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 ABSTRACT 

 
Human serum albumin (HSA) is a 66.5 kDa plasma protein which has huge therapeutic demand due to 

its use in restoration of body fluid and maintaining homeostasis in clinical emergencies, trauma, burn 

injury, hypoproteinemia and hypoalbuminemia. The market demand of HSA is approximately 500 

tonnes /yr which cannot be met through the fractionation of human blood. Besides, there is also fear of 

contamination by viruses in the donated blood. Recombinant production of HSA has been attempted in 

several expression platforms but large scale production in any one of these systems is limited due to 

instability of the secreted protein. To overcome this challenge, a synthetic codon-optimized copy of 

HSA, along with a codon optimized α-mating factor (MF) signal sequence was placed downstream of 

the methanol utilizing alcohol oxidase AOX 1 promoter in pPICZαB vector and expressed in Pichia 

pastoris X33 strain. Factors such as Codon Adaptation Index, homogeneous GC content, mRNA 

secondary structure formation, cryptic splice sites, alternative splicing, premature polyadenylation, 

presence of restriction sites, custom motifs (e.g., presence of poly-a signals, GC islets) were considered 

during optimization of the HSA encoding gene. Screening of transformants lead to identification of a 

superior `producer’ clone # 52 which produced ~140 mg/L of extracellular protein, majority (>75%) of 

which was the recombinant HSA. Temperature, initial cell inoculum and aeration in the induction phase 

were found to affect protein production. 

        The cultivation conditions were optimized by Plackett-Burman methodology, where seven 

parameters affecting extracellular protein production, were explored which were further narrowed down 

to three (peptone concentration, temperature and methanol concentration during induction phase. These 

were taken forward for Central Composite Design study and an optimized medium developed. This 

designed medium was applied to single copy CO-HSA, 2-copy CO-HSA, 3-copy CO-HSA constructs 

which lead to production of  140 mg/L, 389-460mg/L and 850-1000 mg/L  respectively at 120 h post 

methanol addition.  Monitoring of transcript levels in these constructs indicated a gradual increase in 

the level of HSA transcripts leading to increased production of extracellular HSA. This level of 

production is highest reported till date in shake flasks. In an effort to enhance extracellular production 
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of HSA, a number of mutations were introduced in the α-MF secretory signal (mutations at Kex2P1 

site, deletion mutagenesis of 57-70 amino acids of pro-secretory sequence, use of native α-MF) and 

maximum extracellular protein level of 355 mg/L was obtained with the native α-MF sequence. Most 

importantly, the application of optimized medium across all categories of mutants lead to stably 

produced HSA which did not degrade as the time of fermentation increased.  Different analytical 

methods (HPLC, gel densitometry, Bradford assay) were used to conclude that while total extracellular 

protein levels were lower (by about 15%), the proportion of biologically active HSA (through ELISA) 

was higher (>75%) under optimized cultivation conditions. Functionality tests confirmed that the 

recombinant HSA could effectively substitute for foetal bovine serum in allowing proliferation of Vero 

cell lines in culture.   Factors such as. Quality attributes of the purified HSA were investigated which 

showed structural similarity (as measured by Circular dichroism study) with the commercial HSA. 

Differential Light Scattering and Zeta potential established that the protein did not form aggregates.  

       To understand the physiological changes in the recombinant strain, when cultivated on optimized 

medium, a detailed transcriptomic study was carried out to identify differentially up-regulated and 

down-regulated genes. The genes, involved in methanol metabolism and fatty acid biosynthesis (MOX, 

ACAA1, DAK2, ALDH), were up-regulated during cultivation in optimized medium and an increase 

in channelization of nitrogen through glutamate synthase/glutamine synthetase (GOGAT/GS) was 

observed. There was also transcriptional upregulation and fine tuning of the translational machinery,  

mediated through ribosomes, spliceosomes with folding pathway. A  downregulation of chaperones like 

HRD, SYN1, Hsp90, regulating UPR/ERAD pathway, was observed, and, lastly activation of ABC 

transporters, membrane proteins like Sec20, Sec23 MAPK signal transduction pathways was seen. This 

indicated that the designed media conditions led to reduced ER stress  and proper folding of the nascent 

protein facilitating proper translocation and secretion of recombinant cargo protein. Transcriptome data 

was validated through qPCR of significantly upregulated (MOX-HSA,GOGAT, Sec23, ALG13)  and 

downregulated genes (HRD, Hsp90, GDHA). 

 

 



सार 
 

मानव सीरम एल्ब्यमूमन (एचएसए) एक ६६.७ क.डा. प्लाज्मा प्रोटीन है जिसकी शरीर में तरल पदार्थ की 
बहाली और नदैाननक आपात जथर्नत, आघात, िला चोट, हाइपोप्रोटीनीममया और हाइपोएल्ब्यमूमनममया में 
समजथर्नत को बनाए रखन ेके कारण बडी चचककत्सीय माांग है। एचएसए की बािार माांग लगभग ७०० 
टन / वर्थ है िो मानव रक्त के अांशाांकन के माध्यम से परूी नहीां की िा सकती है। इसके अलावा, दान 
ककए गए रक्त में वायरस द्वारा सांदरू्ण का भी डर है। एचएसए के पनुः सांयोिक उत्पादन को कई 
अमभव्यजक्त प्लेटफामों में करने का प्रयास ककया गया है, लेककन इनमें स ेककसी एक प्रणाली में बड े
पमैाने पर उत्पादन स्राववत प्रोटीन की अजथर्रता के कारण सीममत है। इस चुनौती को पार करने के 
मलए, एचएसए की एक कृत्रिम कोडोन-अनकूुमलत प्रनतमलवप, एक कोडोन अनकूुमलत α- सांभोग कारक 
(एमएफ) मसग्नल अनकु्रम के सार् मेर्नॉल के बहाव को पीपीकिेडαबी वाहक में अल्बकोहल ऑक्सीडिे 
एओएक्स १ प्रमोटर का उपयोग करके नीचे रखा गया र्ा और पीककया पासतोररस एक्स३३ तनाव में 
व्यक्त ककया गया र्ा । कोडोन अनकूुलन सचूकाांक, सिातीय िीसी मािा, एमआरएनए माध्यममक 
सांरचना गठन, कक्रजप्टक ्याह थर्ल, वकैजल्बपक जथप्लमसांग, समय से पहले बहुएडीननलकरन, प्रनतबांध साइटों 
की उपजथर्नत, कथटम रूपाांकनों (िैसे, पॉली-एक सांकेतों की उपजथर्नत, िीसी आइलेट्स) िैसे कारकों को 
अनकूुलन के दौरान माना िाता र्ा। एचएसए एन्कोडड ांग िीन की। ट्ाांसफॉमथरों की थक्रीनन ांग से एक 
बेहतर 'प्रोड्यसूर' क्लोन # ७२ की पहचान होती है, िो कक ~ १४० एमिी / एल  एक्थट्ासेल्बयलूर प्रोटीन का 
उत्पादन करत ेहैं, जिसमें स ेअचधकाांश (> ७५%) पनुः सांयोिक एचएसए र्ा। प्रेरण चरण में तापमान, 

प्रारांमभक सेल इनोकुलम और वातन प्रोटीन उत्पादन को प्रभाववत करने के मलए पाए गए। 
सांवधथन की जथर्नत को प्लकेैट-बमथन कायथप्रणाली द्वारा अनकूुमलत ककया गया र्ा, िहाां बाह्य प्रोटीन 
उत्पादन को प्रभाववत करने वाले सात मापदांडों की खोि की गई र्ी, िो आगे के चरण के दौरान तीन 
(पेप्टोन एकाग्रता, तापमान और मेर्नॉल एकाग्रता) तक सीममत हो गए र्े। इन्हें कें द्रीय समग्र डडिाइन 
अध्ययन और के मलए आगे ले िाया गया र्ा। एक अनकूुमलत माध्यम ववकमसत हुआ। इस डडजाइन 
ककए गए माध्यम को मस ांगल कॉपी को -एचएसए, २-कॉपी को-एचएसए, ३-कॉपी को-एचएसए कां थट्क्शन 
पर लाग ूककया गया, जिसस े१४० एमिी / एल, ३८९-४६० एमिी / एल और ८५०-१००० एमिी / एल का 
उत्पादन होता है क्रमशः १२० एच पोथट मरे्नॉल अचधप्रेरण के सार्। इन ननमाथणों में प्रनतलेख थतर की 
ननगरानी ने एचएसए थतर में क्रममक वदृ्चध का सांकेत ददया है िो बाह्य एचएसए के उत्पादन में वदृ्चध 
के मलए अग्रणी है। उत्पादन का यह थतर शके फ्लाथक में आि तक सबसे अचधक बताया गया है। 
एचएसए के बाह्य उत्पादन को बढाने का प्रयास, α-एमएफ स्रावी सांकेत (केएक्स२पी१ साइट पर 
उत्पररवतथन, ववलोपन उत्पररवतथन) में कई पररवतथन ककए गए प्रो-सेके्रटरी सीक्वेंस के ५७-७० एममनो 
एमसड, देशी α-एमएफ का उपयोग) और ३५५ एमिी / एल का अचधकतम बाह्य प्रोटीन थतर का सीस 
देशी α-एमएफ अनकु्रम के सार् प्राप्त ककया गया र्ा। सबसे महत्वपणूथ बात यह है कक सभी शे्रणणयों के 
म्यटूेंट के मलए अनकूुमलत माध्यम के उपयोग से एचएसए का उत्पादन तिेी से होता है िो कक समय 
बढने के सार्-सार् घटता नहीां र्ा। ववमभन्न ववश्लेर्णात्मक तरीकों (एचपीएलसी, िले डेंमसटोमटे्ी, ब्रडैफोडथ 
परख) का उपयोग यह ननष्कर्थ ननकालने के मलए ककया गया र्ा कक िबकक कुल बाह्य प्रोटीन का थतर 
कम (लगभग १५%) र्ा, िैववक रूप से सकक्रय एचएसए (एमलसा के माध्यम से) का अनपुात अनकूुमलत 
(> ७५%) स ेअचधक र्ा। खतेी की जथर्नत। कायथक्षमता परीक्षणों ने पजुष्ट की कक पनुः सांयोिक एचएसए 



सांथकृनत में वेरो सेल लाइनों के प्रसार की अनमुनत देने में भ्रणू गोिातीय सीरम के मलए प्रभावी रूप से 
थर्ानापन्न कर सकता है। कारक िैसे। शदु्ध एचएसए की गणुवत्ता ववशरे्ताओां की िाांच की गई र्ी, 
िो वाणणजज्यक एसटीए के सार् सांरचनात्मक समानता (िैसा कक पररपि द्वतैवाद अध्ययन द्वारा मापा 
गया) ददखाया गया र्ा। डडफरेंमशयल लाइट थकैटररांग और जटेा पोटेंमशयल ने थर्ावपत ककया कक प्रोटीन 
ने समचु्चय नहीां बनाया। 
पनुः सांयोिक तनाव में शारीररक पररवतथनों को समझने के मलए, िब अनकूुमलत माध्यम पर खेती की 
िाती है, तो अांतर-ववननयममत और डाउन-ववननयममत िीन की पहचान करने के मलए एक ववथततृ 
ट्ाांसकक्रपटोममक अध्ययन ककया गया र्ा। मेर्नॉल चयापचय और फैटी एमसड बायोमस ांर्ेमसस (एमओएक्स, 

एसीएए १, डीएके २, एएलडीएच) में शाममल िीनों को अनकूुमलत माध्यम में खेती के दौरान ववननयममत 
ककया गया र्ा और ग्लटूामेट मस ांर्ेज / ग्लटूामाइन मसांर्ेटेज (िीओिीएटी / िीएस) में नाइट्ोिन की 
वदृ्चध हुई है। ट्ाांसकक्रप्शनल अपटै्क्शन और ट्ाांसफेशनल मशीनरी की बारीक ट्यनून ांग भी र्ी, फोजल्बडांग 
पार्वे के सार् मध्यथर्ता थ्रोब्रोसम, जथप्लसोसम। एचआरडी, एसवाईएन १, एचएसपी ९० िैसे चैपसथ की 
डाउनग्रेडड ांग, यपूीआर / ईआरएडी पार्वे को ववननयममत करती है, और, एबीसी ट्ाांसपोटथरों की अांनतम 
सकक्रयता, सके२० िैसे णझल्बली प्रोटीन, सेक२३ मएपीक मसग्नल ट्ाांजजशन मागथ देखे गए। इससे सांकेत 
ममलता है कक डडजाइन की गई मीडडया जथर्नतयों ने ईआर तनाव को कम ककया और नविात प्रोटीन 
की उचचत तह और पनुः सांयोिक कागो प्रोटीन के उचचत अनवुाद और स्राव की सवुवधा प्रदान की। 
ट्ाांसकक्रप्शनल डटेा को काफी अपग्रेडडे (मओएक्स.-एचएसए, िीओिीएटी, सके२३, एएलिी१३) और 
डाउनग्रेड ककए गए िीन (एचआरडी, एचएसपी ९०, िीडीएचए) के qपीसीआर के माध्यम से मान्य ककया 
गया र्ा। 
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