alt de cassets
d’expressio era de 3, mentre que la ratio per les soques Rol era de 4. En relacio a la produccié de
proteina recombinant, la soca més productora va ser Hsa_H (productora d’albumina amb alta dosi
genica), seguida de la Rol_H (productora de lipasa amb alta dosi genica). Tot i que I'albumina de
sérum huma es considera una proteina estructuralment més complexa que la lipasa degut a les
seves modificacions post-traduccionals i la mida molecular, s’ha descrit ampliament la gran facilitat
per produir alts nivells d’Hsa (Kobayashi et al., 2000; Ohya et al., 2005), mentre que en el cas de
soques sobreexpressant ROL s’han reportat limitacions transcripcionals i traduccionals (Cadmara et
al., 2016b). La soca amb una productivitat més baixa va ser 3d6_H (soca productora de 3d6 amb
alta dosi génica), en consonancia amb I'elevada complexitat estructural de I’anticos 3d6. La ratio de
productivitat entre les soques d’alta i baixa dosi génica va ser de 6 per les soques productores d’Hsa
i Rol, mentre que per les soques 3d6 va ser de 3. Remarcablement, tot i que es va observar un fort
impacte en el creixement de la soca Rol_H (Taula I), no es va observar cap canvi significatiu entre
les soques de baixa o alta dosi génica crescudes en glucosa. De manera consistent, no es van
mesurar canvis en les taxes de consum especific de glucosa, mentre que es va observar un augment
significatiu en el consum especific de glicerol a les soques multicopia de Rol, acompanyat d’una

caiguda en I'assimilacié del metanol (Cdmara et al., 2016a i 2016b).
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Taula Il. Parametres fisiologics de les diferents soques productores. Hsa, soques productores de I'albimina
de serum huma; 3d6, soques productores de la cadena simple 3d6 de I'anticos Fv-Fc anti-VIH-1; Rol, soques

productores d’una lipasa de Rhizopus oryzae; H/L, baixa o alta dosi génica, respectivament.

Soca N de Biomassa dp Js, glucosa s, glicerol Js, metanol
copies (gL?) (uggth?) (mmolgthl) (mmolg!h?) (mmolg?h)
No productora - 25.85 +0.19 - 0.81+0.01 - -
Hsa_L 4 26.60 £0.79 84+05 0.78:0.02 - -
Hsa_H 11 26.69:007 49.4:29 0.78+0.00 - -
3d6_L 4 27.16 +133  0.9:02 0.77 £0.04 - -
3d6_H 10 26.84 039 2.8:03 0.78+0.01 - -
No productora - 12.82 +o0.16 - - 1.12+001 2.01 +o011
Rol_L 1 12.03+011 24:13 - 1.20£0.03 2.22 0.0
Rol_H 4 8.66 0.41 14.7 29 - 1.71 +0.09 0.62 +0.21

5.2.2 Analisi transcripcional global

Per tal d’identificar els gens expressats de manera diferencial, els gens regulats es van seleccionar
seguint un criteri de -0.58 > Log,FC >0.58 (equivalent a un fold change de 1.5) i un p-val <0.05 en
comparacié a la soca referencia utilitzada. Els nivells d’expressié de 958 gens diferents van canviar
de manera significativa en alguna de les soques en comparacié a la soca no productora. En el cas
de les soques productores d’Hsa, el nombre de gens sobreexpressats va ser igual per les soques
amb baix i alt nombre de copies, perd el nombre de gens amb expressié negativa va ser major per
la soca Hsa_H (Taula Il), mentre que el nombre de gens regulats va ser tres vegades més alt per les
soques Rol_H que per la soca Rol amb baixa dosi génica. En ambdos casos, la ratio de gens amb
regulacié positiva/negativa va ser gairebé igual per la soca productora d’Hsa i Rol. Respecte les
soques 3d6, 3d6_L va presentar una regulaciéo minima, mentre que el nombre de gens regulats a la
soca 3d6_H va ser significativament superior i similar a les altres soques productores amb alta dosi
genica. Aquest fet podria estar relacionat a la baixa qualitat dels microarrays de la soca 3d6_L,

resultant en gens amb p-val elevats que no passaven el criteri establert.

Taula lll. Resum dels gens regulats respecte la soca no productora.

Hsa L Hsa_H 3d6 L 3d6_H Rol L Rol H
REGULACIO + 168 168 15 79 70 197
REGULACIO - 97 140 4 156 39 162
% total 4.95 5.75 0.35 4.39 2.04 6.71
% regulacié + 3.4 54.5 78.9 33.6 64.2 54.9
% regulacié - 366 455 21.1 66.4 35.8 45.1
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A la figura 1A es pot observar la distribucié dels nivells d’expressié genica. Pel que fa a la poblacié
sobreexpressada, els nivells d’expressié de les soques Hsa i 3d6 estaven limitats a un Log2FC maxim
de 2, mentre que les soques productores de Rol presentaven nivells més elevats, amb un Log2FC
de 3 en diversos gens. L’analisi dels gens més regulats a cada soca (Figura 1B) va revelar una
diversitat notable. Malauradament, només 34 dels 60 gens estaven anotats funcionalment. MUP1,
LYP1 i HIP1, codificants per permeases d’aminoacids, es trobaven entre els gens més regulats a les
soques Hsa i 3d6, juntament amb diversos gens relacionats amb els ribosomes i el metabolisme del
RNA. De manera interessant, diferents gens codificants per proteines reguladores per feromones
(KAR4, PRM1, STE3) i proteines relacionades amb la floculacié (codificades per FLO100, FLO10,

FLO5-1i FLO11) es trobaven regulats de manera negativa a totes les soques productores.

A)

HSA_L HSA_H  3D6_L 3D6_H ROL_L ROL_H

100 -, 1H0: 200 250 300

B) :

Log,FC

@
Aotan

Figura 1. Analisi global dels gens regulats en comparacio a la soca no productora. A) Distribucié dels gens

regulats B) Top5 dels gens regulats
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5.2.3 La font de carboni té un impacte major en I'expressié génica que els nivells de

produccié recombinant

Amb I'objectiu d’avaluar els patrons d’expressid, es va realitzar un analisi de components principals
(PCA, de I'angles Principal Component Analysis) dels nivells transcripcionals de les diferents soques
(Figura 2). Per aquest analisi, cada soca productora es va tractar com una variable. El primer i el
segon component principal (PC1 i PC2) explicaven conjuntament el 80% de la variabilitat total (54.7
i 25.9%, respectivament), i incloent el tercer component (PC3) representaven aproximadament el

90% (Figura 2A).

Es va observar una elevada correlacié entre PC1 i les soques Hsa i 3d6, mentre que les soques
productores de Rol estaven estretament associades a PC2, senyalant una elevada independéncia
entre Hsa/3d6 i les soques Rol (Figura 2B, esquerra). Aixo podria suggerir la importancia de la font
de carboni per tal d’explicar la variabilitat de I'expressio géenica, sent aixi el factor discriminatori
principal per separar clarament les soques depenent del creixement amb glucosa o en
glicerol:metanol. De manera consistent, els gens més regulats descrits anteriorment (Figura 1B) van
ser els majors contribuents a la tendéncia dels components principals. Remarcablement, no es va
trobar cap separacié depenent dels nivells d’expressié recombinant en la representacié de PC1 vs
PC2. Per tal d’analitzar I'impacte de I'expressio heterologa es van representar els components 2i 3
(Figura 2B, dreta). PC3 va permetre agrupar les soques Hsa L, Hsa_H i Rol_L en una banda del
component, mentre que Rol_H, 3d6_Li3d6_H van quedar localitzades a la banda oposada. El tercer
component podria representar l'impacte dels nivells de proteina recombinant al perfil
transcriptomic de les soques. En efecte, les soques Hsa i Rol_L van ser les soques amb una major
facilitat a I’hora de produir la proteina corresponent (degut a la poca complexitat proteica o els
nivells baixos de produccié), mentre que la produccié recombinant a les soques 3d6 i Rol_H seria

més critica.
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Figura 2. Analisi de I'expressio génica mitjangant I’Analisi Principal de Components. A) Distribucié de la
contribucié de cada component B)Analisi dels components PC1 vs PC2 (esquerra) i PC2 vs PC3 (dreta). El
gradient de color es va establir en funcié del valor cos2 (representatiu de la qualitat de les dades) i només es
van representar al grafic els 50 gens més contribuents. Valors elevats de cos2 asseguren una representacio

acurada de les variables i la significanca de I'analisi .

D’una altra banda, la matriu de covariancia va confirmar I'elevada correspondéncia observada al
PCA entre les soques Hsa i 3d6, i la independéncia entre les soques Rol i les soques crescudes en
glucosa (Figura 3A). La matriu també va revelar que I'increment de la dosi génica tenia un impacte
major en el transcriptoma de les soques Rol, mentre que les soques amb baixa i alta dosi génica
presentaven una semblanga més gran en el cas de les soques Hsa i 3d6. Aquest fet podria indicar
un impacte major de la dosi genica en I'expressié recombinant dirigida per Paox: en comparacid

amb el sistema Pgap.

Per tal d’aprofundir en la correlacié entre les soques amb baixa i alta dosi génica, es van representar
tots els gens regulats en alguna de les soques (descartant aquells sense anotacio funcional) en cada
parell de soques productores d’'una mateixa proteina heterdloga. Amb I'objectiu de visualitzar

clarament els principals processos implicats, els gens es van agrupar en 23 categories generals. Tal
105



HSA_H

i com es pot observar a la Figura 3B, mentre que es van mesurar nivells similars d’expressio génica
alessoques3d6_Li3d6_H, les soques productores d’Hsa i Rol van mostrar nivells significativament
diferents entre les soques amb baixa i alta dosi génica en diversos gens codificants per floculines.
Addicionalment, es va detectar que les soques Rol estaven fortament desaparellades en alguns gens
relacionats amb el metanol, en consonancia amb |'alteracié del metabolisme del metanol reportat

préviament a les soques multicopia (Cdmara et al., 2016a, 2016b, 2016c).
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Figure 3. Correlacié entre les diferents soques productores. A) Correlograma. Les correlacions positives
es mostren en blau, mentre que les negatives ho fan en vermell. La intensitat del requadre és proporcional
als coeficients de correlacié. B) Correlacié de I'expressio dels gens regulats (en comparacié amb la soca no

productora) entre les soques amb baixa i alta dosi genica a les soques productores d’Hsa, 3d6 i Rol.

5.2.4 Analisi de heatmaps

Mitjancant I'analisi de heatmaps es van agrupar els diferents gens segons la seva regulacio i la seva
categoria funcional. Considerant només els gens amb alguna anotacié funcional, la figura 4A mostra
la regulacié mitjana de les families funcionals a cada soca (la regulacié individual de cada gen es

mostra a la figura 4B). D’acord amb els resultats comentats anteriorment, diversos processos es
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trobaven regulats de manera similar a les soques Hsa i 3d6. Concretament, les rutes metaboliques
relacionades amb els aminoacids, glicosilacio, RNA, ribosomes i el cicle dels acids tricarboxilics (TCA,
de I'anglés Tricarboxylic Acid Cycle) van presentar una sobreexpressido en comparacié amb la soca
control no productora, mentre que els processos antioxidants i altres implicats en la paret cel-lular
van resultar regulats negativament. D’altra banda, a les soques productores de Rol les rutes
metaboliques relacionades amb el ferro i els acids grassos van apareixer sobreexpressats, mentre
que els processos del metanol i les peroxines estaven regulats negativament (Camara et al., 2016b).
Destacablement, es va detectar una regulacid global negativa a totes les soques productores en
gens implicats en I'esporulacid i la reproduccid sexual, juntament amb les floculines (amb I’excepcid

de la soca Rol_L).

Aminoacid Antioxidant Cell walljmembrane DhA Flocculin

| | Folding dlvcosylation Tron Upid_FFAA Mating / Sporulatien

1

N |

]
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3D6_ L
3D6_H
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HSA_H
ROL_L
ROL_H

N
|
N

Figure 4. Analisi de heatmap dels principals processos regulats

5.2.5 La produccié de proteina recombinant disminueix les vies de reproduccié sexual i

afavoreix la biogenesi ribosomal i la sintesi d’aminoacids a les soques Pgar

Per tal d’estudiar detalladament els canvis d’expressidé derivats de la produccid de proteina
recombinant, es va triar la comparativa de les soques amb alta dosi genica respecte les soques no
productores. Primer, els gens amb tendéncies similars es van agrupar mitjangant clusters utilitzant
I'algoritme k-means (k=12). Segons el perfil de regulacié obtingut, els clisters es van classificar en

5 categories: 1) Regulacié especifica de Psap, Il) Regulacié especifica de Paoxi, Ill) Regulacié especifica
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de la produccié d’Hsa, IV) Regulacié depenent de la complexitat proteica i V) Regulacié depenent

dels nivells de produccid.

En relacid als gens regulats Unicament a les soques amb el sistema d’expressid Pgap (Figura 5A), es
van trobar 3 clisters amb una marcada regulacié negativa (en comparacié amb la soca no
productora) mentre que només un clister va mostrar una lleugera regulacié positiva a les soques

Hsa_Hi3d6_H.

A)

28 gens 15 gens . 71 gens

115 gens

37 (114) gens seleccionats

B) signal transduction 60
cellular sexual reproduction MAPK signaling .
developmental pathway 50
process 4
G-protein coupled
receptor signaling E 40
negative regulation of pathway g
cellular process / 5 30
’ﬂ % L33
&y 20
- R
sifile organism mgu\atruon of
developmental efroductive process conjugaticn with 10
process cellular fusion response to
involved in pheromone 0
. repreductive process i .
reproduction i cinge-celiea invelved in response to  development
arganism conjugation pheromone process
with cellular (reproduction)
fusion
51 (115) gens seleccionats
80 s
3
C) ‘de novo' . 70
pyrimidine . olvamine 60
nucleobase payamin E 4 !
biosynthetic glutamine metabolic metabolic o 2
e
Y process process 40
process [}
g 30
nuclecbase %’D .
biosynthetic process Ribosome =X 20 = ==
. .. 4
biogenesis in 10
eukaryotes i
nitrogen compound  amino acid \ X i
transport . o {\@0 " “\?ﬁ ; e e‘\eﬁ
transmembrane i IR o? e ¢ oo
transport ribosome o ® o S e o
biogenesis G T e v
e @ A (2
o o o
?\‘oos N A

Figura 5. Analisi funcional dels gens regulats a les soques amb el sistema d’expressié Pgar. A) Clisters amb
una tendencia d’expressié similar a les soques productores d’Hsa i 3d6. B) Analisi funcional dels gens regulats
negativament a les soques Hsa i 3d6. C) Analisi funcional dels gens sobreexpressats a les soques Hsa i 3d6. Les
diferents bases de dades utilitzades es representen amb un cercle (GO database) o un rombe (KEGG pathways).
La mida dels nodes indica el nombre de gens implicats a cada funcié. Només es representen aquells termes

metabolics amb un p-val<0.05. *p-va I< 0.05; **p-val < 0.01



Els clusters amb una regulacié negativa van mostrar un enriquiment significatiu en rutes implicades
en la reproduccié sexual, tal i com mostraven els termes “procés de desenvolupament implicat en
reproduccid”, “resposta a feromones” i “regulacié de la conjugacid”, entre d’altres (Figura 5B).
Concretament, en aquests clisters es van localitzar gens codificants per proteines essencials per
I'activacié de I'aparellament, com FIG1, FUS3, PRM1 i PAS_chrd 1001, receptors de feromones
(STE2 i STE3) i diversos gens implicats en I'esporulacid (RIM4 i SPS22). P. pastoris és un llevat
ascomicets homotal:lic amb reproduccié per gemmacid, que pot presentar estats haploides i
diploides (Kurtzman, 2011). No obstant, a diferencia del llevat Saccharomyces cerevisiae, P. pastoris
és més estable en I'estat haploide, i es manté de manera predominant en aquest estat a menys que
es vegi forcat a aparellar-se en certes circumstancies (per exemple, en condicions de nitrogen
limitant) i en conseqiiéncia hagi de produir espores (Cregg et al., 1998). La regulacié negativa del
cicle sexual observat a les soques amb el sistema PGAP podria reflectir una reduccié d’aquelles
rutes no essencials en aquestes condicions de cultiu. D’acord amb aquestes observacions,
Rebnegger et al. (2014) van reportar un comportament similar en cultius operats en continu de P.
pastoris a taxes de creixement altes, equivalent a un subministrament ric de nutrients. En aquest
cas, els autors també van descriure un enriquiment en els processos d’aparellament i resposta a

feromones, mentre que a taxes intermedies els nivells d’expressié d’aquestes vies era més elevat.

D’altra banda, el clister amb una tendéncia positiva en les soques Hsa i 3d6 es trobava enriquit en
termes relacionats amb la biogenesi dels ribosomes, el transport d’aminoacids i el metabolisme de
les poliamines (Figura 5C). Es a dir, es va observar una sobreexpressié global en els processos
implicats en la sintesi proteica. En particular, diversos gens necessaris per la maturacio del rRNA, la
biogénesi i I'assemblatge dels ribosomes (NOP1, NOP4, NOP56, NOB1, PAB1, UTP4, NOG1, RLP24,
NSR1) juntament amb gens relacionats amb el tRNA (LHP1, YEF3 i DED81) estaven regulats
positivament a les soques Hsa_H i 3d6_H respecte la soca no productora. A més, es va observar que
els gens inclosos en el terme “procés metabolic de les poliamines” estaven implicats en la sintesi
d’espermidina i hipusina. Tal i com va reportar Chattopadhyay et al. (2003), a S. cerevisiae
I'espermidina és un factor essencial en la modificacié de la hipusina del factor d’iniciacio elF5A,
implicat en el metabolisme del mRNA, la biogénesi ribosomal i el procés de traduccié.
Remarcablement, el factor d’iniciacié elF4A de P. pastoris (codificat per TEF1) també es va trobar
en aquest cluster, reforcant la hipotesi d’una regulacié global d’aquestes vies. Finalment, en relacio
amb el metabolisme dels aminoacids, al terme “transport transmembrana d’aminoacids” es van
trobar diversos gens codificants per les permeases de I’arginina, la metionina, la lisina i la histidina

(CAN1, MUP1, LYP1, HIP1, respectivament), a més d’altres gens relacionats amb la sintesi de
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diferents aminoacids (/LV2, THR1, CYS3). De manera interessant, la nul-la regulacié d’aquests
processos a la soca Rol_h (tot i presentar una produccid de proteina recombinant més elevada que
la soca 3d6_H) podria indicar un mecanisme diferent per tal d’incrementar les taxes traduccionals
en les soques amb el sistema d’expressid Paox:. Tal i com va descriure previament Prielhofer et al.
(2015) la transcripcié dels gens codificants pels constituents ribosomals i d’altres parts de la via
traduccional no es veien afectades en les soques creixent en metanol en comparacio a les soques
amb glucosa com a font de carboni (tot i I'activacié de la maquinaria per I'assimilacié del metanol i
la proliferacid dels peroxisomes). En efecte, aquests autors van observar un grau major de mRNAs
associats a polisomes (és a dir, taxes més elevades de traduccid) a les soques que utilitzaven
metanol com a font de carboni. Aquests resultats podrien indicar que I'expressié heterologa sota
el control del promotor constitutiu Psapr podria desencadenar una activacio dels ribosomes i la
sintesi d’aminoacids, mentre que sota el control del promotor induible Paox; €s produiria un canvi

en el perfil d’'unid als polisomes.

5.2.6 Els nivells de complexitat proteica tenen un impacte minim sobre el metabolisme

global i I'estrés quan no es detecta proteina acumulada

En termes de complexitat proteica, es van agrupar 51 gens amb una tendéncia lleugerament
positiva a mesura que augmentava la complexitat estructural (és a dir, de nivells d’expressié baixos
a la soca Rol_H fins nivells elevats per la soca 3d6_H) (Figura 6A). L’analisi funcional va revelar un
minim enriquiment en termes relacionats amb el metabolisme dels aminoacids (“procés biosintétic
cel-lular dels aminoacids”, “metabolisme de I’alanina, I'aspartat i el glutamat”, entre d’altres), pero
no es va detectar una regulacié global en aquest grup de gens (Figura 6B). Aquests resultats es
podrien explicar pel fet que les soques utilitzades en aquest estudi presenten diferents nivells
d’expressid. D’aquesta manera, la soca productora de 3d6 (la proteina model més complexa)
mostrava els nivells d’expressié més baixos, i conseqientment, els principals processos tedricament
afectats per la complexitat proteica (plegament, via secretora) no es veien regulats en comparacio
amb la soca no productora, impossibilitant la determinacié d’una tendéncia reguladora
caracteristica enfront les altres soques productores. Es més, la manca de regulacié de la via ERAD
(de I'angles ER-associated protein degradation) o d’altres respostes d’estres relacionat amb la
degradacié de proteina recombinant (Hohenblum et al., 2004) indicaria una abséncia d’acumulacié

proteica significativa al citoplasma en aquestes condicions, tal i com s’havia reportat per les soques

multicopia de ROL anteriorment Camara et
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al. (2016b), on els nivells d’acumulacid de lipasa no eren suficients per afectar de manera global els
processos de degradacid, plegament o secrecié de proteina. D’aquesta manera, tot i no disposar de
dades dels nivells intracel-lulars d’'Hsa i 3d6 a les soques amb alta dosi génica, es podria descartar
que els nivells baixos de produccié d’anticos fossin deguts a una limitacié de la via secretora, sind a

un coll d’ampolla a nivells transcripcionals i/o traduccionals.
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Figura 6. Analisi funcional dels gens amb una regulacié depenent de la complexitat proteica. A) Cluster on
s’observa un increment de I'expressid correlacionada amb la complexitat estructural de la proteina
recombinant B) Analisi funcional dels gens. Les diferents bases de dades utilitzades es representen amb un
cercle (GO database) o un rombe (KEGG pathways). La mida dels nodes indica el nombre de gens implicats a

cada funcid. Només es representen aquells termes metabdlics amb un p-val<0.05. *p-val< 0.05.

5.2.7 Els nivells elevats d’albumina de sérum huma podrien ser deguts a una
sobreexpressido de gens relacionats amb l'inici de la transcripcié i la maquinaria de

reparacié de DNA

Els gens regulats principalment a la soca Hsa_H (pero no a les soques productores de 3d6 o Rol)
podrien proporcionar informacié sobre els mecanismes moleculars que estimulen una elevada
produccié de proteina recombinant (Figura 7A). Considerant els gens Unicament sobreexpressats a
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la soca Hsa_H, I'analisi funcional només va assignar 20 dels 105 gens agrupats en aquest cluster a
diversos termes. Tot i que sense ser estadisticament significatiu, es va observar un enriquiment
general del metabolisme dels aminoacids i el RNA (Figura 7B). Concretament, els gens localitzats en
aquest clister estaven implicats en els processos de replicacid del DNA, la regulacié de la
transcripcid, la biogenesi dels ribosomes i la biosintesi i captacié d’aminoacids. En aquest context,
es van trobar en aquest cluster diversos gens relacionats amb la qualitat del DNA i I'inici de la
transcripcié. CRC39 i NOT5, ambdds codificants per diferents subunitats del complex CRC4-NOT
(amb multiples funcions en la transcripcid, traduccio i degradacié de proteines en llevats; Miller i
Reese, 2012) es van trobar sobreexpressats a la soca Hsa_H, juntament amb BDF1, codificant per a
una proteina que interacciona amb el complex TFIID (factor de transcripcid 1l D). Notablement, tal
i com van revisar Miller i Reese (2012), les interaccions entre les subunitats del complex CRC4-NOT
i TFIID (entre d’altres) evidencia el paper d’aquestes moléecules en la iniciacid de la transcripcié. De
manera addicional, TFB2 (codificant per una subunitat del complex TFIIH (factor de transcripcié H)),
també implicat en l'inici de la transcripcio i essencial en la reparacié de DNA als llevats (Kainov et
al.,, 2010) va presentar una regulacid positiva, reforcant la idea que a la soca Hsa_H hi ha un
increment dels factors addicionals necessaris per I'activacid acurada de la transcripcié per part de
la polimerasa Il (Dujon et al., 2012). Tanmateix, diferents gens codificants per proteines implicades
en la reparacid i replicacié del DNA es van agrupar en aquest cluster (RAD5, SLD2, HCS1, NSE4).
Aquestes observacions podrien indicar una eficiencia major per part de la soca Hsa_H a I'hora
d’activar la maquinaria transcripcional, incloent els processos de reparacié del DNA, resultant en

nivells d’expressié més elevats d’albumina.

Addicionalment, diversos gens codificants per sintetases de tRNA també es van trobar regulades de
manera positiva (/LS1, TYS1, PAS_chr2-1_0314), juntament amb gens implicats en la biogénesi dels
ribosomes i el seu assemblatge (NOP6, NOP14, NOP58, SAS10, RRP14, JiJ1, TSR1, ECM1, RPL3,
MAK21, ENP2). A més, en aquest grup també es van trobar diferents permeases d’aminoacids i
d’altres transportadors (PUT4-1, VBA5, TPO2, AGC1, PAS_chr3_0182) aixi com diferents gens
relacionats amb algunes etapes de la sintesi d’aminoacids (CPA2, GLT1, LYS4, MET1, MET13).
Aquests resultats podrien reflectir una activacié global de la maquinaria proteica, degut a la
produccié elevada d’albumina. De manera interessant, aquesta regulacio lleugera (pero global) no
s’observa a les altres soques recombinants quan es comparen amb la soca no productora. Aixo es
podria explicar pels nivells baixos de produccié obtinguts en condicions de cultiu en continu,

insuficients per desencadenar una resposta detectable a les soques, excepte per Hsa_H.
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Figura 7. Analisi funcional dels gens regulats especificament a la soca Hsa_H. A) Clister on s’observa un
increment de I'expressio només a les soques Hsa_h en comparaciéo amb la soca no productora B) Analisi
funcional dels gens. Les diferents bases de dades utilitzades es representen amb un cercle (GO database) o

un rombe (KEGG pathways). La mida dels nodes indica el nombre de gens implicats a cada funcio.

5.2.8 La limitada anotacié funcional del genoma de P. pastoris dificulta I'analisi de

diversos grups d’interés

En relacié al cluster amb una regulacié negativa Unicament a la soca Hsa_H, 33 dels 53 gens no
estaven anotats funcionalment (Figura 8A). En aquest cluster es van trobar LSM3 i LSM5, gens
codificants per proteines relacionades amb la degradaci6 del mRNA, juntament amb dos
components del complex SAGA (codificats per SPT20 i SGF29). Malauradament, no es van poder

extreure patrons generals d’expressio dels gens regulats negativament Unicament a la soca Hsa_H.

Entre els gens regulats negativament Unicament a la soca 3d6 (Figura 8B) només 32 dels 70 gens
disposaven d’alguna anotacié funcional. En aquests clisters es van trobar agrupats diferents
transportadors de la membrana plasmatica, implicats en la captacié de glucosa, zinc i ferro

(codificats pels gens GTH1, PAS_chr3_0516 i FET4-1, respectivament). Addicionalment, diversos
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factors de transcripcié del tipus zinc van apareixer en aquest grup (STB4, CAT8-2, PAS_chr1-4_0038,
PAS_chrl-3_0015, PAS chr3_ 0012, YPR022C-1) tot i que seria necessaria informacié addicional per

tal d’esbrinar en quins processos reguladors estan implicats.

A) B)

53 gens 8 gens 62 gens

Figure 8. Clusters amb anotacié funcional limitada. A) Custer dels gens amb regulacié negativa Unicament
a la soca Hsa_H. B) Clusters dels gens amb regulacio negativa a la soca 3d6_H (en comparacio a la soca no

productora)

5.2.9 La comparativa dels perfils transcriptomics de les soques d’alta dosi génica envers
les de baixa dosi pot proporcionar diverses dianes per futures estratégies d’enginyeria

genetica

Amb [l'objectiu d’analitzar més detalladament [Iimpacte d’elevades dosis geniques (i
conseqglientment, produccions de proteina recombinant més elevades) a les soques, es va dur a
terme una comparativa entre les soques amb alta i baixa dosi genica, per tal d’estudiar Unicament

I'impacte de I'expressid heterologa al transcriptoma.

D’aquesta manera, un total de 336 gens es van trobar regulats en alguna de les soques. Tal i com
es pot observar a la Figura 9A i 9B, el nombre de gens regulats en aquesta comparativa va ser
significativament més elevat a la soca Rol que a les soques productores d’Hsa i 3d6, indicant un
major impacte de I'increment de la dosi genica en les soques amb el sistema Paox:, €n consonancia

amb el que reflectien els parametres fisiologics de creixement i consum (Taula I).

Mitjancant I'algoritme k-means (k=9) es van obtenir les principals tendéencies reguladores dels gens
expressats de manera diferencial (Figura 9C). Els clusters 1 i 2, on s’agrupaven els gens
principalment regulats a la soca Rol_H (en comparacié amb la soca Rol_L), presentaven un
enriquiment amb termes relacionats amb el metabolisme del metanol i els acids grassos,

respectivament, tal i com s’havia descrit préviament (Camara et al., 2016b).
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En el cas dels gens Unicament regulats a la soca Hsa_H (Figura 9C, cluster 3), 22 dels 44 gens estaven
anotats funcionalment, i només 9 estaven significativament regulats en comparacié a la soca amb
dosi génica baixa (Hsa_L). De manera remarcable, es va observar una sobreexpressié 7 vegades
superiors al gen SGA1, implicat en la degradacié del glicogen. A més, es va mesurar un augment de
2 i 3 vegades pels gens codificants de la S-formilglutationa hidrolasa i la dihidroxiacetona quinasa
(FGH1 i DAK2, respectivament), relacionats amb processos de detoxificacido (Molin i Blomberg,
2003; Yurimoto et al., 2011). Finalment, es va observar una regulacié 3 vegades menor al gen
PAS_chr3_0284 (amb un domini caracteristic de factor de transcripcid) a les soques Rol_H i 3d6_H
en comparacié amb les soques de dosi genica baixa corresponent, mentre que aquest mateix gen
presentava una sobreexpressido del doble a la soca Hsa_H envers Hsa_L, sent aixi una diana

prometedora per futures estrategies d’enginyeria de soques.

El cluster 5 comprenia aquells gens amb regulacié negativament Unicament a la soca 3d6_H en
comparacié amb 3d6_L. De manera interessant, 4 dels 14 gens anotats estaven relacionats amb
transport. Concretament, els transportadors relacionats amb el ferro codificats per FET4-1 i
PAS chr3 0315, el transportador amb alta afinitat pel zinc PAS_chr3_0516, i el transportador
general PAS_chr3_0008. D’acord amb aquestes observacions, entre els diferents possibles factors
de transcripcié inclosos en aquest grup es va trobar STB4, codificant per un factor de transcripcio
amb una possible regulacié de diferents transportadors. Finalment, es va mesurar una disminucio
de 2.5 vegades en el gen codificant per la biotina sintasa (B/02), un dels dos gens regulats a totes
les soques d’alta dosi génica envers les de baixa dosi (diagrama de Venn, Figura 9B). Contrariament,
a les soques Hsa_H i Rol_H aquest gen es trobava sobreexpressat 2 i 3 vegades en comparacié amb
les soques de baixa dosi genica, respectivament. Donat el paper essencial de la biotina en el
metabolisme dels llevats, actuant com a co-factor de diverses carboxilases (Tong, 2013) implicades
en el metabolisme del piruvat, els acids grassos i els aminoacids, aquesta regulacié negativa de BIO2
a la soca 3d6_H podria reflectir una reestructuracié del metabolisme central del carboni provocat
pels elevats nivells d’expressié d’'una proteina tan complexa com 3d6 (tot i que no suficientment

elevats per tal de veure’s reflectit en el creixement cel-lular o les taxes de consum de substrat).

Analitzant el cldster 7, amb una tendencia negativa en relacié amb la complexitat proteica, dos
grups funcionals van destacar sobre els altres: els gens relacionats amb els processos
d’aparellament i la formacié d’espores (PAS_chr2-1_0550, CDA2, CHS1, MPT5, KCH1, CTS1, RIM4,
YJL171C, STE11), i els gens implicats en el transport a través de la membrana (PDR5-2, PIC2, OPT1,
PAS_chr2-1_006, TAT2, RSB1). Sorprenentment, al clister 9 (amb un increment de la

sobreexpressid correlacionada amb l'augment de la complexitat estructural de la proteina
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recombinant) també es van trobar gens implicats en la resposta a feromones i esporulacié (STE6-1,
SSP2, IME2, MATalphal), indicant una possible funcié alternativa d’aquestes proteines que podria

estar relacionada amb la produccié de proteina recombinant.

A) B)
Regulacié + Regulacié - Total

Hsa H:L 4 32 36

3d6_H:L 5 45 50

Rol_H:L 125 151 276

C)

Log,FC

2 - 24

2]

-3 -3

Figura 9. Analisi de I'expressio génica de les soques amb alta dosi envers les soques amb baixa dosi génica.
A) Taula amb els gens regulats de manera diferencial a la soca d’alta dosi génica (Hsa_H, 3d6_H, Rol_H) envers
les soques amb baix nombre de copies (Hsa_L, 3d6_L, Rol_L) B) Diagrama de Venn proporcional (s’inclouen el
nombre de gens comuns regulats en cada comparativa) C) Analisi de clusters dels 336 gens regulats en alguna
de les diferents comparatives mitjancant I’algoritme k-means (k=9). Blau, regulacié especifica de les soques
amb sistema Paoxi; taronja, regulacié especifica de les soques productores d’Hsa; vermell, regulacié depenent
dels nivells de productivitat de les soques; verd; regulacid depenent de la complexitat estructural de la

proteina recombinant expressada
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6. CONCLUSIONS GENERALS | PERSPECTIVES
FUTURES

La creixent popularitat del llevat Pichia pastoris com a hoste per a la produccié de proteines
recombinants ha potenciat I'aparicié de diferents estrategies per tal de millorar la seva expressio
heterodloga. L'increment del nombre de copies del gen a expressar és una de les técniques més
ampliament utilitzades, tot i que altes dosis geniques sovint deriven en sobrecarregues

metaboliques a la soca productora.

Fins el dia d’avui, diferents estudis s’havien centrat principalment en I'impacte d’una elevada
produccié de proteina heterdloga en les vies de plegament i secrecié de la cél-lula. En aquest treball
descrivim el primer estudi sistematic de I'impacte de l'increment de la dosi genica al llevat P.
pastoris mitjangant un analisi transcriptomic global, utilitzant la lipasa de Rhizopus oryzae (Rol) com

a proteina model, expressada sota el control de Paox:.

Concretament, es va construir una col-leccié de soques amb un nombre creixent de copies de ROL,
i mitjancant cultius a diferent escala, es va determinar que la productivitat més elevada es trobava
a la soca amb dues copies de ROL, mentre que subseqlients increments provocaven una disminucio
en la produccié de lipasa. D’altra banda, es va observar que I'assimilacié de metanol (font de carboni
als diferents cultius) es veia disminuida a les soques multicopia de ROL, en correlacié amb el nombre

de copies de cada soca.

Els estudis transcriptomics posteriors van confirmar I'impacte negatiu de la dosi génica a la ruta
metabolica del metanol, a més de rutes relacionades com la biogenesi dels peroxisomes i la
produccié de cofactors necessaris pels enzims implicats en aquestes rutes. L'analisi a diferents

nivells de la produccié lipasica va descartar les vies de plegament i secrecié com a principals factors
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limitants a les soques amb alta dosi génica, apuntant a una limitacié transcripcional com a principal
factor de la caiguda de I'activitat lipasica. D’aquesta manera, es va proposar el factor de transcripcio
Mxr1 (principal regulador de Paox; i altres promotors relacionats amb el metabolisme del metanol)
com principal causa de la caiguda de I'expressid dels gens implicats en aquestes rutes (inclos ROL),

donada la seva expressio constitutiva a baixos nivells.

Aguesta hipotesi es va verificar amb la modificacié d’una soca amb 4 copies de ROL co-expressant
una variant desregulada de Mxrl. La millora en I’assimilacié del metanol com a font de carboni i
I'increment en la produccié de lipasa van demostrar que I'increment del nombre de copies dels
cassets d’expressid sota el control de Paox: poden provocar una insuficiencia en el nombre de

moléecules de Mxr1 per tal d’activar tots els promotors necessaris.

Finalment, I'estudi comparatiu a nivell transcriptomic de I'expressié de diferents proteines a P.
pastoris va revelar el fort impacte de la font de carboni en I'expressid génica global, tal i com havien
apuntat d’altres autors. A més, va donar noves evidéncies dels factors implicats en la replicacio del
DNA i la transcripcié del RNA que s’expressen de manera diferencial només en aquelles soques que
presenten una elevada productivitat, proporcionant aixi noves dianes per a futures estratégies

d’enginyeria genética.

Per tal d’explotar el potencial de I'increment de la dosi genica com a estrategia de millora dels
sistemes basats en Paox;, les futures estratégies de modificaciéd s’haurien de centrar en la
sobreexpressié de Mxrl a les soques multicopia de ROL, a banda de sobreexpressar d’altres factors
reguladors de la via del metanol (per exemple, Trm1). A més, la coexpressié de factors de secrecid
i/o plegament podrien millorar encara més I'eficiencia de les soques, per tal d’evitar I'acumulacid
intracel-lular de lipasa. Finalment, I'enriqguiment del medi de cultiu amb aminoacids i altres
suplements energétics permetrien esbrinar si la capacitat traduccional de les soques multicopia es

podria augmentar en aquestes condicions.
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7. CONTRIBUCIONS CIENTIFIQUES

Camara E, Albiol J, Ferrer P. 2016. Droplet digital PCR-aided screening and characterization
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8. ANNEX

Taula l. Seqiiéncies dels oligonucleotids utilitzats durant aquest treball. Tm, melting temperature;

%GC, contingut de guanosina + citosina (en %) dels oligonucleotids.

OLIGONUCLEOTID SEQUENCIA (5’-3") Tm  %GC AMMPIL?(?0N
(pb)
sonda ROL CCGGTCACTCACTCGGTGGTGCA 74.8 65.2
sonda ACT TCCGTATGGATCGGTGGTTCTATCCTCGCT 754 533 i
ROL fwd1 CCTGTCGTCCAAGAACAAC 62 54
ROL rev1 GAGGACCACCAACAGTGAAG 62 53 164
ACT1 fw TGTCCGGTGGTACTACTATGTTCC 65 50
ACT1 rev GATTCGTCGTACTCTTGCTTTGA 62 43 199
AOX1 fw GACATTCACGGTTTCGAAGG 61 50
AOX1 rev CCTCAAGAAGTCCTGGCAAAC 63 52 78
DAS1 fw TTGAACTGGGACGGAGTG 60 55
DAS1 rev CAAACCGTTGGCAATAGCAC 62 50 135
FAB1-2 fw CCCTTGGTTTGACGGAATG 60 52
FAB1-2 rev TTCCTCCGACAGGTCTAAC 60 52 >
FDH1 fw GGTGCTGGAAGAATTGG 57 52
FDH1 rev GACAGTGTCGACTCTTC 55 52 135
KAR2 fw GATGAAGTCGGGTCGTGTAG 61 55
KAR2 rev TCTTAGCAGCATCACCAACC 62 50 1o
MXR1 fw TTCGCCCATTCTACTCG 57 52
MXR1 rev GGGCTTGACTCATTTCAG 57 52 1ot
pGAP_fw GATTATTGGAAACCACCAGAATCG 61 41
MXR1*_int_rev AGTCTTGTTATGGCCGCATC 62 50 0
MXR1*_Pmll fw GGCGACACGTGATGAGCAATCTACCCCCAAC 75 58
MXR1*_Kpnl rev CGGCAGGTACCCTAGACACCACCATCTAGTCGG 76 60 3450
MXR1*seq_1 CCGGCTGTATCTGGATTTAG 59 50 -
MXR1*seq_2 CTCTCGATGTGAACAGGAAC 59 50 -
MXR1*seq_3 GTGGCTACGATAGGTGCAG 61 57 -
MXR1*seq_4 CACAGTTGGGATAGGATG 56 50 -
MXR1*seq_5 CTTTCAGCTGCGGCATTTG 62 52 -
MXR1*seq_6 GCAAATGGCATTCTGACATCC 62 47 -
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PEX6 fw GGTTTGGATGTGGTCAAG 57 50

PEX6 rev TGGCTTTAGCAAGCAGAG 59 50 18
ROL fw AAGTGGGACTGTGTCCAATG 61 50

ROL rev GCACTTCTGAAGGAGTTG 57 50 18
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