EFECTO DE LA INHIBICION QUIMICA DE LA FOSFOMANOSILTRANSFERASA-1 (PMT1) EN
CULTIVO DE P. pastoris RECOMBINANTE
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Introduccion. La O-manosilacion de proteinas
recombinantes (PR) es una modificacion postraduccional
(MPT) que impacta en la estructuracion y funcién de las
mismas (1). Cambios o mutaciones en la maquinaria que
realiza la O-manosilacion puede afectar el crecimiento,
resistencia, virulencia y termotolerancia en levaduras. En
procesos biotecnolégicos, se ha observado que el uso de
inhibidores de la familia de fosfomanosiltransferasas
(PMT’s) que adicionan la primer manosa a proteinas,
modifica la O-manosilacién e incrementa la produccion de
PR (2). El compuesto PMT1i, derivado del Rhodanine-3-
acido aceético inhibe la fosfomanosiltransferasa-1 (PMT1),
en levaduras (3). P. pastoris es un hospedero promisorio
para la produccién de antigenos O-manosilados de M.
tuberculosis debido a la semejanza en las MPT’s que
realizan ambos sistemas. Esto demostrado durante la
produccion y caracterizacion de la glicoproteina PstS-1
recombinante producida en P. pastoris que fue reconocida
por anticuerpos de sueros de pacientes con tuberculosis
activa, al menos 2 veces mejor comparado con lo
observado con la producida en E. coli sin MPT (4). En este
proyecto, se pretende evaluar el efecto del inhibidor PMT i
sobre la enzima PMTL1. De forma indirecta de la inhibicién,
se determinaran variaciones en la O-manosilacion de la
PR producida, por cambios en el peso molecular, con la
intencion de producir glicoantigenos con MPT particulares.

Metodologia. Se utilizé la cepa productora P. pastoris-
PstS-11 (4). El efecto del inhibidor se evalué en matraces
bafleados (n=3) con medio de crecimiento BMGY y como
medio de induccién BMMY (con metanol). La induccién se
realizé cada 8 h durante 70 h adicionando metanol al 1%
y 2 uM del inhibidor PMT1i (3). La variacion en las MPT’s
se analizé indirectamente mediante el analisis de las
proteinas contenidas en los sobrenadantes por SDS-
PAGE. Las proteinas fueron obtenidas por precipitacion
con TCA y la PR fue identificada por WB utilizando un
anticuerpo policlonal (4).

Resultados. El crecimiento de la cepa con inhibidor
mostro diferencias en la Xmax alcanzada. Sin inhibidor se
logré una DO oo nm) de 32+4 U.A., mientras que con
inhibidor se obtuvo el doble (62+7 U.A.). Las muestras
analizadas en gel SDS-PAGE mostraron al menos 4
diferentes bandas (Fig. 1). De forma interesante al analizar

en los geles de SDS-PAGE como por WB la banda
correspondiente al antigeno recombinante, se observo
una variacion de Rf de 3 kDa. De forma indirecta se podria
inferir que el uso del inhibidor de la PMT1 provoca la
disminucién del peso molecular debido a que disminuye el
ndmero de sitios manosilados en la PR desde las 24 h (Fig.
1A,1B). También se analiz6 el efecto a las 60 h de cultivo

post induccion observandose variaciones similares.
. w. B
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Fig. 1. A) Andlisis de la produccion de proteinas del sobrenadante de P.
pastoris recombinante después de 24 h de la induccion inicial (n=3). B)
Inmunodetecciéon con anticuerpo policlonal anti-PstS-1. La linea roja
marca la diferencia en Rf de la PR. SI, Sin inducir; M1, M2, M3 (matraces
n=3), + adicién del inhibidor. MW, marcador de peso molecular. Las
marcas de flechas negras indican proteinas diferenciales cuando se
adiciona el inhibidor.

Conclusiones. ElI uso del inhibidor de Ia
fosfomanosiltransferasa-1 a 2 uM con pulsos en conjunto
con la alimentacién de metanol 1% c/8h provocd un
aumento de 2 veces la biomasa méaxima alcanzada a las
60 h de cultivo de P. pastoris-PstS-1 en matraces
bafleados comparado con los cultivos sin inhibidor. A partir
de que la PR aqui estudiada presenta al menos 4 sitios de
O-manosilacion, el analisis de proteina por SDS-PAGE y
WB mostraron la disminucién del Rf de alrededor de 3 kDa
cuando se adiciono el inhibidor de la PMT1. Esto podria
indicar la disminucién en la O-manosilacién de la PR.
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