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RESUMEN

El objetivo global del presente trabajo consistié de manera gene-
ral en optimizar la expresidn de las proteinas hibridas B—gal;ctosidasa
Cadena A y B-galactosidasa-Cadena B, intermediarios en la sintesis de in
sulina humana, las cuales gon codificadas por plidsmidos recombinantes, -
usando como receptores cepas de E. ggli, Los estudios se encaminarén fun
damentalmente hacia agquellos aspectos que podrian ser criticos en el es-
calamiento: la estabilidad de los plasmidos, sus niveles de expresién y

la utilizacidén de materias primas industriales en la formulacidn de un -~

medio de cultivo susceptible de escalarse, entre los mds importantes.

El sistema de Cadena A se encuentra en una cepa Lac_, i por‘
lovque la produccién de proteina hibrida es constitutiva. La estabiiidad
de esta filtima en células‘intactas es elevada debido a su naturaleza in--
soluble. La conservacidn de la cepa en glicerol presenta variaciones ~-
dristicas en su viabilidad y en los niveles de expresién de proteina hi--
brida. la presién selectiva de la ampicilina sclo se eierce en las fases
iniciales del crecimiento en vista de su riapida degradacién. $Sin embargo,

en ausencia de antibidtico, el nivel de segregacidn no es mayor al 1% en

“un cultivo. En cultivo retroalimentado el nivel de segregantes es aprecia

ble (10%) solo después de 7 pases. Con el uso de ampicilina, las segre--

gantes pricticamente no aparecen. los niveles de expresidn dependen fun-
damentalmente de la composicidn del medio de cultivo en el que son desargp
1lados, muy probablemente debido a ajustes dindmicos del nfimero promedio

de copias del plismido por célula. Los niveles miximos de expresién se -




obtienen cuando los inbculos se desarrollan en medios minimos, y cuando
el cultivo final se crece en un medio con alto contenide de nitrfgeno y
sin necesidad de presidn selectiva. El medio de cultivo se optimizd me--
diante técnicas estadisticas y se logrd la expresién de la proteina hi--
brida en un medic a base de sacarosa y peptona industriales. Los esperi-
mentos en fermentadores de 14 lts. permiten concluir que no existirdn lij
mitaciones importantes en el escalamiento del proceso de fermentacifn de

Cadena A.

El sistema de Cadena B requiere induciise para lograr la ex--
presidén, en vista de que se encuentra en una cepa que sobreproduce repre-
sor lac. Inicialmente se estudié la induccidn con el galactdsido IfTG Y
posteriormeﬂte las alternativas mediante el uso de lactosa., Variando fun
damentalmente las concentraciones dé lactosa y fosfatos se lqgré, median-
te métodos estadisticos de optimizacidn, la expresién de la proteina hi--
brida f-galactosidasa-Cadena B; en niveles comparables a los obtenidog =
usando IPTG, Se detectd que el metabolismo dxidativo juega ==—
un papel decisivo en la induccidn con lactosa y requiere de mis experimen
tacién para escalar el proceso. Respecto a los niveles de segregacién, -~
degradaciénde ampicilina y la dependencia entre los niveles de expresién

y las condiciones de cultivo son fundamentalmente los mismos que para el

caso del sistema de ia_Cadena A. Esto es; baja segregacifn (< 2%}, desa ' -

paricidn acelerada del artibiStico e incremento en la sfntesis especffica
de protefna hibrida al someter a la bacteria transformada a subcultivos -
en medio minimo. En el caso de la Cadena B, se pudo concluir que un sis-
tema inducible puede tener ventaja sobre uno coﬁstitutivo reflejado pro--

bablemente en una mayor estabilidad del pldsmido. Ademds se requiefén mas



datos respecto a la influencia de factores fisicoquimicos, para lograr -
asi la expresidén adecuada en fermentadores de mayof capacidad en un medio
de cultivo optimizado a base de materias primas industriales y suscepti-

ble de escalarse.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus es una enfermedad que padece una parte -~

importante de la poblacifn mexicana y es un serio ﬁrobléma de salud'pﬁbli
ca que tiene miiltiples repercusiones socioceconémicas. La forma de contro
lar este padecimiento generalmente es a través de dietas y en los casos -
mis graves por medio de la aplicacidn de insulina. Esta hormona no se --
produce en el pais y.ha tenido que importarse del exterior a precios cada
vez mas aitos, con la consecuente fuga de divisas y la dependencia estfig

ta de un proveedor moncpdlico,

La insulina que se ha venido consumiendo a nivel mundial hasta.r‘
fines def1982 fué exclusivamente la proveniente de péncreas de bovinos y-
porcinos. Las insulinas porcina y bovina son muy parecidas a la humana,
.pero no idénticas, aunque cumplen adecuadamente su funcifn hormonal en el
organismo humano. Debido a estas pequefias diferencias, en muchos casos =
se presentan problemas alérgicos en el paciente que hacen mis diffcil su

tratamiento.

Recientemente, con las técnicas de recombinacién de icidos --
nucleicos iﬂ,!iﬁfﬂ.h? sido posible la ;btencién de insulina 1déntica ﬁ‘ia
humana a partir de cultivos bacterianos. Con ello es posible oStener un
#roducto en el que presumiblemenfe no se presegtan problemas alérgicps; ¥
mgs iméortantemente, permite contar coh un proceso en el gue no se debenF

‘de del mercado de visceras animales para producir insulina,



La metodologia para la sintesis de insulina humana por estos
procedimientos conéiste fundamentalmente en sintetizar el ADN respectivo
para cada una de las cadenas qué forman la insulina, fusionarlo a un gene
de una proteina’estable e introducirlo a una bacteria a través de un.vehi
culo molecular y lograr su expresidn en el citoplasma bacteriano. Una --
vez producidas las proteinas hibridas respectivas, las cadenas se desli--
gan de la proteina a la que fueron fusionadas, se purifican y se reaso--
cian in vitro para establecer los puentes-disulfuro necesarios para que -
la insulina sea biocldgicamente activa. Esta finalmente es purificada con
el objetivo de lograr un producto de uso terapdutico. Upa estrategia di~-
ferente consiéte en insertar }os genes de la proinsulina, lo cual, elimi-
na el paso de reasociacién de las cadenas. En este {iltimo caso la proin-
sulina se convierte en la hormona activa medignte tratamientos enziméﬁi--

Ccos.

La demost;acién de los conceptos fuﬁdamentales del proceso --
fué publicada por Goeddel et al. en enero de 1979. En i98b, se publicé
la primera experiencia clinica y a principios de 1983, la compaﬁfa'ﬁiliy
de indianapolis, USA, inicid la produccidén comercial de este tipo de ~-
‘insulina, lé cual ha sido autoriéada legalmente en muchés paises., -

{Johnson, 1983).

En los antécedentes del presente trabajo se revisaron los pro -
blemas socioecondmicos ocasionados por la Diabetes Mellitus., Asimisﬁo se
incluye un breve bosqueje relacionado con el papel que actualmente juega
la insulina en el tratamiento de la Diabetes; asi como los esfuerzos ten-
dientes a mejorar la prictica terapéutica. También se describen las alter

-

nativas para producir insulina humana, ya sea mediante modificacién enzi-



mitica de la insulina porcina, o bien por sintesis bacteriana mediante --
técnicas de ADN recombinante. De estos dos tipos de insulina humana, co-
mercialmente disponibles se revisaron brevemente sus caracteristicas de -
pureza y los resultados mas relevantes de las pruebas clinicas a las que

han sido sometidas. Finalmente, se incluye la revisién de la literatura

referente al desarrollo de los aspectos t8enicos del proyecto de insulina
humana mediante ADN recoﬁbinante. Esta revisidén abarca desde los prime--

ros esfuerzos hasta el escalamiento y comercializacién del proceso.

A principios de 1981 se estableci un convenio entre el Ins--
titﬁto Megicano del Seguro Social y la Universidad Nacional Auténoma de -
México‘a través del Instituto de Investigaciones Biomédicas, con el f£in =~
de establecer colaboracidn para lograr la produccifn de insulina humana’ -
a nivel de planta piloto. ‘Lo anterior con el propdsito de implementar la
tecnologia que permita producir una insulina igual a la humana por medio
de fermentacién que evite la dépendencia absoluta del extranjero para su

adquisicién.

El proyecto, de caracter multidisciplinario, se planted me--
diante la interaccién de varios grupos de trabajq:» el de Biologia Mole;
cular, que se encargarfa de la sintesis de ADN, clonacién y transfofma*-
cidn de cepas adecuadas de g; coli para su expresién; el de Inéenierfa -
Bioquimica, quien se responsabilizaria de establecer las condiciones para
el escalamiento del pfoceso y la operacidn de la planéa piloto; el de =~
Purificacién, quien4llevaria a caborlos estudios de recuperacifn'y éuri- -
ficacién de las cadenas a partir de las proteinas hibridas; el grupo de

- Quimica, responsable de desarrollar las metodologias de reasociacitn de



cadenas, su purificacidén y cl establecimiento de la autenticidad de los =
productos, y finalmente, un grupo de Inmunologia, que desarrollaria méto-
dos de deteccidn, purificacién y conirol biolégico de calidad de los pro-

ductos obtenides,

El presente trabajo se encuentra enmarcado dentro del grupo de

Ingenieria Bioguimica. Especificamente, se refiere al desarrollo de meto -

dologias a nivel laboratorio que permitan el posterior escalamiento del ~
proceso a nivel de planta piloto para la produccién de las proteinas hi--
bridas p-galactosidasa-cadena A y B-galactosidasa-cadena B. Ello a par
tir de las clonas desarrolladas por el grupo de Biologia Molecular. Tam-~
bién, se plaﬁteé como £in obtener pastas celulares que sirvieran como ma«
teria prima para los’grupos de purificacién, quimica e inmunologia.

La experimentacién en una planta piloto es requisito fundamen-
tal para el desarrollo de tecnologias comerciales; en vista de gue propor-
ciona informacidn sobre los problemas que se encontraran en el escalamien-
to. Principalmente, aquellos referentes a la calidad y disponibilidéd de
materias primas, asi como a diversos aspectos relacionados con el equipo -
disponible, su operacifn y la seguridad del proceso, entre otros, En el -
presente estudio se detectéron los principales problemas que surgirian en
el escalamiento, mediante experimentacién en matraces y en fermentadores -
de dos y 14 lts. y quelservirén de base para el escalamiento a equipos de

100, 500 y 850 1ts.

Se estudiaron los pardmetros que podrfan ser criticos en el -
escalamiento. En el caso del sistema de la Cadena A sc incluyen: méto—-—

" dos de conservacifin de la cepa, estabilidad de almacenamiento de.lalpro--

B



teina hibrida, estudios cinéticos de la fermentacidén, la necesidad de pre
sién selectiva, la segregacién del plismido, métodos para maximizar la --
produccién de proteina hibrida y la evaluacidn de componentes del medio -
de cultivo que sean sugceptiblcs de escalarse. El trabajo concluye con -

la optimizacidn estadistica del medio de cultivo.

En el caso del sistema de Cadena B, eﬂ vista de que reéuiere
inducirse, la mayor parte del trabajo experimental tuvo como objetivo el
encontrar las mejores condiciones de induccién y especialmente la sustitu
cidn del galactfsido IPTG como inductor. Este compuesto tiene un costo -
relativamente alto y.su disponibilidad es limitada, lo que podria influir
negativaménte al escalar el proceso, Algunos de los experimentos que re-
sultaron de mayor rélévancia en el caso de la Cadena A se llevaron a cabo
también para la Cadena B, La optimizacifn estadistica del medio de culti
vo permitid contar con un medioc a base de lactosa y componentes industrig

les en el que se lograba induccifn comparable al caso con IPTG.

L
De manera general, en el caso de Cadena A, los resultados per
miten concluir que no existirdn limitantes importantes para el escalamieg
to de la fermentacidén y que muy probablemente el paso mas critico a contgp

lar sea la estabilidad del plismido,

En el caso de Cadena B la inestabilidad del pldsmido no pare-

ce ser critica. Sin cmbargo, es ailin necesario resolver problemas de -~

escalamiento relacionados -con aspectos del metabolismo oxida-

tivo . para logfar una expresidn adecuada de la proteina hibrida en fer-

mentadores mayores de 2 litros,

i
i




CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2,1 1Importancia Social y Econdmica de la Diabetes Mellitus

La enfermedad denominada Diabetes mellitus es un importante
problema de salud piiblica a nivel mundial ya que afectaba en 1977 a una -
poblacién cercana a los 100 millones de personas (Andnimo, 1977).. Una --
tasa de crecimiente anual entre el 5 y el 6% (Anbnimo, 1977, Andnimo, ~-
198la) significa que el nlmero total de personas con Diabetes se duplica -

cada 15 aiios.

Segfin el informe de la Comisién Nacional de Diabetes al Congre
so de los Estados Unidos, esta enfermedad afecta a un 5% de la poblacién
total; la cual, en 1975 se estimaba en 10 millones de norteamericanos y -~
cada afio se diagnostican alrededor de 600,000 nuevos casos. Ello equiva-
le a un crécimiento anual del 6%, que significa gue la poblaciﬁn.diabéti-
ca se duplicarad cada 12 anos. Entre 1965 y 1973 el nfinero de diabéticos: -
. en los Estados Unidos se incrementd en un 50%, con esta tasa de crecimien
to se calcula que para 1990 existirin en ese pais cerca de 20 millonés»der
diabéticos. De manefaAgeneral se estima que actualmente en pfoﬁeaio un
individuo que logre scbrevivir hasta los 70 afios tiene un 20% de posiﬁili _
dades de desarrollar Diabetes a menos que se descubra algfin méﬁqdo para - ‘

curar o prevenir la enfermedad (Andnimo, 1975).



En la Repiblica Mexicana, no existen da£os pPrecisos y organi
zados respecto al problema de la Diabetes, sin embérgo es posible encon-
trar datos dispersos provenientes de fuentes diversas., Rodriguez (1979)
menciona que la Diabetes es padecida por el 2% de los obreros mexicanos
jévenes y hasta por el 10% en personas con mids de 50 afios. Lozano-Casta
fieda (1976) indica que un 2% de la poblacibn general padece Diabgtes, -
variando estos porcentajes segln la edad; el 5% inicia antes de los 20
afios; entre los 40 y 49 anos el 5% padece la enfermedad; entre los 50 y

59 el 10% y entre los 60 y 69 ahos el 14,2%,

Solano (1979) en estudios realizados en Guadalajara en 1976
indica que se ha detectado Diabetes hasta en el 8% de una poblacién al ~
azar de 200 individuos no diagnosticados con edad promedio de 55 afios. -
El mismo autor reporta que el 40% de la poblacién joven y sana tiene pa-
rentela diabética y en el cdaso de los diabéticos crdnicos el porcentaje
se eleva al €0%. Estas cifras son mayores a las reportadas por los ame«
ricanos y de acuerde a Solano "hacen suponer que la ﬁerencia diab&tica -
es importante en nuestro medio". Este autor, de acuerdo a sus estudios
en Guadalajara concluye gque ",,, en nuestro medio la enfermedad represeﬁl
ta un problema mids serio (que en.Estados Unidos), observando freéuente;-.
mente la historia natural de la Diabetes en forma pfematura. Probéblemgpr:
te esto es en gran parte derivado por la detedcidn tardfa de la enferme-
dad, ya que la gran mayoria de los pacientes diabéticos son eéonémicameg

te pobres y solo acuden a los hospitales en condiciones de emergencia",.

[y

Otras fuentes indican que, secgiin cifras obtenidas entre 1966

y 1970 en México, el 4.5% de la pcblacidn padecfia Diabetes (Andnimo, 1977) .



La Secretaria de Salubridad y Asis£cncié declard que en el --
pais existen entre 1.4 y 3.1 millones de diabéticos (lo que de acuerdo a
los datos del censo de 1980 cérresponde a porcentajes que van del 2 al --
4.6% del total de la poblacién) de los cuales se estima que el 5% comenzo
a desarrollar el padecimiento antes de los 20 afios de edad. Respecto a =
la distribucitn por edades se estima que la poblacidn entre los 40y 49 =

'

afios, el 5% padece la enfermedad, mientras gue los mayores de G0 afios el
porcentaje es cercano al 14.3% (AndSnimo, 198la). Finalmente, otra fuente
menciona que entre el 5 y el 10% de la poblacidn mexicana padece Diabetes

mellitus {(Andnimo, 1981b),

En otros pafses latinoamericanos la prevalencia por ciento de
Diabetes en la poblacidn total es como sigue: Argentina, 6; Brasil, 2.7;
Colombia 6.8; Cuba, 3.8; Chile, 1.17; 5amaica, 1.26; Uruguay, 6,92; Venezgg
la, 7.3. _Estos datos fueron reCppilados por expertos de la Organizacién
Panamericana de la Salud entre 1966 y 1970, quienes indican: "Si bien ~-
las cifras varian, en gran parte debido a los diferentes pardmetros elegi
Vdos para realizar las estadisticas, en todos los Easos se revela un pro--

gresivo aumente y una magnitud que anteriormente no se habfan imaginado -

en pafses en vias de desarrollo", (Andnimo, 1977),

Los riesgos potenciales de la Diabetes son realmente alarman;
tes: los diabéticos son 25lﬁkces mas propenso§ a la ceguera que los no -
diabéticos, con una posibilidad 17 veces mayor de desarrollar enferﬁedad
cronica de los rifiones, 5 veces mas propehsos a la.gangrena y con un rigg
go doble de enﬁermedades cardiacas y apoplegfa cerebral, \De manera gene-

ral se aségura que la expectativa de la vida de los diabéticos, es un ter

o
.




cio menor a la de la poblacidn general (Anénimo, 1975, Solano, 1979).

Se sabe que la Diabetes se conocia desde tiempos ancestrales
{2000 p.C.} sin'embargo fue posible tratarla.hasta 1921 cuando se descu-
brid la insulina. Antes de ese afio los pacientes con Diabetes dependicn
te de insulina (Tipo I) solo lograban sobrevivir uno o dos afios despuls
de diagnosticada la enfermedad. En la actualidad ia insulina permite con
trolar la Diabetes y prolongar la vida a tales pacientes; pero también,
gracias a ello, se han descubierto laé complicaciones ocasionadas por la
enfermedad, tales como la ceguera y los padecimientos renales y cardio--
vasculares. Existen evidencias que indican que la diabetes y sus compli
caciones causan aproximadamente 300,00C muertes anualmente en los Estados
Unidos siendo aparenécmcnte el 75% de cllas derivadas de problemas circu~
latorios. Con ese nimero ocupan el tercer lugar entre las causas de muer
te, solo :antecedida por las enfermedades cardiovasculares y el cancer --
(Albisser & Spencer, 1982). En México en 1972, la Diabetes ocupd la déci
ma causa de muerte en la poblacidn general y la sexta para sujetos de mis

de 45 afos de edad. (Lozano-Castafieda, 1976).

Las mujeres tienen un 50% mds de probabilidades de padecer la
enfermedad que los hombres. Desde el punto de vista étnico, los no-blan-
cos tienen un 20% mayor de probabilidad de tener diabetes con respecto a
los blancos. Desde el éunto de vista socioeconémico la poblacidén con es-~
casos fecursos es tres veces mas propensa a padecer Diabetes respecto.a. -
la poblacién de ingresos medios o elevados. La probabilidad de ser,diabé’
tico es mas de dos veces mayor poy cada 20% de exceso de peso y se dupii—

ca por cada diez afos de vida. (Albisser & Spenéer, 1982}, 4



En Estados Unidos se calcula que aproximadamente el 50% de los
nifos con Diabetes Tipo I morirdn de padecimicntos renales en un promedio
de 25 ahos después de su diagndstico. En la actualidad existen alrededor
de 100,000 nifios diabéticos dependientes de insulina con elevada posibili
dad de ceguera y de muerte por causas renales antes de cumplir los 40 =---

afnos. (Albisser & Spencer, 1982).

Ademds de los problemas cstrictamente fisicos ocasionados pbr
la Diabetes, existen un gran nimero de problemas econdmicos y psicosocia-
les en el paciente diabético y en su familia. En Estados Unidos, el 14%
de la poblacidn diabética tiene que ser encamada por un promedio de 1.5 -
meses por afio. Ninguna otra enfermedad crdnica provoca tantos hombre-dia
en cama entre las personas que no tienen servicios institucionales de sa-’
lud. Los pacientes diab&ticos viven con el temor permanente de quedarse’
ciegos y @e morir prematuramente, por lo que es necesario el empleo de -~
recursos para instruirlos, educarlos e integrarlos a la sociedad. El1 im-
pacto directo e indirecto de la Diabetes en la economia de los Estados --
Unidos se estimd en mis de 5,000,000,000 ddlares por afio en 1975, afin sin
considerar el costo de las complicaciones. Tal impacto econdmico en 1975
resultd ser el doble del estimado para el afio de 1967, esto es, crecid -~
desde el punto de vista econdmico a un ritmo p?omedio del 25% anual en --

ese periodo. (Albisser & Spencer, 1982).

En México, no se dispone de informacidén de este tipo. Sin em
bargo un rubro importante del impacto econémico es simplemente la fuga de
divisas ocasionadas por las importaciones de insulina, La compra de este

producto representd para el Instituto Mexicano del Seguro Social, una ero




gacidn de 13.5 millones de pesos en 1979 y a nivel nacional se estimé en
40 millones de pesos, los que se destinaron a la adquisicidn de insulina.
Si estas cifras se comparan con los erogadas en 1975, se observa que hubo

un incremento del 500% en el costo de este producto (AndGnime, 1980h).

2.2 La Diabetes y la Insulina

El signo mads evidente de la Diabetes es el elevado nivel de -
glucosa presente en la sangre y originalmeﬁte se pensd que esta enfermedad
era causada por disturbios en el metabolismo de los carbohidratos. Sin -
embargo, en la actualidad se sabe que la Diabetes es un fendmeno mucho mis
complejo que también involucra disturbios en el metabolismo de las grasas

y protefnas, principalmente.

La diabetes es un padecimiento muy heterogéneo en su naturale
za. Aunéue todavia se sabe poco de su‘etiologia y patogénesis, los estu-
dios recientes indican que la diabetes no es ung eﬁfermedad {inica sino se .
trata de un sindrome, esto es, el resultado final de muchas enfermedades
posiblemente no relacionadas entre sf, que causan un conjunto de signos y
sintomas, en este caso el elevado nivel de aziicar en la sangre es el nds
importante, aunque no el fGnico, {(Zonana & -Rimoin, 1976, Solano, 1979, --

Fajans, 1981},

Actualmente, se distinguen dos clases principales de Diabetes:'
diabetes tipo I, dependiente de insulina y diabetes tipo II, no dependicg .
te de insulina, Adicionalmente existe una clasificaci&n para caracteri--
zar otros tipos especiales de diabetes y otras categorias de intolerancia

a la glucosa que no se clasifican como.diabetes (Anénimo, 197%, West, ==



1979, Fajans, 1981). Los pacientes que padecen diabetes del tipo I cons-
tituyen cerca del 20% del total de diabéticos, El B0% restantes se encuen

tra constituido principalminte por diab&ticos del tipo II. (Roth, 1981).

De manera general el tratamiento de los diferentes tipos de -
diabetes esta basado en dietas, drogas antidiabéticas e insulina. (Petri
ds & Weiss, 1978). La dieta, con o sin el uso de los otros recursos tera
peliticos es la piedra angular en el tratamiento de la diabetes. Esfa de-~
pende fundamentalmente del grado o severidad del desorden metabdlico y de
1la presencia o ausencia de obesidad. Mas de la tercera parte de todos -~
los diabéticos pueden ser adecuadamente controlados solo por medic de die
tas'(Petrideé & Weissg, 1978) lo que significa de acuerdo a los datos de -
Roth, (}981) que aproximadamente el 41% de los diab&ticos Tipo II pueden

ser controlados solo con dietas.

Cuando la dieta no es suficiente, los pacientes son tratados
con hipoglicemiantes orales (a excepcifn de los diabéticos Tipo I). Cier:
tas drogas de este tipo estimulan la secrecién de insulina (ver detalles

en Petrides & Weiss, 1978 y Oakley et al, 1978).

Cuando los gintomas de la diabetes no pueden ser controladés
por medio de las dietas y/o hipoglicemiantes orales es necesario el uso -
de insulina. Cuando se présbntan las consecuéncias mas graves de.la aia-
betes, tales como el coma diabético o la cetoacidosis es indispensable el
uso de la insuliha. Los pacientes con diabetes Tipe I no tienen.altcrna—
tiva de tratamiento. La insulina también se usa en casos de infeccién, -

- cirugia o embarazo, de pacientes que no dependen de insulina pero que pre .-

.




ICADENA A

Borrego
Res

Conejo

Cerdo }
Humano

CADENA B

Humano

Conejo
Cerdo
Res

Borrego

.

AlaGlival:

Ala— Val

S5
|

|
GliIleValGluGlnCisCisTrcSerIlecisserLeuTirGlnLeuGluAsnTirCésAsn

1 1

¥ ¥ : S
FenValAsnGlnHisLeuCisCisGliSerHisLeuValGluAlaLeuTirLeuValCisGliGluArgGliFenFenTixTreProLisTre

FIGURA 2.2.2.1 - Secuencia de aminoicidos de diversas insulinas de mam{feros.

Ser




sentan hiperglicemia (Petrides & Weiss, 1978, Galloway & Davidson, 1981) .
Sin duda, la insulina es la hormona mds importante ligada con la diabetes.

Sin embarge, no es la Unica {Oakley, et al,, 1978, Petrides & Weiss, 1978).

La insulina es una hormona peptidica que estd constituida por
dos cadenas conteniendo 21 aminodcidos (Cadena A) vy 30 aminodcidos (Cade-
na B}, Las dos cadenas estan interconectadas por dos puentes disulfuro -
entre cisteinas de ambas cadenas: el primero entre las posiciones 7 de -
ambas cadenas y el segundo entre la posicién 20 dé la Cadena A y la 19 de
la Cadena B. Dentro de la cadena A existe otro puente disulfuro gue une
a lﬁ cisteina de las posiciones & y 11, (Figura 2.2.1). Aunque existen
diferencias en la secuencia de aminofdcidos de las insulinas de animales -
mamiferos y no mamiferos, la estructura fundamental se conserva y si su' -
actividad bioldgica, determinada en mamiferos, se compara con la presenta
da por la insulina bovina o porcina, se encuentra que se conserva entre’—

un 10 y 100%, dependiendo de la especie.

ta insulina en el hombre es sintetizada por las células f§ de
los islotes de Langerhans, ubicados en el pancreas (Oakley, et al., 1978,
Grodsky;- 1970). Este proceso es una compleja serie de eventos de codifi
cacidn genética (Bell et al., 1980, Ganon et al., 1979, Kinninburg & ;-
Ross, 1979), biosintesis y excresidn {Steiner, 1977, Petrides & Weiss, --
1978). La excresidn de la inéulina a la sangre se encuencra'conttolada ;
de manera compleja por los niveles de glucosa, asi como por una diversi--
dad de estimulos adiciqnales {Oakley et al,, 1978, Petrides & Weiss, 1978,

Halter, & Porte, 1981, Unger, 1981).



los efectos metabdlicos de la insulina son diversos. De mane
ra general, puede decirse que el efecto global de la insulina es dirigir
el metabolismo fundamentalmente hacia procesos biosintéticos. En su au--
sencia, se propician principalmente las actividades catabdlicas o degrada

tivas. (Oakley et al, 1978, Petrides & Weiss, 1978).

El modo de accién de la insulina no ha sido totalmente deluci
dada, sin embargo, se sabe que se ejerce mediante receptores especificos
(Goldfine, 1978, Roth & Muggeo, 1981, Levine, 1981, Gorden et al., 1980,

Steiner, 1977, Wood et al., 1975).

Las insulinas utilizadas para el tratamiento de diab&ticos ~--
han sido de origen porcino y bovino principalmente, las cuales difieren -
respecto'a la insulina humana en su secuencia de aminodcidos como se iiug
tré en la Figura 2.2.1. Estas diferencias en su estructura primaria, asi
como las i%purezas gue se encuentran en las preparaciones comerciales éon
los principales responsables de algunos problemas derivados del tratamien
to con tales insulinas, entre los que se encuentran principalmente la pro
duccifn de anticuerpos anti-insulina que puede llevar a alergia local o -
sistémica, resistencia inmunoldgica a la insulina y lipoatrofia en log =~
sitios de inyeccién (Skyler, 1982a). En vista de la importancia de 105“—-
.problemas ocasionpados por 1; presencia de impurezas, a partir de 1972 se

L - N
lanzaron al mercado insulinas purificadas por técnicas cromatogrificas y/o
de intercambio iénico. A estas nuevas insulinas se les denomina SC, SP a
MC (de "Single Component", "Single.Peak" o I"Mc)nacompc:n-:*.nt."‘, POr su cOmpor

tamiento cromatogridfico) (Yue & Turtle, 1977).



De las insulinas disponibles la porcina purificada es la que
tiene menos actividad antig@nica. Pero dada la baja disponibilidad de ma
terias primas y las pérdidas que resultan en su purificacidn (Yue & Turtle,
1977), solo se recomendéba para situaciones muy especiales (Petrides & -~
Weiss, 1978, p. 99). La mayor parte de las presentaciones comerciales --
contienen 2/3 de insulina bovina y 1/3 de insulina porcina. Las caracte-
risticas de las diferentes presentaciones de insulina que se encuentran -

disponibles comercialmente se pueden consultar en los trabajos de Petrides

& Weiss (1978), Solanc (1979) y Galloway & Davidson (1981). %

La terapia de la diabetes ha experimentado un gran avance en
los Qiltimos afios. Sin embargo, puede decirse que en corto y quizé mediano
plazo, el tratamient§ mds comiin para los diabéticos dependientes de insu-
lina seguird@ siendo la aplicacién ex8gena de insulina, posiblemente junto A
con otras hormonas (Raskin, ‘1981, Solano, 1979). Los avances mis signifi
cativos en el futuro, muy probablemente serdn en la forma de administrar
la insulina por medio de dispositivos electromecdnicos implantables -—
(Marble, 1981, Albisser & Spencer, 1982, Soeldner, 1982). 1la aplicacién
de los otros tratamiento como los transplantes (Raskin, 1981,.Matas EEVEE';
1976), la prevencidn inmunolégica (Solano, 1979, Cahill, 1981) y la mani-
pulacidn genética (Cahill, 1981) son mids remotos. De cualquier modo, de =
tener éxito, infuenciarian decisivamente el papel gue actualmente desempe

fia la insulina en el tratamiento de la diabetes.



2.3 Produccifn de insulina humana

En gran medida, los esfuerzos tendicentes a mejorar el trata-
miento de la diabetes se han encaminado a dos objetivos principales: a
la produccidn de insulinas cada vez mas puras y a la obtencidén de insuli-
na idéntica a la humana. Esta insulina, denominada en lo sucesivo insuli
na humana, puede ser obtenida fundamentalmente por medio de cuatro proce-
dimientos: a) extraccidn del pancreas de caddveres humanos, b} singesis
cquimica total, c¢) conversidén enzimdtica de la insulina de cerdo y d) sin-

tesis bacteriana mediante el uso de técnicas de ADN recombinante.

Ios dos primeros métodos tienen grandes limitaciones. La dis
ponibilidad de la materia prima en el primer caso, y el bajo rendimiento,
en el segundo, conducen a procesos no §iables para la produccidn de insu-
lina de uso generalizado (Skyler, 1982b, Grodsky, 1970, Klostermeyer & =~

Humbel, 1966).

El tercer método consiste en transformar la insulina de cerdo
en insulina humana. Puesto que la insulipa porcina difiere en un solo «-
aminodcido respecto a la humana (el aminodcido 30 de la cadena B es tréo-
nina en la humana y alanina en la porcina), es posible por métodos enzimd
ticos sustituir la alanina por la treonina. El resultado de lo anterior
es una insulina humana "semigintética". ILa parte fundamental del proceso
es la reaccifn de transpeptidacién con tripsina en mezclas de solventes .
oréénicos en agua. Este método ha sido desarrollado a nivel industriél -
por la compaiifa danesa NOVO (tarkussen et al., 1983). Es'te producto se =

ha sometido a numerosas pruebas clinicas (Karam & Etzwiler, 1983) de las



que se ha concluido que esta insulina tiene un comportamiento casi idénti
co a la insulina porcina monccomponentz y que los pacientes pueden usar --
o cambiar indistintamente estas insulinas sin precauciones especiales -
(Btzwiler, 193, Karam, 1983)., Sin embargo, la insulina humana parece ab-
sorberse mas rapidamente y se ha reportado una menor inmunogenicidad  ~--
(sChernthangr et al., 1983} respecto a la porcina monocomponente. En la

actvalidad, este tipo de insulina se encuentra disponible comercialmente

en el mercade europeo (Karam, 1983),

El {iltimc método, la sintesis bacteriana de insulina humana -
mediante ADN recombinante, tiene una ventaja fundamental respecto al de -~
la conversibn enzimitica de insulina porcina. En este caso no se depende
de las yisceras animales. El suministro- de visceras animales cambia en -
funcién de la demanda de carne y no tiene relacidn respecto a las necesi-
dades de 'los diab&ticos (Johnson, 1983) y es posible que se presente una
deficiencia en las fuentes naturales de insulina en vista del elevado cre
cimiento de la poblacidn diabética (Andénimo, 1978, Anénimo, 1980v). Eﬁ la
Figura 2.31. se ilustra de manera general, la estrategia para la obtencidn
de insulina humana empleando técnicas de recombinacién de ADN. En la seg'r

cibn 2.4 se revisarin con mds detalle los aspectos técnicos del proceso. -

La expresién de }nsulina humana a partir de ADﬁ recombinante
se anuncid en septiembre de 1978. E1 proyecto fuc_desarrolla&o en los -
Estados Unidos, gracias a un contrato de la compafifa Genentech, Inc. con el
"National Medical Center {City of Hope)" ée California.  Una ver demostradé._

la factibilidad técnica, Genentech hizo un contrato con ia compaiia Eli -
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Lilly,'Inc. de Indianépolis, (U.S.A.) para hacer el escalamiento y desarro
1lo del proceso. En Junio de 1979 Lilly solicitd al "Recombinant DNA =--
Advisory Comittee (RAC)" el hacer pruebas en vollimenes mayores a 10 litros
(en vista de que la regﬁlacién Norteamericana fijaba tal volumen como 1i-
mite miximo para la experimentacidn con ADN recombinante);en Diciembre --
del mismo afio la solicitud fue aprobada, Un mes después, se autorizd a -
Lilly llevar a cabo cultivos en tanques de 150 litros. En 1980, se logrd
permiso para extender el volumen de fermentacién hasta tanques de 20Q li-
tros, en Julio de ese afio se iniciaron las pruebas clinicas con la insuii
na humana en Inglaterra y poco después en Alemania Occidental, Grecia y
U.S.A. En mayo de 1982 se solicitd la aprobacidén de la "Food and Drug --
Administration (FDA)}"™ @e U.S5.A., la cual autorizd la venta de insulina --
humana en Octubre del mismo ajio, solo 5 meses después, un tiempo record ;

para los productos farmacéuticos (Anénimo 1982).

A finales de 1982 se inicié la construccidn de plantas indus-

triales especialmente disefiadas para la produccidn bacteriana de insulina

tanto en Indianapolis (U.S.A.) como en Liverpool (GB) con una inversidn -

superiox a los 40 millones de dSlares. Actualmente la imsulina humana ha

sido aprobada en muchos paises. (Johnson, 1983).

La insulina obtenida por este método es quimica y fisicamente

equivalente a la insulina humana pancredtica y biolSgicamente-equivalente
en varios sistemas biogufmicos y animales a la insulina humana patural y

a la insulipa porcina purificada (Chance et al., 1981b).

Este producto ha sido objeto de numerosas pruebas_clinicas -

{Keen et. al., 1980, Baker et al., 1981, Skyler & Raptis, 1981, Skyler, --



1982) las cuales concluyeron gque no existen diferencias sustanciales en
el tratamiento de diabdticos entre la insulina humana y la porcina puri-
ficada y que pueden ser intercambiadas sin nunguna precaucidn adicional.
Aparentemente, las probables diferencias radican en una absorcién mis ra
pida y la presencia de inmunogencnicidad ligeramente menor, respecto a -
la insulina porcina monocomponente. A manera de resumen se puede afirmar
que la insulina humana producida por recombinacién de dcides nucleicos es
segura y efectiva en el control de la diabetes mellitus y asegura una dis

ponibilidad ilimitada de esta hormona en el futuro.

2.4 Insulina humana a partir de ADN recombinante

En la seccidn anterjor se han descrito de manera general los
procedimientos posibles para la produccién de insulina humana, entre ellos
el de la piosintesis bacteriana mediante el uso de ADN recombinante, Se
revisaron brevemente las caracteristicas de autenticidad y de pureza de la
insulina humana, sus propiedades, la historia y estado actual de la tecno-
logia, asi como los resultados de pruebas clinicas. En esta seccidn se --
discutirdn con mds detalle las estrategias y el desarrollo de los aspectos
técnicos esenciales del proceso tanto de lo reportado en la literatura ---.
como de lo desarrollado en el Departamento derniologia Molecular- del Insti

tuto de Investigaciones Biomédicas de la U.N.A.M.

la primera experiencia en la produccidn de insulina por bacte
rias fue reportada por Ullrich etal., (1977) guienes prepararon ARNm de -
islotes de Langerhans de ratas y posteriormente sintetizaron .ADN de doble

* ‘cadena complementario a tal ARNm usando transcriptasa reversa. En la Pi-



gura 2.4.1, se ilustra la estrategia general uéilizdda. El ARN se obtuvo
de islotes pancredticos de rata los cuales contienen ARNm que codifica --
para insulina. Este ARNm s¢ encuentra poliadenilado (como sucede en la -
mayoria de los organismos superiores) lo que permite su purificacién por
cromatografia de afinidad en oligo (dT)-celulosa, E1 ARN asi purificado
fue "copiado" a ADN complementario de cadena sencilla por medio de la --
enzima transcriptasa reversa. Despuds de la digestién del ARNm cén_élca-
1i, el ADNc de cadena sencilla fue nuevamente transcrito reversamente para
dar ADNc de doble cadena, este procedimiento genera una regidén de unidn -
de cadena sencila que fue posteriormente digerido con la nucleasa S1 (la
cual digiere exclusivamente ADN de cadena sencilla). Con el fin de evitar
posibles residuos de cadena sencilla que no hayan sido digeridos por la -
enzima Sl' el ADN se trata con ADN polimerasa para dar ADNc con extremos
"rasurados". Con el fin de permitir la introduccidn de este fragmento de
ADN en un vehiculo molecular se agregan pequefios fragmentos de ADN denomi-
nados "linkers", gque contienen secuencias especificas que reconoce la éndg
nﬁcleasa Eco Rl. Estos "linkers" se sintetizaron quimicamente y se unie--
ron él fragmento de ADNc con la enzima ligasa. Finalmente el ADNc asi ob-
tenido se digiere con Eco Rl para dar extremos cohesivos que permitan su -

introduceidn en un plismido.

£l pldsmido resultante fue introducido en una ceba de E. coli.
y se seleccionaron clonas que contenian el ADN recombinante. En el traba-
jo de Ullrich et al., (1977) se reportdé también la secucn&ia nucleotidica
de ADN recombinante y se demostrd que contegia la regién completa que co--

difica para el prepéptido y la secuencia completa que codifica para una --
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regién no traducible del ARNm en su extremo terminal 3'.

El siguiente paso fue reportado por Villa-Xomaroff et al.,
(1978) quienes gencraron clonas bacterianas que sintetizaban proinsulina.
Estos investigadores partieron de un ARNm de insulinoma de ratg y sinteti
zaron ADNe de forma similar al reportado por Ullrich et al,, (1977) con -
ciertas modificaciones: en lugar de completar la sintesis de ADNc de do-
ble cadena con ADN polimerasa e incluir sitios de restriccifn para Eco Rl
en los extremos terminales, agregaron fragmentos de poli;deoxicitosina de
cadena sencilla a los extremos termingles 3' de un plismido (pBR-322) que
habia sido linearizado tratdndolo con la endonucleasa Pst I. 1Ia estrate;
gia generul se muestra en la Figura 2.4.2. Puesto que en el pBR-322 solo
existe un sitio para Pst I, la digestién con esta enzima resulta en un --
plismido lineal conteniendo pequefios extremos de cadena sencilla. Agregan
do residuos de poli-deoxiguanosina a la cadena 3' mediante el uso de la -
enzima transferasa terminal (que extiende los extremos 3' de ADN de cade-
na sencilla) se generan "tallos" de cadena sencilla en los extremos 3'. -
De la misma forma, se agregan residuos de poli-oxicitosina a los extremos
3' del ADNc aislado del.insulinoma. Una vez realizado lo anﬁerior se meg;
clan ambos ADN y las terminales 3' de poli (G) y poli (C) hibridizan por.
apareamiento de bases y forman un plasmido circular recombinante. Los —;
fragmentos dC y los dG son de aproximadamente 15-30 nuclebtidos. 1os cua
les for@an hibridos muy estables que no requieren el tratamientd‘con Iigg

sa.

.

Con el pldsmido asi obtenido se transformaron células de e

E. coli y se seleccionaron clonas adecpadas por medio de radioinmunoensayo
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en fasc sdlida.

El sitio de Pst I en el plasmido pBR-322 se encuentra dentro
del gene que codifica para f-lactamasa, la cual le confiere resistencia a
la ampcilina a la cepa. La insercidn del ADNc en tal gene resulta en la
creacién de genes fusionados que producen una proteina hibrida constitui-
da por los primeros 182 amincdcidos de la PB-lactamasa y el resto éor los
aminodcidos de la proinsulina. En el trabajo descrito no se logrd la pro
duccidn de insulina como tal, pero fue la primera demostracién de gue era
factible la ex presién de proteinas de mamiferos en bacterias. Por otra -

:parte no se trataba de insulina humana sino de rata.

Con el £in de producir insulina humana, en varios laborato-f
rios se ha seguido una estrategia similar a la de Ullrich et al. (1977)
y‘de Villa Komaroff et al. k1978) utilizando insulinomas humanos (Miller
& Baxter; 1980). Alternativamente a este procedimiento se encuentra el
gque involucra la sintesis quimica total de ADN especifico. El primer --
esfuerzo exitoso de esta alternativa se logrd con la hormona somatostati
na (Itakura et al., 1977)\ Lo que demostrd que un gene sintdtico puede
ser disefiado a partir de una secuencia de aminodcidos conocida y ser pro

pagado y expresade en bacterias aun a pesar que el gene sintético no con

tenga exactamente la misma secuencia nucleotidica encontrada en el gene
.

natural.

En 1978, Crea gt al. reyortaron la sintesis quimita total de
genes para las cadenas A y B de la insulina humana. En vista de que el

cddigo geﬁético es degenerado, el disefio de los genes fue realizado bajo

e s



las siguientes restricciones generales:

a)

b}

c)

d)

e)

Los codones sa escogieron en Funcidn de aquellos que se conoce
son mds apropiados para la expresifn en E. coli.

Puesto que la secuencia completa scria construida a ﬁartir de «-
fragmentos que se sobreponen, los fragmentos se disefiaron a mane
ra -de eliminar uniones inter o intramoleculares no deseables,

Se evitaron secuencias ricas en G-C (guanina-citosina) seghidas
de regiones ricas en A-T (adenina-timina) puesto que se sabe que
tales secuencias propician la terminacién de la transcripcién.
En los extremos terminales se disefid una secuencia que recono---
cieran enzimas de restriccién para facilitar su insercifn en un
vehiculo molecular,

En el extremo 5' de cada gene se adiciond previo al sitio de la
.endonucleasa, un codén extra que codificara para metionina, para
poder separar con un tratamiento con Bromuro de cianfgeno el pro
ducto de los genes de insulina que serdn fusionados a la B-ga--

lactosidasa.

La sintesis de ADN se llevé a cabo por ¢l método del fosfotri

ester, el cual se esquematiza en la Pigura 2.4.3, El proceso se inicia r

con nucleftidos, de los cuales se generan triester-trimeros protegidos --

como los sefialados con les niimeros 1 y 2 en la Figura. El trimero del --

tipo 2, con el grupo protectdar amisol-3' se convertiri en el extremo 3!

del oligonucleftido. EIl trimero del tipo 1 es bifuncional y dependiendo

del tratamiento (Hcido o bisico), podrd constituir tanto el extremo 5' o

un compornente de la secuencia interna.. Debido a que los intermediarios =~
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FIGURA 2.4.6 Estrategia gencral para la clonacifn de genes sintéticos de in-
sulina humana (cadena B) fusionados a B-galactosidasa en el plaswido iB R-322,
De acuerdo a Goedell et al {1979). '



de sintesis,tales come los ilustrados con los nimeros 3,4,5,6 y 7 de la -
figura, no son solubles on agua, todos los pasos de condensacidn y puri--
ficacidn se hacen en solventes orgénicos tales como cloroforme. Los tri-
meros pueden ser condensados para dar hexémeros (por ejemplo 3 + 4 da 6)

y los hexdmeros pueden ser condensados para dar dodecdmeros (6 + 7 da 8).

El siguiente paso en la sfntesis es la remocién de los grupos protectivos.
Esto se logra mediante tratamientos con dcido acético y NH40H, generando

el fragmento deseado de ADN de cadena sencilla soluble en agua.

v

El paso final de la sintesis es una purificacién de los frag-

mentos de ADN mediante cromatografia liquida de alta presién.

Una vez obtenidos los fragmentos de entre 10 y 15 pares de Pi
ses ¥ puesto gue fueron disefiados para tener sobreposiciones complementa-
rias se unieron entre si mediante la enzima ligasa. Los extremos termingi
les del gene se disefiaron para tener un sitio de Eco Rl en el extremo iz-
quierdo y uno de Bam Hl en el extremo derecho. En la Figura 2.4.4 se -~
ilustra el disefioc y forma de sintesis de los genes para Cadena A y Cadena

B de insulipa humana.

Posteriormente, Goeddel et al. (1979} clonaron cstos genes —_'
en el plasmido pBR-322 de acuerdo a la estrategia ilustrada en la Figura
2.4.5. El pBR-322 se digirib en las gndonucleasas Eco Rl y Bam Hl lo qﬁe
permitid la inscrcidn del gene sintético mediante la enzima ligasa T4. El
plasmide resultante se utiliz8 para transformar cflulas de E. coli, se -
seleccionaron clonas adecuadas y'se corrobord mediante la secuenciacidn -

nucleotfdica. Posteriormenta se aisld un fragmento del operdn lac del -



y— e B S e o v \
' Eco R1 Bam H1 Eco RT A
—-———+— .
—_— A\ v
i 3 amH}
Oligonucledtidos Ligasa
A
[
e T
A EcoR1 B8 amil
0% Lottt
. Transformacién
‘ \ EcoR1 BamH de E. coli r r
¥ p o EcoR1 Amp-, Tet
: Amp .
VI ECoR|
52 B amH1
ret’ ‘ , V
A - B
EcoR1 B amH1 ) ‘
Lac P 0 27 A
] ! Ligasa
e
Transformaclon de
E. coli Lac PO .2z°
11\mpr , '_retr , Colonias azules en X-gal /
Lac O P z
— —— o— Jo  — -
EcoR1 HindIIl

FIGURA 2.4.5 Estrategia general para la clonacin de
a B-galactosxdasa en el pli3smido @BR-322.

genes sintéticos de insulina humana fusionados




genoma del fago A que inclufa el promotor, cl operador y los primeros 1006
codones para fi-galactosidasa incluidos entre dos sitios de Eco Rl. Este
fragmento se insertd en el plasmido conteniendo el gene de cadena A median
te su sitio de Beco Rl y la enzima ligasa T4. E1 plismido resultante se -
introdujo en células de E. coli y se seleccionaron clonas adecuadas, las
cuales producian una proteina hibrida Cadena A-B-galactosidasa. Para la
cadena B el procedimiento fue similar, solo que en este caso se clonaron -

separadamente fragmentos del gene con un sitio de unifn reconocido por la

enzima Hind IITI. El procedimiento general se detalla en la Fiqura 2.4.6.

El plédsmido recombinante para la cadena A una vez establecida
su correcta orientacidn fue introducido en una cepa de E. coli constituti
va para f-galactosidasa y cultivad; en un medio rico. E1 plismido recom-
binante para cadena B se introdujo en una cepa de E. coli con una mutacién
Iq (que sobreproduce represor lac) y se, cultivé en un medio ricb, para lo-

grar la expresién el sistema se indujo con el galactbsidoso IPTG.

‘La proteina hfbrida resultante es insoluble y constituye apro

ximadamente el 20% de la proteina bacteriana total. La cadena de insulina -

tiene que ser posteriormente separada de la proteina a la que ha sido fu--
sionada mediante tratamiento con Bromurc de Ciandgeno en Acido férmico al
70%. Las cadenas libres de insulina se convierten a, sus derivados s-sulfg

. -
nados para prevenir la formacidn prematura de puentes disulfuroc y se puri

rifican posteriormente mediante cromatografia de intercambio idnico, fil-

tracién en gel y cromatografia ligquida de alta presién de fase reversa,'=- -

Una vez purificada, la cadena B-sulfonada se mezcla con un exceso de cade




na A-sulfonada purificada y se generan sulfihidrilos libres mediante re-

duccién con mercaptoctanol. El exceso de mercaptoctanol se remucve por

extraccién con acetato de etilo, el pH se ajusta a 10.6 y la rcasociacién
se logra mediante la oxidacidn con aire, la insulina resultante sec detec-
ta mediante radioimnunocnsayo. El rendimiento de reasociacidn se encuen-
tra entre el 10 y ¢l 15%. En la Figura 2.4.7 se ilustra el procedimien-~
to general de obtencidn de insulina humana por bacterias, haciendo énfa--

sis en los procedimientos de purificacién y reasociacidn.

Respecto al rendiniento de las cadenas, éste es de alrededor
de 6.41 my/g células himedas, equivalente a 1 mg/litro de cultivo. La --
produccidn de proteina hibrida es cercana a 105 moléculas por célula. --
(Goedell et al., 1979). Estos rendimientos son cerca de 10 veces mis al-

tos que los encontrados para somatostatina (Itakura, et al., 1977).

.

El proyecto de insulina no concluyé con la publicacién de la -
viabilidad técnica del proceso, fué necesario todavia una gran cantidad - .
de trabajo para que la insulina humana se convirtiera en‘un agente clini-
co fitil (Riggs, 1981), El escalamiento del proceso de cultivos de unos -
pocos litros a cientos de miles de litros, sin duda presenté problemas de
desarrollo; sin embargo de acuerdc a Riggs, (1981) "no se encontraron di-
ficultades mayores y a pesar.de que el rendimiento necesita ser mejorado, .
los resultados actuales son satisfactorios, ya que Lilly invertird 40 mi-
llones de ddlares para la produccidén a gran escala de insulina humana por

este método".
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En la Tabla 2.4.1 se resume la historia.de los principales -
acoﬁtecimientos del proyccto de insulina humana. Como es claro fué nece
saria la experiencia en niveles intermedios a la planta industrial (150
y 2000 1ts) con el fin de escalar el proceso al nivel de fermentador de
10,000 galones en la préctica industrial. Sin embargo, de acuerdo a --
Johnson (l98§) los principales problemas en el escalamiento fueron apa--
rentemente de cardcter legal, en vista de la 1egisléc15n vigente en Egtg‘
dos Unidos respecte al ADN recombinante., Fué@ necesario demostrar la se-

guridad de la Escherichia coli K-12; la confiabilidad del equipo de esca

la comercial principalmente en lo que se refiere al confinamiento de los
cultivos; y en entrenar adecuadamente al personal respecto al proceso, =~
En la literatura, como es mds o menos obvio no se reportan las condicio-
nes té&cnicas del escalamiento ya que éllo forma parte fundamental de la

tecnologia.

En vist; de los bajos rendimientos en la reasociacién de las
cadenas, una alternativa para producir insulina humana es mediante la in
sercidn del gene de la proinsulina en pldsmidos hibridos. La proteina -
hibrida asi sintetizada se trata con bromuro de ciandgeno para liberar a
la proinsulina de la proteina a la que ha sido fusionada., A la proinsu-
lina cruda se le somete a la sulfitélisis oxidativa para producir el deri
vado sulfonado. Después de 4n apropiado acomodamiento de la molécula me
diante la formacidn de los puentes disulfuro adecuados, la proinsuling -
resultante se purifica por filtracidén en gel. E1 péptido C puede ser --
eliminado enzimiticamente mediante un tratamiento con tripsina o carboxi

peptidasa B, lo que produce insulina bioiégicamente activa,. (Johnsoﬁ, -



TABLA 2.4.1

PRINCIPALES EVENTOS EN EL DESARROLLO DEL PROYECTO DE INSULINA HUMANA

Fecha

Evento

1977

1977
1978
1978
1978

1979
1880
1980
1982

1982

1982

1983

(Septiembre)

{Junio)

{Mayo)
{Octubre)

(Finales)

Ullirich et al (1977) logran clenar un gene
de insulina de rata en plismidos.

Itakura et al (1977) reportan por primera
vez la expresidn de genes sintetizados qui
micamente, de la hormona somatostatina.

Villa-Komaroff et al (1978) logran clonas
bacterianas que sintetizan proinsulina de
rata.

Crea et al (1978) sintetizan quinicamente
los genes que codifican para las cadenas
A y B de insulina humana.

Se logra la expresidn de genes que sinteti
cen para cadenas de insulina humana en ==
E. coli (Goedell et al, 1979)

Lilly es autorizada para escalar el proce-
so hasta 150 lIts.

Se permite a Lilly escalar el proceso hasta’
2,000 1ts.

Se publiva la primera experiencia clinica
con esta insulina humana (Keen, et al., -
19803 . :
Se solicita la aprobacién de la FDA

La FDA aprueba el producto de Lilly

Lilly comienza la construccién de las plan
tas industriales en Indianapolis (U.S.A.)

y Liverpool (U.X.).

Lilly éroducc insulina humana en fcfmenta—-:
dores de 10,000 galones. ;




1982). La insulina producida por esta via tiene en el producto final un

contenido de proinsulina elevade (11.3 ppm).

La produccién de proinsulina puede lograrse a través de "plis
-midos de expresidn" en los que se inserta también la sccuenci; del pre-
péptido, el cual dirige la excresidn de la molécula de interds. Una ven
taja adicional es que la proteina puede ser aislada mds ficilmente y con
menos posibilidad de contaminacidn con otros productos bacterianos én --
vista de que se localiza en el espacio periplasmico, disminuyendo tambign
la posibilidad de la inestabilidad intracelular y permitiendo la expre-=-
sién de proteinas sin necesidad de fusionarlas con proteinas bacterianas.
Villa Komaroff et al. {1978} demostraron la sintesis y excresién de pro-
insulina de rata, como resultado de la fusién de los genes de proinsulina

Yy pre-penicilinasa.

Posteriromente Talmadge et al, (1980a) demostraron gue la se
cuencia para pre-proinsulina de rata dirige la secrecién de un antigeno -
de insulina en E. coli y el mismo afio concluyeron que la bacteria es capaz
de procesar correctamente las sefiales eucariéticas como la de la propia -
bacteria por medio de una peptidasa bactériana que genera proinsulina’ --

(Talmadge et al., 1980b).

Sin duda, un aspecto muy importante para maximizar la expresidn
de productos de genes recombinantes es la seleccidn del promotor a pﬁrtit
del cual se inicia la transcripcién. Mieqtras més‘fucrte sea el ptomotog— -
mayor serd la cantidad de ARNm que sg'forma y en consecuencia se sintéti—;"‘

zard mis proteina, Los promotores también tienen el efecto-de incrementar



la relacidn del producto deseado a la proteina fusionada, esto es, que si
los genes de las cadenas se fusionan a genes de proteinas pequefas, la --
proporcidn de las cadenas en la proteine hibrida serd mayor y en consecugn

cia se producirdn mayor cantidad de cadenas por gramo de proteina hibrida.

Se ha demostrado por medio de microscopia clectrénica de ba--
rride y de transmisidp {Williams ct al., 1982) que la protefna hibrida, -~
gue consiste en las cadenas A o B o bien proinsulina fusionadas al operéh
de triptofano, forma en la c&lula cuerpus de inclusién en forma granular.
La cantidad de estos cuerpos de inclusidn es proporcional a la cantidad -=
de proteina hibrida formada por la célula. Al principio del cultivo estos
gridnulos se encuentran en menos del 1% de las células pero al final del ~-
misme mis del 90% de las células contienen cuerpos de inclusidn y llegan a
ocupar cevca del 20% del volumen celular. Por técnicas inmunocitoquimicés
se ha demostrado que los cuerpos @e inclusidn estan formados por la proteé
na hibrida (williams et al., 1981). Aparentemente la formacién de estos 4.

grdnulos se debe exclusivamente a la naturaleza insoluble de la proteina -

hibrida.

Los trabajos desarrollados en el Departamento de Biologia Mo~
_leculardel Instituto de Investigaciones Biomédicas, U.N,A.M., =

dentro del proyecto de produccidn hmuiinahumanasiguiermxfundaf~

mentalmente estrategias similares a las reportadas por Crea et gl.,-(1978y

y Goeddel et al., (1979). La sintesis quimica de los genes fue llevada a

cabo por el M, C, Xavier Soberdn. El gene de cadena A se clond en conjun=~

to con_el’ operdn lac del fago A en el vechiculo pBR-322 para dar el pldasmi-

do pBR-213. El gene de la cadena B fue. clonado en el vehiculo pBR-322 ge-
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FIGURA 2.4.B ComparaciSn entre la relacidn que guarda el nimero de aminodcicos
de las proteinas a las que se fusionan las secuencias de aminoicidos de la cade
na y proinsulina humanas,

TRLA 2.4.1

EFECTO DE LA PRESENCIA DEL PLASMIDO [BR-213 EN LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRE-
CIMIENTO DE E, coli MX-614 EN DIVERSOS MEDIOS DE CULTIVO, Datos de Balbds { 1981).

Medio de cultivo Velocidad éspecifica de crecimiento () (hr-1)

L
Cepa MX-614
Con el BR~213 Silvestre

" Luria o 0.43 0.57

Luria (glucosd) S 0,64 ' 10.96

M-9 (glucosa) : 0.83 0.64

M=9. (glucosa-glicerol) - 0.68 . 0.50

M-9 (glicerol) _ 0.51 e 0.67

MM (glucosa) . 0,39 0.35

MM {glucosa-glicerol) 0.44 0.34




nerando el plfsmido pBR-271., En la Figura 2.4.9 se¢ resumen esquemdtica-
mente los trabajos desarrollados a partir de los plismidos pBR-213 y -

PBR-271 reportados por Balbis (1981).

El primer paso fue la secuenciacién de los genes sintéticos
para corroborar que la secuencia fuera la correcta, Esto se 1levd a cabo
por el método de Sanger et al. (1977) y se verificé que la secuencia --

era la correcta y correspondia a la reportada por Crea et al. (1978).

Posteriormente el pldsmide pBR-213 se tratd con Eco Rl y se
purificd el fragmento que contiene el‘operén de lactosa, el cudl se clond
en el pBR-271 previa digestién con Eco R1. Con los ﬁlﬁsmidos resultantes
se transformaron células de E. coli K-12 RRl y se selecciona?on clonas en
¥gal + ampicilina. Se encontrd tna s§1a colonia azul a la cual se le de~
termind la orientacién de la insercidn con la enzima Hind 111 y se encon-
tré que era incorrecta. A este plismido se le denomind pBR-274, el cual
se purificd, se digirid nuevamente con Eco Rl y se tratd. posteriormente -
con ligasa. Al transformar células de E. coli se seleccionaron 20 colo--
nias azules y mediante digestifn con Hind 111 se encontraron 5 que esta--
ban en posicién correcta, este pldsmido se le denomind pBR-275 y se le == .
caracterizékcon 5 combinaciones de enzimas de restriccidn para demostrar

que efectivamente se tenfa.el plasmido adecuado.

Los plésmidos pBR~-213 y pBR-275 fueron usados para transformar’
" células de E. coli K-12 RRl, sin embargo posteriormente se sustituyd la -
cepa receptoré por la E. coli Mx-614 en vista de que &sta Gltima'no;prodg

ce B-galactosidasa (que podrfa interferir en la medicidn de protefna hi--
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brida) y es constitutiva, ya que no produce represor lac. Sin embargo en
el caso del pBR-275 no sec logrd una expresién adecuada en esta cepa ya --
que el plismido resultd inestable durante el cultive y sufre delesiones,

(Bolivar, 1983),, Este problema se scluciond utilizande como cepa recepto
ra E. coli p-1210 cuyas caracteristicas principales es sobreproducir re--
presor lac (Iq) y no tener capacidad elevada de recombinacidn de material
gendtico (RechA”). Sin embargo, esta cepa sintetiza B-galactosidasa nati-
va y necesita secr inducida. Con esta cepa el pBR-275 se¢ mantenia estable
y se determind que el miximo de proteina hibrida se obtenia cuando el cul
tive se inducia con el galactdsido IPTG a una concentracidn entre 2 y 5 -

mM y en la fase exponencial tardia del crecimiento de la bacteria,

La proteina hibrida B-galactosidasa—cadena B constituye apro
ximadamente al 12% de las proteinas totales de la bacteria determinada --
por densitometria de geles cuando es crecida en un medio rico, E1 porcen
taje de la proteina hibrida respecto a las proteinas precipitables depen-
de del tiempo de cosecha pero, entre ly 4 horas posteriores a la induccién
este valor.es cercado al 30%., La biosintesis de proteina hibrida sucede

afin en la fase estacionaria,

‘Los estudios reportados por Balbis (1981) respecto a- las velo
cidades de crecimiento de cultivos en diforentesnmdiospéra la expresiéﬁ
de proteina hibrida cadena A‘(plésmido pBR-213) se resumen en la Tabla --
2.4.1, &n general puede decirse que en medios muy complejos, asi como en

~aquellos conteniendo giiceroi como dnica fuente dg carbono la cepa §i1ve§

- ' ) M . 2
tre crece mis rdpido que la transformada. Por el contrario,en medios mas.. .
definidos y que contienen glucosa como {inica fuente de carbono, la cepa -

transformada crece mis rapido que la silvestre. ot



Con el fin de investigar la responsabilidad de la presencia ~
del pldsmido en la alteracidn de la velocidad de crecimiento, se cultivo
la cepa en ausencia de presién selectiva {ampicilina) con el fin de incre
mentar la segrefacién (pérdida del plismido}. En medios sin ampicilina -
las velocidades de crecimiento tienden a igualar a la presentada por la -
cepa silvestre, en el caso del medio Luria la U se. incrementa con la se--
gregacién v con el medio M-9 la i decrece. De acuerdo a Balbas (198l) -
la segregacidén es cercana al 90% a las 4 horas de cultivo en ausencia de
anmpicilina. Sin embargo para tratar de definir de manera conclusiva si -~
eran los plasmidos los responsables de incrementar la velocidad de creci-
miento, se transformS la cepa de E. coii RRL con el pBR-213 y se observd
que en este caso (en el medio M-92) la presencia del pldsmido disminufa -
la velocidad de crecimiento; en cambio la éepa MX-614 transformada con el
plasmido pBR-322 si incrementa su velocidad de crecimiento respecto a la
no transéormada. Estos resultados lleQaron a concluir que “no son los -~
pldsmidos pBR-213 y pBR-275 los responsables de auaentar la tasa especifi
ca de crecimiento de la cepa MX-614, sino mas bien es la cepa la que pre-
senta alguna caracteristica (probablemente gendética) por la cual la pre=-
sencia de un plasmido {(derivado delpBR-322) en su citoplasma es capaz de

favorecer su velocidad de crecimiento" (Balbds, 1981 p. 93).

Respecto.a la cinética de produccidn de‘proteina hibrida! -
Balbds (1981) reporta que la produccifn de proteina total es superior en
la cepa transformada y se observa un marcado incremento en la sintesis de
proteinas precipitables en esta dltima cepa aidin eﬁ la fase esta&ionsria. .

La relacién proteinas precipitales/proteinas totales es maxima en el me--

.



dio M-9 con un 14.4% Con un andlisis desiatométrico de geles se encontrd
que la proteina hibrida constituye aproximadamente el 9% de las proteinas
totales y cl 28% de las proteinas preocipitables, La productividad midxima
respecto a protéina hibrida (medida como un porcentaje de las protefnas -
precipitables) se logré con el medio M-9 en vista de que también presenté

la velocidad especifica mas alta entre los medios probados.

Aunque la mayor parte del trabajo se ha realizado con profei-
nas hibridas conteniendo B-galactosidasa, el grupo de Biologfa Molecular
(Bolivar, 1983) ha logrado generar un nuevo sistema en el cual se fusio—- .
naron los genes que codifican para la cadena A y B a un fragmeﬁto de ADN
que codific; para los 71 aminoécidos de la regidn amino terminal de la -~
proteina transacetilasa de cloranfenicol y que se encuentra bajo el con--
trol del operdn de triptofano, que es mas eficiente que el del operdn lac.
Pog otra parte elimina la necesidad del IPTG y produce una proteina hqui:
da soluble que requiere menores cantidades de Bromuro de cianégeno para -
separaria de la proteina de la que fué fusionada. Estas protefnas hiﬁrif
das seran solo de 95 y 106 aminodcidos para las cadenas A (pldsmido.pBR-

730) y B (plasmido pBR-731) respectivamente,




CAPITULO 3

OBJETIVOS

Global:

Bstablecer las condiciones de produccién de proteina hibridas

B-galactosidasa- Cadena A y B-galactosidasa - Cadena B de insulina humana

a nivel de laboratorio, que permitieran su posterior escalamiento,

Particulares:

a)

b)

c)

d)

e}

£)

Establecimiento de las condiciones de almacenamiento de las cepas

y desarrollo de los inéculos.

Estudio de los efectos de variables fisicoquimicas en la produc--

«cibn de proteina hibrida

Caracterizacidn cinética de los cultivos productores de proteina

hibrida.

Establecimiento de las condiciones que maximizaran la produccidn

especifica de proteina hibrida.

Disefio de medios de cultivo a base de materias primas industria-

les y su optimizacifn estadistica,

-

Escalamiento inicial a fermentadores de 2 y 14 litros.



CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4,1.1. Reactivos

En el desarrollo experimental se usaron los reactivos que se
detallan a continuacién en orden alfabético y con su respectiva proceden

cia:

Acido aspartico (Merck)

Acido glutéﬁico (Mextk)

Alanina (Merck)

Acido etilendiamino tetracético, EDTA (Sigma)
Acrilamida (Bio-Rad)

Acido acético (J.T. Baker)

Acido tricioroacético {(J.T. Baker)
Ampicilina (Quinonas S.A., Binotal, Bayer)
Antrona (Merck) |

Acido sulfirico {J.T. Baker)

Almidén (J.T. Baker) .

Albﬁmina {Bovina, Sigma)

Alcohol etflico (J.T. Baker)
_Azul de Bromofenol (Bio-Rad)

Azulide Coomasie (Bio-Rad)

'Bactoagar {pifco)




R
Bis~acrilamida (Bio-Rad)

B-galactosidasa’(Sidm;)

B-ﬁercaptoetanol {Bio~Rad)

Casaminodcidos {Difco)

Carbonato de sedio (J.7. Baker)

Cloruro de sodio (J.T. Baker)

Dextrosa (J.T. Baker)

Dodecil sulfato de sodio (SDS) (Bio-Rad)
Extracto de levadura (Difco}

Extracto de carne (Difco)
Folin-Ciocalteau, s;lucién (Sigma)
Fosfato dibisico de sodio (J.T. Baker)
Fosfato monobasico de potasio (J.T. Baker)
Glicina (J.7T. Baker)

Gliceroll(J.T. Baker)

Galactosa (Sigma)

Hidréxido de sodio (J.7. Baker)

Hidrdxido de potasio (J.. Baker)
Hidroximetilaiminometano (Tris Base), (Sigma)
Iodo (Baker)
Isopropil-B-tio-galactopiranosa IPTG (Sigma)
Lactosa (Mexck) |

Leucina (Merck)

Metanol (J.7. Baker)

Mclibiosa ($igma)

Membrana Millipore 0.45 um



N,N,N' N'~tetrametilctilendiamina (Temed), (Sigma)
Persulfato de amonio (Bio-Rad)

Papel filtro (Whatman)

Peptona de caseIna (Bioxon)

Peptona industrial, "Peptamin C", (Glucosa, S.A.)
Sulfato de cobre (J.T. Baker)

Sacarosa (J.T. Baker)

Sacarosa industrial, azicar refinada (UNPASA)
Sulfato de magnesio (J,T. Baker)

Tartrato de Sodio y Potasio (J,T. Baker)

Triptona {(Difco)
4.1.2. Equipos

Colorimetro (Spectronic 20, Bausch & Lomb)

Espectofotémetro (Beckman, modelo 351) .
Potenciéme;ro (Corning)

Sonicador (Soniprep modelo 150)

Cetrifuga clinica 5000 rpm (Sol-bat)

Fermentador 14 1ts. (New-Brunswick)

Fermentador, 2 lts. (New-Brunswick}

Fuente de poder (ISCO, Modelo 493)

Agitadora para matraces New-Brunswick (moaelo G=-24)

Controlador de pH (Centro de Instrumentos, UNAM)
Medidor de oxigeno disuelto (Centro de Instrumentos, UNAM)
Ultrdcentrifuqa (Sorvall)

Densitémetro



4,1.3. Cepas

Escherichia coli K-12: MX-614 (Pro , Ile_, Val*, v l_' Miac

B

(17, P} transformada con el plismido pBR-213, proporcionada por el Depar
tamento de Bioclogia Molecular del Instituito de Investigaciones Biomédicas,

UliAM. Se utilizd también.la cepa sin transformar.

. . PN +
Escherichia coli K~12, D-1210 lac4 (:Lq+ Z ¥ ), transforma-

da con el plasmido pBR-275, proporcionada por el Departamento de Biologia

Molecular del Instituto de Investigaciones BiomZdicas.

Sarcina luteaATCC 9341, la cual se empled para la determlina--

cidn microbiologica de ampicilina.

Todas las cepas fueron conservadas en glicerol a =-15°C.

.

4.2 Métodos

4.2.1, Medios de cultivo

Medio M-9 g/1

Peptona 15

NazHPO4 N

KH, PO, 3

Nu401 1

MgSO4 0.246

CaCl2 0,011

Isoleucina 0.2 .
valina 7 0.2

Prolina 0.2




Medio M-9 g/l

Vitamina Bl 0.2
Glucosa . 4
Ampicilina 0.1

Este medio se armaba a partir de soluciones concentradas esté
riles de acuerdo a lo establecido por Balbds (1981, p.34) y el pH final -

se ajustaba a 7 con solucidn de NaOH.

Medio Luria . g/l

Triptona 10

Extracto de levadura 5

NacCl 10
NaoH (2.5 N) 1ml
PH 7
Agar 20
Medio Minimo g/l
Glucosa 2
NH4C1 1
M9504 0.25
NazHPO4 6
KH2P04 .3
0.5

NaCl .
pH =7




Medio ML g/l

Peptona Industrial
Sacarosa industrial
KH PO4
ClL

HPO
4

NH
Na

(2 e B ¥ I« B N

2
4
2
pH = 7

Medio M-B

Peptona Industrial

Sacarosa industrial
KH2P04
NaZHPO

pH = 7

~N W U

4

La composicién de otros medios experimentales se desc&ibe en
el texto: En todos los casos la esterilizacidén se llevd a cabo en auto-
- clave a 121°C (21 libras de presién) durante 20 minutos y los azﬁcareé -
siempre fueron esterilizados por separado. A menos que sefiale lo contra
rio; se utilizd agua destilada para disolver los componentes de los me-~
dios de cultivo. El pH se ajustd a 7.2 antes de la esterilizaciénkcon

lo que se lograba en general un pH final de 7.0.

4.2.2. Técnicas de medicidn.

" 4.2.2.1. Proteina (método de Lowry, Lowry et al., 1951), de la manera’ --

descrita por Bautista (1983) p. 62,



4.2.2.2. Proteinas totales en células

Las protoinas.totalcs en células se determinaron resuspendien
do el pellet resultado de la centrifugacifn de 10 ml de caldo de cultivo
en buffer de sonicacién y lisando posteriormente la suspensidn, de acuer-
do a lo establecido por Balbas (1981) p. ) La proteina total sc deter-

mind por el método de Lowry tomando una aliguota del sonicado.

4.2.2.3. Proteinas precipitables y solubles

El sonicado descrito en la seccidn anterior se somete a una
centrifugacién a 10,000 rpm en una cenfrffuga Sorvall durante 10 minutos.
Al sobrenadante se le determina proteina por el método de Lowry y constie~
tuyen las proteinas solubles. El pellct de centrifugacién, una Qez decan
tado se resuspende en amortiguador de sonicacidn, se agita fuertementé“ -
la medici&n por Lowry constituye el contenido de proteina precipitables,
La resuspensifn del pellet en NaOH 1 M y Cloruro de Guanidina 6 M no re--
presentd ventajas en la reproducibilidad, por lo que siguid usando el --

amortiguador de sonicacién para resuspender.

4.2.2.4. Determinacidn microbioldgica de penicilina.Bitensayo. (Cole, -

1969), de acuerdo a lo descrito por Bautista {(1983) p. 63,

4,.2,2.5, Actividad enzimitica (Ross & 0'Callagham, 1975) y de acuerd§ a .
lo establecido por.Bautista (1983) p. 65. Puesto que el método cmpiéé—
do se tuvo que adaptar para la determinacién de actividad enzimitica en -
Selulas intactas, se revisaron alquno; aspectos de la metodologfa que a --

" continuacién se detallan:



Se determind el tiempo al cual la técniéa descrita cn la lite
ratura presentaba los valores mas altos para lo cual se incubd una suspen
sién de c&lulas en fase exponencial tardia y se midid la decoloracién del
complejo Iodo-Almiddn a diferentes tiempos (5, 10, 15, 20, 25; 30 min}) y

se calculd a partir de las mediciones la actividad enzimitica.

‘A la técnica descrita se le agregé un control conteniendo cé-
lulas sin actividad enzimdtica (esterilizadas a 120°C durante 15 minutos)
y se midid la decoloracidn del control sustrato y del control células du-

rante 30 minutos cada 5 minutos.

En la Figura 4.2.2.1. se p?esentan los resultados para la de-
terminacidn de actividad enzimdtica en funcidn del tiempo de incubacidn.
Como se-puede observar, la actividad es m8xima cuando se emplean entre 10
y 15 minutos en la determinacidn, Inicialmente el tiempo de incubacidn -
empleado‘fué de 20 minutos y es posiblemente debido a ello que las medi-=-
ciones resultaran un tanto erriticas y bajas. En lo sucesivo se empled ~

" un tiempo de 10 minutos.

En la Tabla 4.2.2.1. se muestrah los controles empleados en ~

la determinacidn, asi como la decoloracién del control células y del con
trol sustrato. La decoloracidén delida a las cé@lulas siempre es menor que

la ocasionada por el sustrato lo que indica que las c&lulas por si mismas -

no contribuyen apreciablemente en la decoloracién y por lo tanto la técni
ca puede emplearse usando células intactas. De cualquier modo, se consi-

derd el control de células de actividad para todas las déterminaciones.




+

14
134 ~~

12
11}

(o2 (e o
T

IATICA (1t MOLES DEST./MIN/ML SUSPENSION)
—
(e
1

N
'

ACTIVIDAD ENZI

= N W =ou
T
>

1 { t 1 1 1

5 10 15 20 30
TTEMPO (M)

rO
w1

FIGURA 4.2.2.1 Efecto del tiempo de incubacidn de muestras de una suspensidn
de células de E, coli MX-614 pBR-213, en la actividad calculada de B-lactama-
sa, lLas c@lulas proviniecron de un cultivo en medio M9 en fase. exponenCLal tar
dfa. La técnica fué la descrita por Ross & Callagham (1975) variando los tlem
pos de incubacidn. lLos puntos corresponden al promedio de dos experimentos in
dividuales.
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TABLA 4.2.2.1

ESQUEMA DEL METODO PARA LA DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE B~LACTAMASA.

Contribucién de las c@lulas sin actividad enzimdtica a la deccloracidn

del complejo Iodo-almiddn.

Adicidn (ml) - Control Control Controla)
. Prueba ~
enzima sustrato células

Iodo almidén 1 1 1 1

Sustrato - 1 1 1

Solucién amorti-

guadora de fosfa 1.9 1 0.9 0.9

tos 0,1 M

Suspenéién de

células viables 0.1 0.1

Suspensidn de

células no viables - - - 0.1

Tiempo de

incubacidn (min) A620 A620 Diferencia
5 0.718 0.728 0.010
10 0,695 0.720 0.025
15 0.630 0.700 0.070
20 0.578 0.640 0.062
25 0,570 0.640 0.070
30 0.540 0.580 0.040

- a) El control células corresponde a una suspensién de células sin actividad
enzimitica (esterilizadas a 120°C durante 15 minutos)



4,2,2.6. Crecimiento celular

El crecimiento celular fué medido por densidad dptica a 565 nm
en diluciones 1:10 con agua destilada, en un colorimetro Baush & Lomb =~
(spectronic 20) contra un blanco de agua destilada y corrigiendo por el
color del medio de cultivo. Los valores DO se encuentran reportados en -

las graficas multiplicados por un factor de 10.

4.2.2.7. Azicares totales

Se empled la t&cnica de antrona, (Keleti & Leaderxer, 1974),
de acuerdo a lo descrito por Rodriguez (1983) p. 92. Las lecturas se re-

lacionaron a curvas patrén de glucosa, sacarosa, lactosa, segiin sea el caso.

4,2.2.8. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida, de acuer-
do a lo establecido por Balbéds (1981) wt.La preparacidn de muestras es -~
como sigue: las muestras sonicadas se centrifugan para separar las protez
nas precipitables de las solubles y cada fraccién es cuantificada por el -

método de Lowry. Las proteinas precipitables antes de ser cuantificadas =~

se resuspenden en solucidén amortiguadoxa de sonicacidn,

Una vez que se han obtenido los resultados del contenido de -
proteinas, se efectdan los cdlculos para conocer el volumen de mucstra'ne;
cesarios para tener 30 1ig de proteina en cada carril del gel,” El volumen
de muestra que resulta de estos cdlculos se disuclve en 20 M1 dc’soluciéﬁ
desnaturalizadora,Mcécla Magica (M.M), se agitan y se hierven. durante 5 —:i,‘

minutos. Después de este tratamiento las muestras pueden procesarse in-—-

nmediatamente o conservarsc - a =4°C, .



Las muestras se colocan en los carriles de los geles y se afiade -
golucidn amortiguadora de corrida, los geles entonces son colocados den-
tro de la cdmara de corrida que previamente ha sido llenada con 1.5 1i--
tros de amortigﬁador de corrida y se aplica una corriente de 20 mpA (corric
te constante) hasta que las muestras pasan el primer gel, en este momen~
to se cambia a 40 mA para que pasen al gel inferior. Una vez que los ge
les se han corrido, se fijan las proteinas con Acido tricoloroacético al
50% durantc 45 minutos, después de este tiempo se tifien las proteinas —-
con solucién de Coomasie a 65°C por 20 minutos. Los geles sc destifien -
con 8cido ac8tico al 10%, el cual se cambia varias veces hasta que ya no

sea posible extraer mis colorante.

4.2,2,9. cCuantificacion de proteina hibrida

La determinacidn cuantitiativa de proteina hibrida sclo se =
1levd a efecto en cxperimentos selectos. En el cago de la Cadena A, de--
bido a la funcidn objetive seleccionada para la optimizacidn (la veloci--
dad de crecimiento) y en virtud de gue se trataba de una expresién consti
tutiva de proteina hibrida, no se llevéd a cabo la cuantificacién. En el
caso de la cadena B, la optimizacién tenia necesariamente como funcién -
objetivo la productividad en funcién de proteina hibrida ya que se trata

ba de un sistema inducible. ,

La deteccién de la proteina hibrida hasta el momento, se ha
venido efectuando por medio de electroforesis, sin embargo esta técnica
consume un tiempo considerable y en general es poco reproducible y'preci—

sa cuando se quiere cuantificar. Para el control del proceso de fermenta'

i




cidn es fundamental contar con té8cnicas de mcdicién'répidas y precisas --
gue permitan tomar decisiones en el transcurso del cultivo o bién llevar
un seguimiento del proceso cn todas sus ctapas., Es por ello que se pensd
en desarrollar un método alterno indirecto y ripido para tal fin. Origi-
nalmente Balbis (1981), habhia reportado que la concentracidén de proteina
precipitable en la cepa transformada se incrementaba fundamentalmente --
debido a la.sintesis de proteina hibrida (Cadena A) y que al final de la
fase estacionaria la proteina.hibrida constituia el 28% de las precipita-
bles, De esta manera era posible correlacionar un parimetro rapidamente
nmedible (proteina precipitable) con la cantidad de protefna hibrida. La
evolucidn de la proteina total, solublé y precipitable de la ccpa trans--
formada y la silvestre se ilustran en la Figura 4.2.2,2., En lo que se -=-
refiere a proteinas totales y solubles el comportamiento es muy similar -
al obtenido por Balbds (198l), en el caso de las proteinas precipitables
el incregento de la cepa‘transformada no es tan pronunciade como el repor
tado. La cinética de produccidn de la proteina hibrida (Cadena A) . se mues
tra en el gel (Figura 4.2.2.3.). De manera general se puede decir que no
existe un notable incremento en la cantidad de proteina hibrida (Cadena )
en la fase estacionaria, lo que concuerda con la grdfica de p:oteinés pre
cipitables por diferencia, al menos para los puntos con densidad Optica -
mafores a 0.33. Lo anterior permite sugerir que la produccién de protei-
na hibrida se lleva a cabo f;ndamentalmente mientras la bacteria se en---
_ cuentra creciendo. Rungue no se determind cuantitativamente la densidad
de las bandas en. ese gel, es posible observar cualitativamente que los ni

veles bajos de protefina precipitables por diferencia corresponden a las -

bandas mas delgadas, mientras que- los valores altos coinciden con aquellos



ProTEINA POR Lowry (MG/ML DE cuLTIvO)

- FIGURA 4.2.2.2 Perfiles de proteina de cultivos de E. coli MX-614 (e ) y E. coli MX-614 pBR-213 ( O )+ Los cultives o
se desarrollaron en medio M~9, la densidad 8ptica (dilucidn 1/10) indica el crecimiento del cultivo. Las proteinas to " B
tales corresponden a la determinacién por Lowry del caldo de cultivo; las solubles constituyen el sobrenadante del cul,'"

“tivo sonicado; las precipitables cuantificadas corresponden el pellet resuspendido; las precipltables por dlferencxa -
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carriles donde la banda que comigra con ff-galactosidasa es apreciablemente
mayor y aunque seguramente existird una variacidn en las proteinas inclui
das en cada carril, el patrdn del resto de proteinas sugiere que esta no
es la causa de las diferencias tan notables en ol grosor ¢ intensidad de
las bandas. Por lo que potencialmente en este caso la determinacidén de ~
proteina precipitable puede ser una herramienta auxiliar indirecta, pero
rdpida, para el seguimiento de la produccidén de protefna hibrida (cadena

n).

Para el caso de la proteina hibrida cadena B, este fendmeno -
no se reproduce. No parece existir relacidn entre las proteinas precipi-

tables por diferencia y la cantidad de proteina hibrida.

En la optimizacidn, la proteina hibrida se estimd mediante --
una "apreciacifn visuval promedioc" que consistid en lo siguiente: todas.—
las condiciones de los métodos experimentales para la optimizacidn se -~
corrieron en un mismo gel, que una vez tefiido y destefiido y con un fondo
blanco, se sometid a la evaluacidn subjetiva de al menos 6 y a lo mas 10
observadores. Para facilitar la evaluacidn, el exéerimento inducido con
IPTG se le did arbitrariamente el valor de 10 y en funcidn de &l se cali-
ficaron el resto de las bandas. Los resultados indicados en el texto son
el promedio de las calificaciones individuales. Para el primer diseﬁo'—

. . )
experimental (Plakett-Burman) se llevd a cabo, paralelamente, densitome-=-
tria de la transparencia del gel. La integracifn manual (pico por pico)
did resultados totalmente erféticos y contradictorios a los patronéSvde -

B-galactosidasa introducidos. Esto puede ser debido a que al integrar de

de esta manera, los resultados dependan en gran medida de la apreciacidn



personal del operadur, Por ello, el Area total del densitograma asf como
el &reca del pico de f-galactosidasa se evaluaron recortando cl densitogra
ma total y por triangulacién el pico de R-galactosidasa, respectivamente

y pesandolos. De esta manera los datos resultaron mfs congruentes con --
los testigos de f~galactosidasa y se encontrd una desviacién estandar res
pecto a la media del 21% en las protefnas totales. Este porcentaje de he
cho representa la posibilidad media de error en una estimacién que tiene

como premisa que la cantidad de proteinas en los diferentes carriles del

gel sea constante. En la Figura 4,2.2.4, se muestra la correlacitn entre
los datos obtenidos por densitometria y la "apreciacidn visual promedio";
los datos desintométricos se normalizaron tomando como base el experimento
con IPTG al que se le did arbitrariamente el valor de 10. Como se obser-

va, existe cierta correlacién lineal (r = 0.92) por lo que la apreciacidn
visual refleja en cierta manera la produccién especifica de proteina hibri

da y no por lo tanto se usd en &1 siguiente disefio: experimental. :.

Cabe hacer notar que esta forma de evaluacién solo es justifi
cable como un mecanismo que permitié avanzar més rapidamente en las dlti-
mas etapas del desarrollo experimental. Sin duda, los resultados finales
que arrojaron los experimentos de optimizacién deberdn ser cuantificados
de una manera mds precisa. Sin embargo, afn la densitometria (lo que pare
ee ser la alternativa més factible) presenta poca feproducibilidad en vis
“ta de que depende de una gran variedad de factores que van desde que el -
tenido y destefiido de los geles no es totalmente uniforme, la luz y el fon
do utilizados para'tomar la foto, las caracteristicas del revelado due se
“reflejan finalmente en una calidad muy variaple de los negativos sobre los

que se hace la densitometria, etc.



APRECIACION VISUAL PROMEDIO (UNIDADES ARBITRARIAS)
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FIGURA 4.2.2.4 Correlacibn entre la estimacién de proteina hibrida
por densivometria y la determinada mediante una apreciacidn visual
promedio. El gel que se analizd corresponde al incluido en le Figura -
5,2.9.1. Los procedimientos sc detallan en la seccidén 4,2.2.9. ’
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Una forma altérna para cuantificar indirectamente la proteina
‘hibrida podria ser midiendo otros productos codificados por el pldsmido -
pero que tengan actividad enzimitica, tal cemo la B-lactamasa. Aunque --
sin duda los mccanismos.regulatorios son diferentes para ambos genes y no
se encuentran en la misma unidad de transcripcién y de manera coordinada,
la cuantificacién de f~lactamasa (que es fdcilmente medible) podria repre
sentar una medida de la dosis de genes con que un cultivo se iniciara. --

(Nordstrom et al., 1972).

De cualquier forma, se midid la actividad especifica de B-lac
tamasa a lo largo de un cultivo para ver si existia cierta correlacién en

tre la produccién de la enzima y la proteina hibrida (Cadena R).

La Figura 4.2.2.5 esquematizan los resultados de la actividad. -
de B-lactamasa versus la edad del cultivo, los cuales indican que la acti-
vidad espécifica disminuye al aumentar el contenido celular, sin embargo,
la actividad total tiene muy poco cambio, lo que apoya la idea de que la
f-lactamasa solo se sintetiza en los primeros minutos del cultivo. Qom0~
es claro, no es posible establecer una relacidn entre la actividad especi-
fica de B-lactamasa y cantidad de proteina hfbrida durante el cultivb; --
Sin embargo, la actividad especifica inicial (o bién la actividad total a’
lo largo del cultivo) puede ser un indicativo del nfimero de éopiaé delr—--
plésmido y probablemente del ;ivel de expresién final de la protefna hibri
.da. BEste fendmeno ha sido reportado en la literatura (Nordstrom, et al.,
i972) y en‘nuestro laboratorio (Bautista, 1983) trabajando con el plismido
PBR-327 se han encontrado niveles mas altos de actividad de lactamasa coﬁ?‘

parados con los presentes en el pBR-215, Se sabe (F. Bolfvar, comunicacién
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FIGURA 4.2.2.5 Actividad especifica de B-lactamasa en funcidn del
tiempo de cultivo de E. coli MX-614 pBR-213. El medio de cultivo
fud el M-9. La actividad de B-lactamasa se' determind de acuerdo a
Ross & Callaham (1975), con las modificaciones descritas.en la sec
cidn 4.2.2.5. -




personal) que'este Gltimo plésmido se encuentra en mids alto nfimero de co-
pias gue el pBR-215.

En vista de que la ampicilina solo permanece unos minutos en
el cultivo, en ;irtud de ser degradada rapidamente por la B-lactamasa y -
con el fin de determinar si el patrdn que presentaba la enzima ante adi--
ciones perifdicas de ampicilina era similar al presentado en la Figura ==
4,2,2.5,, se llevé a c¢aho el ensayo y los resultados se muestran en la --
Figura 4.2.2.6. Aparentemente los patrones son similares y aunque exis--
ten pequcilas variaciones entre 0.3 y 0.4 de densidad éptica no parecen ser
significativas puesto que se presentan en la misma magnitud en un experi-

mento testigo,

De acuerdo a estos resultados se puede concluir, que la acti-
vidad de B-lactamasa puede ser un indicador del nlimero de copias del plds
mido y pfobablemente de un nivel final de expresién, Sin embargo, si se
emplea la actividad especifica como criterio, se debers sefialar adecuada-
mente la edad del cultivo puesto que la actividad por mg de proteina de--
pende de ello. Este método podra ser itil cuando se desee comparar cepas
con muy diferentes dosis de genes y como criterio global de "calidad" de

la cepa que deba escalarse.

4.3. (B) Procedimientos experimentales {Cadena.Rn)

4.3.1. (A) Condiciones generales de cultivo

cuando no se indique lo contrario, las condiciones de cultive

‘fueron las siguientes: volumen de trabajo: 20% del volumen del matraz -
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FIGURA 4.2.2.6. Actividad especifica de B-lactamasa en funcién del tlem
po de cultivo de E. coli MX-614 pBR-213, Condiciones como en la Figura -
4.2,2.5 excepto que al cultivo se le hicieron adiciones de ampicilina ca
da 30 minutos ([OJ) y ‘cada 3 horas ( ® ) a una concentracidn final de -
100 ug/ml, La densidad dptica se puede referir al tiempo de cultivo de a
cuerdo a. la Fiqura 4,2,2,5,




Erlenmeyer, indculo: 10%, densidad éptica del indculo: 0.3-0.4, pH ini
cial ajustadoa 7.2 antes de la esterilizacidn, temperatura 37°C, agita--

cién rotatoria: 250-300 rpm.

-

Los experimentos se llevaron a cabo por duplicade y lo que se
presenta es el promedio de ellos. En el caso de geles se incluyen loc mds

representativos y en general corresponden a proteinas precipitables,

4.3.2. (A) Conservacidén de la cepa

Se prepararon 3 series de gliceroles en tres medios de cultivo
diferentes (Luria, M-9, minimo)}, la serie A se mantuvo 2 horas fuera del -
congelador diariamente, la serie B cada semana Yy la serie C cada mes. Al
conjunto se le deter&iné viabilidad plateando 10 pl. de una dilucién apro
piada en 2 cajas Petri conteniendo medio Luria y 100 pg/ml de ampicilina.
La presen¢ia de proteina hibrida se determind cualitativamente por elect£§

foresis cada mes.

4,3.3. (A) cCurvas de crecimiento

En matraces de 250 ml coﬁ 50 ml de medio M-9 se culﬁivé la -
bacteria a 37°C y agitacién de 200 rpm, se midid la DO cada héra durapte
8 horas y en algunos casos hasta las 24 horas. El pH fué medido externa-
mente tomando muestras. La ahpicilina se estimd por biocensayc en muestra§ 

del medio de cultivo filtrado en membranas millipore (0.45 uM) para rete-

ner las células y refrigerarlas hasta su anilisis.




4.3.4, (A) Estabilidad de almacenamiento de la proteina hibrida

Un cultivo con el medio agotado se almacena sin ningin trata
miento a 4°C. Del mismo modo, de muestras del resultado de la centrifuga
cién del cultivo se almacena a 4; -10 y i70°C. A intervalos de 1, 2, 3,

12, 24 semanas se determina la presencia de proteina hibrida por electro-

foresis.

4.3.5, (A) Efecto de la temperatura

En 50 ml de medio M-9 contenido en matraces dg 250 ml se cul
tiva la cepa a diferentes temperaturas y en cada caso se midié la DO-cada
media hora para calcular la velociéad especifica de crecimiento (W) ai -
final de la fcrmentaéién se les determind la presencia de protefna hibri-

da por electroforesis en las células centrifugadas.

4.3.6. (A) Efectos del indculo

"Se inoculan matraces de 250 ml con 50 ml de medio M-9 con di-
ferentes proporciones de un cultivo de toda la noche en medio Lurié'y M¥9:7
ée midié el crecimiento y los resultados sc graficaron en papel semiloga~7;
ritmico para determinar la }) y la fase lag. De igual manera pero ahora -
manteniendo constante. la cantidad de células se inoculd con cultivos de -

diferentes edades.

4.3.7. (A) Comportamiento de segregantes

Se tomaron cada hora aliquotas de cultivos en medio M-9 conte

- niendo diferentes concentraciones iniciales de ampicilina (0, 25, 50, 75, B



y 100 ug/ml), se diluyen apropiadamente y se platca; en cajas con medio -
Luria conteniendo ampicilina. En cada caso se probaron un miximo de 184

colonias. El porcentaje de segregacién estd dado por la relacidn del ni-
mero de colonias que crecen en el medio con antibidtico con respecto a --

las que se desarrollan sin él.

" 4.3.8. (n) Segregantes en cultivo retroalimentado.

Se realizd un cultivo en matraces de 500 ml conteniendo 100 ml
de medio M~9 con casaminodcidos como fuente compleja en nitrdgeno en pre-
sencia (100 ug/ml iniciales) y ausencia de ampicilina respectivamente. De
estos cultivos incubados durante toda la noche se transfirieron 20 ml a --
80 ml de medio de la misma composicién. Este procedimiento se repitié por
11 veces. Al final de cada cultivo (érevio a la siguiente inoculacidn) se
tomaron muestras que se diluyeron apropiadamente y se platearon enrdajas -

Petri con medio Luria, cada colonia fué transferida individualmente con -~
palillos estériles a cajas Petri con medio Luria pero conteniendo lOO'ug/ml
de ampicilina. La relacién entre las colonias que crecieron en el medio ~

con ampicilina respecto a las obtenidas en el medio sin antibidtico repre-

senta ¢l porcentaje de segregacién,

4,3,2, (A} Fuentes de Nitrdgeno

Al medio M-9 se le sustituyd Qradualmente la peptona por casa-
minodcidos y se midié la  y la presencia de proteina hibrida por electio-
foresis, al final de la fermentacién.  Ent experimentos similares la éeptof:
na fué sustituida en base a nitrdgeno total por Urea,.sulfato de amonio y

cloruro de Amonio. A las fuentes industriales de nitrdgeno sc les determi

.
-
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né su solubilidad y se hizo una comparacién tedrica de los requerimien--

tos.,

4.3.10 (A) Efecto del tipo de fuente de Nitrdgeno

De mancra similar gue en el experimento 4.3.9 (A), el medio

M-9 se le sustityd la peptona (Bioxon) por cantidades equivalentes en --

Nitrdgeno de peptona industrial y sulfato de amonio.

4.3.11 (A} Fuentes de carbono

Se sustityd la glucosa del medio M-9 con sacarosa y se deter

nd la M.

4.3.12. (p) Efectos de la adicién de sacarcsa

En matraces bafleados de 250 ml conteniendo 50 ml de medio -
M—Q y Ll respectivamente se cultivd la cepa transformada. A-dos matra--
de cada medio se les hicieron adiciones de sacarosa a determinados perio
dos siendo esta esterilizada por filtracidn Millipore. A tales cultivos
se les determind el crecimiento por DO. y se compard con aque
llos a los que no se les hizo adicién alguna. ‘

4.3.13 (n) Efectos del indculo en el medio balanceado. ) ‘ .

Se inocularon matraces de 250 ml con 50 de mediq_Li
con diferentes proporciones de un cultivo de toda -la noche ciej

cido en el mismo medio. Se observd el crecimiento mediante <




D,O. y los resultados se graficaron en papel semilogaritmico
para determinar la velocidad de crecimiento y la fase lag. De
igual manera pero ahora manteniendo constante la cantidad de

células se inoculd con cultivos de diferentes edades.

4.3,14. (A) Efecto del ayuno de aminodcidos en la capacidad

de la cepa para sintetizar proteina hibrida

La cepa en cuestidn se cultiva en medio minimo gue
contiene los requerimientos de aminodcidos durante al menos -
48 horas. De alli se obtiene el indculo (10%) para el siguien

te cultivo en las mismas condiciones y el procedimiento se re

pite varias veces.

4.3.15 (n) Efecto de la presencia de bajas concentraciones
de ampicilina en medio de cultivo durante periéF

dos prolongados en la capacidad de la cepa para

sintetizar proteina hibrida y la presencia de se -

gregantes.

De un glicerol reciente se inocula un matraz de 125 ml conizoj.-;
~ml de medio M;Q conteniendo 10 1tg/ml de ampicilina, se deja incubar Auraﬁ;‘
te toda la noche y de ahi sé }nocula al 10% unlnueVO matraz con un médig':_
de ‘la misma composicién, este procedimiento se repite por 10 pcrioﬁos;lﬁlf'
final del dltimo périodo se inocula con este cultivo en mpdio n—9‘contc¥f

niendo casaminodcidos como fuente de nitrdgeno, del cual se toma muestra -




para correy electroforcsis, Como testigo sc crece un cultivo
en M-9 inoculado directamente del glicerol del que se toma =~
muestra para realizar electroforesis, Para determinar la se-
gregacidn se*siembra una dilucidn de la décima transferencia
y del cultivo control en cajas con medio Luria gque se trans--
fieren a cajas con el mismo medioc pero conteniendo 250, 500,

750, 1000 y 2000 jg/ml de ampicilina.

4,3.16. (A) Experiencia en fermentadores de 14 lts.

Se llevd a cabo en fermentadores de 14 1lts. (10 1 de volumen
de trabajo) (New Brunswick) a 37°C, 300-400 rpm, 500 ml de uﬁ cultivo de
toda la noche como indculo, aireacién 1 vwm (10 1/min) a 10 psi de presidn.
Se empled el medio M-9 como base con algunas modificaciones descritas -
en el texto, El pH fu@ ajustado a 7 en algunas corridas. -Se empled an-
tiespwnante de silicdn siendo suficientes 5-10 ml de una solucidn al -

10%,

4.3,17. (7)  Optimizacién del medio de cultivo

En este caso, la funcién objetivo a optimizar fué la velocidad
especifica de crecimiento, en vista de que la producciSn de proteina hi-- &
.

‘brida-Cadena A es constitutiva. De esta manera se estarfa optimizando ==

indircctamente la productividad de proteina hibrida.

Disefio Plackett-Burman:

En primer lugar, se llevéd a cabo un '"malleo de factores"” esto




es, identificar las variables que tenian wayor influencia en la velocidad
de crecimiento para posteriormente optimizar selo aguellas variables, El
malleco de factores se }levé a cabo por el método de Plackett-Burman de --
acuerdo a lo establecido por Box et al., (1978) p. 398, Fabila (1979} --

p. 93 y Rodriguez (1983) p. 67.

El medio base de la optimizacifn fué derivado de ajustes en el

medio M-9, balanceidndolo en funcidn de rendimientos reportados para células

de fuentes de Carbono y Nitrdgeno. Los rangos de variacién fueron un tan-

to arbitrarios pero dentro de lo razonable para un medio de cultivo. Estos

se muestran en la seccidn de resultados.

Las curvas de crecimiento para las B corridas se llevaron a --
cabo por duplicado en matraces de 250 ml con 50 ml de medio inoculado al -
10% en volumen de un cultivo cuya densidad 8ptica fué de 0.31. Se midié ~
la D.0O. cada hora y la velocidad especifica de crecimiento se‘determiné ——
mediante el ajuste por minimos cuadrados de los datos del log. de la D.O.

versus tiempo.

Diseno Box-Wilson

Con el malleo de factores es posible distinguir cuales pardme- .

tros tiecnen la mayor influencia en la funcidn objetivo. Con el método = ==
Box-Wilson es posible encontrar los niveles éptimos de variacién de los ==

efectos considerados.

El método Box-Wilson es un disefio factorial completo que pre~—

_senta ortogonalidad. Para elaborar la matriz puede usarse un niimero ele~- =




vado de variables, sin embargo por razones practicas es aconsejable no

variar simultinecamente mds de 4 6 5 variables con dos niveles. De esta
. n . .

manera se requieren 2 experimentos para evalu.rn factores en dos nive-

les.

Después de la experimentacién los resultados pueden ser ajus-—
tados a un modelo lineal, mediante la ecuacién de regresidn cor;espon-
diente, siendo posible, determinar los valores de los efectos ya sea indi
vidualmente como en interaccién con otras variables. Los procedimientos
utilizados fueron los descritos por Rodriguez (1983) p. 75-77. La selec
cidn de los valores.alto y bajo se realizéd en funcién de los resultados
del disefio Plackett-Burman. El medio base fué el que resultd con la ve-
locidad especifica de crecimiento mayor en tal disefio. La composicién -

de los diversos medios se describe en la seccidn de resultados.

Las 16 corridas se llevaron a cabo por duplicado en matraces
Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml inoculados al 10% (v/v) con un cultivo de
densidad dptica igual a 0.44 crecido en el medio base de la optimizacidn.
Pué necesario acondicionar el indculo para disminuir la fase lag esto -
se realizd transfiriendo un minimo de 4 cultivos de al menos 24 hrs., --

cada uno en el medio base de optimizacidn.

El cdlculo del efecto de cada uno de las variables y de sus -
_interacciones se recalizd por medio del algoritmo de Yates (Fabila, 1979,

p. 73, Box et al., 1978, p. 324, 342),



4.3. (B) Procedimientos experimentales (Cadena B)

4.3.1. (8) Condiciones generales de cultivo

v

A menos que se indique lo contrario, los experimentos se lle-
varon a cako en las siguientes condiciones: matraces erlenmeyer de 250 ml
con 50 ml de medio de cultivo inoculado al 7.5% {v/v) de cultivos de toda .
la noche, temperatura: 37°C, agitacién rotatoria: 200 rpm, pH inicial: -
ajustado a 7.2 antes de esterilizar. Los azficares fueron esterilizados ~=
por separado y los inductores con filtracidn millipore. Los experimentos
se llevaron a cabo por duplicado y lo que se presenta es el promedio dé -
ellos. En el caso de geles sc incluyen los mas representativos. Se utili '’
26 IPTG 5 mM como inductor en la fase exponencial tardfa (4 hrs para el -~
medio M-9 y 6 hrs. para el medio M-L). Los geles presenta@os corresponden

a proteinas precipitables.

4.3.2. {(B) Cinética de fermentacidn

Cada hora se toman muestras de los cultivos para determinarles
DP.0., pH y azficares reductores totales, La degradacifn de ampiciliha se -
midid por biocensayo y se tomaron muestras cada 30 min. durante 3 hrs, Co=

mo testigo se incubd un matraz de la misma composicidn sin: inocular.
L[]

4.3.3. (B) Induccidn con IPTG

A los cultivos se les adicionaba IPTG de manera que su concen-' =

tracidén final fuera 5 mM, los cultivos fueron cosechados 24 hrs., después. -
En el caso de la cinética de produccién se cosechd en los tiempos indica-- -

dos.




4.3.4. (B) Segregantes. Efectos del subcultivo en medio minimo, en la

produccién especifica de protefna hibrida.

De la manera descrita para el caso de Cadena A (experimentos

4.3.7 (A) y 4.3.15 (A) con las salvedades hechas en 4.3.1. (B).

4.3.5. (B) Inductores alternos al IPTG.
6 matraces con medio M.L. fueron inducidos de la manera. si--
guiente: Matraz 1, se efectué la induccidn con 5 milimoles (concehtra-—
cién final) de lactosa a las 6 horas después de inccular. Matraz 2, la
induccién fué llevada a cabo con 5 milimoles (céncentracién £inal) de -
Melibiosa a las 6 horas después de ino;ular. Para tener un testigo, se
realizé una induccidn con 5 milimoles (concentracién final) de IPTG, afia
dido a las 6 horas después de inocular, Matraz 3. En el caso de los ==
Matraces 4 y 5, la fuente de carbono fue una combinacién 1:1 de Sacarosa

con Lactosa y Sacarosa con Melibiosa, respectivamente. Se usé un dltimo

matraz, para llevar a cabo una fermentacién sin inducir.

El tiempo de 6 horas corresponde a la fase exponencial tardia
en este medio, la cual se delimitd efectuando una curva de crecimiento an

tes de iniciar estos experimentos.

4.3.6. (B) Alternativas en el uso de lactossy

2 matraces con medio M.B., fuercn inducidos con 1 g/1 de lac-

tosa y con 5 milimoles (concentracién final) de IPTG respectivamente, la
. :
Al

induccién se hizo en la fase exponencial tardia.




En la induccidn en el medio M-9 se realizaron los experimentos
que a continuacianvse enuncian: I. Induccidén con 5 milimoles de IPTG en
la fase exponencial tardia, II. Sustitucién-de Glucosa por Lactosa como
fuente de carboao. III. Una combinacidén de Lactosa con Sacarosa 1:1 como
fuente de carbono, IV. Se crecieron las células en medio M-9 durante ~-
24 horas, después de este tiempo se centrifugaron y se lavaron con solu---
cién salina 0,85%. Se resuspendieron después en medio M-9 en el que la ~-
finica fuente de carbono era Lactosa, se incubaron nuevamente 24 horas, V.
Adicién de pulsos periddicos de Lactosa (S mM concentracidn final), los ~-=

cuales fueron afiadidos cuando los azilicares estaban agotados en el medio., -

VI. Por dltimo se efectuo una induccién con 1 g/l de Lactosa en la fase -

exponencial tardfa. .

E)l tiempo de cosecha fué a las 24 horas después de inducir, -

excepto en los casos II y III, en gque el fue a las 24 horas después de ino

cular.

4,3.7. (B} Fuente de carbonc en los inSculos

Se inocularon 2 matraces con 15 ml de medio M-9, uno de elles
con Sacarosa y el otro con Glucosa como fuente de carbono y se cgecierén"
durante 24 horas. Estos cultivos fueron usados para inocular 2 matracés
con 50 ml de medio de la mis;a composicién anterior. Una vez'crecidos se
transfirieron a 2 matraces Fernbach conteniendo 500 ml de medio M-9, el{—

cual tenia Lactosa como principal fuente de carbono. . Los. cultivos fderon

cosechados 24 horas después de inocular.




4.3.8, (B) Efecto de la presencia de galactosa.

Se desarrolld el cultivo en medio M-9 sustituyendo la glucosa

por 4 g/1 de lactosa y 2 g/1 de galactosa.

4.3.9. (B) Optimizacién del medio de cultivo.

Se utilizaron los métodos de Plackett-Burman y Box-Wilson que
se detallan en la seccidn 4.3.17 (A). En este caso la funcidn objetivo -
fué la produccién especifica de proteina hibrida en vista de que el siste

ma necesitaba inducirse.

El medio base se selecciond en funcidén a los experimentos de
induecidn. Los experimentos se llevaron a éabo por duplicado en matraces
de 250 mil con 50 ml de medio y a 200 rpm de agitacién rotatoria a 37°C.
En cada experimento se efectfio una curva de crecimiento para calcular la
velocidad especifica de crecimiento. Ademis, se hicieron mediciones del
pH inicial y final, del consumo de azicares y de la presencia de proteina
hibrida por electroforesis. Se corrid un testigobsin lactosa e inducido

con IPTG en el medio hase.

El indculo para este experimento fué preparado en medio mini-
.mo con el fin de evitar en lo posible interferencias, los matraces se ino

cularon al 7.5% y los culti@o% se cosecharon 24 hrs. después.

Para el disefio Box-Wilson se eligieron tres pardmetros que «--
presentaron los mayores efectos en el Plackett-Bumman. E]l medio base se

obtuvo del mejor experimento individual del disefio Plackett-Burman.



Los ocho experimentos fueron hechos por.duplicado en matraces
de 250 ml con 50 ml de medio a 37°C y 200 rpm de agitacidn rotatoria, ca-
da medio se inoculd al 7.5% (v/v), con un cultivo crecido en medio minimo
y se cosecharon 24 hrs. después. Se midid la D.0. cada hora para calcular
la velocidad especifica de crecimiento. También se midieron el pH inicial
y final y los azficares consumidos, La proteina hibrida se detecté por «=
electroforesis. Se incluyd un testigo, inducido con IPTG en el medio base,

pero que solo contenia sacarosa come fuente de carbono.

4.3.10. ' (B) Cultivo en fermentador de 2 lts.

Se desarrolld en un fermentador New Brunswick de capacidad

g
H

nominal de 2 ltr, con 1250 ml de medio de cultivo de la siguiente composi-
cién '(g/1): Peptona 20, Sacarosa 4, ﬁactosa 7, NaZHPO4 4, KH2P04 5, sales
5ml. Este medio fué el que resultd mejor del disefio Box-Wilson. Las con
diciones fueron; 37°C, aireacidén 1 v/v/m, o2 disuélto, minime 10%, agité-r
cién minima de 200 rpm y en funcidn del 02. Se determind cada hora pH, -
D.0. y aziicares totales. Se tomaron muestra a las 12, 24 y 30 horas para

hacer gel de las proteinas precipitables, Como testigo se corrid una fer~

mentacidn en matraz con medio M-9 inducido con IPTG,




CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION |

5.1 Cadena A

5.1.1. Conservacidén de la cepa (Experimento 4.3.2. (A))

Para llevar a cabo de manera reproducible cualquier proceso
microbiano, es un requisito contar con una cepa que mantenga las caracte
rfsticas de interés a lo largo del tiempo. En vista de que se habia ob-
servado eﬁ experimentos preliminares, que la cepa empleada de rutina y -
mantenida en glicerdl a -10°C, presentaba, en algunos casos, menor pro=r
duccibn de proteina hibrida, se estudid si las condiciones de almacena--
miento estan relacionadas con este fendmeno. Se determind la viabilidad
de la cepa mantenida en tres medios de diferente composicidn y contenien
do glicerol. Lo anterior, a su vez, en tres modalid;des: descongelamien
to diario (serie A), descongelamiento semanal (serie B) y descbhgelamieg
to mensual (serie C). De esta manera se tratd de simular condiciones de. -

trabajo rutinario con la cepa y de su almacenamiento prolongado.

En las figuras 5.1.1.1.,, 5.1.1.2. y 5.1.1.3. se presentan 105»l
resu}ltados respecto a la viagilidad de. 1a cepa mantenida en los mediosg ‘==~
M-9, ‘Luria y Minimo, todos ellos conteniendo glicerol, y almacenados en - ;
el congelador, sometidos a las tres condiciones mencionadas. Como se ob-
serva, la“composicién de los medios con glicerol no tiene una influencia -

marcada en la viabilidad de la poblacidn bacteriana y no se detecta ningu
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na ventaja al usar uno u otro ﬁedio. La excepcidn a lo anterior parece

ser clara solo en la serie C, descongelada mensualmente, para el medio -
M-9. 1la cual presentd una mayor viabilidad con respecto a los demds me-
dios. En ninglin otro caso fué observada ventaja alguna entre los medios
experimentales. Estos resultados no coinciden con lo reportado por =--
Menningmann (1979), guién gnCOntré una marcada diferencia en la conserva
cién de la viabilidad de diversas cepas de E. coli dependiendo dé la --
composicidn al medio en el que las bacterias se suspendieron, Un medio

que contenfa unicamente fosfatos y cloruro de sodio resultd mejor que un
medio conteniendo triptona, extracto de levadura y cloruro de sodio. Sin
embargo, este fendmeno no ocurridé en 3 de las 23 cepas probadas por  ~-
Ménningmann..' Esto 1levd a que el autor concluyera que la sensibilidad

al almacenamiento no solo ec funcidn de los componentes del medio sino -
que es una caracteristica genética determinada., Esto diltimo podria ex--

plicar los resultados cbtenidos en este trabajo.

En la Figura 5.1.1.4. se grafican los promedios de las tres
condiciones. Es claro que miestras mis frecuente es el descongelamiento
mis ripido decrece la viabilidad, en las series A y B la viabilidad es =
cercana a cero en el sexto pes,la serie C conserva en el mismo périodo -
un 30% de la viabilidad original. La vida media respecto al logaritmo -
del nimero de células viables por mililitro fue de la siguiente manera: -
descongelamiento diario, 80 diés; descongelamiento semanal, 100 dias;»--
descongelamiento mensual, 150 dias. Menningmann (1979) reporta diéminu-
ciones miximas de viabilidad de tres escalas logaritmicas envlso dias.A
En el caso de este trabajo, la menor disminﬁcién de viabilidad fue la de

la serie C, con cerca de 6 escalas logaritmicas en el mismo periodo de -
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tiempo. La diferencia puede radicar en el descongeiamiento y en que --
Menningmann utilizé suspensiones celulares menos concentradas.

De lo anterior es clare que la concentracién en glicerol no
debe prolongarse mids allid de 6 meses y se debe ser muy cuidadoso con el

tiempo y las condiciones en las que se descongele para su uso rutinario.

Las electrofo?esis llevadas a cabo mensualmente para cada --
una de las condiciones indicaron la presencia de bandas irregulares‘de -
B-galactosidasa, sin ninguna tendencia definida, ni la ventaja aparente
de algiin medio o condicién. Se puedé decir que la constante fue la irre
gularidad. Esto indica que probablemente se esta observando un fendmeno
poblacional y que la resistencia a ampicilina no asegura que la biosinte
sis de la proteina hibiida se lleve a cabo en forma reproducible y en --
cantidaées elevadas. La ampicilina se usaba como presién selectiva en -
los cultivos inoculados a partir de las cepas mantenidas en diferentes -
medios conteniendo glicerol y sin purificar la cepa en cada ocasidrn. Con
este experimento se pretendid delimitar la utilidad de los gliceroles en
funcién de la produccidn de proteina hibrida respecto al tiempo y sin la
necesidad de verificar y seleccionar, cada vez, colonias con elevada‘prg

~duccidn especifica de proteina hibrida.

De los resulta;os obtenidos, se puede afirmar que es posible
que poblaciones de bacterias con idénticos marcadoresh tengan diferentes
capacidades de sintesis especifica de proteina hibrida. En vista de la
presién selectiva ejercida por al ampicilina, es improbable que el fend-

meno observado sea el resultado de la segregacidén del pldsmido. Posible

mente se trate de una variacién en el nimero promedio de copias del plds



mido, presente en la célula.la distribucién del niimero de plismidos por -
vcélula puede ser muy heterogénea y las condiciones de cultivo pueden re--
sultar en cambios en la dosis final de genes. Ello conduciria a la pre--
sencia de niveles irregulares de expresidn de proteina hibrida. En la -~
literatura {Engberg & Nordstrom, 1975, Gustarisson & Nordstrom, 1980, Jones
et al., 1980) se encuentran evidencias que apoyan algunotc de los hechos

mencionados.

Los resultados de los experimentos descritos anteriormente, -
fueron la base para el diseno de experimentos tendientes a averiguar la -
forma en la que fuera posible incrementar la produccidn especifica de pro
teina hibrida y de manera mds importante, uniformizar esta producciba. -
Estos experimentos sevdescribirén mis adelante en las secciones 5.1.13 ¥

5.1.14.

5.1.2. Caracterizacidn cindtica del cultivo {Experimento 4.3.3. (A))

Con el fin de precisar el momento adecuado para la cosecha de
células, se determind la curva de crecimiento y la produccién de proteina
hibrida a lo largo del cultivo. Lo anterior se realizd en el médio M-Q;
El mismo experimento se repitid en un hedio de similar composicidn, en el
cual la peptona se sutituyd por casaminodcidos. La razdn por la cual se
utilizd esta @iltima fuente c;mpleja dé nitrégeno fué que en experimentos.
preliminares realizados por el grupo de Biologfa Molecular, se detéct& -
una elevada expresidn de protefna hibrida en cultivos desarrollados en -

casaminodcidos, como principal fuente de nitrégeno.



En la Figura 5.1.2.1. se presentan los resultados de ambos
experimentos. En ambos ¢asos, la fase exponencial ocurre durante las —-
primeras tres horas del crecimiento , sitwacidn que coincide con un des--
censo en el pH hasta un valor cercano a 6.5, La velocidad de crecimien-
to medida en la fase exponencial es menor cuando se usan casaminodcidos
respecto al caso con peptona. La fase estacionaria es mis definida en -~
el primer caso, mientras que utilizando peptona, la bacteria continua --
creciendo ligeramente. En el periodo comprendido entre las 3 y las 8 ~--
horas, ccincidiendo con la fase estacionaria el pH tiene una ligera ten-
dencia a incrementarse, logrando un valor de 6.9 en la octava hora. En
€l caso de los casaminodcidos, la densidad éptica entre las 8 y 24 horas
de cultivo se incrementd sustanciélmente. Esta situacién no fue tan mar,
cada cuando el medio contenia peptona. En este periodo de tiempo, el pH

ascendio hasta un valor de 7.4.

En la parte inferior de la Figura 5.1.2.1. se presentan sec-
ciones de lag fotografias de los geles de electroforesis en donde se in-
cluyeron muestras de los cultivos a diferentes tiempos, ILas bandas que
comigran con B-galactosidasa indican que la produccién de proteina hibri-
da es censtitutiva, ya que no se observan diferenciés apreciables de las
dimensiones de las bandas, en las diversas etapas del crecimiento y en -
funcidn de la cantidad ‘de células presentes en el cultivo. Estos resul-'
tados eran los esperados en vista de las caracteristicas genéticas de la
cepa. Por otra parte, no se detectaron diferencias sustanciales en la -
expresién de proteina hibrida cuando se utilizaron casamincidcidos o pep-

tona como fuente de nitrdgeno. En la seccidn 5.1.7. se estudid con mas
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detalle este fendmeno.

Puesto que la biosintesis de proteina hibrida es constitutiva,
la produccién de biomasa es una medida indirecta de la produccidn de pro-
teina hibrida; al menos en las condiciones experimentadas. P;r esta ra--
28n, y en funcidn de la productividad, no existe ventaja en continuar la
fermentacifn una vez que se ha alcanzado la fase estacionaria, esto es, -
entre 4 y 5 horas. Sin embargo, el prolongar el cultivo hasta las 24 ho~
ras, no tiene efecto adverso alguno, que no sea la disminucién de la pro-

ductividad.

Los resultados anteriores'permitieron establecer como criterio
de optimizacién, la productividad de biomasa. Ello requirid la suposicién,
no necesariamente cierta, de que la dosis de genes o niimero promedio de =
copias del plismido, se mantuviera con poca variacidén. Esta es la razdn
por la c&al, en la mayor parte de los experimentos, la concentracidn ceig
lar y la velocidad especifica de crecimiento se utilizaron como pardmetros
para la toma de decisiones en el desarrollo del proyecto. La electrofbrg'
sis en gel de acrilamida solo fue una herramienta auxiliar, cualitatiQa,
para la verificacién de la presencia de la proteina hibrida, en los resul

tados finales de los experimentos.

Un aspecto de gran importancia en’'el cultivo, fue el determi-
nar hasta que punto resultaba necesaria la adicifén de ampicilina al medio
de cultivo. Este antiﬁiético se emplea para asegurar que no se desarro-~

“1len bacterias que no tengan la ingo;macian genética contenida en el plag

mido. A estas filtimas se les llama segregantes. E1 plismido pBR-213. co=



difica para la proteina hibrida y ademis para la enzima B-lactamasa. Es-
to hace que las bacterias con plasmido sean resistentes al antibidtico, -
mientras que las que no lo tienen sean sensibles. Debido a la accién des
tru&tiVa de la B-lactamasa, el antibidtico se degrada en el medio de cul-
tivo que ha sido inoculado con una poblacidén de bacterias recombinantes.
Los resultados de la degradacién de ampicilina durante el cultivo se mues
tran en la Figura 5.1.2;2. Independientemente de la cantidad inicial,
el 90% del antibidtico se degrada en los primeros 30 minutos del cultivo.
'La actividad de F-lactamasa contenida en el indculo es suficiente para --
lograr esta degradacidn. El cultivo, en realidad, estd expuesto la mayor
parte del tiempo a concentraciones muy bajas de ampicilina; la cual, en -
todos los casos, no se detecta despus de 4 horas de cultive. La concen-
tracién inicial de ampicilina prdcticamente no tiene influencia sobre la
velocidad de crecimiento que desarrolla el cultivo, De esto se concluyev
que de no existir niveles altos de segregantes en ausencia total de ampi-
cilina, la adicidn del antibidtico no es necesaria, sino solo una medida
extra de precaucidn, Los experimentos de segregacidn se describen en las

secciones 5.1.6, y 5.1.7.

5.1.3. Estabilidad del almacenamiento de la proteina hibrida‘(Experi—
mento 4.3.4.(A)}

La estabilidad d; la protefna hibrida es de gran-importanéia,k
envvista de que define, en gran medida, las condiciones‘de los procedi-;-
mientos de purificacidn, subsiguientes a la fermentacién. - Otra razéﬁ_éa-.'
ra determinar la estabiliéad, radica en que en ocasiones, el manejo de --

~materiales en escalas superiores a la del laboratorio no es posible reali
8 ) e . _ . .
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FIGURA 5.1.2.2. Degradacidn de ampicilina en el transcurso de un cultivo de E.coli
X614 pBR-213 en medio M-9. La grifica presenta los resultados de tres experimentos
con 50, 75 y 100 Mg de ampicilina al. inicio del cultivo. Los datos de-crecimiento -~
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zarlo en Sptimas condiciones. Esto puede ser debido a limitaciones en el
equipo. En funcidn de ello, se investigd si no existia degradacién de la
proteina hibrida en condiciones que simulaban los probables problemas que
se encontrariaf en el escalamiento. Pensando que el cultivo no podria --
centrifugarse inmediatamente, se almacend a 4°C el medio de cultivg, re--—
sultado final de la fermentacién. Con la idea de.investigar las condicio
nes para almacenar el paquete de células, resultante de la centrifugacidn,

se almacend el centrifugado hilmedo a diferentes temperaturas.

Los resultados se encuentran en la Tabla 5.1,3,1, Al parecer, -
en.un tiempo de seis meses, no presenta ventaja apreciable el almaceﬁamieg‘
ito en refrigeracién., Incluso las células suspendidas en el propio nedio -
de cultivo, se puedén conservar al menos tres semanas. El {dnico problema
que se presenta, es el desarrollo progresivo de olores desagradables. En
esie caso no se tratd de cuantificar la proteina‘hibrida. Sin embargo, la
presencia y dimensicnes de las bandas qué comigran*con B-galactosidasa no
presentaron, cualitativaﬁente, irregularidades importantes. De cualquier
modo, los casos analiz;dos constituyen un extremo de las condiciones que -
pudieran prevalecer en el escalamiento. Se puede concluir que no existi——
rin problemas serios debidos a degradacidn de protefna hibrida en los pa-=

sos siguientes a la fermentacidn.

Como se¢ sabe, la proteina hibrida B-galactosidasa Cadena A de
insulina humana, es insoluble en medios acuosos (Goeddel,etal,, 1979, = -~
Balbis, 198l1) y forma cuerpos de inclusidn dentro de la células (Williams

"EE al., 1982). Estas caracteristicas pueden constituir un mecanismo'qﬁc



TABLA 5.1.3.1

ESTABILIDAD DE ALMACENAMIENTO DE LA PROTEINA HIBRIDA
EN CELULAS INTACTAS BAJO DIVERSAS CONDICIONES

Condicidn de

almacenamiento 1 semana 2 semanas 3 semanas 3 meses 6 mesgs

] 3 s 2 2
Medio de cultivo (4°C) + + + ND ND
Paquete celular .
(temperatura ambiente) + . ) + + +
Paquete celular (4°C) + + + ’ + +
Paquet® celular (-10°C) + + + + L
Paquete celular (-70°C) + + + + ND2

+ 'Indica la presencia de proteina hfbrida detectada cualitativamente por electrofore
sis

ND2 No determinado




restrinja la degradacidn proteclitica (Paul et al., 1983). La naturaleza
insoluble de la proteina hibrida es una ventaja, ya que se han sintetiza-
do guimeras solubles, que presentan degradacién intracelular de importan-

cia (Paul et all, 1983).

5.1.4. Efecto de la temperatura

Es ampliamente conocido que la velocidad de crecimiento de --
E. coli, como de otros micrdorganismos, depende de la temperatura. Tam--
bién se conoce que su temperatura Sptima de crecimiento es de 37°C. Con
el fin de determinar si la cepa transformada tenia el mismo comportamien-
to respects a la temperatura, se llevaron a cabo los experimentos cuyos -
resultados se presentan en la Fighra 5.1.4.1, Se encontrd que la veloci-
dad especifica de crecimiento es mdxima a 37°C. Coincidiendo con lo am--
pliamente establecido para E. coli. La velocidad de crecimiento a 37°C en
contrada en este trabajo es menor a la reportada por Balbds (198l1). Sin
embargo, en otros experimentos reportados en este trabajo, manteniendo --
constantesvlas condiciones de cultivo, se observo cierta variabilidad en:
los resultados (entre 0,7 y 0.8 hr-l). Esto puede ser debido a las carac
teristicas del lote de peptona utilizada y/o en las condiciones de esteri
lizacidén que pudieron variar en-ciérta medida de manera no controlada. La
preéencia de proteina hibrid?, detectada por electroforesis, no presentéi"
variaciones importantes en los rangos de temperatura experimentados; En
funciﬁn de ello, todos los experimentos subsigﬁientes se realizaron a --

37°C.

Con . los datos de la Figura 5.1.4.1,, en el rango 26~ 37°C, -

se construyd una grifica de Arrhenius de la cual se calculd una energia -
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de activacidn de 17,200 cgl/mol. Este valor es superior al reportado -~
para E. coli (Monod, 1%942), lo que significa que en el caso de la cepa --
transformada, la dependencia de la velocidad de crecimiento respecto a la
temperatura es mas eleQada. Es probable que este fendémeno sea ocasionado
por la presencia del plismido, ya que ha sido reportado (Balbds, 198l) --
que la presencia de este incrementa la velocidad de crecimiento (a .37°C),
respecto a la cepa sin ei plasmido. $in embargo, para concluir definiti-
vamente, se deberd calcular la energia de activacidn de la cepa sin plds-

mido, de experimentos que se realicen en las mismas condiciones con la -~

cepa sin el plismido.

5.1.5. Efectos del indculo (Experimento 4,3,6, (A)

Con el objeto de lograr la productividad mixima en la fermen-
tacién, se determinaron las condiciones en las que se debera realizar la
inoculacidn paka disminuir o eliminar la fase lag. En la Figura 5.1.5.1.
se presentan los resultados del experimento en el que el indculo se desarro
116 en medio Luria y fue transferido a medio M-9. En este caso y reali--
zando la inoculacién en una relacién volumen/volumen del 1% se observa =-
;na fase lAg de 2 horas. Cuando el cultivo se inoculé con un 5%, la fase
de adaptacién fue de 30 minutos. En el caso de que el indculc provenga -
de un cultivo de indéntica composicidn (M-9), la fase lag solo es aparen-~
te en niveles de inoculacidén del 13 (v/v). Estos resultados.se muestran
en la Figura 5.1.5.2. En todos los casos, el tamafio del in6culo . influen=-
c;é la fase lag, pero no la velocidad de crecimiento, seglin lo esperado -

de acuerdo a Shida et al. (1975), De-ello se concluye que utilizando al
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FIGURA 5.1,5.1 Efecto del tamafio del indculo en las caracteristicas de crecimiento
de E.coli MX-614 pBR-213 , Los cultivos se desarrollaron en Medio M-9 y los indcu-
los en medio Luria. A la octava hora de cultivo se tomaron muestras para correr -«
electroforesis de las proteinas precipitables,en ambos casos se detectd proteina
hibrida, los procedimientos se detallan en la seccidn 4.3.6 (A
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PIGURA 5.1.5.2 Efecto del tamafio del indculo de. las caracteristicas de crecimiento
de E.coli MX-G14 pBR-213 desarrollada en medio M-9 . Los indculos también se desa--
rrollaron en el medio ¥-9. Los porcentajes de inoculacidn (volumen/volumen) se ind_i_
can en la figura. Los procedimientos se detallan-en la.seccidn 4.3.6 (A) ) )




menos un nivel de inoculacién del 5%, es posible eliminar la fase lag. En
el experimento cuyés resultados se ilustran en la Figura 5.1.5.3. se obser
va que en estos niveles de indculo, la edad de este, no presenta ninguna
influencia en las caracteristicas de crecimiento de la poblacién bacteria

na.

Los experimentos descritos anteriormente se repitieron utili-
zando el medio denominado L-1 (Experimento 4.3.13. (A)). La cocmposicién
de este medio resultd de un balance tedrico en el gue se tomd como sustra
to limitante la glucosa del medio M-9 y se utilizd sacarosa como fuente -
de carbono. Los resultados obtenidos son fundamentalmente los mismos que
para el caso del medio M-9, Esto es, la fase lag se elimina cuando la ;-
inoculacién se realiia al menos con una relacifn del 5% (vol/vol); la edad
del indculo no tiene un efecto significativo en las caracteristicas del -

crecimiento,

5.1.6, Comportamiento de ségregantes (Experimento. 4.3.7. (A))

Los resultados de los experimentos referentes a la conserva--
cién de la cepa y a la degradaciéﬁ de ampicilina durante el cultivo,‘esti
blecieron lé importancia de conocer los niveles de segregacidén del plésmi
‘do a lo largo de uno o varios cultivos. La irregu;aridad de la expresién
de proteina hibrida en los e&perimentos de conservacidén de la cepa podrfa
ser el resultado de contar, al final de la fermentacién, con poblacionés
bacterianas en la gue una p;oporcién de las cé€lulas no tuvieran el plésﬁi
doy por lo tanto fueran incapaces de producir la proteina hibrida. Esto

darfa como resultado, en los geles de acrilamida, la presencia de una ban
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SIGURA 5.1.5.3 Efecto de la edad del indculo en las caracterisitcas de crecimicento
de E.coli MX-614 pBR-213 desarrollada en medio M-9, Los indculos provinieron de cul
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estacionaria (Do= 0,4). En los tres casos la concentracion celular al inicio del cul

tivo fue la misma. Los procedimientos se detallan en la seccion 4.3.6 (A).



da que comigra con B-galactosidasa, proporcionalmente menor. A pesar de
que en todos los cultivos se usaba ampicilina (100 yg/ml iniciales); de-
bido a su ripida degradacidn, resultaba posible que pudieran desarrollar
se bacterias sin el pldsmido y por lo tanto sensibles a la ampicilina. -
Lo anterior podria suceder, sobre todo, en aquel periodo, durante la fa-
se exponencial de crecimiento donde la concentracién de ampicilina' es --
cercana a cero (ver Figﬁra 5.1.2,2.). Por otra parte, Balbds (198l1) uti
lizando el mismo sistema experimentado en este trabajo, esto es, la cepa
de E. coli MX-614 transformada con el pldsmido pBR-213; reportd que la =~
segregacién al final de un cultivo era cercana al 80%. Esto, cuando no

se adicionaba ampicilina al inicio del cultivo. Este hecho resultd des-
concertante, en vista de que como ya se demostrd, la ampicilina ejerce -
presién selectiva solo en los primeros minutos del cultivo. Por otra --
parte, si este fendmeno resultaba del todo cierto, constituia una desven

taja en el escalamiento va que el uso de ampicilina representaria un com

ponente importante del costo del proceso.

En funcidn de lo anterior se investigé el comportamiento de
la segregacidén del pldsmido. Esta se midid como el porcentaje de célu--
ias sensibles a la ampicilina, respecto al total de células en el culti-
vo. La medicidn se llevd a cabo en fermentaciones en ausencia de ampici
lina y en presencia de 25, 50, 75 y 100 ug/ml iniciales del gntib;ético.
Los ;esultados se encuentran en la Tabla 5.1.6.1. Cuando sé utilizé am-~
piéilina al inicio del cultivo, independientemente de la concenﬁracién -

“inicial, no se detectd segregacién. Esta situacidn se esperaba, de acuer

do a los datos de Balbds (1981), Sin embargo, se demostrd que no es ne-



TABLA 5.1.6.1.

COMPORTRMIENTO DE LA SEGREGACION DEL PLASMIDO pBR-213 A LO LARGO DE UN CULTIVO EN PRESENCIA .
DE DIFERENTES CONCENTRACIONES INICIALES DE AMPICILINA :

Tiempo Concentracidn de ampicilina ( pg/ml)
de cultivo
(hrs)

0 25 50 S £ 100

Colonias % seg Colonias % seg Colonias % seg Colonias % seg Colonias . % seg

0.5 . 124 0 49 0 11 0 60 0 .. 8 .0
1 ) 129 2 23 0 57 0 6 0 . | 42 a
2 398 2 36 0 kI:] 0 60 0 59 0
3 s 0 ND . ND 72 0 1 0 24 0
4 110 ) 136 0 64 0 59 0 32 0
5 ' 470 o0 142 0 72 0 144 0 72 0
6 377 0 18 0 0 . 0. 153 o 14 o_,‘
7 _é9s 1 16 0 74 0 119 0 53 Q'
8 294+ 0.3 40 0 17 0 96 0 35 . 0
24 184#w 0 60% o . 12% ] 40* o 62% o‘ ‘

El cultivo se desarrolld en el medio M-9 de acuerde a'lo descrito en la seccidn 4.3.7 (A). El por-
centaje de segregacidn se calculd en funcidn del nfimero de colonias sensibles a ampicilina; =
*  Indica la presencia de proteina hfbrida detectada cualitativamente por electroforesis
LA #- digestion del plasmldo indicd que se encontraba intacto. ‘




cesario utilizar concentraciones iniciales elevadaé del antibibtico, lo -
que es un hecho importante para el escalamiento. Este fendmeno puede ser
explicado en vista de que, en las concentraciones de ampicilina probadas,
€l tiempo en el que el antibiftico puede ejercer presidn selectiva en el

cultivo es similar (30 - 40 minutos) independientemente de la cantidad --

inicial (ver Figura 5.1.2.2.).

Cuando el cultivo se desarrolld en ausencia de ampicilina,kse
detectd segregacién en algunas etapas de la fermentacidn. Sin embargo, -
la segregacidn promedio fue de 1.3%. Estos {ltimos resultados difieren -
marcadamente de los reportadeos por Balbds (1981). Resultaba probable ==
que las diferencias se debieran a que en este trabajo, los indculos de ~-
los cultivos en los cuales se midid la segregacidn, se desarrollaron en -
presenéia de ampicilina. Aungue como ya fue demostrado, la ampicilina --
contenida en el inéculo, debido a su rapida degradacién, no podria contri
buir para ejercer presién selectiva en el cultivo. De cualquier modo,.-—
era posible que la presencia del antibibtico en el inécﬁlo, hubiera con=--

tribuido a la seleccifn de una poblacidn resistente a la ampicilina.

Con el fin de despejar esa duda, fué preciso determinar cual -
era el comportamientc de las segregantes en una serie de cultivos tetro--_
glimentados. Esto significaﬁa que Qn porcentaje elevado del volumen de un
cultivo desarrollado durant; aproximadamente 12 horas, servia como inécu-,_
lo para el siguiente cultivo y asi sucesivamente. Por otra parte; son ==
comunes en el escalamiento de inGculos, asi como en su adaptacién a medids

. :

industriales, las frecuentes transferencias de los tiltimos y. era importan -

te establecer los limites en los cuales no se presentaba segregacién im--




portante. Los resultados de este experimento (4,3,é (A)) se presentan en
la Tabla 5.1.6.2.la segregacidn es pricticamente nula en presencia y au--
sencia de ampicilina hasta el séptimo cultivo. A partir de ahi, es noto-
ria la aparicién de segregantes en ambas condiciones aungue en una propor.
cid mayor en los cultivos sin ampicilina. La segregacidn fue de 1-3% -—
cuando se uso ampicilina y de 5-10% cuando no se empled. Estos datos se -
ven apoyados por los reportes de Jones et al., (1980), y Noack et al., --
{1981). Ios primeros de ellos.detectaron segregantes de un plésmido simi-
lar al empleado en este trabajo (el pBR-322), solo despu@s de 30 generacio
nes en cultivo continuo y sin presidn selectiva. El segundo grupo de auto
res reportaron no haber encontrado seggegantes del pBR-322, hasta en 100 -
generaciones en cultivo continuo y en ausencia de antibiSticos. Adicional
mente, Godwin sSlater (1979) no encontraron segregantes del plismido TP120
en cultivo continuo con limitacifn de glucosa llevado a cabo por mis de -
800 hrs e; ausencia de antibidticos. En limitacién de fosfatos estos auto
res detectaron niveles apreciables de segregacidn después de 200 hrs de -~
cultivo, también en ausencia de ampicilina. BAparentemente, la segregacién
de un pldsmido depende mds de sus caracteristicas genéticas que de‘la édsi;
ble presidn selectiva ejercida por el antibidtico. Esta hipStesis se ve -

reforzada con los resultados experimentales presentados.

Resulta probable *que los resultados de Balbds (1981) respecto
a la segregacidn, se hayan debido a gue en su casa se partid de una pobla-
cifn bacteriana con un contenido relativo de pldsmidos inferior. Esto ---
provocé una disminucidn drdstica de la concentracién minima inhibitoria de

la ampicilina, y por lo tanto, se detectiron segregantes de acuerde a lo -



TABLA 5.1.6.2

SEGREGACION DEL PLASMIDO pBR-213 EN CONDICIONES DE CULTIVO
RETROALIMENTADO CON Y SIN AMPICILINA INICIAL EN EL MEDIO

Ampicilina inicial (.g/ml)

100 0
Cultivo
Colonias % Segregantes Colonias % Segregantes
1 104 0 104 . 0
2 ’ 30 0 20 0
3 44 0 15 12+
4 12 0 84 0
5 58 .0 94 0
6 . 120 0 ' 84 0
7 121 0 36 0
'8 93 3’ 100 10
9 117 3 116 ° 5
10 98 2 105 5

1l 104 1 103 10.5

Los cultivos se desarrollaron en medio M-9 de acuerdo a lo
descrito en la seccidn 4.3.8.(A). Los matraces se inocula.
ron con 20% del volumen del cultivo anterior, el cual se -
incubaba durante 12 hrs. La segregacidén se calculé en fun
cién del nfimero de Folonias sensibles a ampicilina.

*Este valor pudo ser el resultado del bajo niimero de colo--
* nias probadas en ese caso.



reportado por Jones et al., (1980). Con las evidencias experimentales pre
sentadas en este trabajo y de acuerdo a los datos de la literatura, es ==
posible afirmar a manera de conclusidn, que si se parte de un indculo ade
cuado; esto es, con la mayor dosis de genes posible, no es necesaria la -
presidén selectiva del antibiético. Como se habia concluido en la seccidn
5.1.2, la.adicién de ampicilina al medio de cultivo solo debe hacerse co=-
mo medida extra de precaucidn, en las fases iniciales del proceso,  Adi--
cionalmente, es posible que la.concentracién minima inhibitoria de ampici
lina, pueda ser usada como herramienta para seleccionar poblaciones con -
elevado niimero de copias, en funcifn.de lo reportado por Jones et al. ==

{1980} .

5.1.7. . Fuentes de Nitrdgeno (Experimento 4.3.9. {(a)) !

Con el fin de establecer la ventaja potencial de emplear caég
aninodcidos en la produccidn de proteina hibrida, se disefio el experimento
cuyos resultados se encuentran en la Figura 5.1.,7.1. La estrategia fue -
sustituir gradulamente la peptona del medio M-9 por casaminofcidos, todo
ello en base a nitrdgeno total. Posteriormente, se determind la veloci--
dad de crecimiento y la produccidn de proteina hibrida por electrofofesis. :
1os resultados indican que la velocidad de crecimiento es mayor al incre-
mentarse la proporcidn de peptona. Y por otro lado, no existe una rela--
cién directa en la produccién especifica de proteina hibrida y la veloci-
dad de crecimiento. Situacidn que pudiera estar relacionada con la dosis
final de genes, de acuerdo a lo postulado por Engberg & yordstrom (19755

y por Gustatsson & Nordstrom (1980). Es posible que las diferencias en -

las velocidades de crecimiento no fueron lo suficientemente grandes como =
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TIGURA 5.1.7.3 Efecto de la fuente de Nitrdaeno y Carbono en la produccidn de pro
teina de cultivo de E,coli MX-614 pBR-213, El medio utilizado fue el M=9 con las =
siguientes modificaciones: Carriles 1 y 3 se sustituyd la peptona (Bioxon) por
2eptona industrial (Glucosa S.A.); Carriles 4 v 5 se sustituyd la peptona por sul

- fato de amonio en base a nitr8geno total; carriles 6 y 7 se sustituyd la glucosa

" nor la misma concentracion de sacarosa. Cada carril corresponde a un experimento. - -
individual. En todos los carriles la cantidad de proteina es la misma (30 pg) y.co
rrespondé a las proteinas precipitables de los cultivos a las 12 horas. En el ca--
rril 1 se incluye un patrdn de B- galactosidasa (10 ug).



para observar cambios drdsticos en la expresifn de la proteina hibrida.
Respecto a este fendmeno, se discutird con mis detalle en los experimen-
tos descritos en las secciones 5.1.11. y 5.1.12, De cualquier manera, es
pesible concluif en este momento que el uso de casaminodcidos no represen
ta una ventaja sustancial respecto a la produccidn de protefna hibrida y
fue, por otra parte, posee un costo muy superior al de la peptona y tiene

problemas de disponibilidad en el pais.

Con el propdsito de investigar si era factible el uso de fuen
tes inorginicas de nitrégeno; se sustituyd la peptona, en base a nitrdgeno
total, por sulfato de amonio, cloruro de amonio y urea. Ia razén de ello
fue que estos compuestos tienen, por gramo de nitrdgenoc, un costo aprecia
blemente menor al de.la peptona. Como puede observarse en la Figura — --
5.}.7.2.. el empleo de fuentes inorgénicas de nitrdgeno decrementa impor-
tantemente la velocidad de crecimiento; como era lo esperado. La produc-
cidn especifica de proteina hibrida también sufre un decremento comoe se -
observa en .los carriles 4 y 5 del gel de la Figura 5.1.7.3. (Experimen-
to 4.3.10 (A)). Los valores de la velocidad de crecimiento y de la pro--
duccidn especifica de proteina hibrida con este tipo de fuente de nitrége
no, estableée come requisito el uso de fuentes orglnicas complejas de es-

te nutriente, para elevar la productividad.

Un anélisig preliminar de fuentes industriales de nitrdgeno -
complejo se presenta en la Tabla 5.1.7.1 Como se puede ver, el medié M=9
contiene un exceso de nitrOgeno. Esto como resultado de un balance.de,mg
teria tomando como hase la composiciéﬁ de la biomasg de E. coli (Bailey &

lqllis, 1977 , p. 27). Por otra parte, la mayoria de las fuentes coptienen



~~
7
&
N’
£
P
- E
0.
‘8 4-
B
i w
&
"8
1 e
i
(8]
. & . g
] =
4o a &
2 S ™
= =
RS S S 2
" @ ' ~ = &
L= g = Ed 2
S A A R - 3
- ﬁr 4 T T L 7 'l 2 ’[ T z
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4,3.9.(n).




TABLA 5.1.8.1

CARACTERISTICAS DE FUENTES COMPLEJAS DE NITROGENO DISPONIBLES COMERCIALMENTE

q)

Nitrdgeno b Concentracién 2 c0ncentrac16n3) Solubilidad
Producto (%) equivalente tedrica :
al M-9 .requerida (g/1)
(g/1) (g/1)
Licor de mafz 4 48 v 11.2 7.87
Extracto de 6 32 7.46 -
- levadura
-industrial
Harina de soya 6 27.4 , 6.4 ©1.28
Peptona de caseina 12.8 15 o 3.5 -
5)

Pharmamedia 59.2 3.24 0.756 s

1) . patos del fabricante . .

2)  En funcidn del contenido de nltrogeno en la peptona del medio M-9

3) Considerando una concentracidn de glucosa de 4 g/1 como limitante del cultivo y en
base a Quintero "(1981) p. 223 - 231 .

4) Determinada experimentalmente

5) Pasta de semilla de algoddn




materiales insolubles que complicarian los procesos'de purificacidn poste
riores a la fermentacién. Ademds su fraccién soluble no satisface los ==
requerimientos tedricos del medio de cultivo, Las peptonas y extractos -
de levaduras industriales no presentan estos problemas y fueron los que ~
se seleccionaron para continuar el trabaje experimental. En el gel pre--
sentado en la Figura 5.1.7.3. (Carriles 2 y 3 ) se observa que la pep-
tona grado iﬁdustrial puede.sustituir a la peptona Bioxen, (Carrilles 6

y 7) sin detrimento en los niveles de produccidn @e proteina hibrida.

5,1.8, Fuente de carbono (Experimento 4.3.11, (A))

La glucosa es una fuente de carbono y energia que microorga--
nismos tales como E. coli asimilan facilmente. Tradicionalmente, este --
carbohidrato ha sido utilizado como fuente preferencial de carbono para -

el desarrollo de la bacteria en experimentos de laboratorio. Sin embargo,

con fines de escalamiento, la glucosa no resulta conveniente en vista de -

su elevado costo y baja disponibilidad a nivel comercial. En nuestro pais,

el aziicar de cafia o subproductos de su elaboracidn tales como la melaza;

constituyen las alternativas viables para ser usadas como fuentes de car-
b&no en procesos microbianos. En funcidn de ello, se evalud el uso de sa .
carosa ‘industrial como materia prima para la produccién de proteina hibri

da.

De acuerdo a Heller y Wilson (1979) en general la bacteria --

Escherichia coli es impermeable a la sacarosa e incapdz de metabolizarla.

. : - -
Sin embargo, ha sido demostrado, que este microorganismo puede adquirir -

- la capacidad para utilizar sacarosa como fuente.de carbono ¥ energia. “~-



Algunos autores indican qﬁe la informacién genética de esta caracteristica
se encuentra en plasmidos (Smith & Parsell, 1975; Palchaudhuri et al.,
1977) . Otros autores (Alaeddimoglu & Charles, 1979), demostraron que la
capacidad para similar ;acarosa se encuentra codificada en el cromosoma,
y establecieron la posicidn relativa de los genes responsables. Por otra
parte se ha observado (Alaeddinoglu s Charles, 1979) que para la expresién
de la caracteristica denéminada sac+ (capacidad por crecer en sacarosa),
se requiere de expresién. de al menos un gene del sistema de la fosfo---
transferasa utilizado para el transporte de carbohidratos (Roseman, 1969,
1972; Epstein et al., 1979). También se ha demostrado (Heller & wilson,+
que la sacarosa puede ser transportada al interior de la cé}ula por la -

permeasa del operdn-de la lactosa.

En funcidén de los datos de la literatura, se investiés si la
cepa utilizada en esta etapa del trabajo era capaz de utilizar sacarosa
como fuente de carbono y energia. Los resultados indicaron que 1a’§, coli
MX-614 era sac+, aunque no se realizarcn intentos por caracterizar el --
origen genético de esta capacidad metabdlica. Sin embargo, puesto que la
cepa utilizada es incapaz de transcribir los genes del operdn de la lac-
tosa, en vista de tener una delesidn en el promotor lac, es improbabie -—
que el transporte de sacarosa se lleve a cabo mediante la permeasa del- --
operdn de la lactosa, seglin lo propuesto por Heller & wilsonl(1979). En ‘
la Figura 5,1.8.1 se comparan las velocidades especificas de crecimiento
desarrolladas por la bacteria que fue crecida en qludosa Y en sacarosa.

En el caso de la sacarosa, la velscidad de crecimiento tuvo un valor 2,5

fl

veces menor que cuando Se utilizd glucosa. Estas diferencias pueden estar
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FIGURA 5.1.8.1 Velocidad especifica de crecimiento de E,coli MX-614.pBR-213 -
en funcidn de la fuente de carbono utilizada en el cultivo. El medio fue el M-9

" ‘conteniendo glucosa y sacarosa, respectivamente, como inica fuente de' carbono.
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indicando las eficiencia§ relativas de los sistemas de transporte y/o ==
metatolismo de ambos aziicares. En los experimentos iniciales con sacaro-
sa, se obtuvo una fase lag de 8 - 10 hrs, Este periodo se redujo a cerca
de dos horas después dé someter el indculo o varios subcultivos en un me-
dio de la misma composicidn. El rendimiento de biomasa respecto a la =-—
fuente de carbono fue cercano a 0.25 g de células/g sacarosa en ausencia
de limitacidn del oxigeno. Este valor resulta ser la mitad del logrado -

con glucosa (ver seccidn 5.1.12.).

Una vez demostrada la viabilidad de usar sacarosa para el --
desarrollo del culti&o, se determind su posible influencia en la produc--
cién de pfoteina hibrida. Los resultados se presentan en los carriles —-
6 y 7 del gel cuya foto se incluye en la Figura 5.1.7.3. Es posible
afirmar que el empleo de sacarosa en el medio de cultivo no altera la bio
sintesis de proteina hibrida, respecto a los testigos en los que la glﬁcg

sa fue la fuente de carbono (carriles 1y 2 del gél de la misma Figura).

5,1.9. Efectos de la adicién de sacarosa (Experimento 4.3.12. (A))

Como se demostrS en el experimento anterior, es pbsible usar
éacarosa como fuente de carbono, sin menoscabo de ia produccidn de protg;
na hibrida. Con el fin de elevar la densidad celular en el cultivo; y =
de esta manera incrementar la productividad; se experimento el efecto de
afadir sacarosa durante la fermentacién. El cultivo se caracterizé cing
ticamente y los resultados se muestran en la Figura 5.1.9.1. El experi-
mento se realizd, con dos medios diferentes: el M-9 y el L-1, de los --~

cuales ya se ha detallado su composicidn (ver Materiales y Métodos,_sec5
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FIGURA 5,1.9.1 Efecto de la adicidn de sacarosa a un cultivo de E.coli MX-614,

-Los medios utilizados fueron el M-9 conteniendo sacarosa como fuente de_carbono.
y el medio balanceado M-L de acuerdo a lo indicado. Las flechas corresponden al

momento en el que se realizd la adicidn, Se presentan experimentos testigo a los
que no se les hizo adicion alguna, Las velocidades especificas de crecimiento -
(y) son las indicadas. 1os procedimientos se detallan en la seccidn 4.3.13 (a}).



cidn 4.2.1.). Las adiciones al medio L-1 incrementan la concentracidn ce
lular final pero rno la velocidad de crecimiento. Esto puede ser el refle
jo de que tal medio se encuentra balanceado en cuanto a requerimientos de
carbono y nitrdgeno de E. ggli. En este caso, el crecimiento parece estar
limitado por un componente diferente a la fuente de carbeno. Por el con—--
trario, las adiciones de sacarosa al medio M-9, indican que el cultivo se
encuentra limitado por la fuente de carbono. Esto es claro ya que al dis-
poner con mayor cantidad de sacarosa la velocidad de crecimiento se incre-
menta. En ambos casos, la concentracién celular se logra incrementar en--
tre 9 y 14%, Si estos experimentos fusran reproducibles en tanques de fer
mentacidn, se recomienda realizar adiciones de sacarosa con el fin de ele=~
var la productividad y por otra parte incrementar la eficiencia de la cen-
trifugacién de células. En la literatura (Bauer & Shiloach, 1974; Shiloach
& Bauer, 1975; Bauer & 2iv, 1976) se han reportado procedimientos que lo-
gran concentraciones celulares de hasﬁa 55 g/1; mediante adiciones contro
ladas de la fuente de carbono, regulacién de la te$peratura y suministro

de oxigeno puro.

5.1.10. Efecto del cultivo de la cepa transformada durante periodos pro-
longados y en presencia de bajas concentraciones de ampicilina -
sobre la produccién especifica de protelna hibrida vy segregantcs.
(Experimento 4.3.1.14. (A)).

En vista de los Yesultados que se obtuvieron en los experimen
tos de conservacidn de la cepa, relacionados con la produccidn especifica
~de protefna hibrida; se tratd de identificar algunas de las posibles .cau-

sas que podrian disminuir la capacidad de sintesis de esta proteina en un

cultivo. Para ello se disefi®6 un experimento en el que se partfa de.una =



: poblgcién bacteriana, alﬁacenada en glicerol, que presentaba elevada capa
cidad de sintesis, de acuerdo a las dimensiones relativas de la banda que
comigra con f-galactosidasa en el gel resultado de la electroforesis. A -
este cultivo se le sométié a varios subcultivos, un total de diez, en el
medio M-9, con la {inica diferencia de que al principio de cada fermenta--
cibn, se adicionaba ampicilina en niveles bajos (10 yg/ml). EL indculo -
inicial se obtuvo directémente del glicerol, sin ninguna purificacién y -
seleccidén de la cepa. Cabe hacer notar que para la manufactura de los ~--
gliceroles esta purificacin y seleccién si se llevé a cabo. Los resul--
ta@os de este experimento se encuentran ilustrados en la Figu;a 5.1.10.1.
La banda correspondiente a la proteina hibrida, del décimo subcultivo --
(carriles 3 v 9) se vid disminuida apreciablemente respecto al primer cul -
tivo {carriles 1 y 6). Con el fin de determinar si se trataba de un fend
‘meno de segregacién, como se habia observado en experimentos anteriores,
se probé‘la resistencia a ampicilina de un total de 35 colonias aisladas,
en medio sélido en caja Petri conteniendo 100, 250, 500, 750, 1000 y 2000

ug/ml del antibidtico. En todos los casos se observS crecimiento de las

35 colonias.

Los resultados anteriores indicap claramente que la capacidad
de sintesis de proteina hibrida de una poblacién puede ser disminuida sin
pérdida de la resistencia a altas concentraciones de amﬁici%ina. Esto -~
hace pensar que el fenémenﬁ de segregacidn observado como la resistencia/
no-resistencia a ampicilina, constituye un caso extremo. Ello en vista -
de_que eé posible perder gradualﬁente la capacidad de sfntesis de protei-

na hibrida. A este fendmeno le hemos llamado "segregacidn diferencial".
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Figura 5.1.10. Efecto del cultivo repetido de E.coli  MX-614 pBR-213 -,
en el medio M—9 conteniendo 10 wg/ml de ampicilina al inicio de la ‘ermen
tacidn, El cultivo se inicid de un aqlicerol y desarrollando la bacteria -
en los medios sefialados, M-9: M-9, MM: medio minimo. Cada flecha indica =
un. cultivo, El gel muestra las proteinas precipitables de células desarro
lladas en medio M-9, de cada una de las condiciones, en todos los casos -.
la proteina aplicada a cada carril fue la-misma (30 uqg). Se incluveun pa-
tron de 8- galactosidasa (10 ua) en el carril 5, Los carriles 6,7,8 Yy 9
son el resultado de cxperimentos por duplicado de los incluidos en los-ca
rriles 1,2,3, y 4 respectivamente, Los procedimientos se detallan en la :
secccidn 4.3.16 (A).



Hasta donde se conoce, no existen reportes en la literatura respecto a -
este fendmeno. Sin embargo, es muy posible gue su causa sea la disminu-
¢idn del nimero promedio de copias del plasmido existentes en la pobla--
cidn bacteriana; Ello es congruente con la conservacidn de la resisten-
cia a ampicilina puesto que basta un bajo niimero de copias para mantener
tal caracterfstica. Jones et al (1980) reportaron un fenSmeno similar -
con el plasmido pDS-1109 en donde se observa una disminucidn progresiva
del niimero de copias cuando la bacteria se somete a cultivo continuo y -
sin presidn selectiva. Estos autores indican que la segregacidén final -
(sensibilidad a ampicilina) es la consecuencia de la disminucidn progre-
siva del niimero de cépias. Adicionalmente, Wouters et al (1980) encon--
traron que la actividad de B-lactémasa del cultivo decrece significativa
mente antes de encontrar células sensibles al antibidtico, lo que refuer
za la idqa de que la segregacién es la‘consecuencia final de la disminu~
cidn del nimero de copias. Lo anterior, en vista Qé que se ha reportado
que la actividad de B-lactamasa es un indicativo del nfimero de copias ~-
del plésmiéo que codifica a la enzima (Nordstrom, et al., 1972). Por --
otra parte, O'Farrel et al. (1978) han reportado especificamente para ==
proteinas hibridas de B-galactosidasa codificadas por pldsmidos, que el
nivel de expresidn es proporcional al nimero de copias del gene, presen=
te en la célula. Sin embargg. en la literatura no existen reportes qué
hablen de la estabilidad en la expresidn de proteinas codificadas pbt -
plésmidos recombinantes. Los trabajos publicades, como se discutird en
la seccidn 5.1.11,, se refieren a la estabilidad de los plasmidos EE&.EE
y no respecto a los niveles finales dé expresién de productos codifica—;

~dos en el ADN del plismido recombinante. ' .




Para concluir definitivamente si la responsabilidad de este

fenéﬁeno radica en el nimero de copias, es necesario medir directamente §
el ADN extracromosomal. Sin embargo, si fuera el caso, podria explicar-
se indirectamente con evidencias reportadas en la literatura: de manera
general las bacterias conteniendo plasmidos crecen m3s lento que sus res
pectivas silvestres (Zund & Lebek, 1980), lo que hace pensar que las po-
blaciones con menos plasmidos creceran mas rdpidamente respecto a aque--

llas que contengan mis plasmidos.

Puesto que la ampicilina se degrada muy rapidamente, siendo
suficiente con la f-lactamsa contenida en el inéculo, la presién selecti
va realﬁehte existe por muy poco tiempo y es posible que durante los sub
cultivos se selecciones poblaciones con un contenido promedio menoy de -

plédsmidos en vista de que tienen ventajas en la velocidad de crecimiento.

Alternativamente, este fenémeno puede ser explicado en fun--

cién de lo reportado por Engberg & Norstrom {1975), quienes demostraron i

dque el niimero promedio de copias por genoma desciende al incrementar la {

. 1

velocidad de crecimiento., En vista de que la bacteria fué crecida varias
veces en un medio rico, donde podia desarrollar una velocidad de creci-;‘
miento elevada, la poblacién pudo haber disminuidd su niimero promedio dé
copias y por lo tanto su capacidad de sintetizar proteina hibrida. Esta

hipdtesis no descarta el hecho reportado por Balbas (1981) xespeéto a--

que la bacteria conteniendo el pldsmido crece mis rdpidamente que la Que ' o
no lo tiene, en el medio M-9 y a 37°C. Lo anterior se reafirma con el -
hecho de que no se encontraron segregantes al final de los subcultivos,

indicando que la competencia en el cultivo pudo haberse recalizado entre




poblaciones con diferentes niimeros de copias y no entre bacterias con y -

sin plasmidos.

pe cualquier modo, el estudio detallado de este fenSmeno en -
particular, cae fuera de los alcances de este trabajo. Sin embargoe, tie-

ne tres implicaciones pricticas de gran importancia:

a) Es posible contar con poblaciones de bacterias con diferentes --

capacidades de sintesis de proteina hibrida.

b} La resistencia a ampicilina no es una garantfa de sintesis espe-

cifica elevada de proteina hibrida,

¢) Llas cepas almacena&as pueden disminuir su capacidad de sintesis
de'proteina hibrida si ée le somete a numerosos subcultivos, como
en el caso del desarrollo de indculos para el escalamiento, la ==
_adaptacién a nuevos medios de cultivo o el cultivo retroalimgntg

do.

5.1.11. Efecto del ayuno de aminodcidos en la capacidad de la cepa para
sintetizar proteina hibrida (Experimento 4.4.14. (A))

Ante el problema descrito en el experimento mencicnado ante--
riorﬁente la pregunta que surge es: <JIcdmo incrementar la capacidad de -~
sintesis de protefna hibrida de una poblacién que la ha disminuidé?. Con
este‘ objetivo se cultivé repetidamente la poblacién bacteriana reéul;ado
del décimo subcultivo del experimento anterior en un medio minimé conte--
‘ niendo los requerimientos de aminodcidos. Se gmpleé NH4C1 como ﬁnicé —;'

" fuente de nitrégenc y 100 jg/ml iniciales de ampicilina. Los resultados

se encuentran ilustrados en las Figuras 5,1.10.1, 5.1.11.1, y 5.1,11.2. -
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FIGURA 5.1.11.1 Efecto del subcultivo de E.coli Mx~614 pBR=-213 en ayuno
de aminodcidos sobre la capacidad de produccidn de proteina hibrida. Los -
cultivos se iniciaron de un glicerol y se transfirieron a medio minimo (M4}
las veces indicadas. Los cultivos finales se crocieron en medio M-9. El qgel
corresponde a proteinas precipitables; en cada uno de los carriles la canti
dad de proteina es la misma (30 ug). Se incluye un patrdén de B-galactosidasa
{10 ng) en el carril 5. Los carriles 6,7,8 y 9 corresponden al duplicado.de.
los experimentos inciuidos en los carriles 1,2,3 y 4. Los procedimientos se
detallan en la seccidn 4.3.15 (A).




Como puede observarse en los carriles 4 y 9 del gel incluido en la Figura
5.1.10.1, con tan solo un pase en medio minimo se logra un incremento --
apreciable de las dimensiones relativas de la banda que comigra con R-ga-
lactosidasa, respecto al medio fue cultivado en ayuno de aminodcidos  —-—
(carriles 3 y 8). En la Figura 5.1.11.1. es posible observar el fendmeno
con mis detalle. En ella se demuestra que la sintesis especifica de pro-
teina hibrida se incrementa gradualmente, de acuerdo al nilmero de pases a
gue fue sometido el cultivo a medio minimo, En la Figura 5.1.11.2. se ==
encuentra en el mismo gel el resultado de incubar la cepa durante siete -
cultivas en ayuno de aminodcidos, y el cultivo original. Es claro que --
las dimensiones relativas de la banda correspondiente a protefna hibrida

es apreciablemente mayor en el séptimo subcultivo respecto al cultivo ori
ginal. " Hasta donde se conoce, no existen reportes en la literatura que -
se refieran especificamente a la influencia en los niveles de expresidn -

del producto de un gene recombinante, en funcidn al ayuno de aminodcidos.

Sin embargo, estos experimentos refuerzan la hipbtesis de la
‘tegregacidn diferencial" y de que su probable causa sea el nimero de copias
del pldsmido contenido en la bacteria. Se ha reportado (Bazaral & Helinski,

1970) para pldsmidos del tipo Col E_, que durante el ayuno de aminodcidos

1
la velocidad de replicacidn del ADN del pldsmido es entre 2 y 2.5 veces -

. mas elevada que en condiciones de no ayuno, mientras que la velocidad de
sintesis de ADN cromosomal disminuye progresivamente, De esta manera se

logra un enriquecimiento en el nfmero promedio de copias de la poblacién

bacteriana.
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FIGURA 5.1.11.2 Efecto del subcultivo de E,coli MX-G14 pBR-213 en ayu-
no de amincicidos sobre la capacidad de produccion de proteina hibrida.
los cultivos se iniciaron a partir de un glicerol y se subcultivaron: en
medio minimo (MM} durante las veces que indican las flechas, al final se
‘desarrolld la bacteria en medio M-9. La cantidad de proteina en los ca-
rriles indicados fué constante (30 ug). Los procedimientos se detallan ~.
en la seccién 4.3.15 (A). ' :




Por otra parte Collins & Pritchard (1973) han reportado que -~
“la reiacién entre el nimero de copias de un plasmido F' lac y el ADN cro-
mosomal decrece al incrementarse la velocidad de crecimiento, esto es, a
velocidades de crecimiento bajas, como en un medic minimo, se propicia un
incremento en el nimero de copias del pldsmido. Engberg & Nordstrom —-
(1975) reportaron también que la dosis de genes (copias de factores R por
genoma) decrece al aumentar la velocidad de crecimiento pero que la efi--
ciencia de expresién (®) de la proteina codificada por el plismido, se in
crementa con la velocidad de crecimiento. Los resultados de este Gltimo
reporte son congruentes con las evidencias experimentales presentadas en
esté trabajo (Figura 5.1.10.1., 5.1.11.1, y 5.1.11.2.). El ayuno de ami-
nodcidos limité la velocidad de crecimiento y en consecuencia se pudo ha-
ber incrémenﬁado la dosis del pldsmido en la poblacidn bacteriana. Pue;-
to que el Qltimo cultivo se deéarrollé en un medio rico (el M-9), se ele-
v8 la velocidad de crecimiento y por lo tanto la eficiencia de expresidn
(@). De acuerdo a la literatura (Gustrafsson & Nordstrom, 1980), al cam~
biar un cultivo a un medio en el que desarrolle una velocidad de crecimigp
to diferente a la inicial, se efectuan gradualmente ajustes en el niimero
de copias hasta llegar a los niveles en "equilibrio" con la velocidad de
crecimiento desarrollada en el Gltimo cultivo, Esto significa que muy -

probablemente, al final del cultivo en el medio M-9, el nimero promedic de

copias del plasmido por genoma, sea muy similar independientemente del -~
tratamiento que se le haya dado previamente al inéculo. Es muy posiblerr
que los altos niveles de expresiéq de la proteina hibrida encontrados en

este trabajo se deban a unbincremento en el nimero de copias del plismido

en la poblacidén gue constituye el indculoa. EL hecho de observar mayor ex



presidén especifica puede ser el resultado global dél ajuste gradual en el
niimero de copias en el cultivo de produccién. Este hecho sugerirfa utili
zar indculos proporcionalmente mayores y que hayan sido desarrollados en

condiciones de ayuno de aminodcidos, con el fin de incrementar la produc-

cidn especifica de proteina hibrida.

. Desde el punéo de vista prictico, los resultados de este ex-
perimento permiten contar con una metodologia sencilla para incrementar
o uniformizar la capacidad de biosintesis de protefna hibrida. Por otra
parte, existen ventajas adicionales en el desarrollo de los indculos, --
Entre ellas se cuenta una mayor selectividad del medio de cultivo, lo -~
que disminuiria el riesgo de contaminaciones y también se eliminaria la
fase lag en el cultive de produccién,lal provenir el inéculo de un medio
menos Qico. Adicionalmente, es posible indicar, a raiz de estas hipdte--
sis, gue,no se esperaria que el cultivo continuc fuera del todo adecuado
. para elevar la productividad de protefna hibrida. La inestabilidad de -
un pldsmido recombinante (Dwivedi et al., 1982) ha sido la causa por la
que no se ha podido usar el cultive continuo en la produccidn de tripté-

fano,

Cabe hacer la aclaracién que el subcultivo por mis de 7 pases
en un medio minimo provoca inestabilidad en la expresién de proﬁefna hi-~
brida. A estos cultivos se les verificé la p;esencia del plismido (eﬁpef
rimento realizado por el grupo de Biologia Molecular) y se encontrd que -
‘su patrén de restriccién era el adecuado.’ Aparentemente, el pldsmido su;-

frié una mutacién que no pudo ser detectada por los patrones de restric--

cién. Esta técnica solo permite identificar delesiones de un tamafio con=



siderable y no es capaz de discernir aspectos regulatorios en la expre--
sién‘del gene., El fendmeno de inestabilidad puede deberse a que la ele-
vada sintesis de proteina hfbrida, por otra parte insoluble, y de manera
constitutiva, constituya una desventaja selectiva de las bacterias que -
tienen esta informacidn genética y que por lo tanto se seleccionen ague-
1llas bacterias que no producen proteina hibrida. . En la literatura, se -
ha reportado la desventaja selectiva que ejerce la biosintesis de protqi
nas no funcionales en E. coli (Andrews & Hegeman, 1976) y existe eviden-
cia para plismidos recombinantes que sufren ‘delesiones y segregacién --
cuanto miis elevada es la expresidn de las enzimas codificadas por el --
plésmido (Imanaka et al., 1980, Imanaka et al., 1981). También se ha re
portado que pueden existir mutaciones tanto en el cromosoma como en el -
plasmido, que originen una ventaja selectiva a la poblacidn bacteriana -
éonteniendo los plismidos "modificados" (Helling et al., 198l). Como con
clusidn de todo lo mencionado anteriormente, puede decirse que el incre-
mento en la produccidn de proteina hibrida, mediante el subcultivo én me
dio minimo parece tener un limite probablemente establecido por la capa-

cidad de mutacibn y adaptabilidad del sistema bacteria-plismido,

5.1.12. Experiencia semi-piloto {Experimento 4.3.16. (A))

Con el fin de iniciar el escalamiento del procesc de fermen-
tacién y detectar las posibles limitantes en la produccién de proteina -
hibrida; se llevaron a cabo corridas en fermentaderes de 14 1lts de capa~

cidad. Como objetivo. adicional, -estos lotes de cultivo servirian para -

producir células y contar con materia prima suficiente para los estudios



de los pasos posteriores.del proceso dentro del proyecto global. La ciné
tica de una fermentacidn tipica se encuentra en la Figura 5.1.12.1. Los
patrones de pH, crecimiento celular y degradacidn de ampicilina son muy -
similares a los obtenidos en matraces. En todos los casos, antes de cen-
trifugar el cultivo, se corrieron electroforesis y se detectd la presencia
de protefna hibrida en cantidades elevadas y sin aparente variacidn entre
los lotes, como puede observarse en las fotos de los geles incluidos en -
la Figura 5.1.12.2. En uno de los cultivos se realizd la prueba para de-
tectar segregantes; de un total de 100 colonias no se detecto ninguna sen

sible a ampicilina. -

Algo muy importante para el escalamiento serd la calidad del
agua gue se emplee bafa preparar el medio de cultive. Hasta este momeﬁto,
en el desarrollo del trabajo experimental se ha usado agua destilada en el
medio de.cultivo. Sin duda, al escalar el proceso, no seri factible el E-
uso de agua con pureza similar a la destilada. En’funcién de ello, algu-—.
nos de los lotes de fermentacidn en equipos de 14 lts se realizaron usando
agua de la llave sin ningun tratamiento, con el fin de evaluar su influen’
cia en el cultivo, En la Figura 5,1.12.3. se presentan los resultados, -. -
en funcidn de la velocidad especifica de crecimiento, Pricticamente no -

- existe diferencia alguna entre el empleo de agua de una u otra calidad. -
En ambos casos se observd en’ los resultados, una desviaciénestandaxzespec;o
ala media del 4-9. Estas diferencias pueden estar ocasionadas por la compo;
sicién de los lotes de peptona que se utilizaron, o bien por las condicio

"

nes de esterilizacidn., Estas diferencias también se observaron en los ex

perimentos en matraces (ver seccidn-5.1.4.). Como conclusidn respeecto al

‘



agua empleada para preparar el medio de cultivo es posible afirmar que no
existe ninguna ventaja significativa cuando se usa agua destilada y es --

posible el empleo del agua de la llave sin problema alguno.

El oxigeno disuelto fue otro parametro que se midid en el trans
curso de la fermentacidn. Los resultados de dos corridas tipicas se ilus
tran en la Figura 5.1.12.4, En aquellos cultivos en los que la agitacién
fue mantenida entre 300 y 350 rpm a lo largo de la determinacidn, se obser
v8 que el oxigeno disuelto es cero entre la segunda y cuarta hora del cul-
tivo, coincidiendo con la fase logaritmica de crecimiento. Cuando los ni-
veles de oxigeno disqelto se controlaron por arrib adel 10% de saturacién
variando 1a agitacidn (hasta un maximo de 450 rpm en las fases criticas) -
se observé un incremento en la velocidad especifica de crecimiento, Esto -
indica que el cultiQo'desarrollado a 350 rpm se encuentra limitado por’oxi
geno en la fase exponencial de crecimiento. En ausencia de esta limitacién,
es posible elevar la velocidad de crecimiento hasta en un 28% respecto a -

los lotes que se corrieron a una agitacidn constante de 350 rpm.

En la Tabla 5.1.12.1 se presenta un resumen de los resultados
obtenidos en equipos de 14 lts. Uno de los aspectos que debe resaltarse, -
es que no son necesarios los aminodcidos que se agregaban normalmente al -
medio M~9, Ello se hacia como medida de seguridad en vista de qﬁé la cepa
es auxdtrofa de prolina, valina e isoleucina. La peptona puede satiéfacer'
adecuadamente estos requerimientos. Esto tiene implicaciones importanteéven :

. . .
el escalamiento, ya que no seri necesario adicionar los aminedcidos libres,

que ‘elevarian sustancialmente el costo de las materias primas en la fermentacidn.

En los casos en que se asequrd que no existiera limitacién de

oxfgeno, se logrd la velocidad de crecimiento mis alta. (cercana a 0.9, hr=1)
y también, la concentracién celulas mis elevada. En estas condiciones, -

el rendimiento de biomasa respecto a la fuente de carbono fue cercano a -
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FIGURA 5.1.12.1  Comportamiento cindtico tipfco de un cultivo de E.coli MX-614

- pBR-213 en fermentador de 14 lts, FlL medio utilizado fué el M~9, Agitacidn 300~
-350 rpm, aireacidn 1v/v/m. Otras condiciones se especifican en la-seccibn 4,3,17

(A). A la séptima hora del cultivo se analizaron 300 colonias de una dilucidn -~

-“apropiada'y no se observd scgreogacidn del plasmido. La electroforesis.realizada

a las proteinas precipitables de una muestra de la octava hora indicé la presan -
cia de proteina hxbrxda.
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FIGURA 5.1.12,2 Resultado de la electroforesis realizada a las proteinas
precipitables.de muestras de los cultivos producidos en fermentadores. de}d

- 1ts,que se detallan en la Tabla 5,1.12.1, En todos los casos ‘la proteina -
total aplicada a cada.carril fue de 30 ug. Se incluyen patrones de-f-galac
tosidasa (10 pq) (B~ gal).Los nlimeros corresponden a los lotes de la -
tabla 5:1.12,1,

.
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FIGURA 5.1.12.3 Efecto de la calidad de agua utilizada para preparar el

medio de cultivo (M-9) en la velocidad especifica de crecimiento de E.co-
lL MX-614 !31?213 en fermentadores de 14 lts. Volumen de trabAJo' 10 lts,
aireacidén: 1 v/v/m, ampicilina 100 uq/ml (inicial), agitacién: 300-400 -

rpm. Los resultados son el promedio de tres lotes.



TAELA 5.1.12.1

CARACTERISTICAS DE LOS LOTES D% FERMENTACION DE E. coli MX-614 pBR-213

PRODUCIDOS EN EQUIPOS DE 14 LTS.

El Densidad pH . )
Lote (hr ™) optica Observaciones
final inicial  final

1 ND 0.63 ND 6.69 Medio M-9 conteniendo
ademds 1 g/1 de casa-
aminodcidos. 350 rpm,
12 hrs.

2 ND 0.77 7.04 6,81 Idem anterior

3 ND 1.0 6.99 7.15 Idem anterior

4 ND 0.94 7.19 7.31 Idem anterior, solo -~

_ que a 450 rpm.

5 0.65 0.82 6.75 6.67 Medio M-9, 300-400 rpm -
9 horas.

6 ’ 0.458 0.42 7.0 7.01 Medio M-9, solo que =
con 0.0l g/l de amino-
§cidos. 350 rpm. 9 ho-

' ras. '

7 0.592 0.54 7.01 6.53 Medio M=9 sin aminodci
dos. 200 rpm. 9 horas.

8 0.88 . 1.04 7.17 7.24 Medio M-9 sin aminodci
dos. 350-450 rpm. Oxige '
no disuelto mayor a 10% -
saturacién. 9 hrs.

9 0.918 0,95 7.01 6.93 Idem anterior

Los cultivos se llevaron a cabo en fermentadores New Brunwswick con 10 1lts.

de medio. Indculo:

Aireacidén: 1 v/v/m a 10 psi de presidn.
de densidad éptica de las primeras horas de crecimiento, En este caso la
densidad dptica se midid a diluciones 1/20 y los valores indicados estan -
multiplicados por dos para referirles a la dilucién 1/10 que se emplea en
la mayor parte de los resultados de este trabajo.
vo se llevd a cabo electroforesis para detectar la presbncia de proteina -
hibrida, las fotos de los geles correspondientes se presentan en la Figura

5.1.12.2.
ND = no determinada

500 ml de un cultivo de toda la noche en medio M-9,

La u fué calculada con los datos

Al final de cada culti-~
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:IGURA 5.1.12.4  Efecto del control del oxigeno disuelto en el cultlvo de
"B.coli MX-614 pBR~213 en sus caracterfsticas de crecimiento. En el primer =
.caso . (O ) el medio de cultivo fué el M-9 y con agitacién promedio-de 300 - -
rpm; en el otro caso ( ® ) no se incluyecron los aminoicidos en la composicién
del medio M=9 y el oxiIqgeno se mantuvo por arriba de 10% de saturacién varian *
do la agitacidn entre 350 y 520 rpm. Las velocidades especificas de crecimien
to' (u} fueron las indicadas. Otras condiciones se detallan en la seccidn 4.3,

17 (A),
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0.5 g células /g de glucosa. Situacidn que indica que la fuente de carbo
no esta siendo eficientemente utilizada, de acuerdo a lo esperado para --

una bacteria (Quinterc, 1981 p. 224).

De manera general se puede concluir gque para el escalamiento
serd factible utilizar agua de la llave, no se requerirdn los aminodcidos
libres y deberi asegurarse que el cultivo no se encuentre limitado bor -
oxigeno. De esta manera serd posible la produccién de proteina hibrida -

con los rendimientos miximos sobre la fuente de carbono.

5.1.13, Optimizacién del medio de cultivo (Experimento 4.3.15. (A))

ﬁl objetivo principal en esta etapa del trabajo fue el esta--
blecer la composicién de un medio de cultivo para células de E. coli qué
sintetizan proteina hibrida; el cual presente una elevada velocidad de cre
‘cimiento'y utilice eficientemente fuentes comerciales de carbono y nitré-
geno. En experimentos que se han descrito previamente se demostrd que la
bacteria es capaz de utilizar sacarosa industrial como fuente de carbono
y peptona grado industrial como fuente de nitrdgeno. Ello sin menoscabo |
de la produccidén especifica de proteina hibrida. Sin embargo, las veloci
dades de crecimiento y los rendimientos que se presentah en tales condi-=
ciones son aun bajas. Por otra parte, haciendo un balance tedrico del me -
dio M-9, utilizado en la maybria de los experimentos previos, es claro que
la fuente de nitrdgeno se encuentra en exceso respecto arlos requerimien-
tos para!producir biomasa, tomanqo en cuenta la cantidad utilizada dg'fpgp

te de carbono. Por lo tanto, utilizar un medio de esa composiciln para - =

.



la produccién de biomasa, resultaria en un desperdicio innecesario de la

peptona. Los requerimientos tedricos de peptona son 3.5 g/l considerando
4 g/l de glucosa. Utilizande esta cantidad de peptona {Bioxon), se de-=
mostrd que la velocidaé de crecimiento era similar a la obtenida cuando
se utilizaban 15 g/l. En el caso de la peptona industrial (Glucosa S.
A.) esto no sucedid y fue necesario in&rementar la concentracién de esta
fuente de nitrégeno a 5 é/l para obtener velocidades de crecimiento simi
lares a la obtenida al utilizar 15 g/l de peptona (Bioxon). BEs probable
que esto se deba a que el contenido de nitrdégenc de esta peptona sea me-
nor o bien a otras especificaciones de su composicién que afectan al cre
cimiento del microorganismo. En ambos casos no se incluyd el cloruro de
amonio en el medio de cultivo, en funcidén de que la peptona satisfacg -

totalmente los requerimientos de nitrdgeno.

. Cuando se utilizd sacarosa como fuente de carbono (4 g/l1},
fue necesaria la adicién de 5 g/1 de peptona indusﬁrial para balancear -
el medio. En este caso, como ya se ha comentado en la seccién 5.1.8., =
se requirid someter el indculo a varios subcultivos en un medio de la --

misma composicidén, para disminuir la fase lag. Los rendimientos.de bio- '

masa, medidos en matraces bafleados para que el oxigeno no fuera limitan:

te, resultaron ser del 50% respecto a glucosa en las mismas condiciones,

Finalmente, en vista de que el medio M-9 contiene fosfato de
sodio en cantidades elevadas, se considerd que no era necesaria la adi--
cién de clorurc de sodio. Para confirmarlo, se llevaron a cabo experimen

tos en los que se elimind esta sal del medio de cultivo. No se observa-

. ron diferencias en la velocidad de crecimiento respecto a los testiges.



Con las anteriores modificaciones, el medio de cultivo a par
tir del cual se inicié la optimizacién tenfa la siguiente composicién:
en (g/l), sacarosa 4, Peptona Industrial 5, KH P04 3, NazHPO4 7, este -~
medio tambifn cpntenia los requerimientos de aminodcidos (isoleucina, va
lina y prolina, 0.1¢/1) yla vitamina Bl (0.02 g/1), y los elementos mine

rales Mgso, (0.246 g/1) y CaCl2 (0.011 g/1).

4

El primer disefio experimental utilizado, el Plackett-Burman,
tuvo como objetivo el definir cuales de las variables tenian un efecto -
mayor en la velocidad de crecimiento. Se probaron un total de 6 varia;-
bles, en los niveles indicados en la Tabla 5.1.13.1.; la temperatura se

mantuvo constante para usarla como *dummy",

El disefio de la matriz de combinaciones de las 7 variables -
asiAcomo el resultado de cada uno de los experimentos se presenta también
en la Tabla 5.1.13.1. El efecto de cada variable se obtiene realizando
la suma algebrdica de los resultados (u) de acuerdb a los signos presen-
tes en la columna de cada variable. los resultados se presentan en lé -
parte inferior de la misma tabla. Las variables con menor efecto resul-
taron ser el fosfato de sodio y los aminodcidos. Esto puede ser explica
do en funciéﬂ de que probablemente el fosfato §e encuentra en exceso Y -
su disminucién no altera fundamentalmente su capacidad de amortiguamien-
to. El efecto de los aminoééidos era esperado, en funcién de que él mi-
cfoorganismo los requiere en bajfsimas concentraciones y la peptona éue-‘
de suministrarlos. Lo innecesario de los aminodcidos ya habia sido dé--

mostrade en la seccién 5.1,12. cuando se utilizaban 15 g/1 de peptona.



TABLA 5.1.13.1

DISENO EXPERIMENTAL .LACKETT-BURMAN PARA LA DETERMINACION DE LAS VARIABLES
DE MAYOR INFLUENCIA EN LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO DE E;'coli.
MATRIZ DE COMBINACIONES, NIVELES DE LAS VARIABLES EXPERIMENTADAS, RESULTADO
DE LOS EXPERIMENTOS Y EFECTOS CALCULADOS DE LAS VARIABLES

Matriz de Combinaciones

Exp. No. Variables Resgltados
) B C D E F G e"pef;:ﬂ‘)talcs
1 + + + - + - - 0.240
2 - + - + - -+ 0.244
3 * - + - - + o+ 6.200
4 -t - - + +# 0.218°
5 * - - + + + - 0.265
6 - - + s -+ 0.242
7" o + - + - 0.219
8 - - - - - - - 0.185

Efecto 0.056 0.046 0.010 0.124 0.140 0.001

Niveles de experimentacidn

Nivel (g/1)

Variable Bajo (-} Alto {+)

A Sacarosa

B Peptona

(o4 NazliPO4

D Ki PO4

E Vi%amlna B,
F Aminoicidos

COoOrFUMWN

G Temperatura °C) 37 Y

El procedimiento de cdlculo y las condiciones experimentales‘ée‘detallan“
en'la seccibn 4.3.17 (A). )




En base a los resultados del disefio Plackett~Burman se eli--
gieron como variables a optimizar; la peptona, sacarcsa, fosfato de pota

sio y la vitamina B La optimizacidn se llevd a cabo mediante el dise-

1
fio Box-Wilson. » Las unidades de variacién se determinaron en base a los
resultados del disefio Plackett-Burman y el centro experimental fué la com
posicibn del medio que resultd con la mayor velociéad de crecimiento {(ex
perimento No, 5 de la Tabla 5.1.13.1,). El disefio experimental para el
método de Box-Wilson, asi como los resultados de los 16 experimentos se
muestran en la Tabla 5.1.13.2. Para calcular el efecto de cada una de -
las variables y las interacciones de estas entre si, se sigue el proce--
dimiento de Yates, de acuerdo a lo establecido en. la literatura descrita
en la seccidn 4.3.18. (A). El resultado de este calculo se presenta en
'la Tabla 5.1.13.3. Los niimeros que aparecen como efectos individuales,
constituyen los coeficientes de las interacciones indicadas a su dere--
cha, en la elaboracién de la ecuacién.codificada de prediccién. Esta Gl
‘tima se presenta en la Tabla 5.1.13.4. Para obtenér la ecuacién real, se
procede a sustituir los valores de las variables codificadas por los de
las variables reales, empleando las ecuaciongs de sustitucidn. Estas —-
{iltimas, asi como el resultado de la manipulacién’ algebriica se presen---

tan en la misma tabla.

Con el fin_de determinar el grado de fidelidad con gque esta
e;uacién final describe al sistema, se sustituyen ciertos valores experi .
mentales en la ecuacidn y se calcula el efecto que la ecuacidn prcdige.
Un ensayo de este tipo para algunas cqmposicioneé de los medios expéri—-

- ‘'mentados se ilustra a continuacidn:



Valor de la variable (g/1) Velocidad de crecimiento (hr'l) .
A .B c D Experimental TeSrico Residuoa) Dgsviac#ﬁn (")bv)v‘,' |
3 5.7 0.7 4 6.327 0..330 -0.003
4 5.7 0.7 4 . 0.415 0,506 -0.0091
.3 6.3 0.7 4 0.275 0.226 0.049 .

4 6.3 0.7 4 0.268 0.212 0.056
3 5.7 0.7 6 0.439 . 0,467 : ~0,028
Ell 5.7 1.3 6 '0.396 0,391 0,005

a) Valor experimental - valor tedrico

b) Residuo/valor experimental




TABLA 5.1.13.2

DISERO EXPERIMENTAL BOX-WILSON PARA LA OPTIMIZACION DEL CULTIVO,
EN FUNCION DE LA VELCCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO (i) DE

E. coli., MATRIZ DE COMBINACIONES, NIVELES DE LAS VARIABLES EXPE
RIMENTALES, RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS E INTERACCIONES CALCE
LADAS ENTRE LAS VARIABLES

Matriz de Combinaciones

Exp. No. Variables exgziﬁ:igies
A B C D Interacciones u (hr~1)
1 - - - - 0.327
2 - - - A ©0.4155
3 -+ - - B 0.275
4 o+ - - AB 0.268
> - -t - c 0.21
6. + - 4+ .. ac 0.22
7 - + - BC 0.3
8 + o+ o+ - ABC 0.254
° - - = ¢t D . 0.4398
10 + - - D A 0362
11 - o+ - 4 BD . 0.38
12 ot - RED 0.4227
13 - -+ % cp 0.3966
1 L S ACD 0.293
15 S CcpB 0.316
16 AR BBCD . 0.28R

Niveles de Experimentacidn

Nivel (g/l)
variable . poso (<) Alto (4)
A Peptona 3 4
B Sacarosa 5.7 6.3
C Vitamina Bl 0.007 0.013
D XH PO, 4.0 6.0

Las condiciones experimentales se detallan en la seccidn 4.3,17(A)



ESQUEMA DE CALCULO DE LOS EFECTOS ENTRE LAS VARIABLES SELECCIONADAS EN EL DISEFO EXPERIMENTAL
BOX-WILSON, DE ACUERDQ AL ALGORITMO DE YATES

TABLA 5.1,13,3

Velocidad
especifica .
de crecimiento (u) I 1 III v Divisor Efectos Interacciones

(hr'h)

0.327 0.7425 1.2855 2.2695 5.1676 16 0.32297

0.4155 0.543 0.984 2.8981 0.2122 8 0.02652 A
0.275 » 0.43 1.6045 0.0455 ~0.1602 8 =0.02002 B~
0.268 0.554 1.2936 0.1667 0.0446 8 0.07655 iAB
0.21 0.8018 0.0815 -0.0755 -0.6124 8 -0.07655 - C
0.22 0.8027 -0.036 0.0847 :0.214 8 -0.02675 AC
0.3 0.6896 ~0,0351 -0.1515 0.237 8 0.02962  BC
0.254 0.604 -0.1316 0.1961 ~-0.0054 8 ~0.00067 ABC
0.4398 ° 0.0885 - -0,1995 -0.3015 0.6286 8 0.07857 D
0.362 , - -0,007 0,124 -0,3109 0,1212 8 0.01515 = AD
0.38 -0.01 0.0009 =-0.1175 -0.0092 8 -0.00115 BD
0.4227 -0.046 -0.0856 -0.0965 0.3476 8 0,04345 ABD
0.3966 -0.0778 -0.0955 0.3235 -0.0094 8 -0,00117 - CD
0,293 0,0427 -0.056 -0.0865 0,021 8 0,00262 ACD .
0.316 -0,1036 0,1205 0.0395 -0.41 8 ~0,050125 coB
0.288 l =-0.028 0.0756 ~0.0449 =0.0844 8 ~-0,01055 . ABCD

" Los datos de velocidad especffica de crecimiento (1) provienen de los resultados reportados

_en la Tabla 5.1.13.2, Los efectos constituyen las coeficientes de la ecuacién codificada -

. de prediceidn que se presenta en la Tabla 5.1.13.4. Los cilculos se llevaron a cabo de ==
acuerdo a Box et al {1978), Fabila (1979) y Rodriguez (1983). ‘




TABLA 5.1.13.4

MODELO DE PREDICCION LINEAL DE LA VELO"IDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO DE E. coli, EN
FUNCION DE LAS CONCENTRACIONES DE PEPTONA, SACAROSA, VITAMINA By Y KH5PO4. ECUACION
CODIFICADA, ECUACIONES DE SUSTITUCION Y ECUACION REAL

Ecuacidén Codificada:

Y = 0.3229 + 0.02652A - 0.02B - 0.0765C

0.07857D + 0.0055AB - 0.0267AC +0.0296BC
0.01515AD - 0.0011BD - 0.0011CD - 0.00067ABC
0.0434ABD + 0.0026 ACD - 0,5125CDB ~ 0,01055ABCD

+ + 1

+

Ecuaciones de Sustitucién:

. . Centro Unidad

Varlaile _ Centro Variable experimental de
Variable (ar:ac a) experimental (g/1) variaciones (g/l)
codificada = ——1!

(A,B,C,D) Unidad de A Peptona 3.5 0.5
’ variacién B Sacarosa 6 0,3

' C Vitamina B1 0.01 0.003

D KH,PO4 5 1

Ecuacidn Real:

Y' = =34.9747 + 15.5623a + 5.75741b+5.92971c
+ 7.63951d -~ 2.56315ab - 7.201lac - 0,8752bg
- 3.12826ad - 1.266403bd - 1,5688cd + i.545abc
+ 0.5228 abd + 1.42256acd + 0.25109ch + 0.2338 abcd

Donde: Velocidad especifica de crecimiento en unidades codificadas
Velocidad especifica de crecimiento en unidades rcales
C,D. = Variables codificadas

c,

d + Variables reales (g/1)

»on

Y

Y'
A,B,
a,b,

La ecuacidn codificada se obtiene a partir de los efectos calculados en la Tabla 5.1;13,3.,
La ecuacién real se obtiene introduciendo las ecuaciones de sustitucién en la ecuacién co-
dificada y procediendo algebraicamente, Para detalles de cdlculo ver Rodriguez (1983).




Como se puede observar, los residuos son relativamente peque
fios, lo cual implica que la ecuacidén describe razonablemente fiel el sis-
tema, con desviaciones no mayores a + 20%, respecto a los valores experi-

mentales.

En la Tabla 5.1.13.5. se presenta un resumen de la evolucidn
de la optimizacidn del medio de cultivo. El mejor éxperimento del disefio
Box-Wilson dié como resultado una velocidad de crecimiento de 0.44 hr'-1 -
lo que significa un 27% menor que la desarrollada en el medio M-9, pero -
utilizando 5 veces menos peptona, y sacarosa como fuente de carbono. En -
el desarrcllo de la optimizacién-la relacién existente entre la fuente de
carbono y el nitrégeno complejo fue aumentando. La relacidén glucosa/pepto
na en el medio M-9 es lgual a 0.26; en el medio optimizado la relacién sa
carosa/peétona fue de 1.9. PResultaba probable que la disminucidn proporcio
nal de la presencia de péptidos en el medio de cultivo pudiera disminuir
la produccifn de proteina hibrida, para investigar esto, se llevaron a cabo
electroforesis de los cultivos desarrollados en los medios descritos en la
Tabla 5.1.13.5. Los resultados se presentan en la foto del gel incluida -
en la Figura 5.1.13.1. No existen diferenclas apreciables en las bandas‘de
proteina hibrida en todos los casos. Esto permite concluir que se cuenta :
con un medio optimizado, a base de materias primas industriales, suscepti:,‘

ble de escalarse para la produecidn de la proteina hibrida para la cadena

A de insulina humana.
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TABLA 5.1.13.5

COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS DURANTE EL PROCESO DE OPTIMIZACICN DE LA
VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENIO DE E. coli

Medio de cultivo (g/1)

Componente
M-9 Basea) Baseb) Optimizadoc)
Plackett Burman Box=-Wilson - Box-Wilson

Peptona de Caseina 15.0 - - -
Glucosa 4.0 - - -
Peptona Industrial - 5.0 3.5 3.0
Sacarosa - 4.0 6.0 5,7
KH,PO, : 3.0 3.0 5.0 ‘6.0

H . . . - .
Na2 P94 7.0 7.0 5.0 5.0
NaCl 0.5 - - ) -

e o d) .
Aminoacidos 0.02 - - -
Vitamina Bl 0.01 0.01 0.01 - 0,007
NH,Cl 1.0 : - - -

[] e) '
Ampicilina 0.1 0.1 B 0.1 0.1
cacl, 0.011 0.011 0.011 0.011 e
Mgso, 0.246 0.246 0.246 © 0,246 R
Velocidad especifica
de crecimiento (u) 0.6 0.25 0.268 0.44

(hr‘l) -

Azficar (g/1) . :
Poptona (g/1) 0.26 . 0.8 1.71 1.9
Notas: a) Corresponde al medio balanceado d) 1soleucina, valina y prolina’

b) El mejor experimento individual e) Cantidad inicial
de Disefio Plackett-Burman
c) El mejor experimento individual
~dal.nisefio Box-Wilson
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- FIGURA 5.1.13.1 Electroforesis de extractos celulares precipitables
de cultivos desarrollados en los medios descritos en 'la Tabla 5.1,13.1.
Carriles 1 y2: medio balanceado (M-B); Carriles 3 y 4: medio base del-:
diseifio Plackett-Burman; Carril 5: patrdén de B-galactosidasa (10 ug);
Carriles 6 y 7: medio optimizado resultado del diseno Box-Wilson. En -
todos los casos la proteina aplicada 'a cada Carril fué de 30 ug. Cada'
Carril corresponde a un experimento 1ndepend1ente.




5.2 Cadena B

5.2.1 Caracterizacidn cindtica del cultivo (Experimento 4.3,2.(B))

Los expgrimentos iniciales en el caso de la Cadena B fueron aquellos
con el objetivo de caracterizar cinéticamente la fermentacién. Los medios
de cultivo utilizados fueron el M-9 y aquel obtenido de la optimizacién
para el caso de Cadena A que llamaremos medio M-L. En las Figuras 5.2,1,1
¥ 5.2.1.2 se ilustran los resultados obtenidos en el medio M-9 y M-L res-
pectivamente. En el primero de ellos se logra una velocidad especifica
de crecimiento de 0,46 hr_1; los azilicares se agotan totalmente a las 5 ho-
ras de cultivo; coincidiendo con el fin de la fase exponencial, lo que in-
dica muy probablemente que el cultivo se encuentre limitado por la fuente
de carbono, Sin embargo, el crecimiento continfia despiies del agotamiento
de los azficares. Esto puede deberse a la presencia de otras sustancias -
en la peptona que puedan ser utilizadas como fuente de carbono y que no
detecte la técnica de antrona utilizada para medir los azficares, La pobla-
cifn celular, medida como densidad dptica, alcanza un valor maximo de 0.52
a las 12 horas. Este valor coincide con el encontrado para el sistema de
la Cadena A. El patrdn de pH tiene péca variacifn y presenta tendencia a

la alza durante todo el cultivo.

En el caso del medio M-L se observa un crecimiento mas lento del
microorganismo (p=0.20 hr_1)‘y los aziicares no se agotan, alcanzando un
estado basal a partir de las 6 horas. Esto indica muy probablemente qﬁe
la sacarosa.es un azficar que asimila la E.coli m&s lentamente que la glu~
cosa o bién la existencia de limitacién por nitrdgeno o de élgﬁn micronu-
triente mineral. La.poblacién microbiana a las 12 horas de cultivo, alcan-
za una densidad Optica de 0.23 representando el 43.8% de la élcanzada en

el M~9, De manera similar a lo que ccurre con la cepa de la Cadena A,

La cinética de la degradacifn de ampicilina se muestra en la_Figuta
5.2.1.3, como se observa, el antibidtico desaparecc casi totalmente a los
30 minutos del cultivo. El testigo indica que no existe degradacibn no=

enzimitica de la ampicilina, Esto significa que la presién selectiva ejer-
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FICURA -5.2.1.1. Comportamiento cinégico de un cultivo de E.coli D-1210 = ."

PBR-275 en el medio M-9. El cultivo se indujo con IPTG 5mM donde'se indi-
ta-con la flecha, los procedimientos se detallan en la seccibn 4,3.2 (B).
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FIGURA 5.2.1.3 Cindtica de la degradacibn de ampicilina en un cultivo de E.coli D-1210
PBR=275 en el medio M-9., Densidad 6ptica (@), ampicilina de bicensayo ( D.). paralela
mente se incubd un medio en las mismas condiciones pero que no fue inoculado con el £in
de establecer si la ampicilina se degradaba por causas ajenas a la bacteria ( @ ). Los_ ‘
procedimientos se detallan en la seccibn 4.3,2. (B).




cida por este antibidtico solo se ejerce en un periédo muy corto al inicio
del cultivo. Estos resultados son similares a los obtenidos en el sistema

de la Cadena A.

5.2.2 Induccién con IPTG (Experimento 4.3.3 (B))

Tiempo de induccidn en M-9

En experimentos iniciales realizados por el grupo de Biologia Mole-
cular (Bolivar, 1983), se encontrd que si el sistema se inducfa en las fa-
ses iniciales de crecimiento, se presentaba cierta inestabilidad del plis-’
mido résultando en nula produccién de hibrido. Con el fin de corroborar
estos resultados, asi como para conocer el comportamiento de la B-galacyo—
sidasa soluble, que por otra parte tienc actividad enzim&tica, se llevaron
a cabo experimentos cuyos resultados se ilustran en la Figura 5.2.2.1., Cua
litativamgnte se observa en el gel que se logra produccién de hibrido en .
todas las situaciones de induccién probadas. Sin embargo se logra una ma-
yor expresién cuando se induce en la fase exponencial tardia (4 hrs.) y
una menor cuando sucede en la fase estacionaria (6 hrs.) Estos resultados
coinciden con lo reportado (Bolivar, 1983). Sin embargo en este trabajo se
logr6 expresidn afin cuando se induce en la fase exponencial temprana (1 hr.)
En los experimentos que siguieron y cuando se utilizd IPTG como inductor,

este se adiciond a las 4 horas del cultivo (fase exponencial tardia).

Respecto a la expresidn de la proteina que comigra con f-galactosi-
dasa en las proteinas solubles no se observaron diferencias apreciables.,
Es posible afirmar que las bandas mas intensas de protefna que comigran con
B-galactosidasa en las proteinas precipitables, no presentan bandas mis‘in?‘
tensas relativamente, entre las presentes en las protefnas solubles, Ello
apoya la idea de que existe poca o-ninguna contribucidn a la 8—ga1acfosida-

sa nativa y activa en las protefnas precipitables. En consecuencia, la
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RIGURA 5.2.2.1. Influencia del tiempd de induccidén con IPTG en la expresién de -
proteina hibrida por E.coli D-1210 pBR-275 desarrollada en el medio M-9. El IPTG

se adiciond a una concentracidn final de 5mi{ en la fase exponencial media (2.5 hrs) -
carriles 6 y 7; en la fase exponencial tardfa (4 hrs) carriles 3 y 4; y en la fase
estacionaria (6 hrs) carriles 1 y 2, (:) corresponde a las proteinas precipitables -
‘a las 24 horas después de 1nduc1z,(:) a las proteinas solubles del cultivo, En . ambos
casos y en todos los carriles la proteina aplicada fué la misma (30 ug). Se xnclu
ye un patrdn de f- galactosidasa (10 ug) en el carril 5, : .



visualizacidén de la banda que comigra con B-galactosidasa en las proteinas

insolubles es un reflejo de la produccidn de proteina hibrida.

cinética de induccidn en M-9

Con el fin de determinar el momento de suspender la fermentacién,
en funcidn de que la sintesis de proteina hibrida prosigue afin cuando la
bacteria deje de crecer, se realizd la cinética de produccién de hibrido.

Los resultados se ilustran en la Figura 5,2.2,2

Los geles indican que el méximo de produccidn se encuentra entre
las 24 y 30 hrs despiies de inducir y aparentemente despiies Ce ese tiempo
no existe un incremento significativo en la produccifn de hfbrido. En lo
sucesivo se establecid come pardmetro el cosechar los cultivos a las 24

horas depiies de inducir, esto es, entre 28 y 30 hrs de cultivo total.

Tiempo de induccién en M-I

El M-L es un medio que fud optimizado para la produccién de bioma-
sa en el sistema de Cadena A y era importante conocer su comportamien;o
respecto al fendmeno de induccidn, asi como establecer posibles diferen-
cias con lo encontrado en el medio M-9. Los resultados del experimento
para evaluar la influencia del tiempo de induccién se presentan en la Fi~
gura 5.2.2.3. Es claro que el maximo de prodﬁccién se logra cuando el
cultivo se induce en la fase exponencial tardia, lo que concuerda con el

'

caso cuando el cultivo es cre&ido,en un medio mds rico, como el M-9,

Cinética de induccidn en M-L

En la Figura 5.2.2.4, se presenta el gel con los resultados de la

. produccién de hibrido a las 12, 24 y 36 hrs. despilies de inducir. En este

caso, a diferencia de lo que ocurre en el medio M-9, no parece existir
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FIGURA 5.2.2.2 Cinética de produccidén de proteina hibrida en un cultivo de E.coli ’
D-1210 pBR-275 desarrollado en el medic M-9, E) sistema se indujo con IPTG. (5mM) -
en la fase exponencial tardia (4 hrs). El gel corresponde a las proteinas precipi=
tables de células cosechadas en los'tiempos indicados y en todos los casos la can=
tidad de proteina aplicada fue la misma (30 pg). Carril 1, en el momento de inducir:
carril 2, 8 horas después; carriles 4 y 7, 12 horas; carril 9, 18 horas; carriles

S y 11, 24 horas; carriles 13-y 14, 30 horas; carril 6, 36 horas. En los carrlles SRR

3.y 4 se incluyen patrones de B-galactosidosa (10jg).
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FIGURA 5.2.2,3 Influencia del tiempo de induccidn con IPTG en la expresidn de
proteina hibrida por E.coli D-1210 pBR-275 desarrollada en el medio M-L . El
resto de las condiciones como en la Figura 5.2.2.2. Carril 1, patrdn de B-ga-
lactosidasa {10 ugl), carril,? cultiveo inducido en la fase exponencial -temprana
{1 Hrs) carril 3, induccién en la fase exponencial. tardfa (4 Hrs) carril 4, in
duccibn en la fase estacionaria (6 Hrs). En todos los casos corresponden a pro
teinas precipitables en la misma cantidad (30 Wg) .
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FIGURA 5.2.2.4. Cinética de produccidn de proteina hfbrida en un cultivo:de .
“Es_coli - D-1270 pBR-275 desarrrollado en ¢l medio M-L. El sistema se indujo
con IPTG (5mM) en la fase exponencial tardia (6 Hrs). El gel corresponde a -
proteinas precipitables {30 ug) de células cosechadas en los tiempos. indica--
dos (despues de inducir), Carril 1 : 12 horas; carril 2: 24 horas; carril 3:
36 ‘horas; carril 4: patrén de  B-galactosidasa (10 ug). ’
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una diferencia apreciable entre las 12 y 36 hrs, Esto puede ser debido

a un agotamiento mds temprano de la fuente de nitrdgeno (como es aparente
de acuerdo al panorama cinético reportado en la Figura 5.2.1.2) que limite
la sintesis proteica. Situacién que muy probablemente no suceda en el
medio M-9 puesto que en tal caso se trata de una limitacidn de carpono

(ver cinética en la Figura 5.2.1.1).

5.2.3 Comportamiento de segregantes (Experimento 4.3.4 (B))

La segregacidn del pldsmido es un fenémeno de suma importancia, so-
bre todo en el escalhmiento, en donde es necesario desarrollar la bacte~
ria por varias generaciones y por lo tanto se incrementa la probabilidad
de mutaciones y/o segregacidn del pldsmido. Por otra parte, el manteni-
miento de condiciones selectivas con la presencia de ampicilina resulta
muy costoso en los fermentadores medianos y grandes. Por otra parte ya
fué demostrado que la ampicilina ejerce su efecto de presidén selectiva
tan solo’ por unos minutos y no aseguraria la pureza del cultivo, Con ei
fin de establecer la necesidad de la ampicilina, se cuantificaron los por=-
centajes de segreqgacidn en cultivos con y sin ampicilina. Los resultados
se resumen en la Tabla 5.2.3.1. El cultivo con 100ug/ml injciales de am-
picilina presenta una segregacidn global promedio del 0.89% mientras que
cultivo en ausencia de ampicilina tiene un valor ligeramente mayor (del
1.16%) . Esto concuerda parcialmente con lo encontrado en el sistema de
la Cadena A, Sin embargo, en tal caso, los porcentajes son menores(dé 0y
0.58% en promedio respectivamente). Es posible que las diferenciasino
sean estadisticamente significativas, pero debe recalcarse que en el caso
de Cadena A, en presencia de minimas éoncentraciones de ampicilina, no se
detectS ni una sola colonia sensible al antibiftico. De acuerdo a estos
datos, la ampicilina solo debe usarse como medida de seguridad en los ind-
culos. éaba hacer notar que la fesistcncia a ampicilina no es un indica-

dor que asegure la elevada biosintesis.del hibrido como ya se demostrd cn

el sistema de Cadena A. El plasmido puede sufrir delesiones en la regibn



TABLA 5.2.3.1.

SEGREGACION DEL PLASMIDO pBR-275 DURANTE UN CULTIVO EN PRESENCIA
Y AUSENCIA DE AMPICILINA AL INICIO DE ESTE

Ampicilina inicial (ng/ml)

Tiempo 0 . 100
de cultivo
(hx) Colonias % Segregantes Colonias % Segregantes
4
3 229 9.87 228 0
6 301 1.33 234 2.14
9 . 222 2.25 235 0.42
- 12 282 0.35 311 0.96
15 . 298 1.00 218 0.91

El cultivo se desarrolld en el medio M-9 y se indujo con IPTG:
5 mM a las 4 horas. La segregacidn se calculd en funcién del
niimexro de colonias sensibles a ampicilina. Los detalles se -
describen en la seccidn 4.3.4 (B).




de control del operdn lac o bi&n en los mismos genes estructurales, con=
servando la resistencia al antibidtico. La disminucidn del nimero de co-
pias del plismido intacto también puede llevar a un decremento en la sin-
tesis de hibriqP, conservando la resistencia a antibidticos f-lactimicos,
como presumiblemente sucede en el fendmeno llamado “"segregacidn diferen-

cial" descrito para el sistema de Cadena A. (ver seccidn 5.1.10).

5.2.4 Incremento en la sintesis especifica de protefna hibrida (Experi=-

mento 4.3.4 (B))

En el caso del sistema de la Cadena A, se demostrd en la seccidn
5.1.11,. que al someter la bacteria a varios subcultivos en medio mfnimo,
Esta incrementaba sﬁ produccibn especifica de protefna hibrida. Los re-
sultados de experimentos similares con el sistema para Cadena B se presen=

tan en la Pigura 5.2.4.1. En este caso se sometid a la bacteria a 5 sub-

cultivos en ayuno de aminodcidos.Como puede observarse en la foto del gel,

las condiciones de ayuno tambi&n resultan en una elevacidn proporcional de

los niveles de expresibn de proteina hibrida. EL mismo fenSmeno ya fué

descrito para el caso del sistema de la Cadena A. Como se ha comentado

pteviamente'(seccién 5.1.11), es probable que éste fendmeno se daba al in-

cremento en el nimero promedio de plismidos presentes en la cé&lula.

Debe resaltarse que con el sistema de cadena B, el cual re-

quiere de induccién para expresar la proteina hibrida, no se encontrd la .

variabilidad en los niveles de expresién como la presentada en el sistema

de Cadena A {ver seccidén 5.1.1) Ello a pesar de que la cepa de E.coli D-1210‘
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EIGURA 5.2.4.1 Efecto del subcultivo de E.coli D-1210 pBR-275 en ayuno de
aminoicidos sobre la capacidad de produccién de proteina hibrida. Los culti-  ®-
vos se iniciaron de un glicerol y se transfirieron a medio minimo (M) las -
veces indicadas, El cultive final se desarrolld en el medio M-9 induciendo -
con IPTG, El gel corresponde a proteinas précipitables, En todos los carriles

-'1a cantidad de proteina aplicada al gel es la misma (30 pg). Se incluye un -

patrdn de B-galactosidasa (10 ug). los procedimientos se detallan en la sec-
cidn 4.3.8 (A).
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con el pladsmido pBR-275 (Cadena B) se conservd cn glicerol en condiciones

similares. Es probable que esta aparenteestabilidad se deba a que la bac-
teria no sintetiza siempre una proteina extrafa y no funcional. La cual,

puede constituir una desventaja metab8lica que promueva deles%ones o muta-
ciones en el pldsmido, éue eliminen o disminuyan la produccién de proteina
hfbrida. Este fendmeno h? sido observado en el caso de plidsmidos recombi

pantes utilizados para la produccidn microbiana de triptofano (Imanaka

et, al.,, 1980; Imanaka et, al., 1981)

5,2.5 Lactosa y melibiosa como inductores.(Experimento 4,3.5 (B))

Cén el fin de sustituir el IPTG como inductor, se probaron ini
cialmente dos azicares metabolizables: la lactosa y la melibiosa. La pri
mera es el sustrato natural de la B-galactosidasa sin embargo in vitro y
también en vivo act@a como antiinductor (Jobe & Burgeois, 1973). Ei in-
ductor verdadero del sistema es la alolactosa (Jobe & Burgeoié. 1972), la
cual es sintetizada a partir de la lactosa por la B-galactosidasa en una
reaccién de transgalactosilacidn. El otro B-galacteside, la melibiosa,
es el isdmero o de la alolactosa y tiene una afinidad alta por el repre-

sor lac; solo superada por el IPTG y la alolactosa (Miller & Reznikoff,1978).

En un primer infehto, se afadieron’ lactosa y melibiosa a una
concentracidén final de 5mM en la fase exponencial tarfa (6 horas) de un
cultivo en medio M-L. Los resultadps se presentan en la Figura 5.2.5.1;5
cémo se observa, fué posible la expresidn de la protc[na\brecipitable que
comigia con B-galactosidasa en ambos casés, siendo_mﬁs intensa cuando se

utiliz8 lactosa.
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FIGURA 5,2.5.1 Efecto de la melibiosa y lactosa como inductores para la prodeg
€idn de proteina hibrida en E.coli D-1210 pBR-275. El medio utilizado fue el --

"M=L. Carriles 1y 2: lactosa (5mM) carriles 3 y 4 melibiosa (5 mM) en ambos ca-

adicionando en la fase exponencial targia; carril 5: patrdn de 8- galactosidosa
(10 ug); carriles 6 y 7: sacarosa ({3g/l) y lactosa (3g/1); carriles 8 y 9: saca
rosa. {39/1) y melibiosa (3g/1l) en ambos casos desde el inicio del cultivo; ca--
rril 10: fermentacidn sin inducir., En todos los carriles se aplicaron 30ug de -
proteina. Los procedimientos se detallan en la seccion 4.3.5 (B). :



Muy probablemente la existencia de azlcares residuales en el
medio M-L en el momento de inducir (ver cinética en la Figura 5.2.1.2)
haya permitido una considerable actividad de transgalactosilasa de la
enzima (producgora de inductor) en vista de que la célula en tales condi-
cicnes dispenia de étros aziicares para ser utilizados como fuente de car-
bono y por lo tanto no requeria de manera predominante de la actividad

hidrolitica de la B-galactosidasa.

En otro experimento, con el fin de simular la induccién tardfa

del cultive, se sustituyd la mitad de la sacarosa presente en el medio M-I,

pox lactosa y melibiosa respectivamente, Estos azlicares fueron incluidos‘
en el medio de cultivo desde el inicio de la fermentacidn. Los resultados
se muestran también'en la Figura 5,2,5.1 e indican que en este experimentb
se logrd la expresién de la protefna hibrida en niveles minimos, S$in em-
bargo, en un segundo experimento, cuyds resultados se presentan en la Fi-
gura 5.2,5.2, es aparente la presencia de una banda de protefna hibrida

en tales condiciones. En el misﬁo gel se muestra el caso de la induccién
con lactosa, cuando se utilizd una concentracidn final de 10mM, adiciona-
da a las 6 horas de iniciado el cultivo. Con-fines comparativos, también
se incluye el resultado de un cultivo indﬁcido con IPTG., Como se puede
observar, la induccidn con lactosa, representd en este caso, un porcenta-

je cercano a la obtenida con' el. inductor gratuito IPTG.

5.2.6 Alternativas en el uso de lactosa (Experimento 4.3.6 (B))

En vista de los resultados anteriores con el medio M-L se pro-

baron diversas alternativas para lograr la induccidn con lactosa en:los -
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FIGURA 5,2.5.2 Efecto de la lactosa tomo inductor en la produccidn de proﬁeina:
“hibrida en cultivos de E,coli D-1210 pBR-275 desarrollados en el medio M-L. Ca

rril 1: la fuente de carbono en el medio M-L fue 2 g/l de lactosa; carril 2; pa '

trén de P-galactosidasa (10 1ig); carril 3; medio M-I, induciendo con:lactosa ===

(5nM). en la fase exponencial tardfa. En todos los casos la cosecha se efectud =
a las 24 horas después de inducir, El gel corresponde a proteinas precipitables

(30 ug). Los procedimientos se detallan en la seccidn 4.3.5 (B).'



medios M-9 y MB. Los resultados de estos experimentos se ilustran en la
Figura 5.2.6.1. En primer lugar se debe resaltar la diferencia en la ex-
presidn de hibrido cuando se induce con IPTG en ambos medios. En el caso
del M-9 la biosintesis de hibrido es elevada mientras gue en el medio M-B
la biosintesis de hibrido es considerablemente menor. La diferencia fun-
damental de ambos medios es su relacidn Carbono/Nitrdgeno, expresada en
este caso por la concentracidn de azficar referida.a la concentracién de
peptona. En el medio M-9 esta relacidn tiene un valor de 0.26, mientras
que en el medio M-B es de 0.8. Aparentemente las relaciones carbono/ni-
tr8geno bajas en el medio de cultivo producen mayor cantidad de hibrido.
En consecuencia un médio de produccidn adecuado deberid estar "desbalan-'
ceado” de'acuerdo al criterio de formulacidn de medios de cultivo para

la produccidn de biomasa, como fue el caso, en el sistema de la Cadena A.

Cuando la induceidn se realizd con 1 g/l de lactosa la expre-
sién de hibrido en el medio M-B es apenas perceptible en el gel, mientras
que en el M-9 se presenta una banda reducida aunque mayor que en. el M-B

(ver Figura 5.2,6.1)

Las otras alternativas ée induccifn consistieron en lo siguien
te: |
a) Sustituir lamitad de la gluccsa del M=-9 por lactosa desde
el inicio del cultivo:‘esto con el fin de generar un cre-
cimiento diafixico y evitar los posibles problemas de la

induccidén temprana.

b) Sustituir la glucosa del M-9 por lactosa desde el inicio
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_FIGURA 5.2.6.1 Alternativas de induccidn para la produccidn de proteina hibrida en culti-
‘vos de E.coli D=-1210 pBR-275 desarrollados en los medios M-9 y M-B, Carril 1 y 2: Medio - -
M-9, induccidn con lactosa (1g/1) en la fase exponencial tardfa, carril 3: patrdn de B-ga-
lactosidasa (10 wg); carril 4: medio M~9, pulsos periddicos de lactosa (5mM) al agotarse =
los azdcares en el medio; carril 5: medio M-9, el cultivo se centrifuga, lava y resuspende
-+ en medio M-9 con lactosa como fuente de carbono; carril 6; medio M-9, glucosa 29/1l, lactosa.
o 2g/1; carril 7: medio M-9, lactosa como fuente de carbono; carril 8: medio M-9, inducido -
con IPTG (5mM) en la fase exponencial tardia, carril 9: medio M-B, inducido con IBTG (5mM)
-en la fase exponencial tardfa; carril 10: medio M-B, induccidn con lactosa (1 g/1) en la - -
fase exponencial tardfa, En todos los casos la cosecha se realizd a las 24 horas después de
i inducir. El gel corresponde a proteinas precipitables y en todos los carriles excepto en -
el carril 3 se aplicaron 30 ug de proteina. Los procedimientos se detallan en la seccién
h 4.3.6 (B). :




c)

d)

del cultivo. Si se lograba la induccién, simplificaria

la formulacién del medio de cultivo.

Crecer cn el medio M-9 y adicionar pulsos de lactosa cuan
do los azficares se hubieran agotado., La razdn de ello fu@
que la lactosa es un sustrato que puede inducir el sistema,
pero es metabolizable.i En consecuencia al agotarsg los
azficares la induccidn se suspende. Adicionando pulsos de
lactosa se pretendfa mantener inducido el sistema durante
un tiempo mayor, respecto a cuando solo se hacia una adi-

cién, alcanzando una concentracidn final de 1 g/l.

Crecer en M-9, centrifugar las células, lavarlas e inocu-
larlas en medio M-9 fresco, pero conteniendo lactosa en
lugar de glucosa como fuente de carbono. Esto equivale
a iniciar el cultivo con un indculo mayor en el gue no se
adicionan los probables metabolitos tdxicos que interrhm—

pen el crecimiento. De hecho, este procedimiento equivale

a la alternativa b), pero donde la relacidén lactosa/célu-

la al iniciar el cultivo es menor y por lo tanto el induce-

tor estari presente durante menos tiempo en el cultivo.
Ello debido a que la velocidad de desaparicidn de lactosa
es mayor en este caso. Con este experiméngo se pretendia
investigar la influencia del tiempo a} que el sistemé es=
tﬁviera sometido a la induccidn respecto a la e*presién‘—
de ;roteina hibrida. Adicionalmente se evaluaria el efeéf

to del tamafio del indculo en el mismo fendmeno.
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Como se puede observar en el gel, el mejor caso resultd cnando
en el medio M-9 se sustitufa el total de la glucosa por lactosa, desde el
inicio del cultivo., Este resultado indicé que en este medio de cultivo
es posible indugir desde el inicio del cultivo sin pérdida aparente de
biosintesis de hibrido. Esto probablemente se deba a que la induccién con
lactosa no es tan severa como 10 es con IPTG y puesto que la lactosa es
metabolizable, la generacidn de alolactosa estard ;egulada dindmicamente
por los requerimientos celulares. Puesto que el cultivo se inicid con un

inéculo pequefio, la induccidn fué posible en un niimero elevado de genera-

ciones. La induccién con lactosa en este medio es comparable a la induccidn-.

con IPTG en el medic M-B.

VEn orden’decreciente de expresidn de la proteina hibrida le
siguid el caso cuando se desarrolld en el medio M-9 y se transfirié a otro
M-é.cénteniendo lactosa. Este resultado se puede explicar en funcidn de
que, como se habia especulado, la relacién lactosaZcélula al inicio del
cultivo es menor y el fendmeno de induccidn se presenﬁa durante menos

tiempo.

'El siguiente caso en orden de importancia de sintesis de pro-

tefna hibrida resultd ser cuando se afaden pulsos de lactosa. -Esto puede

ser el resultado de al menos.tres Situaciones: la relacibn lactosa/célu- .

las es baja; las células se encuentran en fase estacionaria en el momento
de inducir y en determinadas condiciones fisicoquimicas, por ejemplo, se

sabe que el pH tiene una influencia marcada en el'transporte de lactosa

hacia el interior de la c@lula (West, 1970; West & Mitchell, 1973;  Ramos’

& Kaback, 1977); vy finalmente es posible que exista represidén catabdlica

en vista de utilizar glucosa en el medio de cultivo.



Los niveles de expresién mas bajos se obtuvieron cuando se
empled una mezcla de azlicares (glucosa y lactosa). Este hecho no pucde
explicarse exclusivamente en funcidn de que en el momento de iniciar la
induccidn, cuando la glucosa se hubiera agotado, la relacidn lactosa/célu-
las fucra baja; debido a que cuando se usd una relacidn alin mis baja
{alternativa c¢) los niveles de expresidn fueron mayores., Aparentemente,
el estado fisioldgico de la c¢élula y las condicignes fisicoquimicas pre-

4 sentes e; el momento de iniciar la induccién, al menos, juegan un papel
importante en el fenbmeno de induccifn. Contrariamente a lo Que sucede

induciendo con IPTG, la induccidn tardfa con lactosa representa una desven

taja en la produccién de proteina hibrida,

Sin duda, la conclusidn mas importante de esta Area de experi-
mentos radica en gue es posible utilizar lactosa como (nica fuente de car-
bono, ya que este procedimiento es el que logra los niveles de expresidn
de proteina hfbrida nds altos de las alternativas probadas. Sin emﬁargo
la induccidn todavia es inferior comparada con la que lleva a efecto el
IPTG. Como -conclusidn adicional se debe decir que el empleo de medios de
cultivo "desbalanceados", respecto a la produccidn de biomasa, resultan

en niveles mis altos de produccidn especifica de protefna hibrida.

5.,2,7 Fuente de carbono en los infculos. {Experimento 4,3.7 (B)iy

Con el fin de establecer si existfa alglin efecto de la fuenté
de carbono en la que se crecieran los indculos respecto a la induccidn,
se llevaron a cabo los experimentos cuyos resultados se-ilustran en la

Figura 5.2.7

1. . Se observa que cuando el inBculo proviene de un.cultivo.
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FIGURA 5.2.7.1 Efecto de la fuente de carbono presente en el desarrollo de indculos
de E.coli D-1210 - pBR-275 sobre la produccidn de proteina hibrida, Efecto de la presen
cia de galactosa en la produccidn de proteina hibrida. Se utilizd el medio M~9 y 'la co
secha se realizé a las 24 horas. Carril 1: induccidn con IPTG; carril 2: medio M-9 con
sacarosa como fuente de carbono; Carril 3: indculo crecido con medio M—9'(glucosa); ca
rril 4; indculo crecido  en medio M-9 eon sacarosa como fuente de carbono; Carril 5i =-
patrén de B-galactosidasa (10 wg ); Carril 6 : medio M=9 conteniendo 4971 de lactosa -
Yy 29/1 de galactosa; carril 7: cultivo sin inducir. El gel corresponde a protecinas pre
cipitables. Proteina total aplicada: 30 ug. Los procedimientos se detallan en las sec-
ciones 4.3.7 (B) y 4.3.8 (B).




con sacarosa como fuente de carbono es cualitativamente mejor que cuando
proviene de glucosa. En este caso los niveles de expresidn alcanzados

son muy similares al testigo con IPTG. Es probable que este fendmeno se
deba a un potencial enriquecimiento del nﬁméro de copias del plismido, como
resultado del crecimiento del cultivo a una velocidad de crecimiento menor
a la desarrollada al cultivarse en lactosa. Estos resultados podrian ex-
plicarse de acuerdo a lo reportado por Engberg and Nerdstrom (1979) y es~
tdn en concordancia con el artfculo de Gustafsson & Nordstrom (1980) quie=
nes indican que el nimerc de copias del plasmido presentes en un determina-
do estado metabdlico de la célula se ajusta gradualmente al cambiar tal
estado metabdlico. Este cambio gradual en las primeras horas del cultivo
produciria una sintesis especifica mayor de proteina hibrida codificada

por el plésﬁido. Este fendmeno fué ampliamente discutido para el sistema
de la Cadena A en las secciones 5,1,10 y 5.1.11 y puede éer aplicable en

el caso de la Cadena B.

5.2.8 Efecto de la presencia de galactosa (Experimento 4.3.8 (B)).

La B-galactosidasa tiene al menos dos actividades importantes:
una transgalactosilitica y otra hidrolitica. (Huber et. al. 1976) E1 eqﬁi-
librio entre una u otra reaccidn pudiera ser desplazado por las concent;é;
ciones relativas de §ustratos y productes. En funéién de ello, era impor-

_tante establecer la relacidn de aziicares en el medio de cultive que pudie-
ra-@eéplazar el equilibrio intracelular de la actividad de B-galacto;idas§
Aavﬁno u o£ro lado y de preferencia,.cqn'fines de induccién, hacia la trans- ?

galactosilacién que genera el inductor verdadero, la alolactosa. Como in-
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tento meramente exploratorio se realizé el exberimento cuyo resultado se
presenta en la parte inferior de la Figura 5.2.7.1. Al crecer el micro-
organismo en una combinacidn de lactosa y galactosa, la produccién de
hibrido no se induce, aunque presumiblemente debiera inducirse la g-ga-
lactosidasa nativa puesto que cl microorganismo fué capaz de crecer en
lactosa, indicando que predomind la actividad hidrolitica respecto a la
transgalactosilitica. Dé cualquier modo, el fendmeno de induccién con lac
tosa es muy complejo, como se discutird mis adelante (ver Figura 5;2.9.3
por ejemplo) y resulta muy aventurado, con los resultados experimentales
que se tienen, ¢l concluir definitivamente al respecto. En vista de que
la adicidn de tales azficares al medio-de cultivo serd imprdctico en el
escalamiento (quizd tanto como el IPTG) no se profundizd mis al respecto

y se continud con los estudios exclusivamente con lactosa y sacarosa.

5.2.9 . Optimizacién del medio de cultivo {Experimento 4.3.9 (B)}

Disefio Plackett-Burman, Los resultados de los experimentos

" de induccién indicaron que el medio de cultivo deberfa tener las siguien

tes caracteristicas:

a) De composicidn parecida al M~9 (relacidn C/N baja)
b) Con lactosa como principal fuente de carbono
¢) Que tuviecra también sacarosa

-

De acuerdo a estas premisas, el medio base para la optimiza-

cién fué fundamentalmente el M-9 al que sc¢ le:sustituyd la glucosa por



- lactosa y se le adiciond 2 g/l de sacarosa. En vista de que la cepa D~1210

no presentd auxotrofias, no fueron necesarios los aminodcidos en el medio
de cultivo. El disefio Plackett-Burman tiene como objeto el establecer
cuales son los componentes que tienen mayor influencia en el proceso. Se
agruparon las sales como un solo pardmetro con el fin de que las variables
a evaluar fueran 7. En consecuencia los experimentos desarrollados serian
8, de mahera que pudieran correrse en un mismo gel, incluyendo 'un patrdn
de B-galactosidasa y un testigo inducido con IPTG. Esto se hizo con el
objeto de minimizar.los errores atribufbles al corrimiento, fijacidn, te-

fiido, destefido y fotografia del gel.

En la Figura 5.2.9.1 se presenta el disefio experimental as{
como los resultados del gel y los efectos calculados de cada una de las
variables, en base exclusivamente a la produccidn especifica de protefna

hibrida..

Los efectos en orden de importancia fueron: ylactosa (+),
NH,C1 (-), KH2P04(+), Na,HPO, (+), peptona (+), sacarosa (-) y sales (-).
Los signos positivos indican que gl nivel de la variable debe incrementar
se y los negativos que deben disminuirse, para mejorar la ptoduécién.
Sin duda, la induccidn por la lactosa juega el papel m3s importante, la
siguen los fosfatos indicando muy probablemente Qna influencia marcada en
los patrones de pH en la expresién de hibrido, Lla fuente inorgénica de
nitr8geno tiene una influencia negativa, asi como las sales y la sacarosa

.

aunque en niveles muy bajos.
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FIGURA 5.2.9.1 Disefio experimental Plackett-Burman para la determinacidén de las variables de
mayor influencia en la produccién de proteina hibrida cn cultivos de E.coli D-1210 pBR-275.° La
composicidn de cada medio de cultivo es la indicada. La solucién dencminada. "sales" estaba éém
puesta por MgSO4 0.0246 g/ml, CaCl, 0,001 g/ml y NaCl 0.05 g/ml. Los numcros indicados en los
—~  cfrculos corresponden a la estimacidn de proteina hibrida; en todos los carriles la cantidad "
de proteina es la misma (30 ug), se incluye un patrdn de B-galactosidasa (10ug) . Los efectos
se calcularon de acuerdo a la literatura citada en la seccidn 4.3.9 (B)Se incluyd un testigo
inducido con IPTG al que se le did un valor arbitrario de 10 con fines comparativos. En cada -
caso se calculé la u, azucares residuales y pH final. Al negativo de esta foto se le analiz6’ 
- por densitometria. Otras condiciones se detallan en la seccidn 4.3.9 (B).



En la Figura 5.2,9.2 se ilustran las relaciones encontradas
entre otras variables que se cuantificaron pero que no se incluyeron en
el cidlculo de los efectos llevados a cabo solo con la produccién de hibri
do. Se observa una cierta correlacidn entre la velocidad de crecimiento
y la produccidn de hibrido. Aparentemente, mientras mis baja.es la velo-
cidad de crecimiento, mayor es la produccidn relativa de hibrido. Esto po-
dria ser explicado en vista de que una actividad trangalactosilitica pre-
dominante sobre una hidrolitica de la B-galactosidasa, implicaria qﬁe la
disponibilidad intracelular de monosacdridos estaria limitada y en conse~
cuencia la bacteria creceria mis lentamente. Por otra parte, estos resul
tados, de acuerdo a lo postulado por Engberg & Norstrom (1975) podrian
ser caﬁsados por un incremento en el nimero de copias del plasmido al cre-

cer a velocidades especificas menores.

. La relacién entre el cambio global del pH en el transcursc de
la fermentacifn y la produccidn relativa de proteina hibrida, se ilustra
en la parte inferior de la Figura 5.2.9.2, Esta relacién indica que apa-
rentemente la produccidn de hibrido se favorece cuando el cambio global
en el pH tiende hacia valores positivos, esto es, una'tqndencia a la baja

en el pH.

Aunque estos valores deben tomarse con reserva puesto que in-

“volucran un periodo relativamente grande de tiempo donde el patrdn de pH

puede tener variaciones importantes. Sin embargo es clard que el pH (o
mas bién el patrdn de pH) ‘tienc una influencia decisiva ¢n la produccién

de hfbrido. Lo anterior se ve-reforzado por los elevados efectos que pre-
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FIGURA 5.2.9.2 Relacion entre la velocidad espec{fica de e¢recimiento y el cambio glo

-bal de pH en la produccidn relativa de proteina hibrida en cultivos de E.coli D-1210:"
PBR-275, Los datos corresponden a los obtenidos en el disefio experimental. Plackett-

Burman. El1 cambio global.de.pH(ApH) se define como pH inicial-pH final. Las condicione

se detallan en la secceidn 4,3,9. (B).




sentan los fosfatos en el diseiio Plackett-Burman, indicando que el incre=-
mento de la capacidad de amortiguamiento llevariala mejores resultados.
Huber et. al. (1976) han reportado que iﬂ !iEES el pH tiene una influen-
cia decisiva en la actividad de transgalactosidasa respecto a la activi-
dad hidrdlitica de la B-galactosidasa. Esta relacidn se incrementa a pH
superior a 8 (llegando hasta 1.4 a pH = 11) y disminuyendo a pH infe-
rior aé (por ejemplo 0.55 a pH 4.5). Esta relacién se mantiene estable
(= 0.8) en el rango entre pH6 y 8. Sin embargo, resulta dificil éspecu—
lar sobre el significado de estos resultados in vivo debido a que no se
conocen los niveles de pH en el microambiente de la B-galactosidasa en el
interior de la célula, y seguramente estin regulados dindmicamente de ma-

nera compleja por el metabolismo celular.

Por otra parte Maloney & Wilson (1978), han demostrado que el
transporte de lactosa puede ser estimulado por el metabolismo oxidativo
¥ que a su vez la relacidn de contransporte H+/lactosa depende del pH kRa-
mos & Kaback, 1977). De esta manera, el pH puede influir el transporté
de lactosa y en consecuencia sus perfiles de concentracidn intracelulares
a su vez pueden alterar el equilibrio de la produccidn de inductor (alo-
lactosa) por la B-galactosidasa, En la Fiqura 5.2,9.3 se resumen los pos-
tulados establecidos por Jube & Bourgeois (1973), Huber et, al (1976) y
Malo ney &Wilson (1978) con ¢l fiﬁ de ilustrar muy ésqueﬁéticamentc, la§
complejas interrelaciones existentes en el fenSmeno de induqciﬁn con }ac— :
tosa, ’

Resulta timbién muy probable que la disminucién en la veloci~
dad de crecimiento sea causada poi limitacioﬁes del metabolismo oxidativo,
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situacién que conduce a la produccién de metabolitos &cidos que disminu-
yen el pH. Estas limitantes al metaboliszmo oxidativo pueden estar causa-
das por las condiciones de transferencia de oxIgeno en los cultivos. Lo
anterior puede deducirse cn parte de los bajos rendimientos de biomasa ob-
tenidos en los cultivos respectoc a la fuente de carbono, lo que podria es-

tar indicando una limitacidn de oxigeno,

Las variables elegidas para el siguiente paso de optimizacién
fueron lactosa, KH2P04 y peptona. Se considera que el efecto del fosfato
de sodio se ejerce como influencia del pH y al evaluar al KH2P04 se estd
considerando indirecgamente. La peptona, aunque ocupa el quinto lugar
en 1mport$ncia relativa en los efectos, se eligid como pardmetro a optimi-
zar en vista de quevcomo se vid en los experimentos de induccidn, 5uega'
un papel decisivo en la expresién del hibrido, quizi debido a éue disminuye
la relacibn C/N y proporciona aminodcidos disponibles para la sintesis de
protefna, El ﬁedio base para el siguiente paso de optimizacién fué gquél
que proporciond los mejores resultados en el disefio Plackett-Burman y su’

composicidn se indica en el primer carril del gel incluldo en la Figura

5.2.9.1.

Disefio Box-Wilson. Una vez seleccionadas las variables, se

procedid al disefio del experimento para la optimizacidn por gl método Box-
Wilson. Puesto que este es un método que requiere 2n experimentos para
evaluar n variables, se seleccionaron tres de ellas para que los resulta-
dos se pudieran visualizar en un solo gel. Las unidades de variacidn se
cslcularon en funcién de los efectos obtenidos en el disefio Plackett-Burman

y se muestraﬁ junto con los resultados en. la Figura 5.2.9.4., En este di-
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'FIGURA 5.2.9.4 Disefio cxperimental Box-Wilson para la optimizacidn de la produccidn
- de proteina hibrida en cultivos de E. coli D-1210 pBR-275. La concentracién de lacto
-sa,peptona y KH_PO, en cada medio de cultivo es la indicada, otros componentes del -
e medio que no se” alferaron en este disefio’son los indicados en el mejor experimento -
del disefio Plackett~Burman. Los circulos indican la produccién relativa de proteina
hibrida respecto a un testigo inducido con IPTG. En todos los carriles la cantidad de
- protecina es la misma (30 ug).Se incluye un patrdn de B-galactosidasa (10ug).los éfec
tos se calcularon de acuerdo.a lo descrito en la seccifn 4.3.9(B). En todos los ca--
sos se midid la u, azficares residuales y el pH final. : '




sefio, hubo experimentos individuales que superaron al testigo inducido con
IPTG, El mayor efecto sigue siendo el de la }actosa, seqguido de la pepto-
na y finalmente de menor magnitud se encuentran los fosfatos. BEn la Figu-
ra 5.2.9.5, se presentan las relaciones entré produccidén de hibrido y las
velocidades especificas de crecimiento y el cambio de pH durante la fer-
mentacidn, En general se puede decir que el comportamiento de las corre-
laciones es muy similar a los presentados en el caéo del disefio Plackett—
Burman. Esto es, tendencia a producir mas hibrido a menores velocidades

de crecimiento y a disminuciones respecto al pH inicial. Como se habla
mencionado en el disefio anterior, es posible que las limitaciones al me-
tabolismo oxidativo fueran la causa del ambos fendmenos, En la Figura
5.2.9.6, se grafican los rendimieptos de biomasa respecto a la fuente de
carbono (¥s) en funcién de la produccién relativa de protefna hfbrida.

Las gradficas se construyeron a partir de los resultados obtenidosven‘el
diséﬁo Plackett-Burman y Box~-Wilson. Es clara una tendencia a producir
mds protefna hibrida cuanto mis bajo es el rendimiento de carbono: Adicio-~
naimente, en ambos disefios experimentales, la mixima produccidn de hibrido
coincidi8 con los valores minimos de la productividad de biomasa {(pX).  Es-
tos resultados apoyan fuertemente que el metabolismo oxidativo juega un

papel preponderante en la induccidn con lactosa.

A manera.de,resumen en la Figura 5.2.9.7, se presentan los ran

gos de variacidn de los azficares residuales, la velocidad especifica de

crecimiento, la concentracién celular final y la produccidn relativa de hi-.

brido, en los tres disefios experimentales. En la misma Figura se grafican

- los valores de "productividad de hibrido" (uXP). La produccidn de hibrido

alcanzd su maximo en el disefio Box-Wilson, en un medio de la siguiente
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FIGURA 5.2.9.5 Relacidn entre la velocidad eséécifica de crecimiento Q el cambio -

global de pH en la produccidn relativa de la proteina hibrida en cultivos de E.=

coli D-1210 pBR-275, Los datos corresponden a.los obtenidos en el disefio experi=

“mental Box-Wilson. El cambio global de pH { A pH) se define como: pH inicial - pH

final. Las condiciones se detallan en la seccidén 4.3.9(B).
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cindtica, la cual se muestra en la Figura 5.2,10.1, La velocidad especi-

composicidn:

A
Peptona 20.6
Sacarosa - 4
Lactosa 9
N32HPO4 4
KH2PO4 4
Sales » 5 ml

Debe recalcarse que es muy probable que la sacarosa en estg
medio de cultivo sea utilizada en proporcidén minima y con muy poca venta-
ja, si no es.que ninguna, en la produccién de hibrido. Esto se infiere,
por un lado, de su bajo efecto (y ademds negativo) presentado en el disero
Plackett-Burman, y por otro, de que el promedio global de las valores de
aziicares ‘residuales sea cercano a 4 g/l en los experimentos de los dos. di-
sefios experimentales, La sacarosa no se elimind en el disefio Box-Wilson
con el fin de no variar las condiciones del experimento base, obtenido del

disefio Plackett-Burman.

5.2.10 Cultivo en fermentador de 2 lts. (Experimento 4.3.10 (B))

Todos los eéxperimentos descritos hasta el momento se realiia—
ron en matraces, El medio de cultivo optimizado que logrd la mayor produc -
cién de hibrido se probd en un fermentador de 2 lts. y se caracterizd su

v

fica de crecimiento desarrollada por el cultivo fué de 0,75 hf-‘, apre-
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ciablemente mayor a las obtenidas en los experimentos en matraces. La
concentracién celular maxima y los niveles de azlicarcs residuales son si-
milares a los obtenidos en matraces. El patrdn de pH solo tuvo cambios
drasticos en lag primeras 8 horas, pero nunca alcanzd los niveles que se
presentaron en matraz (de dos unidades a la baja). La produccidn de pro-
tefna hibrida detectada a las 12, 24 y 30 horas de cultivo, no mostrd di-
ferencias apreciables y fué menor en todos los casés al testigo que se in-
dujo con IPTG. Estos datos fundamentan el papel que juega el metabolismo
oxidativo en la induccién con lactosa. En este experimento el oxigeno se
mantuvo a un nivel superior al 10% de saturacidn, manipulando la agitacién:
La productividad de biomasa fué mas alta que cualquiera de las observadas
en los experimentos en matraz. Sin embargo, el rendimiento de carbono (Ys)
fué baj;, Yy no compaéible, al menos directamente, con lo establecido en la
Figura 5.2.9,6. Esto indica qué el crecimiento en el fermentador se detie

ne por causas diferentes a las que suceéden en el matraz, probablemente la

aparicién de algiin metabolito ¢8xico.

Es claro que alin en un escalamiento de baja magnitud {de matraz
de 250 ml a fermentador de 2 lts), en ¢l caso del sistema de cadena:B, se
presentaron'iodavia ciertos problemas que deberin.ser estudiados mis a fon-
do y resueltos, antes de iniciar un escalamiento mayér con el medio de cgl-‘ NS

tivo experimentado.




CAPITULO 6

CONCLUSIONES ¥ RECOMENDACIONES

El contar con dos sistemas bacterianos diferentes para la ex
presién de proteinas hibridas g -galactosidasa-Cadena A y B -galactosidasa-

Cadena B, permitid evaluar desde varios puntos de vista las ventajas y -—-

-desventajas de un sistema constitutivo respecto a uno inducible con el --

objeto de producir proteinas codificadas por pldsmidos recombinantes.

En el caso de la Cadena A, la expresidn de la proteina hibri-
@a codificada por el pldsmido pBR-213 es constitutiva. Por otra parte --
esta proteina es insoluble y no funcional para la célula. Es probable --
que el hécho de producir permanentemente una proteina no funcional genere
desventajas metabdlicas que promuevan mutaciones en el pldsmido y/o el ==
cromosoma que a su vez conduzcan a eliminar la capacidad de biosintesis - .
de la proteina quimérica; sin que ello signifique la pérdida total del -

plésmido.

las ventajas de una produccidén constitutiva se reflejan en --

una elevada productividad de la proteina hibrida, relacionada directamente

‘con la productividad de biomasa. Sin embargo, para ello, es un requisito

indispensable conservar la integridad fisica y funcional del plismido --

‘en la poblacién bacteriana. Esto requiere de una cuidadosa seleccidn de

poblaciones con elevada capacidad de sintesis de proteina hibrida y pre--

.

cauciones especiales para el almacenamiento de la cepa y en el desarrollo

de los cultivos.



El sistema de-la cadena B se encuentra en una bacteria que -
requiere inducirse para lograr la expresidn de la proteina hibrida codi-
ficada por el pldsmido pBR-213. En este caso, el sistema solo produce -
la proteina quinica inéoluble y no funcional, en los cultivos finales
de produccibn; lo que puede contribuir a una mayor estabilidad de la in~
tegridad fisica y funcional del plésmidé a lo largo del proceso. El sis
tema puede inducirse facilmente utilizando lactosa como fuente de carbo-
no, sin embargo, a diferencia del sistema de la cadena A, la productivi-
dad de biomasa es inversamente proporcional a la produccidén especifica -
de proteina hibrida. -Esto es debido a que en general los niveles de in-
duccidn son mayores cuando el metabolismo oxidativo se encuentra limita-
do. En estas condiciones el rendimiento de biomasa sobre la fuente de =
carbono es entre 2 y 5 veces mds bajo respecto a los cultivos en los que
el oxigeno no es limitante. El hecho de reproducir las condiciones de -
la limitaéiEn de oxigeno, consﬁituye un problema, todavia por resolver,
en el escalamiento del proceso., Si esto se lograra, los bajos rendimien
tos (en biomasa) podrian ser justificados en vista de la elevada estabi-

lidad genética de este sistema.

La eleccidn definitiva de un sistema constitutivo o uno indu
cible para la produccién de intermediarics de insulina humana, tendri --
que ponderar, por un lado, en-el sistema constitutivo, los bajos rendi--
mientos y los problemas de escalamiente, combinados con la elevada estahi
lidad de la expresidn del pldsmido. Por el otro lado, en el caso consti
tutivo, los altos rendimientos coﬂ los riesgos elevados respecto a la ég_‘
biiidad de la expresién del pldsmido. La decisidn muy probablemente ten

ga que ser tomada en términos econdmicos.




Una conclusifén importante de este trabajo fue que para ambos
sistemas (Cadena A y Cadena B), los niveles de expresién de las protei--
nas hibridas dependen en gran parte de la dosis de genes que las codifi-
can, presentes en la poblacién bacteriana. Es muy probable que el niime-
ro de copias del pldsmido en la bacteria tenga variaciones importantes,
en funcidén de las condiciones de cultivo. Los niveles de expresidn- pue~
den ser elevados de manera muy sencilla subcultivando poblaciones bacte-
rianas en ayuno de aminoicidos. Esto representa ventajas en el desarrollo
de infculos y en la expresifn final de la proteina hibrida. Sin embargo,
en el caso de la Cadena A, este enriguecimiento, a partir de cieros valo

res, aparenta incrementar la inestabilidad funcional del plismido.

El escalaﬁiento requiere, entre otras cosas, el desarrollo -
de medios de cultivo que utilizen materias primas industriales, que maxi
mizen el rendimiento y en los cuales 1los cultivos aprovechen eficiente=- '
mente la fuente de carbono y nitrdgeno, principalménte. Mediante t&cni-
cas estadisticas de optimizacién se logrd un medio de cultivo, para el -.
sistema de cadena A, cuyos componentes principales son la sacarosa indus
trial como fuente de carbono y la péptona industrial como fuente de ni--
trégeno. Este medio es aprovechado eficientemente por los cultivos de -
E. coli MX-614 y pBR-213 sin menoscabo de la produccidn especifica de =--
proteina hibrida; sin embargd los rendimientos de biomasa utilizandb sa-
carosa como fuente de carbono constituyen cerca del 50% de los obtenidos
cuando se usa glucosa. La decisidn final entre una u otra fuente de car
ano tendrd que incorpcrar criterios econdmicos, De cualquier modo, se -
demostrd la viabilidad técnica del uso'de ambos azﬁcares.' En el caso de

la cadeni B se desarrolld un medio de cultivo que utiliza lactosa como -




fuente de carbono y peptona coﬁm fuente de niﬁrégeﬁo. Con este medio se
logrd, en matraces, igualar y superar los niveles de induccidn logrados

con el inductor gratuito IPTG. Como ya se comentd, los rendimientos de =
biomasa disminuyen al elevar la expresidn del sistema inducible y es ne-
cesario todavia, establecer los criterios para el escalamiento del proce
so, En este caso se debe;é evaluar el uso de un reactivo de baja dispo-
nibilidad como lo es el IPTG con el fin de elevar la productividéd. Por
otro lado, usahdo lactosa, la'cual es una materia prima industrial dispo
nible en nuestro medio, la productividad es baja. Los criterios finales
sin duda resultardn de un minucioso estudio de costos. En este trabajo

se demostrd la viabilidad técnica de ambas alternativas,

Otro aspecto importante en la formulacidn del medio de culti
vo fué el establecimiento de la necesidad de la presidn selectiva del an

tibidtico, el uso de los aminodcidos libres, en vista de las auxotrofias

de la cepa y la calidad del agua empleada para preparar el medio de cul-

tivo. Se demostrd que no es necesario el empleo de ampicilina ya que és
ta no altera fundamentalmente los patrones de segregacidén del plasmido -
y solo debe usarse como medida extra de precaucidn en los pasos inicia--
les del proceso. Por otra parte los requerimientos de aminoicidos son -
satisfechos por la peptona y es posible el uso dé agua de la llave para

la produccidn de las proteinqs hibridas. Estos hechos tiene iﬁportancia
ya que digminﬂirén’el componente de costos de las materias primas en la

fermentacfeﬁl

En la optimizacidn del medio de cultivo, especialmente en el-

caso de la cadena B, se resaltd la limitacidn que constituyd el no con--



far con métodos confiables, reproducibles y expedit&s para la cuantifica
cidén directa o indirecta de proteina hibrida. Estos métodos se deberdn
desarroliar con el fin de continuar los estudios y establecer los balan-
ces de materia del proceso de manera definitiva. Esto también serd nece
sario para llevar a cabo, en el escalamiento, el control de calidad del
proceso asi como su sequimiento. Lo anterior es fnndamental para el égi

to de un programa de escalamiento.

Los estudios realizados en este trabajo, dejaron interrogan=
tes de aspectos bdsicos del proceso. Entre ellos se cuentan: la regula
cidn del nimero de copias del plismido en funcifn de las condiciones de
cultivo; el origen genético de la capacidad de las cepas para asimilar =
sacarosa como fuente de carbono; la inestabilidad genética de plésmidos
que producen constitutivamente una proteina no funcional respecto a aque
1llos cuya' expresifn es inducida; la influencia del metabolismo oxidativo

en el fendmeno de induccifén con lactosa, entre otros.

Es necesario el desarrollo de criterios de calidad adiciona-
les a los establecidos en el presente trabajo. Entre ellos se pueden ~-
mencionar; la correlacidn entre actividad de B-lactamasa y/o concentra-=-
cién minima inhibitoria de ampicilina respecto a la dosis de genes y =

sus niveles de expresidn de proteina hibrida.

A continuacidn se listan algunas de las conclusiones particu

lares del trabajo experimental desarrollado:



Cadena A

- El descongelamiento continuo de gliceroles tiene un efecto muy ne-
gativo en la viabilidad de la cepa. El uso de gliceroles no se ==

recomienda para un periodo mayor de 6 meses.

- La proteina hibrida es estable por perfodos mayores a tres meses -

meses en células intactas sin necesidad de refrigeracidn.

- La cin@tica de la fermentacidén en el medio M-9 indica que no exis-
te crecimiento diafixico apreciable y el cultivo alcanza la fase es
tacionaria en 8 horas. El pH no presenta variaciones dr&sticas, =~

"disminuyendo en la fase exponencial y aumentando nuevamente en la
estacionaria. La ampicilina se degrada ripidamente y desaparece ;
en menos de 3 horas. La velocidad de crecimiento no esta influen-
cigda apreciablemente por la cantidad inicial del antibiétiqo. La
cinética a nivel de fermentadores de 14 1lts es muy similar a la ob
servada en matraces y se ha detectado que el cultivo esta limitado
por oxigeno en las primeras horas de crecimiento. No existe venta
ja en usar agua destilad.::l y los requerimientos de aminofcidos adi-
cionales. Enmis de 16 lotes producidos se ha detectado la preséﬂ

cia de proteina hibrida,

-Es posible eliminar 14 fase lag empleando inSculos al 5% (v/v)cul-

tivados en el mismo medio,

En 24 horas de cultivo sin presidn sclectiva, el nivel de segregan *
- i - a
tes no es mayor al 1%, adicionéndq un nivel minimo de antibidtico

no se detectan segregantes.



- En cultivo retroalimentado la segregacién del pldsmido se detectd

hasta el octavo sub~cultivo, siendo mayor el porcentaje en ausen~
cia de ampicilina en el medio, pero nunca fue superior al 10% en

esos periodos.

El tipo de fuente compleja de nitrdgeno no tiene influencia apre-
ciaple en la produccidn de proteina hibrida. Sin embargo, es de-
terminante que la fuente de nitrégeno sea compleja para lograr -

sintesis elevada de protefna hibrida.

El empleo de sacarosa como fuente de carbono asi como de compues-
tos fnorginicoscomo fuente de nitrdgeno disminuyen apreciablemente

la velocidad de crecimiento.

Es posible el uso de peptona industrial y sacarosa en el medio de

cultivo sin menoscabo de la produceién de proteina hibidra.

Existe un fendmeno denominado "segregacidén diferencial® que consi;
te en la disminucién.de la capacidad de produccidn especifica de
proteina hibrida manteniendo la resistencia a ampicilina, cuando
el cﬁltivo se somete a numerosos sub-cultivos y con bajas concen--~
traciones iﬁiciales de ampicilina, posiblemente éebido a una dismi'

nucidn en el niimero de copias del plismido en la célula.

- EY cultivo repetido en ayuno de aminoicidos de cepas que han dismi

nuido su capacidad de sintetizar.proteina hibrida permite recupe--'
rar la elevad biosintesis del hibrido, probablemente increménténdpf‘

el nimero de copias del plasmido en la célula.



- Las adiciones de sacarosa durante el cultivo permiten elevar la -
poblacién bacteriana, sin embargo el crecimiento se detiene por -

una causa ajena al agotamiento de la fuente de carbono.

- Se cuenta con un medio optimizado & base de componentes industria
les que permite crecer el cultivo a una velocidad cercana a la —-
desarrollada en el medio M-9 y se ha detectado la presencia de =--

proteina hibrida en esos cultivos en niveles equivalentes,

- Se cuenta con una ecuacidn que describe razonablemente fiel las -
interacciones de los compenentes del medio de cultivo en cuanto a
su velocidad de crecimiento y que permitird simular matemiticamen

te al sistepa.

Cadena B

- La ampicilina usada como presién selectiva en los cultivos es de-

gradada réapidamente, al igual que en el sistema de cadeha A. Se
recomienda, para el escalamiento, solo emplear el antibiftico como
medida de sequridad en las fases iniciales del desarrollo de los -

cultivos.

- Se caracterizd la cin@tica de dos medios de cultivo, uno de ellos

con relacidn C/N baja )y el otro con esta relacidn balanceada para

crecimiento. Las velocidades de crecimiento asi como la produc--
cidn de hibrido fueron mayores en el medio con la relacién C/N ~-

bdja.




- Se logxd expresiGA de proteina hibrida en ambos medios cuando se
indujo con IPTG en cualquier fase del crecimiento, aunque aparen-
temente es mayor cuando se realiza en la fase exponencial tardia.
El tiempo de coéecha debe ser de 12 y 30 hrs despuds de inducir,
respectivamente en los medios M-I y M=9, en vista de que el pro--
longar mds el cultivo no representa ventajas en la produccién de

hibrido.

La presencia de segregantes en cultivos sin ampicilina es ligera=
mente mayor que cuando se usa el antibidtico, sin embargo en nin-
_glin caso es mayor al 1,2%. Comparando estos valores con log obte

nidos en el sistema de cadena A, son ligeramente mayores.

.

Es posible incrementar la sintesis especifica de proteina hibrida
mediante el cultivo repetido de la bacteria en medio minimo. Es-

ta situacidn también se observdé en el caso de la cadena A.

Es posible inducir el sistema con lactosa y melibiosa en concentra

ciones similares a la del IPTG, sin embargo la expresidn natural=-
mente es menor. ILa adicién de pulsos de estos galactdsidos incre
menta los niveles de expresidn.

1La mejor alternativa de induccidn con lactosa, resultd ser su uso

como principal fuente de carbono.

Aparentemente el desarrollo de los indculos es un medio de sacaro.
sa como f@nica fuente de carbono representa ventajas en la expre-

sifn de hibrido respecto a los crecidos en glucosa.




-

.

- En la optimizacién del medio de cultivo, las influencias mds apre

ciables las presentaron la lactosa y los fosfatos, resaltandc la

importancia de la induccidn y control de pH en la fermentacidn.

En el disefio Box-Wilson se obtuvieron resultados que superaron al

testigo con IPTG en cuanto a expresidén de hibrido.

Ia produccidn de proteina hibrida, se favorece cuando existen res
tricciones al metabolismo oxidativo, resultandoen velocidades es=-
pecificas de crecimiento bajas, decrementos en el pH y bajos rendi

mientos de biomasa respecto a la fuente de carbono.

Los experimentos en equipo de 2 lts no reprodujercn los resultados
obtenidos en matraz. La ausencia de limitacisn de oxigeno puede -

explicar estos resultados.

Se' cuenta con un medio optimizado con materias primas industriales
que permite la induccifn del sistema en niveles comparables a los
obtenidos con IPTG, sin embargo se requieren mayores datos para ==

reproducir este fenbmeno al cambiar la escala.
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