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RESUMEN

L

a angiogénesis se define como el proceso de formacién de nuevos vasos sanguineos a
partir de otros ya pre existentes. La angiostatina es una fraccion del plasminégeno de 38
KDa, que ha demostrado en estudios in vitro e in vivo poseer la capacidad de disminuir
el crecimiento tumoral y la diseminacién metastdsica. La importancia de la angiostatina
radica en que se observo que era capaz de inhibir especificamente la proliferacién
endotelial y, de forma colateral, el crecimiento de los tumores [1].

Fue la primera proteina antiangiogénica enddgena de origen natural descubierta bajo
financiacién de EntreMed (desde el 16 de junio de 2014 cambio su nombre a CASI
Pharmaceuticals) en 1994 por los doctores Michael O' Reilly y Judah Folkman!,
investigadores del Hospital de Nifios de Boston (EE.UU.). A la fecha, se han realizado
una innumerable serie de estudios clinicos en vias de su empleo como biofdrmaco para
el tratamiento de varias enfermedades como ser artritis reumatoidea, retinopatia
diabética, glaucoma neovascular y el desarrollo de tumores.

Esta tesis se refiere a la investigacion sobre la expresion de angiostatina humana
recombinante en diferentes cepas de Escherichia coli como sistema modelo de estudio.
Para tal fin fueron utilizados dos sistemas de expresion. En un caso, mediante la
induccién con IPTG. El mismo se trata del sistema de expresiéon comercial pET22b /
BL21 (DE3), y su eleccién radica en que es uno de los sistemas de mds alta difusion y
ha sido extensamente utilizado para la obtencion de proteinas recombinantes a mediana
o gran escala [2] [3].

En el otro sistema de expresion elegido para la produccién de angiostatina, la induccion
ocurre por una limitaciéon nutricional. La induccién se lleva a cabo mediante la
limitacion del fosfato inorganico en el medio de cultivo, a través del promotor de la
fosfatasa alcalina de E. coli ubicado en el plasmido de expresiéon. Ambas construcciones
poseen caracteristicas bien diferenciadas, por un lado la dltima mencionada, es una
induccién gradual en el tiempo, con lo cual la adaptacion celular al proceso seria mayor

que en el caso de induccién por IPTG.

! Judah Folkman (Cleveland, EUA 24 de febrero de 1933 - 14 de enero de 2008).



Con el fin de caracterizar ambos sistemas, se estudiaron pardmetros como ser el
crecimiento celular, la estabilidad, la perdida y la amplificacién del pldsmido, la
sobreproduccion de proteina recombinante, el metabolismo celular, y algunas respuestas
de estrés después de la induccién de la expresién en sistemas de cultivo continuo,
cultivos en batch, tanto en erlenmeyers agitados como en biorreactor para pasar por
ultimo al sistema de batch alimentado limitado en fuente de carbono como en fosfato
inorganico.

Como se menciond, serdn evaluadas diferentes cepas de E. coli en diferentes tipos de
medios cultivo. El motivo es que en experiencias llevadas a cabo previamente, se
evidenciaron comportamientos muy diferenciales con respecto a la estabilidad del
plasmido recombinante y muy fundamentalmente sobre la produccion de metabolitos
indeseados que afectan la estabilidad del sistema de expresion como es el dcido acético,
y se ha demostrado que su acumulacion ejerce un efecto adverso sobre la expresion de
diversas proteinas recombinantes [4].

Otros parametros intrinsecos de los microorganismos recombinantes seran estudiados
como ser la evaluacién de las velocidades maximas de crecimiento (imax), €n algunos
casos el coeficiente de mantenimiento celular (ms) con el objetivo de observar el
impacto y el costo energético para crecer a una velocidad especifica de crecimiento
deseada tal que no se evidencie la aparicion de dcidos orgdnicos [5]. Estos ultimos
trabajos se contrastaron con sus respectivas cepas silvestres, debido a que da una idea
del estrés producido sobre el hospedador debido a la induccién de la expresion. Hay
mucha bibliografia sobre los sistemas inducibles por IPTG [6] pero pricticamente nada
respecto al sistema de induccién por medio del promotor de la fosfatasa alcalina.
Finalmente, podemos decir, en términos generales, que en la busqueda de la
optimizacién de la expresion de proteinas recombinantes, deben tenerse en cuenta
caracteristicas inherentes de los microorganismos hospedadores, como ser el problema
técnico de la acumulacion de acetato en el cultivo y la respuesta celular debida a la
induccion. Estas tultimas cuestiones se engloban en un concepto denominado carga
metabolica donde generalmente se manifiesta consumo de sustrato no asociado al
crecimiento. El interés estriba en redirigir los flujos metabdlicos para incrementar
productividad del proceso, y lograr la correcta expresion a altos niveles del gen clonado
en el microorganismo huésped elegido [7].

Desde el ano 2005 se cre6 una vinculacion entre el CINDEFI (Centro de Investigacion y

Desarrollo en Fermentaciones Industriales) y el Departamento de Cirugia, Programa de



Biologia Vascular Escuela de Medicina de Harvard y del Hospital de Nifios de Boston,
Massachusetts, (EE.UU), grupo de trabajo del doctor Folkman. Dicha institucién aporto
el material genético codificante para la angiostatina humana. A partir del mismo se
planted esta tesis donde se estudi6 la expresion de angiostatina como proteina modelo
para estudiar la capacidad de produccién de la misma expresada en E. coli recombinante

inducible por IPTG y por la limitacion de fosfato inorgénico en el medio de cultivo.
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Capitulo 1

CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 La problematica del Cancer

El cancer abarca un grupo de trastornos genéticos que conducen a la transformacién de
una célula normal con la consiguiente alteracion de su comportamiento. Su desarrollo,
se relaciona en primer lugar con la desregulacion de la proliferacion celular de las
células tumorales, obviando los patrones de crecimiento establecidos en el ambiente
circundante. En contraste con células normales, las cuales responden apropiadamente a
las sefiales que controlan el crecimiento y la muerte celular por apoptosis, el cancer es
una patologia que logra evadir tal control, permitiendo que una célula crezca y se
reproduzca de manera descontrolada, invadiendo tejidos y Organos sanos,
disemindandose eventualmente en el organismo.

El cancer puede ser el resultado de la proliferacion anormal de cualquiera de los distin-
tos tipos celulares presentes en el organismo por ende, existen mas de 100 tipos distin-
tos de cdncer, que varian notablemente en cuanto a su desarrollo y respuesta al trata-
miento. En medicina, se define neoplasia al término que se utiliza para designar a una
masa anormal en un cierto tejido. Las mismas pueden catalogarse en dos grandes gru-
pos: benignas y malignas. Las diferencias entre ambas residen en su distinto comporta-
miento bioldgico, en las benignas, las células se dividen lentamente, son parecidas a las
normales, los tejidos mantienen su disposicion normal y el tumor esta siempre restringi-
do a la zona donde se inici6 la proliferacion, presentando un limite neto con los tejidos
que lo rodean. Por el contrario, en las neoplasias malignas las células se dividen rapi-
damente y son pobremente diferenciadas, remedando s6lo vagamente a las células de
los tejidos de origen. En este caso las células se infiltran e invaden los tejidos adyacen-
tes y son capaces de dispersarse en el organismo a través del sistema circulatorio o lin-
fatico para formar focos secundarios de implantacidén o metéstasis.

Generalmente la palabra cancer se la asocia solamente a los tumores malignos y a su
agresividad bioldgica como la habilidad de invadir y generar metéstasis. Mientras que

los tumores benignos pueden ser removidos quirurgicamente en casi todos los casos, la
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dispersion por el organismo de los tumores malignos hace que estos no siempre tengan
resolucion quirdrgica.

Basado en las tltimas estadisticas sobre la incidencia del cdncer y sus tasas de
mortalidad en todo el mundo, se pone de manifiesto que los casos de diversos tipos de
cancer estdn creciendo a un ritmo alarmante y subraya la necesidad de adoptar
urgentemente estrategias eficaces de prevencion para poner freno a la enfermedad.

En 2020 alcanzé a 19.3 millones de personas y se cobré diez millones de vidas en el
mundo, convirtiéndose en la segunda causa de muerte, informé la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), y advirtié que en las préoximas décadas los nuevos casos
aumentarian para llegar a ser casi un 50% mas altos en 2040. No obstante en el avance
de este mal, la agencia de la ONU recalcé que muchos tipos de cancer tienen grandes
probabilidades de curarse si se diagnostican y tratan oportuna y adecuadamente.
Actualmente una de cada cinco personas padece cancer en algin momento de su vida,
provocando la muerte de uno de cada ocho hombres y una de cada once mujeres
diagnosticadas con algun tipo cancer.

Con un 11.7% de los casos nuevos, el de seno es la manifestacion mas comun del
cancer. Le siguen el cancer de pulmon, el de colon y el de prostata.

Mis del 60% de todos los casos del mundo se producen en Africa, Asia, América
Central y América del Sur, y estas regiones registran aproximadamente el 70% de las
defunciones por cancer en el dmbito mundial, una situaciéon que se agrava por la falta de
mecanismos de deteccién precoz y de acceso a tratamientos>.

Actualmente las estrategias terapéuticas estdn dirigidas a buscar tratamientos
prolongados, ya que las nuevas tendencias apuntan a considerar al cdncer como
enfermedad crénica, con la cual debe convivir el paciente. Mediante el uso de
medicamentos no téxicos dirigidos a blancos moleculares especificos, que gobiernan el
comportamiento andmalo de las células cancerosas y una nueva generacion de vacunas
oncoldgicas, seria posible combatir focos residuales de la enfermedad. Estas nuevas
terapias en conjuncién con los métodos convencionales que han probado ser eficaces
son las estrategias mas prometedoras para el tratamiento del cdncer en los afios

venideros.

1.2 Naturaleza de la Angiogénesis Tumoral

2 Fuente Organizacién Mundial de la Salud (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/es/)
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La angiogénesis es el proceso por el cual se desarrollan nuevos vasos sanguineos a
partir otros preexistentes. El doctor Judah Folkman es hasta hoy considerado como el
mayor experto y fundador del campo de la angiogénesis. Segin James Watson,
codescubridor de la estructura del DNA, dijo que "el Dr. Judah Folkman seria recordado
como Darwin...” haciendo referencia a sus aportes en las investigaciones sobre el
cancer. Las ideas de Folkman relativas al papel de la angiogénesis en el crecimiento y
diseminacion de los tumores fueron propuestas hace 30 afos [8]. Segtn la hip6tesis de
Folkman, las células tumorales se mantienen inicialmente en un estado avascular
quiescente. Cuando se dispara la angiogénesis, los tumores crecen y se diseminan. El
oxigeno y los nutrientes llegan a las células tumorales por difusiéon y en estas
condiciones, las células tumorales y los vasos no pueden estar separados por una
distancia superior a los 100 - 200 um. Sin la formacién de nuevos vasos los tumores no
pueden crecer. Cuando las células tumorales adquieren el fenotipo angiogénico,
segregan factores que desencadenan en la angiogénesis, permitiendo el crecimiento y la
diseminacién del tumor. De acuerdo con esta hipdtesis planteada en su momento, el
crecimiento de los tumores podria bloquearse inhibiendo la produccién de los factores
angiogénicos del tumor o bloqueando sus efectos biologicos. Una premisa esencial a
partir de la cual resultaria posible la destruccién selectiva de los vasos postula que los
vasos recién formados en los tumores son distintos de los vasos maduros de otros
tejidos. Esta diferencia es la que permitiria la destruccion de los vasos tumorales sin
dafiar los vasos normales del organismo. Aunque la terapia antiangiogénica no
consiguiera la erradicaciéon completa del tumor, seria capaz de inducir la regresién
tumoral hasta reducir la masa tumoral al tamafio inicial. Los tumores no siempre se
desarrollan en territorios avasculares, sino al contrario, pueden formarse en tejidos muy
irrigados, a pesar de lo cual permanecen en estado quiescente. Se ha demostrado
recientemente que la razén de la quiescencia del tumor es la regresion de los vasos en el
territorio del tumor [9-10]. S6lo cuando el tumor es capaz de contrarrestar la regresion
vascular se produce el crecimiento y la diseminacion de las células tumorales. Estas
pueden expresar uno o varios de los factores reguladores positivos de angiogénesis. El
crecimiento tumoral va siempre asociado a proliferaciéon vascular sin la cual no es
posible la multiplicacién de las células neoplésicas.

La neovascularizacién inducida por el tumor se desencadena cuando las células

tumorales liberan una sustancia que se denomina factor tumoral de angiogénesis (FTA),
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el cual posee la capacidad de estimular el crecimiento de vasos sanguineos en el tejido
sano adyacente, para generar nuevos capilares que crecen hacia la incipiente y hasta
entonces neoplasia avascular para proveerla de nutrientes, que incluye oxigeno, y
remover los desechos celulares. Entre los factores endégenos ya identificados como
angiogénicos se destaca el factor de crecimiento endotelial vascular (en inglés VEGF).
Este es considerado hasta ahora el mas importante en el control de la angiogénesis
normal y patoldgica.

Debido a que el crecimiento de una masa neoplésica requiere de manera imprescindible
el establecimiento de un lecho vascular que le permita a las células tumorales nutrirse,
tener acceso al oxigeno y por el que pueda llevarse a cabo la remocién de sus productos
de desecho, rdpidamente se acontece un fendmeno de hipoxia donde rapidamente el
desarrollo de un foco tumoral se incrementa debido a la alta tasa proliferativa de las
células que lo componen. Las células tumorales no pueden crecer méds de 100 um de
distancia a un vaso sanguineo ya que la difusion de oxigeno se torna escasa y las células
se vuelven hipdxicas. Bajo estas condiciones, los tumores pueden permanecer en estado
latentes meses e incluso afios hasta que una subpoblacién adquiere la capacidad de
inducir angiogénesis. En este estado se dice que el tumor tuvo un cambio angiogénico o
“switch angiogénico” y el tumor entonces es capaz de expandir su tamafio y obtiene
también una ruta de escape para diseminarse a otros 6rganos [11-12].

El “switch” puede ocurrir en diferentes etapas del desarrollo tumoral dependiendo del
tipo tumoral que se trate y el ambiente que lo rodea, por ejemplo algunas lesiones pre
malignas, muchas veces asociadas a diferentes tipos de cancer oral, son capaces de
inducir angiogénesis y este evento permite la progresion de la enfermedad.

El interés en la angiogénesis tumoral comenz6 en 1968 [13] cuando se encontrd que los
tumores secretaban una sustancia que estimulaba la angiogénesis. Desde entonces varias
lineas de investigacion se han dedicado a la busqueda y la investigacién de nuevos
factores angiogénicos tumorales con el propésito de entender més la biologia tumoral y
adentrarse en la busqueda de nuevas terapias para combatir el cancer [14-15].

Los vasos sanguineos que induce el tumor, al igual que muchas de las caracteristicas del
propio tumor, escapan a los mecanismos fisioldgicos normales. De esta manera, la
vasculatura tumoral posee una arquitectura distintiva y anémala en estructura y funcion.
Poseen una estructura y didmetro irregular, generalmente dilatados, con una morfologia
tortuosa, con grietas y propensos a la hemorragia, ya que tienen paredes débiles y

permeables. Por otro lado, su estructura irregular no siempre termina conectada a otro
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vaso y muchas veces no resultan funcionales [16]. Ademds, los vasos sanguineos
tumorales no se encuentran organizados en vénulas, arteriolas y capilares definidos
como sucede en la vasculatura normal, sino que comparten caracteristicas de todos los
tipos. Esto es debido al constante estimulo de factores angiogénicos secretados por el
tumor, induciendo un crecimiento sostenido de nuevos vasos.

El flujo sanguineo en los vasos tumorales es generalmente irregular como resultado de
la estructura cadtica, desplazdndose mds lentamente que lo normal y a veces en forma
oscilante; esto conduce de frecuentemente a que los capilares sean disfuncionales [17].
Asimismo, los vasos sanguineos tumorales sufren una constante remodelacién y la
permeabilidad vascular varia ampliamente en el interior del tumor. Estas redes
vasculares fisiol6gicamente disfuncionales no aseguran un suministro regular de
nutrientes. Ademads, el crecimiento rapido, una caracteristica de los tumores malignos,
también implica que el suministro de oxigeno y nutrientes puede escasear en los bordes
menos vascularizados, ya que el tumor posee una demanda mucho mayor respecto del
suministro provisto por la vasculatura. Tanto la vascularizacion anormal como el
crecimiento tumoral generan areas de hipoxia que, a su vez, estimulan una mayor
formacion de vasos.

El proceso neo-angiogénico tumoral no difiere en las caracteristicas generales del
proceso fisiolégico. Sin embargo, la fuente de los inductores angiogénicos y la sobre
estimulacion por parte del tumor y el microambiente tumoral dan como resultado una
vasculatura poco organizada y disfuncional como se describié previamente. La
membrana basal y la matriz extracelular deben ser degradadas para permitir la
migracion de las células endoteliales. A medida que esto ocurre las células endoteliales
forman una columna de migracién, proliferan y se produce la diferenciacion endotelial,
donde las células cambian su forma y se adhieren unas a otras formando el lumen
tubular. Las proteasas extracelulares estdn encargadas de la degradacion de las proteinas
de la matriz extracelular durante la progresion de la migracion celular y la invasion.

En su momento se propusieron a las proteasas como blancos moleculares para el
tratamiento del cancer fue una idea atractiva en el comienzo, pero resulto poco efectivo
debido a que las mismas son indispensables para el desarrollo y el normal

funcionamiento orgénico por su multifuncionalidad.

1.3 Terapias basadas en la Angiogénesis Tumoral
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En las dltimas décadas, la obtencién a partir de diversos organismos huésped de
farmacos biotecnoldgicos con fines terapéuticos, los biofarmacos, ha demostrado ser
una herramienta de gran importancia para la industria farmacéutica en la busqueda de
nuevos medicamentos. En la actualidad los biofarmacos constituyen una de las
principales alternativas para el tratamiento de diversas enfermedades graves ya que
muestran una serie de propiedades farmacoldgicas y farmacocinéticas ventajosas que los
diferencian de los farmacos clasicos, generalmente de sintesis quimica.

Cada vez es mds aceptada la idea de que una terapia antitumoral efectiva requiere la
combinacion de varios agentes que ataquen el problema mediante diferentes estrategias.
Existe una extensa evidencia preclinica que indica que la acciéon combinada de agentes
antiangiogénicos con agentes citotoxicos convencionales o terapia radiante resulta en un
efecto antitumoral aditivo o incluso sinérgico [18 - 19]. Numerosos agentes
antiangiogénicos se encuentran actualmente en evaluacion clinica y muchos mas son los
que se encuentran en etapas avanzadas del desarrollo preclinico.

A la fecha, la linea mds avanzada en los tratamientos antiangiogénicos, tiene como
blanco molecular al VEGF. En particular, los anticuerpos monoclonales dirigidos contra
el VEGF y pequefias moléculas inhibidores de Tirosin Kinasa (TKI en inglés), que
bloquean los receptores de VEGF son las estrategias que mds han progresado en la
clinica. El Bevacizumab es el primer anticuerpo monoclonal humanizado del mundo
para la angiogénesis antitumoral que puede usarse para tratar el cdncer de colon y otros
tumores sélidos. Su nombre comercial es AVASTIN®. Hasta junio de 2020, seis
empresas han presentado solicitudes publicas de Bevacizumab. Por lo tanto, a medida
que aparezcan mds medicamentos biosimilares en el mercado, el precio del
Bevacizumab probablemente volverd a bajar en el futuro, lo que abrird atin maéas el
mercado.

El Bevacizumab entre los numerosos anticuerpos anti-VEGF en desarrollo, es bien
tolerado en pacientes con tumores sélidos y puede ser combinado en forma segura con
otros farmacos [20 — 22].

En el cancer colorectal, él bevacizumab se utiliza habitualmente en combinacién con
otros farmacos antitumorales como 5-fluoruacilo, acido folinico, irinotecdn y otros. Se
ha demostrado su eficacia en cdncer de mama en estado metastdsico en combinacién

con otro farmaco llamado Paclitaxel (Taxol®). En el tratamiento del cdncer de pulmén
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no microcitico®, el Bevacizumab también se suele administrar junto a una quimioterapia

con derivados del platino.

1.4 Inhibidores end6genos de la Angiogénesis

Numerosos son los ensayos preclinico que buscan encontrar en los antiangiogénicos
endogénos el éxito en la terapia dirigida contra la angiogénesis tumoral [23-25]. La
razon por la cual es muy atractivo el uso de agentes inhibidores de la angiogénesis de
tipo endogenos es su baja toxicidad y la ausencia de respuesta inmunogénica. La
ausencia de efectos colaterales o toxicos es debida a que ejercen su accion
especificamente sobre la vasculatura en activa proliferacion y no en los vasos donde su
estado es quiescente. Otra caracteristica interesante de estos efectores antiangiogénicos
se relaciona con que sus moléculas progenitoras son bioldgicamente inactivas hasta que
son activadas en el estroma tumoral debido a proteasas celulares provocando la
liberaciéon de los fragmentos con capacidad antiangiogénica. Los cédnceres no se
componen Unicamente de células cancerosas, sino que son "ecosistemas" complejos que
comprenden muchos tipos de células diferentes y factores no celulares. El estroma
tumoral es un componente critico del micro ambiente tumoral, donde tiene un papel
crucial en la iniciacidon, progresion y metdstasis del tumor. Por otro lado, la mayoria de
los antiangiogénicos suprimen la proliferacién endotelial independientemente de los
agentes estimuladores de la angiogénesis, por tanto, la combinacién con otros agentes
quimioterdpicos cldsicos ofrece la posibilidad de tener un efecto sinérgico sin el
perjuicio de mayor toxicidad [26-27].

En resumen, la regulacion de la angiogénesis es un mecanismo fundamental para el
control de la progresion tumoral. A partir de los capilares, arterias y venas presentes en
el tejido circundante se forman nuevos vasos en respuesta a factores de crecimiento
solubles secretados por la masa tumoral. Este evento es primordial para que el tumor
comience a crecer mas alld de los limites impuestos por la difusion del oxigeno y los
nutrientes.

Existen numerosos agentes inhibidores endogenos de la angiogénesis que
contrabalancean y establecen un fino de balance con su contraparte proangiogénicas

conduciendo a la homeostasis vascular.

3 El céncer de pulmén de células pequefias (SCLC, por sus siglas en inglés Small-cell lung cancer),
también es llamado carcinoma microcitico de pulmén.
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De todos los antiangiogénicos endégenos conocidos, la angiostatina y la endostatina son
las sustancias mds prometedoras para su aplicacién en pacientes con cdncer. En la
proxima seccién repasaremos las caracteristicas mas destacadas de la endostatina y

luego exclusivamente de la angiostatina.

1.4.1 Clasificacion — Relacion Estructura Funcion

En muchos casos los inhibidores endogenos son fragmentos de proteinas de la matriz
extracelular/membrana basal o de proteinas implicadas en la coagulacién. El primer
inhibidor endégeno de la angiogénesis aislado asociado con una regulacién negativa
hacia el crecimiento tumoral, fue la trombospondina 1 (TSP1) que presenta actividad
antiangiogénica, inhibiendo la proliferacion y migracion de células endoteliales por
interaccién con el receptor CD36 expresado en la superficie de estas células. [28].
Desde entonces, varios otros inhibidores end6genos han sido identificados, incluyendo
angiostatina, endostatina, tumstatina (un fragmento de 28 kDa escindido del coldgeno
tipo IV), vasotenina, serpin-antitrombina entre otros [1] [29-35]. Con respecto a la
antitrombina los pacientes que no tienen suficiente de esta proteina funcional poseen
una incidencia mas alta de desarrollar codgulos sanguineos anormales. Curiosamente,
varios inhibidores enddgenos de la angiogénesis son fragmentos proteoliticos de
precursores proteicos de mayor tamafio, como por ejemplo la angiostatina, originada del
plasminégeno y la endostatina que deriva del coldgeno de tipo XVIII. Estos
procesamientos proteoliticos parecen jugar papeles claves de manera dual para el
control de la angiogénesis de manera que cumplen roles claves como ser proteasas que
son requeridas para la invasién y la migraciéon de células, y de otros factores pro-
angiogénicos que pueden ser liberados por proteasas desde la matriz extracelular [36-
37].

De la mayoria de todos los inhibidores enddgenos, la angiostatina y la endostatina han

sido vistos como los mds promisorios [38].
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Figura 1 Los inhibidores endogenos de la angiogénesis. Tomado
de [38]. Pia Nyberg y col. 2005

o Endostatina

Como se menciond, dentro de los derivados de matriz, la endostatina es un fragmento
de 20 KDa del extremo carboxilo terminal del coldgeno de tipo XVIII, es uno de los
agentes anti-angiogénicos mads eficaces disponibles debido a que ha demostrado ser un
potente inhibidor de amplio espectro. Se encontrd por primera vez secretada en células
de ratén a partir de una linea celular hemangioendotelioma y posteriormente se encontrd
en los seres humanos [39-40].

La endostatina ya ha sido utilizada para tratar la arteriosclerosis y también fue evaluado
en ensayos clinicos contra el cdncer [41-42]. En un modelo de ratén xenogénico, mostré
una inhibiciéon de forma significativa en él nimero de vasos (95% al dia 20); la
capacidad de migracion endotelial también fue afectada y se observé ademds una pobre
maduracién de los vasos formados, con escasos pericitos [43].

La endostatina recombinante fue inicialmente el inhibidor de la angiogénesis mas
estudiado en el contexto clinico. Los primeros ensayos de fase clinica fueron publicados

entre 2002 y 2003 [44-45]. Sin embargo, los resultados fueron decepcionantes.
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Posteriormente en 2005 dos informes indicaron que aunque los ensayos endostatina
confirmaban la seguridad de la misma como un agente farmacoldgico, hasta esa fecha
era dificil establecer la dosis bioldgicamente eficaz [46-47].

Muiltiples receptores de la superficie celular y mecanismos de accion se han descrito
para la endostatina. La endostatina recombinante humana (Endostar®) ha sido aprobada
para su uso en ciertos tipos de cdncer de pulmén en China y se estd experimentando en
cancer de mama, pancreas y colon [48]. Sin embargo, si bien se encuentra muy
avanzada su utilizacién como biofdrmaco, su inestabilidad provoca una disminucién en
su eficacia en esos estudios debido a su pobre farmacocinética, la vida media en
circulacion resulto de ser 1-2 horas [49]. Se ha producido una endostatina humana
recombinante conjugdndola con el dominio Fc de IgG y expresando la quimera en
cultivos celulares de mamiferos mejorando la estabilidad en el orden de 100 veces [50].
Recientemente [51] una nueva endostatina humana recombinante producida en E. coli
desarrollada por Medgenn Co. Ltd., con la inclusion de nueve aminoécidos
(MGGSHHHHH) en su extremo amino terminal resulto en aportarle una mayor
estabilidad que le permitié duplicar los valores de potencia obtenidos inicialmente por
Folkman en modelos animales en 2005 [52]. Para mds informacién se puede ver una
excelente revision [53].

A pesar de extensos estudios de los efectos de Endostar® sobre estas enfermedades, su
mecanismo molecular sigue siendo ambiguo. La investigaciones muestran que
Endostar® restringe la angiogénesis inducida por VEGF mediante el bloqueo del mismo
y la induccién de apoptosis a través de la activacion de caspasa-3 y la disminucién de
Bcl-2 en células endoteliales de cordéon umbilical humana (HUVECs) [54-55].

Los ensayos clinicos de fase III mostraron sobre 493 pacientes que, en combinacién con
vinorelbina y cisplatina (un régimen de quimioterapia estdndar) la adicién de Endostar®
al régimen de quimioterapia estdndar en estos pacientes con cancer de pulmén avanzado
resulté tener una mejora clinicamente significativa en la tasa de respuesta, respecto del
régimen de quimioterapia solo.

Actualmente se estd estudiando completamente en combinacién con quimioterapia para
el cancer de mama avanzado. Los estudios han demostrado que Endostar® puede
disminuir la expresion de MMP-2 y MMP-9 en las células TNBC, inhibir la
fosforilacién de ERK1/2 y prevenir significativamente la proliferacién y migracion de

células de cancer de mama [55%].
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X Angiostatina

Desde hace tiempo los investigadores se han concentrado en ciertos aspectos de la
evidencia clinica, como ser que la masa tumoral primaria puede suprimir el crecimiento
tumoral a distancia. Es sabido que la eliminacién de ciertos tipos de tumores primarios
puede ser seguida por el rdapido crecimiento de metdastasis distantes [56-57]. Algunos
tumores primarios pueden inhibir su crecimiento, pero no el nimero de metastasis a
distancia [58-59]. En su momento se propusieron algunas hipdtesis explicar cémo
ciertos tumores pueden inhibir sus metastasis, o como la masa tumoral primaria puede
inhibir el crecimiento del tumor. Una de las hipétesis fue que el foco tumoral primario
produce factores antimitéticos que inhiben la proliferacién de las células tumorales,
dentro de una metdstasis. Sin embargo, ninguna de estas ideas habia proporcionado un
mecanismo molecular para explicar como se suprime el crecimiento del tumor en masa
del tumor [60].

En 1994 en el laboratorio de Folkman se plante6 la hipdtesis de que ciertos tumores
primarios pueden “soltar” inhibidores de la angiogénesis en la circulacion.

Los experimentos comenzaron con un modelo animal en el cual se desarrolld el
carcinoma de pulmén de Lewis. Se cultivé por via subcutdnea. Después de que habia
llegado a 1-2 cm?, se extirparon quirdrgicamente. El niimero de metdstasis pulmonares
habia aumentado 10 veces llegado al dia 13, en comparacién con controles en los que el
tumor primario no se habia eliminado [61]. Las metdstasis pulmonares fueron altamente
neovascularizados. La purificacion de la sangre y la orina por cromatografia de afinidad
de heparina dio como resultado la aparicion de un fragmento de 38 KDa que
correspondia a una porcién interna del plasminégeno, que contenia unas estructuras
moleculares propuestas con el nombre de “kringle” dispuestas en cuatro formas
simultdneas o sucesivas, abreviada comunmente como kringle 1-4 (Fig. 2). Los
miembros del laboratorio a esta estructura la bautizaron angiostatina [1]. Un “kringle”
(kringla en sueco) es un tipo de galleta que se pliega formando tres anillos. Este término
fue adoptado para describir la estructura de triple loop unida entre si por los tres puentes
disulfuro como los presentes en la molécula de pro trombina, un factor de coagulacion
dependiente de vitamina K, responsable de formar la enzima central de la coagulacién,

la trombina.
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Figura 2: Estructura modular del plasminégeno y los fragmentos
de angiostatina contenidos. Tomado de L. Wahl y col. [71].

La secuencia de aminodcidos del plasmindgeno de longitud completa se representa
como una cadena de letras, siguiendo el cédigo de aminodcidos de 1 letra. Los enlaces
disulfuro se muestran como barras negras que conectan pares distantes de residuos de
cisteina. Los sitios de glicosilaciéon estdn representados en el tercer dominio kringle
mediante lineas onduladas rojas. El dominio catalitico de plasmina est4 representado en
gris, kringle 5 en purpura, kringle 4 en rojo y kringles 1-3 en naranja.

La figura 2 muestra también en forma esquemadtica, la secuencia de la angiostatina
(kringles 1-5) a partir del aminodcido Val’® (V), sus sitios de glicosilacién, y la
distribucién de sus puentes disulfuro. La figura 3, representa el modelo de la galleta

sueca “Kringla”.




Capitulo 1

Figura 3: Modelo de la galleta sueca ‘“Kringla”. La palabra
proviene del nérdico antiguo Kringla lo que significa anillo o
circulo. Su origen se remonta a los monjes catélicos romanos en el
siglo XIII.

En células endoteliales la angiostatina purificada fue capaz de inhibir especificamente la
proliferaciéon in-vitro, la angiogénesis tumoral in-vivo, y la metéstasis tumoral. Las
células endoteliales tratadas con angiostatina en la ausencia de factores de crecimiento,
aumentaron su indice apoptdtico, sin cambiar su indice de proliferaciéon [62]. Sin
embargo, la angiostatina pudo inhibir la proliferacion de células endoteliales estimulada
por células de tipo bFGF, pero no inhibié la proliferacion de fibroblastos, células
epiteliales, células musculares lisas o células tumorales [1]. La migracion endotelial y la
formacion de tubos también es inhibida por la angiostatina.

La administracion sistémica de angiostatina purificada de orina de ratén inhibi
significativamente la angiogénesis en metdstasis de pulmon y restringié su crecimiento

a un tamafio microscopico [1].

X Diferentes formas de angiostatina

Los tumores generan angiostatina por una escision enzimatica gradual del plasmindgeno
circulante. El plasmindgeno, es el precursor inactivo de la plasmina, la enzima, que es el
catalizador principal de degradacion de la fibrina, proteina que desempefia un
importante papel en el proceso de coagulacién. El plasmindgeno se sintetiza en el
higado y estd presente en una amplia variedad de tejidos y fluidos corporales,
incluyendo la saliva, secreciones de las glandulas lagrimales, fluido de la vesicula
seminal, y las secreciones de la préstata [63]. El plasminégeno humano es una gran
glicoproteina de cadena unica de un peso molecular relativo de 88 KDa que contiene
2% de carbohidratos. Existen dos variantes de glicosilaciéon principales para el
plasmindgeno y se encuentran en cantidades aproximadamente iguales en el plasma
humano. El plasminégeno 1 estd glicosilado en dos sitios, Asn 2 y Thr 36, mientras
que el plasmindgeno 2 estd glicosilado sélo en Thr 34,

Se han reportado diferencias funcionales entre ambas variedades [64]. Se ha

identificado un sitio de glicosilacién adicional en la Ser *** que contiene un trisacarido
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[64]. La estructura primaria del plasmindgeno contiene 791 aminodcidos segregados en
una activacién terminal de dominio del péptido NH; (residuos Glu!-Lys’”), una regién
que contiene cinco kringles (K1-K5; residuos Lys’®-Arg®*!), y un dominio catalitico
(residuos Val’®>- Asn”") [64].

Cada uno de los cinco dominios kringle, contienen tres enlaces disulfuro caracteristicos
[64], estos dominios, existen en una gran variedad de proteinas que pueden contener de
uno a varios dominios. La secuencia aminoacidica de los dominios kringle estd
compuesta por 80 aminodcidos aproximadamente. Poseen ademds, seis cisteinas
conservadas con las que se forman los puentes disulfuro, y los aminodcidos
flanqueantes a las cisteinas también se encuentran altamente conservados. En presencia
de activadores de plasmindgeno, se escinde para formar pldsmina [65]. La pldsmina se
reduce en presencia de fosfoglicerato quinasa [66] y a continuacion, se escinde para
formar la angiostatina entre los kringles 1 - 4.5 por la pldsmina u otras serin proteasas,
para luego diferencialmente escindirse a cualquiera de las formas de angiostatina
posible, ya sea la 1-3 o la 1-4 por la accién de diversas metaloproteasas [66-67]. El
dominio kringle 4 contiene los dos sitios de glicosilacion diferentes a los antes

mencionados [67].
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Figura 4: Via para la generacién de angiostatina a partir del
plasminogeno (descrita por Geiger y Cnudde [2004] ).
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Se cree que in-vivo la angiostatina se genera a partir del plasmindégeno mediante los
siguientes pasos: u-PA (activador de plasminégeno uriquinasa) o t-PA (activador de
plasminégeno tisular) escinde proteoliticamente el plasmindgeno para generar plasmina
y una reduccién de los enlaces disulfuro (potencialmente por fosfoglicerato quinasa
[PGK ]) permite que una serin proteasa escinda proteoliticamente la plasmina,
generando K1-4%2, seguida de una escision proteolitica por las MMP para generar
angiostatina (K1-4 o angiostatina K1-3).

Las diversas formas de angiostatina poseen diferentes niveles de actividad, poniendo en
evidencia la complejidad de la biologia de esta molécula ya que cada una de las
variantes podria interactuar con diferentes moléculas conduciendo asi a diferentes
resultados bioldgicos. Al evaluarse la actividad antiangiogénica in-vitro de cada uno de
los dominios kringle y de las diferentes variantes de angiostatina, se encontré que el
dominio K5 posee un extraordinario efecto antiproliferativos sobre las células
endoteliales comparado con los otros dominios kringles e incluso con la variante K 1-4
de angiostatina [68]. Por el contrario, el dominio K4 por si solo no posee virtualmente
ningin efecto sobre la proliferacién endotelial. La evaluacion de los posibles
fragmentos de angiostatina mostr6 que la molécula compuesta por los tres primeros
dominios (K1-3) es mds activa que la constituida por (K1-4) en lo que a inhibicién del

crecimiento endotelial se refiere [69-70].

Diferentes receptores para angiostatina en la superficie celular endotelial

La angiostatina posee varios blancos moleculares y modos de accién para un mismo
efecto. En este sentido no es diferente a su molécula parental, el plasminégeno, el cual
posee una bateria de moléculas blanco a los que puede unirse, ya sean ligados a la
superficie celular, solubles o asociados a la matriz extracelular debido a los multiples
eventos en los que participa. Es de destacar que la presencia de dominios kringle
contribuye a la regulaciéon de esas uniones, ya que a medida que avanza el
procesamiento del plasminégeno va cambiando la especificidad de sus sitios de unidn.
La diversidad de los fragmentos de angiostatina y los niveles de actividad de cada uno
de ellos también contribuye a la complejidad de su biologia, dificultando la
extrapolacion con los verdaderos eventos que ocurren in vivo. Por otro lado, no ha sido

aun identificado un tnico blanco molecular que despliegue todos los efectos bioldgicos
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que la angiostatina produce, como por ejemplo la induccién de la apoptosis, la
inhibicién de la proliferacion, la migracién, la invasién y los cambios producidos sobre
la morfogénesis, el fenotipo y la expresion génica sobre las células endoteliales. Por
estas razones, es légico pensar que la angiostatina media sus acciones mediante
multiples blancos moleculares. Aunque, la angiostatina (kringles 1-4) fue descubierta
originalmente como un fragmento interno de plasmindgeno, su actividad no parece
entrar en competencia con al plasminégeno en ensayos de actividad antiangiogénica in-
vitro [1].

Recién en los udltimos afos se ha logrado profundizar en el conocimiento acerca del
mecanismo de accién de la angiostatina. Varios grupos de investigacion se han dedicado
a identificar el blanco molecular al que se une en la superficie celular endotelial. Hasta
el momento, se han descripto varios receptores especificos para angiostatina que son
expresados en la superficie endotelial. En 1995, Moser y Pizzo iniciaron un sistematico
estudio sobre los sitios de unidn de la angiostatina sobre la superficie endotelial [71].

A continuacidn, se revisaran los mayores blancos de accion receptora de la angiostatina

y sus posibles mecanismos de accidn sobre la angiogénesis tumoral.

< ATP sintasa

En 1999, Moser y Pizzo informaron que la ATP-sintasa es un receptor de angiostatina
en la superficie de las células endoteliales [71-73]. La ATP-sintasa se encuentra en la
superficie de las células endoteliales, a pesar de que también se encuentra en la
membrana mitocondrial interna. La proliferacion de células endoteliales se inhibe por
angiostatina cuando se une a la ATP-sintasa. Este hecho fue corroborado por que
también se demostrd la expresion de la ATP-sintasa en la superficie de algunas células
tumorales [74], esas células en su gran mayoria eran endoteliales venosas, y
especialmente donde los niveles de oxigeno y pH eran mds bajos que la mayoria de las
otras células en el cuerpo. Por lo tanto, la ATP-sintasa en la superficie de las células
endoteliales puede tener un significativo valor para la supervivencia de las células
endoteliales. Se ha descripto que el papel de la ATP-sintasa sobre la superficie
endotelial estaria vinculado con la proliferacion celular y la proteccion de la
acidificacion del ambiente intracelular [71].

La unién de la angiostatina a la porcién Fi de la enzima ATP-sintasa inhibe su actividad

sobre la membrana endotelial, interrumpiendo asi la sintesis de ATP y el transporte de
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protones a través de la membrana. En presencia de un microambiente acidificado (pH
6.5) la asociacién de angiostatina incrementa varias veces su actividad y produce
ademas la muerte de la célula endotelial [75].

Se encontré que angiostatina tiene un efecto téxico directo sobre diferentes variantes
tumorales que expresaban en su superficie la enzima ATP-sintasa, debido a una
disminucién dramdtica en el pH intracelular. La unién de angiostatina inhibiria el
bombeo de protones a través de la membrana celular mediado por la enzima ATP-
sintasa (Chi y Pizzo) [76].

El pH extracelular promedio de células tumorales es entre 5.6 a 7.6, es mds variable que
en las células normales en las que toma valores entre 7.2 a 7.6, sin embargo, el pH
intracelular promedio es normal [71] [77]. La angiostatina induce acidosis intracelular
en las células endoteliales y la muerte celular in-vitro, cuando estas células se incuban a
valores cercanos al limite inferior del rango de pH extracelular de los tejidos tumorales
[75]. Las células endoteliales pueden mantener un pH intracelular relativamente normal,
aunque el pH extracelular haya disminuido a condiciones similares a tumores de pH 6.5
[75]. Sin embargo, la adicién de angiostatina a células incubadas en condiciones
similares a tumores de pH ~ 6.5, causa una disminuciodn significativa del pH intracelular
y la muerte de estas células. En contraste, la angiostatina parece no ejercer un efecto
perjudicial sobre las células endoteliales cultivadas a pH normal. Por lo tanto, se ha
sugerido que la inhibicién mediada por angiostatina de flujo de protones a través de
F1Fo ATP-sintasa, puede ser un mecanismo importante del aumento de la sensibilidad de
las células endoteliales al estrés pH en presencia de angiostatina [71].

X/

> Angiomotina

La angiomotina es una proteina que fue descubierta en 2001 por Holmgren y sus
colaboradores. La nombraron angiomotina porque facilita la movilidad, la invasion y los
cambios morfogenéticos de las células endoteliales asemejandose a aquellas en las
cuales se encuentran en un ambito tumoral [78].

La angiomotina se expresa preferentemente en las células endoteliales. En presencia de
angiostatina, las células endoteliales que expresan angiomotina exhiben una reduccién
en la migracion, asi como una reduccién en la formacion de tibulos in-vitro. Estas
observaciones son consistentes con la localizacion de la angiomotina en células

migratorias. Por lo tanto, la angiostatina es un inhibidor de la angiomotina. La
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evaluacion de células transfectadas con angiomotina tratadas con angiostatina,
mostraron una regulacion de la actividad quinasa de adhesion focal (FAK) inhibiendo la
migracion endotelial y la formacion de tdbulos in-vitro. La migracién y la formacién de
tubos también fueron bloqueadas mediante un anticuerpo especifico para angiomotina

recombinante [73] [79].

X avp3 integrina y CD26

El efecto antiangiogénico de la angiostatina se ha atribuido también por su unién a avp3
integrina [80] y CD26 [81]. CD26 es una glicoproteina de 110 kD de la superficie
celular ampliamente distribuida con conocido de la dipeptidil-peptidasa IV (DPP-IV) la
actividad en su dominio extracelular. Esta actividad es capaz de hidrolizar los
polipéptidos en dipéptidos en posiciéon amino terminal, ya sea con L-prolina o L-alanina
en la pentltima posicion.

Otro receptor descripto en la literatura es la integrina avb3. Takada y colaboradores,
encontraron que la angiostatina se une especificamente a la integrina avb3 de células
endételiales de arteria bovina (BAE) y de células CHO [82]. Ademas, la pldsmina, pero
no la molécula intacta de plasmindégeno, también resulté ser un ligando para esta
integrina.

La presencia de plasmita indujo la migracion endotelial pero el agregado de angiostatina

revertid dicho efecto [83].

» Otros potenciales receptores de angiostatina.

Ademds de los blancos moleculares descriptos anteriormente, numerosas son las
moléculas que se encuentran en la literatura con un potencial papel en el reconocimiento
de la angiostatina.

Recientemente, se postulé al receptor del factor de crecimiento hepatocitario (HGF) c-
met como un potencial blanco de angiostatina. Wajih y Sane investigaron las similitudes
de la angiostatina con HGF, encontraron que ambos poseen dominios kringle y una

significativa homologia de secuencia, ademds de que intervienen en la proliferacion
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endotelial y la migracion, aunque de manera contraria [84]. La angiostatina bloqueo la
interaccion HGF/C-met y redujo la fosforilacion consecuente de Ak#, una enzima ligada
a la via de sefalizacién de C-met, conduciendo a la célula a la apoptosis y bloqueando
el ciclo celular en fase S.

Por otro lado, el proteoglicano NG seria capaz de reconocer todas las formas de
angiostatina y plasmindégeno. El NG; desempefia un papel en la estabilizacion de las
interacciones célula-sustrato durante los primeros acontecimientos de la difusién de
células de melanoma en la membrana basal, y se encuentra sobre-expresado en la
vasculatura tumoral y aunque no parece mediar directamente las sefnales disparadas por
angiostatina, podria tener un rol particularmente importante en la regulacion
extracelular de la actividad de la angiostatina sobre la vasculatura tumoral [85] [71].

La molécula Anexina II también ha sido postulada como un posible blanco, a la cual la
angiostatina puede unirse de manera especifica. Esta interaccion fue encontrada
utilizando células BAE y como resultado la angiostatina dispar6 un incremento en los
niveles de calcio intracelulares inhibiendo la proliferacion celular de las células
endoteliales y favoreciendo la apoptosis [86].

Como se menciond basicamente la angiostatina se une a glicoproteinas de la superficie
celular, como ser la angiomotina [78], las integrinas [80] [87] [71], y la ATP-sintasa
[71-72] [76] [88-90]. Sus efectos son bien conocidos por promover la apoptosis [1] [40]
[89-90] Inhibe el movimiento de los macréfagos [87] [89-91] [93-94], que normalmente
son atraidos hacia el estroma de sefalizacion mediante VEGFR-1 y VEGFR-2 [93], y
que estdn involucrados en completar los circuitos vasculares mediante la via VEGFR-3
[95]. Recientemente se ha demostrado que la angiostatina puede inhibir la migracién y

activacion de los neutrofilos [96].

1.4.2 Perspectivas Terapéuticas Futuras

Actualmente las estrategias terapéuticas estdn dirigidas a buscar tratamientos
prolongados, ya que las nuevas tendencias apuntan a considerar al cdncer como una
enfermedad crénica. Mediante el uso de medicamentos no téxicos dirigidos a blancos
moleculares especificos que gobiernan el comportamiento andémalo de las células
cancerosas y una nueva generacion de vacunas oncoldgicas, seria posible combatir

focos residuales de la enfermedad. Estas nuevas terapias, en conjuncién con los métodos
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convencionales han probado ser eficaces y hasta son las estrategias mas prometedoras
para el tratamiento del cdncer en los afos venideros.

Una ventaja de la terapia antiangiogénica es la accesibilidad de las células endoteliales a
los agentes antiangiogénicos circulantes, en contraste con la dificultad que supone el
acceso de los agentes quimioterdpicos a las células tumorales, debido a las elevadas
presiones del liquido intersticial del tumor [97].

Existen evidencias cada vez mads significativas que indican que la terapia
antiangiogénica a través de compuestos con accion especifica sobre los mecanismos de
formacion de nuevos vasos sanguineos se podrd mejorar el abordaje terapéutico del
cancer, y también de otras patologias. La angiostatina constituye uno de los productos
endégenos de mayor interés, con una marcada accién bioldgica sobre el endotelio
vascular. No obstante, queda en claro que se requieren cantidades importantes del
producto, tanto para la investigacion y validacion de la accién del producto en ensayos
controlados, como para la produccién de una formulacién de un medicamento. En los
inicios de las investigaciones de O' Reilly en 1994, la angiostatina fue generada por
digestion proteolitica limitada del plasmin6geno humano usando una enzima
pancredtica bovina purificada. La angiostatina se purificé en una Unica etapa mediante
cromatografia de afinidad de Lisina-Sepharosa con casi 95% de homogeneidad. La
fracciéon homogénea se reunid, se concentrd, se dializé y se esterilizé por filtracion [1].
En una reaccion tipica, el plasmindégeno se escindié en dos fragmentos de
aproximadamente 38 y 19 KDa.

Este proceso, cuando tiene éxito, es bajo en el rendimiento del compuesto activo, por lo
que esta metodologia es inadecuada para producir cantidades suficientes para los
ensayos clinicos. Pequefias cantidades de angiostatina también fueron aisladas y
purificadas de la orina de ratones portadores de tumores [1]. La obtencién de cantidades
suficientes del producto bioldgicamente activo a través del clivaje del plasmindgeno ha
demostrado ser dificultosa, retrasando los ensayos clinicos. En este sentido, la
produccién de angiostatina purificada a partir de sistemas de expresion recombinante
ofrece una alternativa atractiva para la investigacion del producto, y resulta de enorme
valor para el desarrollo posterior de terapias antitumorales.

La producciéon a mayor escala de angiostatina humana recombinante se produjo
posteriormente en E. coli [98] y en la levadura (Pichia pastoris). El mayor avance en la
produccién de angiostatina en Pichia pastoris ha sido la adicién controlada de metanol,

como inductor, y la alimentacién con glicerol como FCE, guiado por la deteccion del
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oxigeno disuelto [99]. De esta manera, se han obtenido densidades celulares de hasta
150 g/L, sin embargo el rendimiento de angiostatina alcanzé 108 mg/L después de un
periodo de expresion de 96 h. La productividad especifica media de angiostatina mejord
a 0.02 mg / (g x h). El rendimiento celular aparente en metanol y glicerol fueron,

respectivamente, 0.69 g / g y 0.93 g / g mayor que sin el uso de esta estrategia de

alimentacion.
Produccion de proteinas recombinantes derivadas de la angiostatina
Producto Origen Sistema de expresion Rendimiento Autor
(mg/L)

Kringle 1- 5 Humano E. coli 5.8 [100]
Kringle 1- 4 Humano E. coli ND [97]
Kringle 1- 4 Humano Pichia pastoris 17.4 [101]
Kringle 1-3 Humano E. coli 44.4 [102]
Kringle 1- 4 Murino Baculovirus ND [103]
Kringle 1-3 Humano CHO 1.6 [104]
Kringle 1- 4 Humano CHO 1.0 [104]
Kringle 1- 4 Humano Pichia pastoris 108 [105]
Kringle 1- 4 Humano Pichia pastoris 18 [104]
Kringle 1- 4 Humano E coi | Esta tesis

Tabla. 1 Comparacién de los rendimientos en la expresion de
diferentes formas de Angiostatina en distintos sistemas de
expresion.

Una amplia variedad de diferentes tumores ha sido tratada por angiostatina en animales.
En dosis baja (100 ml por dia de 0.1 mg/ml), pero no dosis alta (100 ml de 0.3 mg/ml)
angiostatina efectivamente disminuye el nimero y el tamafio de las micrometdstasis
hepaticas para tres lineas diferentes de melanoma de ratén implantadas en el ojo [106].
La grafica de dosis-eficacia para la angiostatina sigue una curva de forma bifésica,
(forma de U) en la que las dosis mds bajas son cominmente més eficaces que dosis mas
altas [107]. La angiostatina también inhibi6 el crecimiento de carcinoma murino en
células escamosas in vivo [108].

Recientes estudios, han mostrado producir condiciones de hipoxia necesaria para que
los tumores dejen de crecer, pero solo para para erradicar tumores pequeios de 0.1 cm
de didmetro, por el momento solo retrasé el crecimiento de tumores mayores a 0.4 cm

de didmetro. Por el contrario, la inyeccién programada de una combinacién de
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angiostatina y plasmidos HIF-1a antisentido erradicé por completo los tumores EL-4
grandes en 2 semanas y evitd la regulacion al alza de las vias inducibles por hipoxia
inducidas por la angiostatina. Los datos indican que el bloqueo de las vias inducibles
por hipoxia por HIF-la antisentido puede eludir la resistencia a los medicamentos
inducida por hipoxia y, por lo tanto, aumentar la eficacia de las terapias
antiangiogénicas [108].

La angiostatina puede ser administrada parenteralmente tanto en animales como a los
pacientes, por una variedad de métodos diferentes. Se ha evaluado, por ejemplo, células
encapsuladas en perlas de alginato que mantienen las células viables para producir y
secretar angiostatina de forma continua [109].

Con la introduccién de agentes antiangiogénicos en la clinica del tratamiento contra el
cancer se ha comenzado una nueva era. Aunque esta nueva clase de compuestos se
introdujo muy recientemente en el dmbito clinico, el bevacizumab, ya se ha convertido
en una parte estandar contra el cancer colorectal.

Entre el 2013 y el 2015 se han anadido al arsenal terapéutico disponible frente al cancer
colorectal metastdsico otros tres antiangiogénicos:

El Aflibercept es una proteina de fusion recombinante soluble. Se conoce como
un “multiple angiogenic factor trap”, actiia deteniendo el crecimiento anormal de los
vasos sanguineos. Se produce en un sistema de expresion mamifero en células CHO y
estd indicado en combinacién de quimioterapia con irinotecan / 5-fluorouracilo/dcido
folinico,

El Regorafenib, es un medicamento que pertenece a la familia de los inhibidores
de la tirosina quinasa y ha sido autorizado para el tratamiento de pacientes afectados por
cancer de colon de evolucién avanzada que no hayan respondido a otros tratamientos
disponibles, como la cirugia y otros tipos de quimioterapia. Su forma farmacéutica es un
comprimido recubierto que contiene 40 mg de Regorafenib, y por ultimo,

El Ramucirumab, que es un anticuerpo IgG; monoclonal recombinante humano
producido por células de ratén (NSo), al igual que el primer mencionado, se trata de una
solucién para perfusion. Estos recientes lanzamientos ponen de manifiesto y prometen
mucho para el futuro con respecto a todos los compuestos potentes en desarrollo.

Como se menciond anteriormente, estos compuestos ofrecen la oportunidad de
combinar con la quimioterapia cldsica y, ademds, con otros compuestos biolégicos, sin
embargo, una conclusidon que se puede sacar con seguridad es que el tratamiento del

cancer cambiard dramaticamente y rdpidamente en un futuro préximo.
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1.5 Expresion de Proteinas Recombinantes

1.5.1 Generalidades

Las hormonas, los factores de crecimiento, los anticuerpos y algunos tipos de proteinas
con funciones especificas suelen encontrarse en los organismos vivos en
concentraciones extremadamente bajas, lo cual hace muy costoso o directamente
imposible su obtenciéon por métodos extractivos, aun en los casos de que existieran
donantes. Otras veces, la existencia de problemas relacionados la presencia de virus,
priones y otros microorganismos infectivos suele hacer que muchas veces estos métodos
sean directamente inviables.

La tecnologia de DNA recombinante ha revolucionado la produccién de proteinas, en
especial aquellas de uso farmacéutico. Actualmente, estas proteinas se han convertido
rapidamente en productos clave para las industrias farmacéuticas, pues las ventas
globales para el 2020 se prevén de hasta 200 mil millones de délares americanos. Hoy
en dia mas de 150 proteinas terapéuticas se encuentran en el mercado y mas de 400 se
encuentran en pruebas clinicas, ademds de muchos otros en desarrollo. Entre las mas
vendidas se encuentran las proteinas hematopoyéticas (23%) y los anticuerpos
monoclonales (20%). Otras proteinas que tienen también altos porcentajes de venta son
las citocinas (19%), antitrombinas (11%), vacunas (11%), proteinas plasmaticas (6%) e
insulina (5%). Una de cada cuatro drogas introducidas en el mercado es una proteina
heter6loga terapéutica, y ese nimero tiende a crecer exponencialmente. La eleccion del
microorganismo para expresar la proteina de interés generalmente depende en gran
medida de las caracteristicas fisicoquimicas de la proteina a producir.

Dentro de los sistemas de produccién basados en la tecnologia de DNA recombinante,
existen diferentes posibilidades en cuanto al organismo huésped. Bacterias, levaduras,
hongos, cultivos de células animales y organismos superiores pueden utilizarse como
reactores de produccién de proteinas.

A continuacién se describen brevemente las principales caracteristicas de los sistemas
de expresion aplicados, en particular en la industria biofarmacéutica para la produccion
de proteinas recombinantes que han sido aprobadas para su aplicacién terapéutica en

humanos.
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X Sistemas procarioticos

Para comenzar la descripcién de los microorganismos, comenzaremos con las bacterias

Gram-positivas. Generalmente son microorganismos fdciles de manipular
genéticamente.
Produccién de proteinas recombinantes en Bacillus spp.
Proteina recombinante Cepa de Bacillus | Rendimiento Autor
(mg/L)
a-amilasa (Bacillus amyloliquefaciens) B. subtilis 1000-3000 Palva y col., (1982)
a-amilasa (Bacillus stearothermophilus) B. brevis 3000 Udaka y col., (1983)
o-amilasa (humana) B. brevis 60 Konishi y col., (1990)
Celulasa B. brevis 100 Kashima y col., (2004)
Toxina colérica B B. brevis 1400 Ichikawa y col., (1993)
Dextransacarasa (Leuconostoc mesenteroides) B. megaterium | n.d. (362 U/g) Malten y col., (2005)
Gelatina B. brevis 500 Kajino y col., (2000)
Factor epidérmico de crecimiento (humano) B. brevis 240 Yamagata y col., (1989)
Factor epidérmico de crecimiento (humano) B. subtilis 7 Lam y col., (1998)
Factor epidérmico de crecimiento (ratén) B. brevis 50 Wang y col., (1993)
Fraccién Fab” humano/ratén B. brevis 100 Inoue y col., (1997)
Interferén-a2 (humano) B. subtilis 0.5-1.0 Palva y col., (1983)
Interleuquina-2 (humano) B. brevis 120 Takimura y col., (1997)
Interleuquina-6 (humano) B. brevis 200 Shiga y col., (2000)
Lipasa A B. subtilis 600 Lesuisse y col., (1993)
Penicilina G acilasa B. subtilis n.d. Yang y col., (2001)
Pepsinogeno (cerdo) B. brevis 11 Udaka y Yamagata (1993)
PHA depolimerasa A (Paucimonas lemoignei) B. brevis 1.9 Braaz y col., (2002)
Proinsulina B. subtilis 1000 Olmos-Soto; Contreras
Flores, (2003)
Disulfuro isomerasa B. brevis 1100 Kajino y col., (1999)
Anticuerpo de cadena sencilla (scFv) B. subtilis 10-15 Wu y col., (2002)
Stafiloquinasa B. subtilis 337 Ye y col., (1999)
Streptavidina B. subtilis 35-50 Wu y Wong (2002)
Tioredoxina (Aliciclobacillus acidocaldarius) B. subtilis 500 Annay col., (2003)
Toxina A (Clostridium difficile) B. megaterium | n.d. Burger y col., (2003)

Tabla. 2 Produccion de proteinas recombinantes en Bacillus spp.

[111]
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En el caso de B. subtilis, su caracteristica mas notoria es de ser un microorganismo no-
patogénico y libre de endotéxinas [110]. Debido a esto es reconocido como seguro
(GRAS) y muy usado en obtencién de enzimas de uso alimentario [111]. Las
desventajas de este sistema bdsicamente es la inestabilidad de los plasmidos. Los
vectores optimizados no son accesibles comercialmente, son de uso privado protegidos
por patentes de las empresas que los desarrollaron. Sus niveles de expresion de
proteinas heter6logas son moderados.

La siguiente tabla muestra algunos de los productos obtenidos en Bacillus.

Continuando con las bacterias Gram-positivas, Streptomyces es el género més extenso
de las Actino bacterias. Las especies se caracterizan por poseer un metabolismo
secundario complejo. Varias especies de este género son conocidas por la alta expresion
de proteinas. Por otro lado, tiene la habilidad de secretar proteinas recombinantes
correctamente plegadas (activas) en el medio de cultivo, lo que simplifica los pasos
subsecuentes de purificacion. Por otro lado S. lividans es como huésped una buena
eleccion para la produccion de proteinas heter6logas pues, si bien no posee un sistema
de restriccion-modificacion muy desarrollado posee muy limitada actividad proteasas.
Se conoce y se encuentra bien desarrollada sus condiciones y tecnologias de
fermentacion ya que se producen como metabolitos secundarios numerosos bactericidas
y fungicidas desde hace varios afios [112].

En Streptomyces se produce actualmente el factor estimulante de colonias de
granulocitos o G-CSF, Leucotropin®, que ha aprobado la fase clinica III. Si bien el
mismo deriva del humano, el producto no es glicosilado.

Otras bacterias del grupo de las Gram-positivas utilizadas para la expresion de proteinas
recombinantes son Corynebacterium y Brevibacterium spp. Debido a la falta de
actividad detectable en la hidrdlisis extracelular, Corynebacterium y Brevibacterium se
han convertido en huéspedes favorables y versdtiles para la produccién a escala

industrial de proteinas heter6logas [113-114].
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Gram-positive bacterium
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(Fig. 5) Esquema de clonado y expresion general en bacterias
gram-positivas [175].
< Sistemas eucarioticos

Su utilizacion surge debido a la necesidad de solucionar los problemas que presentan los
sistemas procariotas como ser, solubilidad de las proteinas heter6logas, modificaciones
post-traduccionales, y actividad.

Estos sistemas, dependiendo del tipo a utilizar en general realizan algunas
modificaciones post-traduccionales a las proteinas heter6logas aunque no hay sistema
de expresion in-vitro que sea capaz de realizar todas las modificaciones exactas.

Los vectores de expresion eucaridticos poseen las mismas caracteristicas que los de
bacterias (origen de replicacién, marcadores de seleccién, promotores, etc.). También
hay vectores que comparten caracteristicas junto con los vectores procariotas, estos
ultimos son por ejemplo, los vectores lanzadera o shuttles vectors donde los mismos

intervienen en fendmenos de recombinacién o integracion sitio especifica.

<> Levaduras
Las levaduras son microorganismos unicelulares eucariotas. Las mismas presentan las

ventajas de ser organismos de ficil crecimiento y manipulacién. Su entorno bioldgico
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intracelular facilita el plegado de las proteinas. Pueden expresar proteinas y secretarlas
al medio de cultivo, ademds presenta las ventajas de no producir endotéxinas. Pueden
realizar ciertas modificaciones postraduccionales como ser glicosilaciones,
acetilaciones, fosforilaciones, eliminacion de la metionina inicial, procesamiento
proteoliticos de precursores. Los procesos de fermentacion son adaptables a gran escala
y bajo costo. Al igual que E. coli, las levaduras pueden cultivarse de forma econdémica,
rdpida y en fermentaciones de alta densidad celular llegando en algunos casos a 130
g/L. Ademds poseen la capacidad de realizar modificaciones postraduccionales
complejas, no producen sustancias pirogénicas y son capaces de secretar proteinas de
manera eficiente. Las especies que se establecieron en la produccién industrial son S.
cerevisiae, K. lactis, P. pastoris y H. polymorpha.

Si bien S. cerevisiae sigue siendo genéticamente la levadura mejor caracterizada de
todas, para la produccién de proteinas recombinantes P. pastoris es en la actualidad la
especie de levadura més frecuentemente utilizada aun sin ser considerada GRAS [115] y
es considerada superior a cualquier otra especie de levadura conocida con respecto a su
eficacia de secrecion, permitiendo la produccién de proteinas recombinantes con altos
rendimientos [116]. A la fecha se han expresado mds de 400 proteinas [116]. Su
metabolismo es preferentemente respiratorio, lo que permite grandes densidades
celulares y es metilo tréfica, es decir que puede utilizar metanol como fuente de carbono
y de energia, incluso lo puede utilizar como inductor de la expresion activando el
promotor de la enzima alcohol oxidasa (AOX). El uso de este sustrato, altamente
reducido usado para cultivar a grandes densidades celulares obligan a evaluar
requerimientos tales como fermentadores de acero inoxidable debido a la necesidad de
incorporar oxigeno puro para evitar la limitacién del mismo.

Al manipular levaduras siempre resulta dificultosa su transformacion debido a su baja
eficiencia de transformacion, que es mas compleja que en bacterias (esferoplastos por
remocion enzimadtica, utilizaciéon de sales de Litio, electroporacién por mencionar
algunas de ellas). En algunos casos puede darse el caso de hiper glicosilacién de

proteinas heter6logas aunque es menos frecuente que empleando S. cerevisiae.

Produccién de proteinas terapéuticas en S. cerevisiae y P. pastoris

Nombre comercial Proteina recombinante Compafia Sistema de expresion
Actrapid Insulina Novo Nordisk S. cerevisiae
Ambirix Antigeno de superficie de GlaxoSmithKline S. cerevisiae

virus de hepatitis B

Comvax Antigeno de superficie de Merck S. cerevisiae
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virus de hepatitis B

Elitex Urato oxidasa Sanofi-synthelabo S. cerevisiae

Glucagen Glucagon Novo Nordisk S. cerevisiae

HBVAXPRO Antigeno de superficie de Aventis Pharma S. cerevisiae
virus de hepatitis B

Hexavac Antigeno de superficie de Aventis Pasteur S. cerevisiae

virus de hepatitis B

Infanrix-Penta Antigeno de superficie de GlaxoSmithKline S. cerevisiae
virus de hepatitis B

Leukine Factor estimulante de Berlex S. cerevisiae
colonias de granulocitos
(G-CSF)

Novolog Insulina Novo Nordisk S. cerevisiae

Pediarix Antigeno de superficie de GlaxoSmithKline S. cerevisiae
virus de hepatitis B

Procomvax Antigeno de superficie de Aventis Pasteur S. cerevisiae
virus de hepatitis B

Refuldan Hirudina/lepirudina Hoechst S. cerevisiae

Regranex rh

Factor de crecimiento
derivado de plaquetas

Ortho-McNeil Pharma (US),
Janseen-Cilag (EU)

S. cerevisiae

Revasc Hirudina/desirudina Aventis S. cerevisiae
Twinrix Antigeno de superficie de GlaxoSmithKline S. cerevisiae

virus de hepatitis B

Productos en etapas de desarrollo

Producto Indicacion medica Compaiia Sistema de expresion
Angiostatina Factor antiangiogénico CASI Pharmaceuticals P. pastoris
Inhibidor elastasico Fibrosis quistica Dyax P. pastoris
Endostatina Factor antiangiogénico CASI Pharmaceuticals P. pastoris
Factor de crecimiento Diabetes Transition Therapeutics P. pastoris
epidérmico analégico
Factor de crecimiento Deficiencia en factor de Cephalon P. pastoris
similar a la insulina-1 crecimiento similar a la

insulina-1
Seroalbumina humana Estabilizar el volumen Mitsubishi Pharma P. pastoris

sanguineo en quemaduras /

shock
Inhibidor de la calicreina | Angioedema hereditario Dyax P. pastoris

Tabla. 3 Produccion de proteinas terapéuticas en S. cerevisiae y P.

pastoris [116]

Durante el crecimiento a gran escala puede evidenciarse perdida del pldsmido, de

manera que lo més seguro es intentar de incorporar los genes a expresar de manera

estable.

En Diciembre de 2009 la FDA aprobd la primera proteina recombinante de uso

terapéutico en humanos producida en P. pastoris KALBITOR® (una proteina de 60 Aa

inhibidor de la calicreina) para el tratamiento de ataques agudos de angioedema

hereditario (HAE).
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<> Hongos filamentosos
Los hongos filamentosos son mds evolucionados que las levaduras y por consiguiente
poseen un aparato de modificacién postraduccional mas complejo, y por tanto mads
similar a los mamiferos. Se han expresado complejas proteinas, tales como t-PA
(activador tisular del plasminégeno) en A. nidulans, obteniendo un patrén de
glicosilacion muy similar al humano. Para la produccién de proteinas recombinantes, se
prefieren las especies que son ampliamente empleadas en la industria para la produccion
de enzimas, 4cidos y los antibidticos y por lo tanto poseen estado GRAS, entre ellas se
destacan A. nidulans, A. niger, A. sydowii, A. awamori, varios especies de Fusarium y
de Trichoderma, Penicillium chrysogenum 'y Acremonium chrysogenum [115].
<> Cultivos de células de mamiferos y células de Insectos

Los cultivos de células animales son los sistemas de mds alta similitud con respecto al
patrén de las modificaciones postraduccionales de las células humanas. Sin embargo,
los sistemas de cultivo son mds complejos y costosos. Entre los sistemas mas conocidos,
las células de insecto transformadas mediante baculovirus vienen en alza en popularidad
comparable con P. pastoris. En 2007, la FDA aprobé la comercializacién de Cervarix®
(GlaxoSmithKline), una vacuna recombinante no infecciosa desarrollada para la
prevencion de la infeccién por los tipos 16 y 18 del virus del papiloma humano que
causa cerca del 70 % de los casos de cancer cervical. Fue la primera vacuna aprobada en
humanos producida bajo este sistema de expresion. Mientras que la ultima aprobada fue
la vacuna a subunidad denominada Flublok, para el Virus de la influenza aviar en 2013.
Posteriormente, se aprobé una vacuna recombinante contra la influenza, Flublok
Quadrivalent (cuatro ingredientes), estd disponible durante la temporada de influenza
2020-2021. La FDA aprobd por primera vez la vacuna Flublok Quadrivalent en los
Estados Unidos para su uso en adultos de 18 afios de edad o mds en el 2017. La version
trivalente anterior que fue aprobada en el 2013, pero luego fue reemplazada por la
version tetravalente.

Los baculovirus son un tipo de virus que infectan artropodos, especialmente
lepidépteros. En los tultimos estadios del ciclo de infeccion de estos virus, las particulas
virales se empaquetan en cuerpos de inclusion de forma poliédrica que se localizan
dentro del nucleo celular y estdn compuestos mayoritariamente por una proteina
denominada poliedrina, que se sintetiza en grandes cantidades al final del ciclo infectivo

(puede llegar hasta un 50 % de las proteinas totales de la célula). La formacion de los
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poliedros es necesaria para que el virus pueda pasar de un huésped a otro, pero no es
requerida para mantener al virus en cultivos celulares. Por lo tanto, parte del gen que
codifica la poliedrina puede ser reemplazado con el fin de expresar una proteina de
interés en cultivos celulares bajo la regulaciéon del promotor de la poliedrina (el
promotor mas fuerte que se conoce en la naturaleza). El genoma de los baculovirus es
demasiado grande (aproximadamente 180 kbp) para ser manipulado directamente con
las técnicas convencionales de ingenieria genética, por lo tanto los vectores de
expresion de este tipo generalmente se construyen por medio de algin evento de
recombinaciéon homdloga o sitio especifica, como en el caso de sistema comercial Bac
to Bac® (Invitrogen), en el que el DNA heter6logo inicialmente se inserta en un vector
bacteriano de transferencia que es capaz de transponer el gen de interés a un vector de
expresion béculoviral (bacmido). La mayor ventaja de los sistemas de expresion
derivados de béculovirus es que las proteinas fordneas se expresan a alto nivel,
experimentando modificaciones post-traduccionales similares a las producidas en
células de mamiferos y en la actualidad, se ha logrado adaptar lineas celulares de
insectos a algunos de los requerimientos habituales de la produccién a gran escala.

Con respecto a la expresion en células de mamiferos, las lineas mas utilizadas son las ya
mencionadas CHO, las BHK (baby hamster kidney), Vero (rifién de mono verde), HeLa
(cancer cérvico-uterino humano). Estas ultimas son el linaje celular humano mas
antiguo. Estas células derivan de una muestra de cancer cérvico-uterino obtenida el 8 de
febrero de 1951 de una paciente llamada Henrietta Lacks (de alli el acrénimo He
{nrietta} La{cks}) quien falleci6 el 4 de octubre de ese mismo afno debido al cancer.

Su utilizacién produce la interpretacion in-vitro mas exacta de la proteina natural por lo
que se las utiliza mucho para producir proteinas en las cuales su actividad es pura y
exclusivamente derivada de sus modificaciones postraduccionales, de manera que los
costos de produccion sean debidamente justificados. La mayoria crecen adheridas (en
monocapa), algunas crecen en suspensiones o pueden crecer ancladas en microcarriers.
Poseen tiempos de duplicacién generalmente lentos, entre 15 — 25 horas, sus
requerimientos nutricionales son complejos, y son muy susceptibles a la contaminacion
y muy sensibles al estrés. Las células CHO son el huésped eucariota mds cominmente
usado para la produccién industrial de proteinas recombinantes terapéuticas.

Las células CHO son el equivalente en mamiferos a E. coli para la investigacion y la
produccién biotecnoldgica. Se caracterizan por su relativamente réapido crecimiento y

porque se pueden cultivar en suspension. Las células de mamifero se han utilizado para



Capitulo 1

producir mas de la mitad de las proteinas de uso terapéutico y la mayoria de las
moléculas glicosiladas comerciales se realizan en este sistema de expresion. Las células
CHO y BHK han sido hasta el momento las mds utilizadas para la produccién industrial.
Sin embargo, ningtin sistema se puede considerar en general superior a cualquier otro.
Para cada producto, se debe encontrar su sistema de expresion adecuado y el mismo
debe ser optimizado individualmente, tanto en el dmbito genético como a escala
fermentativa, pero teniendo en cuenta las propiedades del producto, el organismo y los
vectores de expresion [117].

Para finalizar la seccidn, los criterios generales de decisién para la eleccién de un
sistema de expresion para la produccion farmacéutica es su perfil farmacoldgico de
actividad producido en el contexto del patrén de las modificaciones postraduccionales
requeridas, seguido luego de la rentabilidad y por dltimo de la aceptacién por el parte de

las autoridades.

1.5.2 Escherichia coli como sistema de expresion

En la presente seccion de tratardn aspectos basicos sobre la utilizacion de E. coli como
sistema de expresion. Se repasaran aspectos de su fisiologia y se profundizaran los
aspectos que estaran vinculados, en el préximo capitulo, con las evaluaciones de las
hipétesis de esta tesis. A la fecha, una innumerable cantidad de revisiones pueden
encontrase acerca de la expresion de proteinas recombinantes en E. coli, algunos autores
tratan sobre estrategias de estabilizacion de pldsmidos, reduccién en la produccién de
acetato, desviacion de flujos metabdlicos debido a la induccién de la expresion, carga
metabodlica, exportacion de proteinas al medio de cultivo, y también estrategias de
cultivo en alta densidad.

Sin duda adn hasta la fecha, es el hospedador bacteriano més importante desde que fue
utilizado para producir la insulina humana recombinante de Eli Lilly en 1982, siendo
esta la primera proteina recombinante aprobada para uso en humanos. Este fue uno de
los aportes mds importantes de la biotecnologia moderna hasta la fecha.

Que sea hasta hoy en dia uno de los sistemas mds empleados posiblemente se deba a
que es uno de los microorganismos mas estudiados, su genética es bien conocida, es una
bacteria muy sencilla de manipular, tiene una tasa de crecimiento elevada en medios

minimos, con escasos requerimientos nutricionales y en la actualidad existe una gran
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disponibilidad de cepas y vectores, especialmente desarrollados para aumentar los
niveles de expresion (que pueden alcanzar hasta un 30 % de las proteinas totales). Todo
esto conlleva a la obtencién de grandes cantidades de la proteina recombinante de
manera sencilla y econémica, lo que lo convierte en un sistema ideal para la obtencién a
gran escala [118].

Los numerosos estudios en los ultimos 15 afios han demostrado que pueden expresarse
proteinas complejas de diferentes origenes, algunas de ellas con mudltiples puentes
disulfuro donde generalmente no se pliegan correctamente en bacterias y se acumulan
en gran medida como cuerpos de inclusion (IB). Existen numerosos ejemplos de
proteinas comercialmente importantes que no pueden ser producidas inicialmente en
forma activa, como diversos factores de crecimiento, de manera que inicialmente se
obtienen de manera de IB y posteriormente se renaturalizan hasta obtener su forma
activa. [119-123]. En muchos casos estas etapas de “renaturalizaciéon” se las considera
como una etapa de més en el proceso de purificacién dado a que el balance entre los
costos de produccién y rendimiento frente al alto valor agregado del producto final
hacen que sea conveniente la utilizacion de sistemas bacterianos por sobre los costos de
sistemas de células de mamiferos, este es uno de los motivos por el cual E. coli sigue
siendo elegida como sistema heter6logo de expresion, a pesar de tener la tarea de
producir incluso proteinas muy complejas.

A continuacién, se describirdn los aspectos mds importantes a tener en cuenta en el

desarrollo de un sistema de expresion.

Los tres factores influyen en la
expresion de proteinas

Célula

Hospedadora

Vector de
expresion

Condiciones de
Cultivo (/Induccion)

Figura 6: Factores que influyen en la expresion de proteinas.
Tomado de [118]

= Vector de expresion



Capitulo 1

Un vector de expresion contiene un conjunto de elementos genéticos configurado en
forma Optima para modular los aspectos de la produccién de proteinas. Ademds, la
inclusion de un gen de resistencia a antibidticos facilita seleccion fenotipica del vector,

y el ORI determina el nimero de copias del vector.

l *[ RBS |
P —»

R .35 -10 sD coding sequence  TT Tet Ori

’/J ‘\l STOP codon
-35 -10 UAAU

TTGACA (N)17 TATAAT UGA
UAG

START codon

mRANA 5  UAAGGAGG (N)g IAUG (91%)
16S fANA 3 LoAUUCCUCC GUG (8%)
UUG (1%)

Figura 7 Representacion esquematica de las caracteristicas mas
destacadas y los elementos de secuencia de un vector de expresion
procariético. Tomado de Makrides [117].

X/

> Promotores

Los promotores generalmente deben poseer las siguientes caracteristicas, deben ser
fuertes, capaz de producir la induccién en el momento requerido. Algunos de ellos
pueden alcanzar entre 10-30% de la proteina celular total. En segundo lugar, el
promotor debe exhibir un nivel basal minimo de transcripcion; es importante que el
promotor sea reprimible particularmente para los casos en que la proteina de interés sea
téxica o perjudicial para el crecimiento de la célula huésped. Los promotores deben ser
capaces de ser inducidos de una manera sencilla y rentable. En E. coli la induccién
térmica y quimica son técnicas ampliamente utilizadas en gran escala. La produccién de
proteinas terapéuticas humanas por medio de la induccién quimica mediante IPTG a
gran escala no es lo ideal debido a su toxicidad, su costo y su dificil eliminacién de
excedente en el medio de cultivo, es por ello que sustancias andlogas como la lactosa o
el suero ldcteo mismo fueron evaluados como alternativas, aunque con un optimismo
moderado. Los promotores que se inducen térmicamente pueden generar en el
hospedador respuesta de choque térmico y por tanto el incremento concomitante de

proteasas [130].
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En este aspecto en esta tesis se evaluaron dos tipos de promotores, por un lado el
mencionado inducibles por IPTG, un sistema comercial pET-22b / BL21 (DE3), y por
otro lado el promotor de la fosfatasa alcalina inducible por la disminucién en la

concentracion de fosfatos.

+» Sistema de clonado y expresion proteica en el sistema pET-22b / BL21
(DE3)

Como se menciond, la expresion de proteinas en sistemas procariotas es una
herramienta muy utilizada para varios fines. Por ejemplo, es muy ttil para la generacion
de anticuerpos, para hacer ensayos estructurales y de actividad, o por la utilidad
comercial que puede revestir ese péptido en particular. Uno de los sistemas de mads alta
difusion es el formado por el plasmido pET-22b y la cepa de Escherichia coli BL21. La
expresion de péptidos en este vector se realiza mediante la induccién de la expresion de
la RNA polimerasa del fago T7, que estd bajo el promotor lac en el genoma de la
bacteria. Los genes de interés son clonados en este plasmido bajo el control del
promotor transcripcional del bacteri6fago T;. Para la producciéon de proteinas, el
pldsmido recombinante es transferido a cepas de E. coli cuyo genoma incluye un
liségeno del fago A, DE3, que posee un marco de lectura codificante para la RNA
polimerasa del fago (BL21-DE3). Por otro lado, el unico promotor que dirige la
transcripcion del gen de la RNA polimerasa de T7 es el promotor lacUV5, inducible por
lactosa e inhibido por glucosa, permitiendo de esta manera controlar indirectamente la
expresion de la proteina de interés por el agregado de un andlogo de lactosa como el
IPTG. La figura 7 muestra la cascada de induccién propuesta para este sistema.
Ademads, este sistema nos permite clonar, si se desea, en marco continuo con la
secuencia codificante para el péptido de localizaciéon al periplasma, pelB, y con la
secuencia codificante para la cola de histidina, simplificando de esta manera el paso de

purificacion de la proteina.

Caracteristica Localizacién (bp)
Promotor de Ty 361 - 377
Inicio de transcripcién de T; 360
Secuencia codificante para pelB 224 - 289
MCS (Ncol — Xhol) 158 - 225
Secuencia codificante para His — Tag 140 - 157
Terminador de T 26-72
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Secuencia codificante para el represor lacl 764 - 1843
Origen de replicacion pBR322 3277

Origen de replicacion f; 5027 - 5482
Resistencia a Ampicilina 4038 - 4895

Tabla. 4: Elementos que componen el plasmido pET-22b. Tomado
de [130]

La figura 8 muestra el esquema de la cascada de induccidn del sistema pET-22b (+) — E.
coli BL21/DE3. La induccién con IPTG posibilita la generacion de mRNA codificante

para la RNA polimerasa del bacteriéfago T7. Esta polimerasa transcribe el gen de interés

clonado en el pldsmido pET.
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Figura 8: Esquema de la cascada de induccién del sistema pET-

22b (+). Tomado [130]
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T7 promoter primer #68348-3

I
Bgill T7 promoter » lac operator Xba | rbs
e CG! c \.-»'“ AATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGEATAACAATTCCCC LM‘;' \| .I. (~ Y. ...‘,.W._-
Nde Ssph pelB leader = =0 BamH|_ EcoR| Sac
Me euleufro aflaflablyleuleuleuleuAlallaCl nfroAl aMet Al gMet Aspl el yl leAsnSerAspProAsnSerSerier
Eagl Aval signal peptidase

Sall Hindlll _Notl  Xhol

His*Tag
AL A CACE AL CATE CTECTAACAAAGE CCCAAAREAARE TEAGTTERLTBE TELE AC CRL

ValAsplysleuAlaflaAlaleuBl uHisHIi sHisHI sHIsHI sErd
T7 terminator T7 terminator primer #88337-3

TARE ATAALEFr TT O RrrF TE TAAAP L T TT AR TTTTTT O

Figura 9: Detalle de la secuencia nucleotidica de la region de
clonado del vector pET-22b(+)

+» Sistema de expresion mediante el promotor de la fosfatasa alcalina (phoA)

El fosfato como ion constituye uno de los nutrientes mds esenciales. El fosforo se
encuentra en diversas biomoléculas, y tiene un importante papel en las vias de
transduccién de sefiales [131]. Su metabolismo se encuentra estrechamente relacionado
con otros muy diversos como por ejemplo el de las rutas centrales del metabolismo del
carbono [132]. Todas las células vivas regulan sofisticadamente la absorcién de fosfato,
con el objetivo de poder sobrevivir incluso bajo la condicién de limitacién de fosfato
[133-134]. Cuando los niveles extracelulares de fosfato inorgdnicos son bajos, se
dispara una cascada de senalizacion mediante un sistema de traduccién de senales la
cual activa una cascada de fosforilacion, que produce la induccién de muchos genes
incluyendo, el gen que codifica la fosfatasa alcalina [133]. El objetivo de la misma es
hidrolizar compuestos organofosforados para liberar ortofosfato y de esta manera
obtener una fuente de fosfato [135]. La fosfatasa alcalina, no tiene un sustrato especifico
y se sabe que para su funcionamiento se requiere Zn>* y Mg?** como cofactores
enzimaticos.

E. coli contiene aproximadamente 15 mg de fosfato por g (peso celular seco), el mismo
puede ser acumulado en la forma de poli fosfatos en el interior de la célula, y a pesar de
que se ha informado durante décadas, su papel atin no estd claro. Los poli fosfatos han
estado siempre implicados en el almacenamiento de energia y como fuente de fosfato
dentro de la célula [132].

La region promotora de la fosfatasa alcalina de E. coli fue secuenciada y publicada por

Y. Kikuchi y col en 1981 [136]. Basicamente se activa cuando el nivel de fosfato
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inorgénico se encuentra por debajo de un umbral. Este serd un punto a determinar en
esta tesis. Segln algunos autores, para E. coli ese valor rondaria los 4 uM. Por debajo
de esa concentracion, comienza la sefializacién causando cambios de conformaciones en
el sistema compuesto por PhoR y PhoB (los principales componentes del regulén Pho),
finalmente PhoB actiia como activador de la transcripcion para el sistema del promotor
de la fosfatasa alcalina [133]. El promotor de la fosfatasa alcalina, al igual que otros, es
un promotor nutricional, y podria ser activado en fase estacionaria, algo de esperar que
suceda en condiciones de limitacién a expensas de haber alcanzado altas densidades
celulares y es por ello que tiene un gran potencial en procesos biotecnoldgicos para la
produccion de proteinas heter6logas a gran escala. Por otra parte, la inanicién de fosfato
seria una forma relativamente barata para la induccién, y es por ello que el promotor

phoA ha sido utilizado en la produccién de numerosas proteinas recombinantes.

[P;] < 4uM [P;] > 4uM

Periplasm ®
PstS PstS

StAPstC Inner membrane Eﬁ%tg
st{ Pst st{ PstB} £
hoRIF Cytosol ho

&S i ®>
1

PhoB regulated genes

®

Figura 10 Esquema general de la cascada de activacion del
promotor de la fosfatasa alcalina. Tomado de [133].

Dentro de este sistema, la produccién de una proteina recombinante puede realizarse en
forma desnaturalizada mediante la formacion de cuerpos de inclusion. Estos agregados
proteicos insolubles se generan por un desbalance entre la sintesis de proteina y el
proceso de plegado molecular para la obtenciéon de la conformacién tridimensional
adecuada.

La obtencién de cuerpos de inclusiéon de una proteina de interés presenta dos grandes
ventajas de productividad, a saber: (a) se obtienen grandes cantidades de producto, (b)
se logra un alto grado de purificacién en pocas operaciones unitarias por la separacion
de la fraccién soluble (proteinas y productos celulares) de la fraccién insoluble
compuesta por los cuerpos de inclusién y (c) los cuerpos de inclusién son resistentes al

ataque de proteasas. Sin embargo, para que el producto final (proteina) sea activo, debe
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poseer la estructura tridimensional adecuada. En el caso de las proteinas, esto significa

realizar un proceso de renaturalizacion. Dentro de este proceso de renaturalizacion,

resulta necesario entre otras cosas, la formacién de puentes disulfuro entre residuos de

cisteina los cuales existen naturalmente en la estructura natural de la proteina. En

general, esta etapa es la limitante del proceso mencionado.

Algunas proteinas expresadas mediante el promotor de la fosfatasa alcalina de E. coli

Proteina recombinante Rendimiento Cepa de E. coli Autor
(mg/L)

Factor de crecimiento 0.2 C600 (pTA1522) Okay col. (1985)
epidérmico humano (hEGF)
Factor de crecimiento 1.0 YKS537 (pTA1522) Okay col. (1985)
epidérmico humano (hEGF)
Glutatién S-transferasa S1 12 DH5a (pBAce) L.-F. Liu y col. (2002)
(GST)
Anticuerpo humanizado 1000 - 2000 25F2 (pAK19) Carter P y col. (1992)
F(ab")2
Hormona de crecimiento 25 W3110 (phGHA4L) Chang y col. (1987)
humano (hGH)
Estimulador de linfocitos B 435 8DI1(E. coli K-12 / W3110) Laird MW y col. (2005)
(BLyS) (p2615)
Activador tisular del n.d. E15 (pSA514/F3) Liibke C y col. (1995)
plasminégeno (IV dominio)
Hormona adrenocorticotropa 0.5 E15 (pSA186) Daum, J y col. (1989)
(ACTH)
Citocromo P-450 reductasa 47 HB101 (pBAtCPR) Hayashi, S y col. (2003)
(higado de ratén)
Ornitina descarboxilasa 15-30 S$606 (pBAce) Craig y col. (1991)
Hipoxantina-guanina 55-64 S$606 (pBAce) Wang, C.Cy col. (1991)
fosforribosiltransferasa
Adenosina Quinasa 20 RH (pBAce) Roos, D.S y col. (1999)
HO-1 (hemo oxigenasa 1 35 DH5aF” (pBAce) Montellano, P.R.O y col. (1995)
humana)
rHO-1 13-30 IM109 (pBAce) Noguchi. M y col. (1996;1998)
o-Amilasa de Bacillus subtilis n.d K12 LE392 (lac+) (pAMYA) K.I. Tachibana y col. (1987)
Palidipina de Triatoma 0.08 -0.86 E15 (pSB/pho) BL20 B. Haendler y col. (1995)
pallidipennis (pKK/cph)
Factor de crecimiento 332 YK537 (pAET-8) Y. Wang y col. (2005)
epidérmico humano (hEGF)
Factor de crecimiento 78.7-765 DA19 (pAETS) Han Yun y col. (2007)
epidérmico humano (hEGF)
Activador tisular del 0.18 SF110 (pAP-stII-tPA) Qiu y col. (1998)
plasminégeno
Hormona de crecimiento 11 294 (pHGHS507) Chang y col. (1985)
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humano (hGH)

Enterotoxina resistente al 400 27C7 (phGHI) Simmons L C y col. (1996)
calor (tipo 1)

Endostatina humana 40 YK537 (pENM) Xu R, y col. (2002)
Interferon a-Humano n.d C600 (pTA1504) T. Miyake y col. (1985)
Angiostatina humana (K1-4) Esta tesis. BL21(DE3) Esta tesis.
Angiostatina humana (K1-4) Esta tesis. DH5a Esta tesis.

Tabla. 5 Algunas proteinas expresadas empleando el promotor de
la fosfatasa alcalina. Tomado de [133].

1.5.3 Factores que limitan la expresion en Escherichia coli.

Como se menciond anteriormente, hasta la fecha E. coli sigue siendo el sistema de
expresion mds importante para la expresion de proteinas heter6logas. Para la produccion
a gran escala, los cultivos de E. coli de alta densidad celular, han sido objeto de
numerosos estudios desde principios de 1970. Las investigaciones se han centrado en la
mejora de las técnicas de cultivo, la manipulacién de la fisiologia de la bacteria
(relacion hospedador/DNA fordneo) o ambos. Estas estrategias de crecimiento, junto
con la optimizacion de la composicion del medio y la aplicacion de métodos de biologia
molecular, hacen posible el cultivo de E. coli a densidades celulares de hasta 190 g/L.
(peso seco).

Sin embargo, la fuerte expresion de proteinas recombinantes en bacterias afecta el
metabolismo de carbono y de energia lo que resulta en la inhibicién del crecimiento y la
formacion de dcidos orgdnicos. La produccién de acetato bajo condiciones aerdbicas es
un problema constante en los cultivos de E. coli. La produccion de acetato es indeseable
ya que representa un derroche de fuente de carbono, afecta el pH y el gradiente de
protones transmembrana, entre otros efectos [137]. Uno de ellos es la disminucién de
copias de plasmido como muestra la figura 11, evidenciando por tanto una merma en el
rendimiento de la producciéon de la proteina de interés, debido a la acumulacién de

acetato en el medio [138].
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Figura 11 Contenido especifico de plasmido en funcion del acetato
acumulado en un cultivo de E. coli en batch bajo condiciones
aerobicas y a pH constante. Tomado de A. Lara, 2011

La produccién de acetato bajo condiciones aerdbicas se atribuye a un desbalance entre
los flujos de carbono proveniente de glucosa (la cual es transportada a través del sistema
de fosfotransferasa) en la glicdlisis y el ciclo de los acidos tricarboxilicos, lo que
conduce a una acumulacién de acetil coenzima A, la cual se transforma a acetato que se
transporta hacia afuera de la célula [138]. En la figura 12 pueden verse detalles de estos

procesos metabolicos.

a b

1 Glucose
1 Glucose

8 AT EATR
Y 2 ATP el
ADE, O
ADP, 0, 2410 4

d Acetyl-CoA A
T concon - st

. 14 ATP 3
TCA \I | |
ADP, O, o W 2 ATP

Figura 12: Vias de formacion general de acetato fermentacion
(oxidativa), a y respiracion, b. Tomado de Basan, 2015.

Este fendmeno de produccion de acetato es conocido como sobre flujo metabdlico.
Aunque este fendmeno es bien conocido sus mecanismos de regulacién atn no estan

claros y dependen del microorganismo hospedador. Una manera de evitar el sobre flujo
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metabodlico es restringir la velocidad de consumo de glucosa mediante la adicién
controlada de una solucién concentrada al biorreactor. Esto puede hacerse mediante
esquemas de alimentaciéon constante, alimentacién con incremento lineal, con
incremento exponencial, o empleando algoritmos de control mads sofisticados para
controlar el consumo mediante efectos indirectos del metabolismo, como la variacion de
la tension de oxigeno disuelto (DOT) o el pH.

La expresion de una proteina recombinante en una célula huésped utiliza una cantidad
significativa de recursos, la eliminacién de esos recursos del metabolismo eleva la carga

metabdlica, alterando dramdticamente la bioquimica y la fisiologia del hospedador.

<> Causas de la carga metabélica
Los primeros experimentos de ingenieria genética tendian a ser considerados exitosos
una vez que se obtuviera un nivel aceptable de expresion del gen introducido. Sin
embargo, esta perspectiva, en su mayor parte, ignora cualquier cambio fisiolégico del
organismo huésped que pudiera producirse como consecuencia de la introduccién del
DNA extrano. Actualmente, se sabe que la introduccién y la expresion de DNA foraneo
cambian el metabolismo de ese organismo en formas que pueden deteriorar el
funcionamiento metabdlico normal del organismo. Estos cambios se producen como
consecuencia de la "carga metabdlica" que se impone sobre el hospedador por el DNA
que se ha introducido. La carga metabdlica se puede definir como la porcién de los
recursos de la célula huésped - ya sean en la forma de energia tales como ATP o GTP, o
materias primas tales como aminodcidos - que se requiere para mantener y expresar
DNA extrafio, ya sea como RNA o proteina, en la célula. Hay una variedad de razones
por la introduccién de DNA extraiio en una célula huésped puede conducir a la
imposicién de una carga metabdlica [139-140]. Por ejemplo, se requiere una cierta
cantidad de energia celular para mantener la presencia del DNA exdgeno recién
introducido en una célula huésped, en donde el aumento del tamafio de plasmido
requiere cantidades cada vez mayores de energia celular [141-143], por tanto se ha
encontrado que al aumentar el tamafo del pldsmido, la carga metabdlica tiende a
aumentar, como asi también con el incremento del ndmero de copias. Cuanto mayor sea
el pldsmido o el nimero de copias del plasmido, mayor es la cantidad de energia
requerida para mantener que el DNA dentro de la célula huésped, y por lo tanto menor
serd la tasa de crecimiento especifico relativo y el nivel de expresion de genes fordneos

por plasmido [144-145].
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La cantidad de oxigeno disuelto en el medio de crecimiento es a menudo insuficiente
para tanto el metabolismo 6ptimo de la célula huésped, el mantenimiento del pldsmido y
la expresion [146-147]. Se observé que, siempre y cuando el medio de crecimiento
celular contenga suficiente oxigeno disuelto, las células huésped de E. coli mantienen
establemente un plasmido que expresa resistencia a ampicilina y tetraciclina, incluso en
ausencia de cualquier presion selectiva [146]. Sin embargo, en cultivos en los cuales el
nivel de oxigeno disuelto se reduce rdpidamente, el nimero de células que contienen el
plasmido se puede reducir incluso a menos del 1% de la poblacién celular, incluso
cuando la ampicilina estaba presente en el medio. Es bien sabido que es dificil de
mantener un nivel elevado y uniforme de oxigeno disuelto a lo largo de un cultivo a
gran escala, y pueden existir limitaciones de oxigeno transitoriamente a lo largo del
mismo [147]. Cuando esto sucede, el plasmido introducido puede llegar a ser inestable
reduciendo asi el rendimiento de la proteina de interés. Esta es una consideracion
importante cuando i) el cultivo es grande y no puede ser mezclado de manera eficiente
para proporcionar suficiente oxigeno a todas las células, especialmente a altas
densidades o ii) la fermentacion se lleva a cabo en forma de cultivo continuo y existe la
posibilidad de que las células libres de pldsmido pueden eventualmente dominar el
cultivo.

La biosintesis de proteinas es el proceso energéticamente mas caro. Por ejemplo, varias
moléculas de GTP se consumen para cada aminoicido que se agrega a una cadena
peptidica en crecimiento y una molécula de ATP se hidroliza para cada aminoacil-tRNA
que se forma. Por lo tanto, no es sorprendente que la sobreproduccién de uno o mas
proteinas extraflas codificadas dentro del DNA introducido en la célula huésped
deberian ser un debilitante de la célula huésped [148-149]. La sobreproducciéon de
proteinas recombinantes puede causar una carga metabdlica en la célula huésped, ya sea
por el agotamiento de las reservas de algin aminoacil-RNAt determinado (o incluso
ciertos aminodcidos) o por una combinacion de ambos, y a su vez por los factores antes
mencionados.

La magnitud de la carga metabdlica causada por la sobreproduccion de una proteina
depende de la medida en que la proteina recombinante se produce en exceso, el nimero
de copias y el tamafo del vector de expresion, el estado metabdlico de la célula, la
composicién del medio de cultivo y la cantidad de oxigeno disuelto en el medio de

crecimiento. Por definicidn, la expresion de cualquier proteina extrafia en una célula
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huésped utilizard parte de la energia y los recursos de la misma y por lo tanto causar
cierta carga metabolica.

A pesar de que no entra en la definicidn antes mencionada, las actividades enzimaticas o
las propiedades fisicas de algunas proteinas pueden interferir con el funcionamiento de
la célula huésped, por ejemplo mediante la conversion de un intermediario metabdlico
importante y necesario en un compuesto que es irrelevante, o incluso téxico, para la

célula [155-156].

X Los cambios fisioldgicos a la célula huésped
La imposicion de una carga metabdlica puede causar una variedad de cambios en la
fisiologia y el funcionamiento de la célula huésped. Uno de los cambios mads
comuinmente observado es una disminucién en la tasa de crecimiento de las células
[157-158]. La carga metabdlica hace que las células huésped portadoras del plasmido
crezcan mdas lentamente que las células huésped no transformadas, también puede
causar, en ausencia de presion selectiva, y que el plasmido introducido se pierda
rapidamente [157] [159]. Cuando esto sucede, las células libre de pldsmido compiten
junto con las células que lo contienen con la consecuente disminucién en la cantidad de
plasmido codificada proteinas (objetivo) que se produce [160-161].
Dado que las células que crecen en presencia de una carga metabdlica generalmente
tienen un menor nivel de energia disponible para una variedad de funciones celulares,
los procesos metabdlicos intensivos en consumo de energia de la célula son,
invariablemente, una de las primeras cosas que se verdn afectados negativamente por
una alta carga metabdlica.
La mayoria, si no todos, los organismos tienen un mecanismo bioquimico que ayuda de
manera coordinada hacer frente a una variedad de condiciones ambientales adversas,
como puede ser la respuesta al choque térmico [162].
Generalmente cuando un sistema comienza a sobrellevar la carga metabdlica las
respuestas comienzan a ser muy diversas como la aparicién de la respuesta de choque
térmico, activando la sintesis de proteasas celulares. Otros fendmenos que suelen
aparecer son las sefales debido a el agotamiento de los nutrientes, o el agotamiento
temporal de "bloques de construccidon", tales como aminodcidos, que resulta del alto
nivel de expresion de una proteina extraiia [163]. Tal agotamiento de aminoacidos se
puede producir como consecuencia simplemente de la sintesis de genes de resistencia a

antibidticos codificados en el plasmido [163].
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Los codones a utilizar, que dependen de la naturaleza del gen introducido, pueden no ser
los mismos que los codones utilizados para sintetizar otras proteinas celulares [160].
El resultado neto es la induccién de la respuesta de choque térmico de la célula huésped
con lo cual la proteina recombinante puede ser rdpidamente degradada por las proteasas
de la célula huésped.

<> Estrategias para evitar problemas asociados con carga metabdlica.
Una estrategia simple para disminuir la magnitud de la carga metabdlica en una célula
huésped es utilizar, vectores con bajo nimero de copias, en lugar de elevado nimero de
copia [165].
Como se menciono, la expresiéon de muchos genes marcadores de resistencia a
antibidticos junto con el gen fordneo en el vector plasmido es una de las principales
causas de una carga metabodlica. [164]. La estrategia de utilizar promotores fuertes y
constitutivos, o por periodos prolongados desacoplados del crecimiento casi siempre
resulta debilitante y, a veces letal — para el hospedador [166-167]. Los altos niveles de
expresion podrian ser alcanzables a través del uso de promotores fuertes, pero
regulables [153] [165] [168-169].
En el caso de una eventual estrategia de produccion, el cultivo puede llevarse a cabo en
dos etapas. Durante la primera, la etapa de crecimiento, el promotor que controla la
transcripcion del gen es "desactivado" bien sea por ausencia de inductor, bien sea por
presencia de un represor. Durante la segunda, la etapa de induccidn, el promotor es
activado cambiando las condiciones del cultivo [171]. Esta estrategia puede ser eficaz
en la reduccién de la carga metabdlica durante la primera fase de la fermentacion [172].
A menudo es dificil de lograr altos niveles de expresién de genes fordneos y una alta
densidad celular al mismo tiempo. Como se menciond es asi debido a la acumulacién de
productos de desecho nocivos, especialmente el de acetato, que puede inhibir tanto el
crecimiento celular y la produccién de proteinas.
Existen distintos sistemas apropiados para cultivar microorganismos. Para este fin se
utilizard como sistema de produccidn el cultivo batch alimentado, el que ha demostrado
ser el mas apropiado para obtener proteinas recombinantes [137]. En este tipo de cultivo
la alimentacion puede disefiarse de acuerdo a ciertas pautas o bien puede controlarse
automdticamente en funcién de alguna variable del cultivo, como el oxigeno disuelto o

la concentraciéon de fuente de carbono, entre otras, lo que le confiere una gran
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versatilidad. En particular este sistema permite obtener grandes cantidades de biomasa,
por lo que también se le conoce como cultivo de alta densidad.

Uno de los factores mds importantes para la obtencidén de proteinas recombinantes es
controlar la velocidad especifica de crecimiento () tanto para evitar el metabolismo de
sobreflujo [4] como para permitir un correcto plegamiento de la proteina. Hellmuth y
colaboradores [172] encontraron que la produccién de aprotinina : : f-galactosidasa, una
proteina de fusién, fue independiente del valor de W, mientras que la actividad especifica
fue méxima a valores de u = 0.13 h’!, resultado que sugiere que el plegado fue
dependiente de .

Finalmente uno de los aspectos a mencionar es la protedlisis puede ser otra de las
razones para una escasa produccion de proteinas recombinantes E. coli. La protedlisis
tiene, desde el punto de vista fisiologico, dos finalidades, la primera es la inactivacion
de proteinas reguladoras de vida media corta y la segunda la degradacion de proteinas
incorrectamente sintetizadas o mal plegadas [173], que carecen de funcién bioldgica y

eventualmente pueden ser toxicas para la célula [174].
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CAPITULO 2:
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis de Trabajo

Especificamente, esta tesis estd dirigida a estudiar la produccién de angiostatina, como
proteina modelo, en cultivos de alta densidad. Para la produccién de proteinas
recombinantes, el principal desafio radica en maximizar el rendimiento de proteinas
biolégicamente funcionales. En esta tesis, la produccion de angiostatina en E. coli se piensa
evaluar en dos sistemas de expresion, y determinar cuales son los pardmetros (composicion
de medio de cultivo, evaluacién de FCE, determinacién de concentraciones de inductor,
tiempos y temperaturas de induccién, evaluacion de FN, etc.) que optimizan la
productividad y ver de qué manera impactan en el proceso de cultivo en dos sistemas de
expresion de diferentes forma de induccién (Seccion 1.5.2). Como se menciond, a fin de
obtener informacién sobre el crecimiento de la cepa portadora del gen de la angiostatina y
de la cepa salvaje, se realizaran cultivos continuos a distintas velocidades de dilucion D. La
informacién obtenida permite realizar un andlisis estequiométrico del proceso vy,
posteriormente, determinar pardmetros de crecimiento como el rendimiento maximo en
biomasa y el coeficiente de mantenimiento celular, en cada caso, a fin de detectar
diferencias, si las hubiera. Por otro lado se puede detectar a que D se comienzan a detectar
dcidos orgdnicos, tanto en etapa de induccién como en ausencia de induccién, esta
informacién permite asignar ue: a la cual mantener constante en el modo de batch
alimentado a caudal exponencial. De esta manera, podria obtenerse informacion si es que
existe una relacion entre la u y la sintesis del producto exdgeno, en este caso angiostatina
[1]. Si bien es sabido, que en cultivos batch luego de la induccidn, la p varfa inversamente
con la concentracién del inductor (muy comun en casos donde la induccién es realizada

mediante IPTG) y se alcanza el cese del crecimiento cuando la concentracién relativa de la
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proteina exogena alcanza un 30 % de las proteinas totales [2], no hay evidencias de este
comportamiento para el sistema de expresion por deplecion de fosfato.

La inhibicién del crecimiento es evidente también por descenso de la velocidad de
crecimiento acompaifiado de un incremento de la tasa de producciéon de CO> después de la
induccién [3-4]. También puede observarse una deficiencia en la divisiéon celular, por
ejemplo si se toman células provenientes de un cultivo bajo condiciones de induccién se
observan dificultades en su habilidad de formar colonias en agar, en contraste a las células
en condiciones de ausencia de induccidn [5], fendémeno denominado fenotipo viable pero
no cultivable. Estos ultimos fendmenos son todos vinculados a los efectos de la carga
metabdlica [6].

Segtn la bibliografia (ver Capitulo 1), es sabido que la angiostatina posee al menos trece
puentes disulfuro y segin estudios en el mismo sistema de expresion con fines de
caracterizacion [7], sé demostrd que la proteina retiene su actividad luego de solubilizar los
cuerpos de inclusion con urea 8 M, de manera que la calidad del producto es una cuestion a
estudiar, sobre todo en el sistema de expresiéon por limitacion por fosfato donde la
expresion seria mas gradual que en el caso de la induccién por IPTG. Se sabe que la
induccién mediante IPTG puede favorecer la expresion de las proteinas de choque térmico
IbpA y IbpB y se ha encontrado una fuerte asociacién con la produccion de cuerpos de
inclusién en numerosas proteinas recombinantes.

A la fecha se comercializan varios productos obtenidos mediante esta tecnologia como ser
factores de crecimiento (GCSF, GMCSF) interferones; etc. Estos ejemplos corresponden a
moléculas de gran complejidad estructural, dado a que poseen puentes disulfuro y tienden a
formar cuerpos de inclusion, sin embargo, el alto valor agregado de los productos obtenidos
y la facilidad de obtener condiciones controladas de cultivo a escala industrial permite
obtener un producto apto para su uso terapéutico [8].

La producciéon de angiostatina mediante el clivaje enzimdtico del plasmindgeno ha
demostrado ser dificultosa [9], retrasando las pruebas clinicas. Por tanto, si bien la
produccién de angiostatina no posee a corto plazo un impacto muy marcado sobre el sector
productivo, la obtencion de cantidades suficientes del producto bioldgicamente activo
permitiria al menos iniciar los estudios clinicos necesarios. En este sentido, la produccién a

escala de laboratorio de angiostatina a partir de sistemas de expresion recombinante ofrece
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una alternativa atractiva para la investigacion del producto, y resulta de enorme valor para

el desarrollo posterior de terapias antitumorales.

2.2 Objetivos

Esta tesis contempla tres objetivos especificos.

1. Estudio del efecto de los componentes del medio de cultivo, del tiempo de

induccion.

Se partird de medios sintéticos como el de Riesenberg [9], estudiando en este caso la
concentracion inductor necesaria segun el caso, (concentracion optima de fosfatos tal que
resulte limitante del crecimiento y se evaluara un rango optimo de IPTG como inductor tal
que se obtenga una buena sefial de producto, pero que no sea lo suficientemente alto como
para exacerbar el estrés celular debido a la expresion heter6loga de angiostatina). Se
ajustard la concentracién de medio al sistema de cultivo que se utilice, por ejemplo, para
estudios en Erlenmeyer, como los que se utilizaran en esta etapa, se utilizard el medio a 1/5
de su concentracion original (5 g/LL de FCE), esto es a fines de evitar limitacién por Oa.

Este serd el medio de referencia y a partir de €l se estudiara:

a) El tiempo de induccién en medio sintético de referencia.

b) El efecto de distintas fuentes de carbono y de fuentes de nitrégeno complejas
como peptonas o extracto de levadura sobre la producciéon de angiostatina (se
tendrd en cuenta el fosfato que puedan aportar estas fuentes). Obviamente la
hipétesis aqui es que la produccion de angiostatina depende tanto de la naturaleza
de la fuente de carbono como de la de nitrogeno, y que puede haber interacciones
entre ellas.

c) El efecto de la protedlisis: Se realizara sobre un cultivo con el medio seleccionado

en el punto anterior.
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2. Estudio de la cinética del proceso.

La cinética se estudiard empleando cultivo continuo (CC) a distintas velocidades de
dilucidn, tanto en las cepas WT como con las cepas recombinantes obtenidas. Se analizaran
los resultados obtenidos bajo dos condiciones:

a) Limitacion por fuente de carbono y energia

b) Limitacién por fosfato.

En las series de experimentos ademds de medir la angiostatina obtenida, como proteina, por
gramo de biomasa, se evaluard de ser posible, la actividad bioldgica por gramo de biomasa
ya que no necesariamente ambos valores podrian correlacionarse.

La informacién relevante que brindardn estos experimentos serd: que limitacién es mds
conveniente, fosfato o fuente de carbono y energia, y a que valor de y deben hacerse los
cultivos. Por otra parte también se obtendrd informacién sobre el rendimiento celular
verdadero y el coeficiente de mantenimiento para esta construccion particular de E. coli.
Estos pardmetros serdn necesarios al momento de disefar la alimentacion en los cultivos
alimentados. Respecto a lo mencionado en 1.5.3, surge la hipdtesis de una probable
readaptacion metabdlica durante la limitacion por fosfato, por tanto surge plantear si solo la
| previa a la limitacion es la responsable excluyente de la re adaptacion en el momento de
la induccion de la expresion de angiostatina. Por otro lado permitiria evaluar el costo

energético de mantenerse a una determinada p.

3. Estudios sobre produccion de angiostatina en cultivos de alta concentracion celular

(Alta Densidad).

A partir de la informacion obtenida en el punto anterior se realizardn cultivos alimentados
exponencialmente fijando el valor de g a un us; y bajo la limitacién que resulte mas

conveniente segln el estudio anterior. En los casos donde se pueda se intentard evaluar la

angiostatina producida y la actividad bioldgica especifica.
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4. Evaluar un proceso de purificacion para la angiostatina para su posterior

determinacion de actividad biologica.

2.2.1 Objetivos Particulares

Objetivo 1:

a) Amplificar mediante PCR el gen que codifica para la angiostatina y clonar el gen de
manera de evaluar la expresion, en primera instancia, en el sistema bacteriano pET 22b
(+)/BL21 (DE3) de manera comparativa con el sistema de expresion pBAce / BL21
(DE3) — DH50. Sistema inducibles mediante la disminucién de la concentracién de

fosfatos en el medio de cultivo.

Objetivo 2:

a) Estudiar la produccion de angiostatina y evaluar el impacto de las limitaciones en el
bioproceso, en particular en cuanto al funcionamiento metabdlico de las células
huésped durante las etapas de induccion de la expresién en ambos sistemas de

expresion.

2.2.2 Objetivos Complementarios

a) Evaluar el estudio de las diferencias entre la cepa salvaje y la recombinante, en cuanto
al mantenimiento, rendimiento en biomasa y produccién de &4cidos organicos, bajo
distintas condiciones fisiologicas: En ausencia del pldsmido, en presencia del plasmido

y en condiciones de expresion para los dos sistemas propuestos.

b) Determinacion de la presencia de angiostatina en CC, bajo condiciones de limitacion en

fosfato y en carbono.
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CAPITULO 3:

MATERIALES Y METODOS

3.1 Cepas Bacterianas y Plasmidos

3.1.1 Cepas Bacterianas

Las cepas de E. coli BL21 (DE3) y DHSa fueron amablemente proporcionadas por la
Catedra de Virologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias (UNLP) y el IBBM. (Instituto
de Biotecnologia y Biologia Molecular — CONICET La Plata - UNLP).

One Shot® TOP10 (Invitrogen): Cepa de clonado de E. coli. Utilizada con el vector
pCR2.1-TOPO. Genotipo: F'{proAB, laclq, lacZAM15, Tnl0 (TetR)}, deoR, recAl,
araD139, gal, rpsL(StrR), endA1, nupG A-A(ara-leu)7697mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
080lacZAM15, AlacXT74. Al igual que las JM109, permiten la diferenciacion de las
colonias transformadas por el pldsmido obtenido por la unién del producto de PCR con el

vector pCR2.1.

BL21 (DE3) (Novagen): Cepa para expresion en E. coli. Genotipo: F ,dcm, ompT, lon,
hsdS (rB~ mB~), DE3{lclts857, indl, Sam’7, ninS, lacUVS5-T7} Cepa liségena del fago
ADE3 con la incorporacién del gen de la RNA polimerasa del fago T7 bajo el control del
promotor lacUV5 (inducibles por IPTG). Es auxétrofa para tiorredoxina y resistente a
kanamicina. Presenta deleciones en los genes ompTK y lon que disminuye la actividad

proteolitica evitando la degradacion de la proteina recombinante.
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DHSa: Cepa de clonado y expresion de E. coli. Genotipo: F~ ®80lacZAM15 A (lacZY A-
argF) U169 recAl endAl hsdR17 (tK—, mK+) phoA supE44 A\— thi-1 gyrA96 relAl. Como
otras cepas DHS, la cepa alfa transforma con alta eficiencia. Al igual que otras posee
caracteristicas particulares, como ser, la mutaciéon endAl inactiva una endonucleasa
intracelular que degrada el DNA pldsmidico en muchos métodos miniprep [1]. Posee la
delecion A (lacZ) M15, el cual es el alelo aceptor alfa que permiten la diferenciacion de las

colonias transformadas con muchos vectores basados lacZ.

JM109: Cepa de clonado. Genotipo endAl, recAl gyrA96, thi, hsdR17 (tk’, mk"), relAl,
supE44, A (lac-proAB), [F’, traD36, proAB, lagl"ZAM15]. La delecion del gen laclqgZM 15
permite la o complementacién con vectores lac* que facilita la deteccion de los clones

recombinantes (colonias azules y blancas) en presencia de X-Gal.

3.1.2 Plasmidos

pCR2.1TOPO (Invitrogen): Vector de clonacién de 3.9 Kb, disefiado para el clonado
rapido de productos de PCR utilizando la enzima DNA-Topoisomerasa I en lugar de la
DNA-Ligasa convencional. La insercion del producto de PCR dentro del vector interrumpe
el gen lacZ y por lo tanto las bacterias que posean estos pldsmidos tendrén el fenotipo Lac
y en presencia de un sustrato cromogénico como el X-Gal no desarrollaran color, mientras
que las bacterias que hayan incorporado el plasmido vacio se veran azules, lo que facilita el
screening de las colonias obtenidas. Ademds contiene dos origenes de replicaciéon: pUC y
de fi1; los genes nptll y bla que le confieren resistencia a kanamicina y ampicilina
respectivamente y sitios de union para primers universales de M13 que permiten verificar la

presencia del inserto.
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pET22b (+) (Novagen): Vector de expresion para E. coli. En este vector, el gen de interés
se coloca bajo el control del promotor T7 lac, al inducir con IPTG las bacterias BL21 (DE3)
producen la enzima RNA polimerasa del fago T7 que activa el promotor T-lac permitiendo
la expresion de la proteina recombinante. Este vector también contiene una secuencia de
direccionamiento (pelB) que promueve la exportacién de la proteina recombinante al
espacio peripldsmico de la bacteria y una secuencia que codifica para 6 histidinas en

tdndem (His-tag) que facilita la recuperacion de la proteina de interés.

amp

lacI

DET22b(+)

5493 bp

ori PBR322
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pBAce: Vector de expresion para E. coli. Posee el promotor del gen de la fosfatasa alcalina
de E. coli. La expresién se logra por una limitacion de fosfato en el medio de cultivo,
condicién bajo la cual se induce la cascada de sefializacion debido a un sistema de
traduccion de sefiales de membrana compuesto por las proteinas del sistema PhoR y PhoB
[2] que activa los genes controlados bajo este promotor phoA. El vector carece asimismo de
la secuencia sefal del gen de la fosfatasa alcalina, con lo cual la localizacién del producto
proteico es citoplasmdtica. El inserto se puede incorporar al plasmido por restriccion del
mismo mediante los sitios Ndel y Sall, ya que el vector posee un sitio Ndel adyacente al
ATG Yy sitios unicos de restriccion situados en el MCS. Posee un terminador de la
transcripcion (trpA) [3].

La resistencia a ampicilina se utiliza como factor de seleccion. Las secuencias del vector (a
excepcion del segmento entre Kpnl y Sall) son originarias del vector pBlueScript KS* [4].
El origen de replicacion es del tipo pUC y da una replicacién entre 150 a 200 copias del
vector por célula.

El vector fue generosamente proporcionado por el profesor Ming F. Tam del Instituto de

Biologia Molecular de la Academia Sinica, Taiwan.

AmpR nhoA Promoter

‘,‘ S.D.

trpA Terminator
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pPIC9 (Invitrogen): Vector de expresion de P. pastoris. Posee un péptido sefial derivado del
factor a de S. cerevisiae que al ser fusionado al gen de interés permite la secrecidn de la

proteina al medio extracelular [5].

5'A0X1 prom

ori PBR322

J'AO0XI

Una construcciéon en el plasmido pPIC9K contiene el cDNA del gen de angiostatina
humana que codifica los aminoécidos 98 - 459 del plasminégeno humano con un sitio
SnaBl en el extremo 5” y un sitio Notl en el 3”. El mismo fue proporcionado amablemente
por Kashi Javaherian investigador del Hospital de Nifios de Boston y la Escuela de

Medicina de Harvard, Boston. [6].

3.2 Medios de Cultivo y Condiciones

3.2.1 Medios de Cultivo

Medio LB: Utilizado para el crecimiento y mantenimiento de cepas bacterianas y la

expresion de proteinas recombinantes en E. coli.



Capitulo 3

Bacto-Triptona (Difco) 10 g/
Extracto de levadura (Difco) 5 g/L
NaCl (Merck) 10 g/

Para producir placas de LB solido se agregan 15 g/L. de Bacto-agar (Difco) antes de
autoclavar. Para la seleccion con antibiético, se dejar enfriar hasta 55 °C y luego agregar 50
pg/ml de ampicilina. Para la seleccion de colonias Lac™ agregar 0.5 mM de IPTG

(Fermentas) y 80 pg/ml X-Gal (Promega).

Medio SOC: Utilizado para el crecimiento de cepas bacterias luego de la transformacion.

Bacto-Triptona (Difco) 20 g/L
Extracto de levadura (Difco) 5.0 g/L
NaCl (Merck) 10 mM
MgSO4 (Merck) 10 mM
MgCl> (Merck) 10 mM
Glucosa (WAKO) 20 mM

Medio Sintético: Utilizado para la expresion de proteinas recombinantes en E. coli.

Adaptado de Riesenberg y col. [7].

KH>PO4 (Merck) 6.6 g/L
KoHPO4 (Merck) 2.0¢g/L
Acido Citrico (Merck) 1.7 g/L
MgS0O4.7H20 (Merck) 22 g/l
Glucosa (WAKO) 25.0 g/L
Tiamina (SIGMA) 5.0 mg/L
Metales traza 5.0 ml/L

Solucion de Metales traza (1000X)
Citrato férrico (Merck) 6.0 g/L

MnCl,.H>O (Merck) 1.5 g/L
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Zn(CH3COO) 2.2H20 (Anedra) 800 mg/L

H3BO3 (Merck) 300 mg/L
NaxMo04.2H20 (Merck) 250 mg/L
CoCl2.6H20 (Fisher) 250 mg/L
CuCl2.2H>0 (Merck) 150 mg/L
EDTA-Na2.2H,0 (Merck) 840 mg/L.

Medio Sintético Riesenberg Modificado: Utilizado para la expresion de proteinas

recombinantes en E. coli. Adaptado para modo de cultivo en Batch en Erlenmeyer.

Glucosa (WAKO) 5.0 g/L
Acido Citrico (Merck) 500 mg/L
(NH4)2S04 (Merck) 6.0 g/lL
K>HPO4 (Merck) 1.7 g/L
MgS0O4.7H20 (Merck) 1.2 g/L
Tiamina (SIGMA) 2.7 mg/L

Acido (3-(N-morfolino)
propanosulfénico)- MOPS. 8.4 g/LL

Composiciéon de los micro elementos: FeSOs4 4.14 mg/L, CoClL.6H20 2.67 mg/L,
MnCl2.4H20 16 mg/L, CuCl.2H20 1.51 mg/L, H;BOs 16 mg/L, NaxMo00O4.2H,0 2.67
mg/L, SO4Zn.7H,0 11.0 mg/L, EDTA 4.96 mg/L. La solucién se preparé al 1000X, se

esterilizo por separado y se agregaron 1 ml por litro de medio de cultivo.
Los macro componentes del medio fueron preparados en dos soluciones por separado.

Solucién A: Acido citrico 1.7 gr/L, (NH4):SOs 6 gr/L, KoHPO4 1.393 gr/L (8 mM, por
ejemplo) para los cultivos limitados en carbono y KoHPO4 0.522 gr/L para los cultivos
limitados en fosfato, buffer MOPS 8.4 gr/L. Esta solucién se llevé a pH 7.0, se esterilizo
por separado a 121 °C durante 40 min y se integrd en condiciones de esterilidad al medio
conteniendo la fuente de carbono, de manera que la concentraciéon de los componentes sea

la antes citada.
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Solucién B: Glucosa 12 g/L (para los CC limitados en glucosa), o bien 40 g/L. (para los
limitados en fosfato), MgS04.7H>0O 1.2 g/L. Esta solucidn fue esterilizada por separado con
el biorreactor (en el caso de ser el medio inicial para la etapa Batch), o en un botellon de 12
0 25 litros (en caso de ser el medio de alimentacion). La esterilizacion se realizé a 121° C

durante 1 hora.
Los metales traza se incorporan de manera proporcional.

Medio Sintético LP / XP: Utilizado para la expresion de proteinas recombinantes en E.

coli [8].

NaCl 4.7 g/l

KCI 1.5 g/L
NH4Cl 1.1 g/L
NaxSO4 350 mg/L
MgCl2.6H20 200 mg/L
CaCl 29.0 mg/L
FeCl; 0.5 mg/L
ZnCL.2H0 0.3 mg/L

Tris Base 12 g/

El pH es ajustado a 7.0 (6.6 — 7.4) con HCI. Después de la esterilizacion 2.0 g/L de glucosa,
174.2 mg/L KbHPO4 (1 mM medio LP) o 1.742 g/L. K2HPO4 (10 mM medio XP) se afiaden
segun el caso. Las cantidades de fosfato son ilustrativas, en el caso que fueron variadas el

medio se afecta proporcionalmente, a menos que se indique lo contrario.

3.2.2 Condiciones de Cultivo

3.2.2.1 Sistema Batch - Erlenmeyers Agitados

Los cultivos en Erlenmeyer agitados son utilizados ampliamente ya que, entre otras cosas,

con pocos experimentos se pueden tomar decisiones en la deteccion de cuales son las cepas
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de mayor produccién adecuadas para la escala de produccion, o que componentes pueden
afectar el crecimiento. Sin embargo, se debe poner en especial atencién la eleccion de
medio (cantidad y tipo de FCE inicial), y la capacidad de transferencia de O
fundamentalmente (Volumen utilizado del Erlenmeyer, velocidad y amplitud de agitacién),
debido a que normalmente no se satisface los requisitos aerdbicos para el crecimiento
irrestricto en este tipo de sistema podrian obtenerse resultados erréneos, por ejemplo una
inhibicién de crecimiento debido a un descenso de pH debido a la produccién de acidos
orgénicos. Cuando E. coli se encuentra en un ambito de limitacién de oxigeno se dispara
una respuesta en la expresion de mds de 200 genes que dependen de la disponibilidad de
oxigeno [7], por lo tanto es importante poder controlar la aireacion [7]. Generalmente el
medio de cultivo se encuentra amortiguado por un buffer (por ejemplo, TRIS o0 MOPS).

Este sistema de cultivo ha sido utilizado para estimar cinética de crecimiento, tiempo de

duplicacion, relacion densidad 6ptica peso seco, induccion, etc.

Para cultivos en Erlenmeyer, se utilizaron 100 ml de medio de cultivo en Erlenmeyer de
1000 ml a 37 °C y agitados a 180 — 200 r.p.m. en agitador rotatorio (New Brunswick-
Scientific). El medio de cultivo se diluy6 a la quinta parte para disminuir la demanda de O2

y evitar la posible limitacion por dicho nutriente.

Los in6culos, provienen de un repique, proveniente de un stock de glicerol a -70 °C de la
cepa en un agar inclinado de medio LB con ampicilina. Luego de 48 horas a 37 °C sé
resuspenden los microorganismos en 5 ml de agua destilada estéril y se siembran a razon de
2 ml de suspension por 100 ml de medio de cultivo en frascos Erlenmeyer de 1000 ml. En
todos los casos, salvo aclaracion, la densidad 6ptica (DOe2s) inicial fue de alrededor de

0.12.

3.2.2.2 Sistema Batch - Biorreactor

Se utilizaron dos tipos de biorreactores, uno de 1.5 de capacidad médxima (Inceltech LH
210) y otro de 5 L de capacidad maxima BioFLO 310 (New Brunswick-Scientific). Ambos
fermentadores poseen monitoreo y control automatico de pH, T y O disuelto.

La agitacién fue creciente a lo largo del tiempo, controlado por la demanda de O, llegando

a 550 r.p.m. hacia el final del cultivo y una aireacion de 25 L/h. El pH fue mantenido en 7.0
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durante el crecimiento mediante la adicion de NaOH 0.5 N o solucién de Hidréxido de
amonio 28-30% utilizando control automatico. El fermentador fue esterilizado con el medio
de cultivo (solucién de FCE, sulfato de magnesio y micro elementos) en autoclave (40 min,
a 121 °C). El resto del medio de cultivo fue esterilizado y se integré posteriormente bajo
esterilidad junto con el resto de los componentes, vitaminas, antibidticos. Se utilizaron
también medios complejos como los citados en la (Seccién 3.2.1).

Se agregd antiespumante estéril durante el proceso con una bomba automadtica programable,
a fin de evitar cambios de volumen. La inoculacién de los microorganismos se lleva a cabo
de manera similar a lo descrito en la (Seccién 3.2.2.1) teniendo en cuenta que para 1 litro de
cultivo se inoculan 20 ml de suspension celular. Eventualmente, se prepara un inoculo con
12-16 horas de cultivo a 37° C en el medio que correspondiese y al dia siguiente se

incorpora la cantidad necesaria hasta llegar a la DOg25 requerida.

3.2.2.3 Sistema Batch Alimentado

Otro modo de operar un biorreactor es empleando la técnica de BA (Batch Alimentado),
esta técnica se define como un cultivo en Batch donde se alimenta continuamente medio
nutritivo fresco o alguno de sus componentes. Si el nutriente que se alimenta es el limitante
del crecimiento, esta técnica permite controlar la velocidad de crecimiento u del
microorganismo. El BA es particularmente util en procesos en los que el crecimiento
celular y/o la formacién de producto es sensible a la concentracion del sustrato limitante, es
decir cuando el rendimiento celular o la productividad de la biomasa o del metabolito
buscado se ven afectados. Asi, este método se emplea cuando se quieren evitar fendmenos
de inhibicion por sustrato o metabolismo de sobre flujo y se requiere alcanzar una alta

concentracion de biomasa.
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Donde F(t): caudal de alimentacion
S,(t):concentracion de sustrato de la alimentacion
V¢ volumen final de trabajo
V,: volumen al micio de la alimentacion
X,: concentracion de biomasa al inicio de la alimentacion
S, concentracion de sustrato limitante al inicio de la alimentacion

El cultivo BA se inicia a partir de un cultivo en Batch, por lo que Vo, Xo y So son las
condiciones finales de dicho cultivo. Es posible elegir distintas condiciones de
alimentacion, ya sea mediante el empleo de caudales constantes, variables o bien mediante
la variacion de la concentracidon de sustrato limitante (S;=S(t)).

En este caso, a partir de la informacién obtenida mediante los estudios en cultivos
continuos (Seccién. 3.2.2.4) la intensiéon es que se realicen cultivos alimentados
exponencialmente fijando el valor de ¢ y que este se mantenga constante a un [, tal que
no se obtengan productos indeseables como ser acetato y bajo las condiciones de limitacién
que resulte mds conveniente, es decir FCE, fosfato inorganico.

A la fecha se encuentran una gran cantidad de trabajos en este sistema de cultivo utilizando
cepas de E. coli inducidas por IPTG y por inductores alternativos como ser lactosa, suero

de leche, etc. [9].
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Como se menciond, de los tres sistemas de cultivo clésicos, Batch, Batch alimentado y
cultivo continuo, es el Batch alimentado el que ha demostrado ser el mas apropiado para
obtener proteinas recombinantes. En este tipo de cultivo la alimentacion puede disefarse de
acuerdo a ciertas pautas (alimentacién constante, exponencial, etc.) o bien puede
controlarse automdticamente en funcidén de alguna variable del cultivo, como el oxigeno
disuelto o la concentraciéon de fuente de carbono, entre otras, lo que le confiere una gran
versatilidad. En particular este sistema permite controlar la | mediante el control de la
alimentacion y ademds permite obtener grandes cantidades de biomasa (superiores a 50

g/L), por lo que también se le conoce como cultivo de alta densidad. [7].

3.2.2.4 Sistema Cultivo Continuo

De los tres métodos usuales para el cultivo de microorganismos, el sistema de cultivo
continuo es el que ofrece mayores posibilidades de control. Por sus caracteristicas
especiales permite controlar el proceso a un valor de | prefijado de manera muy simple.
Este punto es de suma importancia ya que el comportamiento de la mayoria de los
microorganismos se ve afectado por el valor de p al que estdn creciendo. Por ejemplo, es
comun que a altos valores (cercanos a tnuqx) formen diversos productos, siendo la naturaleza
de este dependiente del microorganismo, mientras que a bajos valores de L no los formen.
Mediante el cultivo continuo es posible estudiar el efecto sobre el proceso de variables
como pH, la temperatura, la concentracion de nutrientes, etc. manteniendo constante el
valor de W o bien, fijadas las anteriores, analizar el efecto de U sobre el proceso. De este
modo es posible separar los distintos efectos y obtener informacién valiosa para la mejora
del proceso.

Independientemente de la condicién a la que se realice un cultivo continuo, siempre se
arranca el mismo a partir de un cultivo Batch y en un momento dado, normalmente cuando
se agota el substrato limitante, se comienza a alimentar el biorreactor con medio de cultivo
fresco a un caudal F al mismo tiempo que parte del medio de cultivo sale del reactor al

mismo caudal para mantener fijo el volumen (Fig. 11).
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Figura 11 Esquema de balance de masa de los componentes de un
CC.

El caudal de salida contendrd células, mientras que la concentracién de nutrientes serd
menor que en el caudal de entrada debido a que en parte fueron consumidos por los
microorganismos.

Una de las variables de operacién fundamental en este tipo de cultivos es la velocidad de
dilucién, D que se define como la relacion entre el caudal de alimentacion, F, y el volumen

de cultivo, V.
F
D=5(1)

Teniendo en cuenta las unidades usuales de F (L. h'') y de V (L), la de D serd h'!. El valor
de D corresponde a las veces que se renueva el volumen del biorreactor por unidad de
tiempo, asi por ejemplo un valor de D = 0.25 h'! indica que en una hora se renové un 25 %
del volumen de cultivo, o bien que al cabo de 4 horas, se habrd renovado el volumen de
cultivo. Podria pensarse que a estas alturas pricticamente ya no quedan microorganismos
dentro del biorreactor, pero no es asi ya que debe tenerse en cuenta que estos se estdn
multiplicando activamente lo cual compensa las “perdidas” debidas a los microorganismos
que son arrastrados fuera del biorreactor por el caudal de salida. Bajo ciertas condiciones,
que analizaremos mds adelante, ambos procesos se compensan de modo tal que la
concentracion de microorganismos se mantiene constante en el tiempo, es decir que se
habrd alcanzado un estado estacionario. En estas condiciones también se mantendran
constantes en el tiempo las concentraciones de nutrientes, incluyendo la del substrato

limitante del crecimiento.

Balances de materia:
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De acuerdo al esquema de la figura 11 podemos plantear los siguientes balances de materia

para la concentracion de microorganismos (X), de substrato (S) y de producto (P).

V.S =V - FX )

V.S =FS—Fs-Vr (3)

V.S =V, —FP 4)

Cuando se alcanza el estado estacionario, X, S y P ya no varian con el tiempo, lo que

equivale a igualar a cero las ec. (2), (3) y (4), de donde resulta:

ry = D.X %)
75 =D.(Sg — S) (6)
1p = D.P (7)

Donde x,s, P representan las respectivas concentraciones en estado estacionario. La Ec. (6)
es vélida para cualquier nutriente del medio de cultivo, sea el substrato limitante o no, ya
que la misma surge de un balance de materia en el que no se ha hecho ninguna
consideracion con relacion a la naturaleza del substrato considerado.

Lo primero que debe destacarse en este tipo de cultivo es que permite determinar
experimentalmente y de modo muy simple las velocidades de crecimiento, consumo de
substrato y de formacion de producto, tal como se desprende de las ecuaciones. (5), (6) y
(7). Del mismo modo permite calcular los rendimientos. Por Ej. Si suponemos que S
representa a la fuente de carbono y energia o la concentraciéon de fosfato, el rendimiento

celular se calcula facilmente:

X
Yx/s = m (8)
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De modo similar puede calcularse Y s, 0 bien las velocidades especificas. Por Ej. Para (s
sera:

gs =I5 = 26879 (9)
Mientras que para la velocidad especifica de crecimiento sera:

p= %X = % =D (10)
La ecuacion (10) es de suma importancia pues significa que en estado estacionario es | =
D, y como D es una variable operacional permite imponerle externamente a los
microorganismos el valor de | al que deben crecer independientemente de la composicion

del medio de cultivo y de las condiciones ambientales (T, pH, etc.).

Como se menciond, cuando todas las variables del cultivo (X, S, P, concentracién de O»
disuelto y composicién de la biomasa) no varian en el tiempo, se considera que se ha
alcanzado el estado estacionario, el mismo suele alcanzarse luego de fijado el D al menos
4.tR, donde tr se conoce tr = 1 / D. Por tanto si se fija un valor de D = 0.15 h'!, habrd que
esperar 26.7 horas para suponer que se ha alcanzado el estado estacionario, lo que debera
ser corroborado experimentalmente midiendo las concentraciones de X, S, P hasta observar
que no varian con el tiempo. A los fines pricticos en general la toma de muestra se realiza

transcurridos 5.tgr.

3.2.2.5 Obtencion y Procesamiento de los datos en Cultivo Continuo

Para los cultivos continuos, se tomaron las muestras registrando r.p.m. del biorreactor,
numero de botellén de medio de cultivo, volumen de la fase liquida, temperatura, pH, y la
DOe2s. Se calcul6 el flujo de medio tomando como datos el tiempo que tard6 en obtenerse
un volumen medido proveniente del rebalse. También se midieron la composicion de los
gases en la entrada y en la salida del biorreactor y se calculd el flujo de aire en la fase
gaseosa, mediante medida cronometrada en un caudalimetro a burbuja, de volumen

conocido.

Balances de Carbono, de grado de reduccion y de nitrégeno.
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Se calcularon los balances de carbono y de grado de reduccién, a partir de las siguientes

expresiones.

X rCO. P
BalC= — 2t
6,-5) Dfs,-5) G&—S)
7X 4r0,

" 6,-3) 706, S)y@—s)

Donde X es la concentracién de biomasa en el estado estacionario (en C-mol/litro), Sg y
Sson las concentraciones de glucosa en el reservorio y en el seno del biorreactor
respectivamente (expresadas en C-mol de glucosa/Ll), P es la concentraciéon en estado
estacionario del producto i (en C-mol/L). El grado de reduccidn,y;, definido como el
numero de electrones que se transfieren al O2 cuando 1 C-mol de un compuesto dado es

oxidado hasta un nivel de referencia dado.

El nivel de referencia utilizado para los célculos fue: CO», H,O, NH3s; en este caso el valor

del grado de reduccién para un compuesto tipo CH.OuN. estd dado por y = 4+a-2b-3c¢

Para estos cdlculos se supuso biomasa estdndar (CH15005No.2, sales 5%), por lo que el
valor de un C-mol equivale a 25.8 g. [10]. El balance de nitrégeno se calculé como la
relaciéon entre el nitrogeno que es destinado a la biomasa (0.2 X1y) y el nitrégeno
consumido en los cultivos ry = D X (N — N). Segin la composicién de la biomasa

estandar un C-mol de biomasa contiene 0.2 moles de nitrégeno

_02XDxX
" Dx(Ng—N)

Ngprepresenta la concentracion de amonio o nitrégeno en el reservorio (molN/lh) y N

representa esta concentracion en el seno del biorreactor.

3.3 Métodos Generales
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3.3.1 Ensayo de la angiogénesis in vitro

El Matrigel es una matriz artificial de membrana muy eficaz para el anclaje de células de
tipos normales y transformados. Entre ellas se incluyen neuronas, células endoteliales
vasculares, hepatocitos, etc. Puede ser utilizada para estudios de metabolismo y toxicologia,
y es la base para varios tipos de invasion en ensayos de células tumorales. El Matrigel
proporciona el sustrato necesario para el estudio de la angiogénesis tanto in vitro como in
vivo. Las células endoteliales HUVEC son capaces de formar estructuras tubulares in vitro
cuando son incubadas sobre Matrigel® (Becton Dickinson, Bedford, MA, USA).
Usualmente se utilizan placas de 24 pocillos y se recubren con Matrigel® (150 pl por
pocillo) y se deja gelificar a 37°C durante 30 minutos. Luego, se siembran 3 x 10* células
en cada pocillo y se incuban en presencia o ausencia de los extractos a evaluar, en este caso
serian muestras conteniendo angiostatina (5 o 10 pg) durante 20 horas en la estufa de
cultivo. La formacién de cordones endoteliales es fotografiada a una magnificaciéon de 40X
y 100X en un microscopio invertido de campo claro y posteriormente se procede a la
cuantificacion de las estructuras tubulares por campo. Los resultados se analizan mediante
ANOVA contrastado con test de Dunnet. Esta prueba se realiza calculando una estadistica
t-de Student para cada grupo de tratamiento, donde la estadistica compara el grupo de

tratamiento con un solo grupo de control.

3.3.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Todas las reacciones de PCR fueron efectuadas en tubos de 200 pl de pared delgada con un

volumen total de 25 pl de una mezcla de reaccion preparada de la siguiente manera:

Molde (entre 25y
250ng)
Primer R (10 uM) 0.5ul
Primer F (10 pM) 0.5ul
MgCl (25mM) 1.5ul
10X Buffer 2.5u
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dNTPs (mix) 0.75u1
Taq-DNApol (Promega) 0.25ul
Agua c.s.p25ul

(Tabla. 6) Mezcla tipica de reaccion de PCR.

La secuencia de los primers utilizados para el desarrollo de este trabajo se halla detallada en

la siguiente tabla:

Primer Secuencia del primer (5’->3")

FW (ANG) CGCCATATGGTGTATCTCTCAGAGTGC
Ndel HPLG cDNA

RV (ANG) ACACCGTCGACTTACTACGCTTCTGTTC
Sall Stop

(Tabla. 7) Secuencia de primers disefiados para amplificar el cDNA de

la angiostatina para su posterior insercion en los vectores de expresion

para E. coli.
Sobre la base del trabajo de Lin [6] se comenzé el disefio de primers para amplificar
mediante PCR el gen que codifica para la fraccién del pldsminogeno conocida como
angiostatina (kringles 1-4). El molde fue el plasmido pPIC9K que contiene HPLG cDNA
(ATCC, Manassas, VA, USA). En todas las reacciones de PCR se incorpor6 un tubo de
control de contaminacién, sin el agregado de molde y, en el caso de contar con ellos,
también se utilizaron controles positivos de la reaccién. El ciclado fue llevado a cabo
utilizando un termociclador MasterCycler Gradient (Eppendorf). Los productos de PCR
fueron utilizados inmediatamente luego del ciclado o conservados a -20 °C hasta su uso. En
los casos en que la reacciéon de amplificacion se produjo a partir de colonias (bacterias)
éstas fueron picadas con puntas estériles, resuspendidas en 10 pl de agua libre de nucleasas,
y hervidas durante 10 minutos, afiadiéndose directamente 5 pl de la suspension como molde

en tubo de PCR.

3.3.3 Transformacion de bacterias competentes

Para la obtencién de cada una de las diferentes bacterias quimicamente competentes
utilizadas, 1 ml de medio LB fue inoculado de forma estéril con una colonia
correspondiente y se dejé crecer toda la noche a 37 °C con agitacién. Al dia siguiente se

realiz6 una dilucién del cultivo con LB fresco (50 pl de cultivo mas 4550 pl de medio) en
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un tubo Falc6n de 15 ml, la mezcla resultante se dejé crecer nuevamente a 37 °C en
agitaciéon durante aproximadamente 2.5 horas hasta alcanzar una DOeso de 0.5.
Transcurrido ese tiempo se centrifugd a 3.000 r.p.m. durante Smin a 4 °C; luego de
descartar el sobrenadante las bacterias fueron resuspendidas en 500 pl de una solucién 100
mM de MgCl, e incubadas en hielo durante 15 min. A continuacion se volvié a centrifugar
la suspensién de bacterias, en las mismas condiciones anteriormente empleadas y se
incubaron en hielo durante 15 min en 500 pl de una solucién 100 mM de CaCl,. Por tltimo,
se centrifugd una vez mds y sé resuspendid el pellet bacteriano en 1 ml de una solucién
mixta conteniendo partes iguales de MgClo 100 mM y CaCl> 100 mM. Las bacterias
quimicamente competentes obtenidas fueron utilizadas en el momento para la
transformacién o almacenadas en alicuotas de 100 pl con 15% de glicerol durante un mes a
-70° C.

Para realizar las transformaciones en las distintas cepas de E. coli se utilizaron de 100 a 200
ng de los productos de ligacion (o plasmidos) correspondientes que fueron colocados en un
tubo de microcentrifuga de 1.5 ml conteniendo 100 pl de la suspensiéon de bacterias
quimicamente competentes. La mezcla fue incubada durante 10 minutos en hielo, luego se
sometié a un choque térmico de 42 °C durante 90 segundos y se pasé rdpidamente a hielo
durante otros 10 minutos. Finalmente se afiadieron 900 pl de medio SOC y se incubaron
durante 2 horas con agitaciéon suave a 37 °C. Transcurrido ese tiempo se sembraron 100 pl
del cultivo en placas con medio sélido (selectivo y/o diferencial) correspondiente que fue
incubada a 37 °C hasta la aparicién de colonias con un tamafo adecuado.

El mantenimiento a corto plazo de las cepas bacterianas y los clones recombinantes se
realiz6 en placas de LB a 4 °C durante un periodo mdximo de un mes y medio, mientras
que para el mantenimiento a largo plazo se utilizaron cultivos liquidos en medio LB a los

que luego se les agreg6 un 15% de glicerol y fueron congelados a -70 °C.

3.3.4 Extraccion de DNA plasmidico

En todos los casos, la extraccion de DNA plasmidico se realizé a partir de 5 ml de un
cultivo liquido de bacterias (con el correspondiente antibidtico), utilizando un protocolo

ligeramente adaptado sobre la base de la técnica original de Birnboim & Doly [1]. Los 5 ml



Capitulo 3

cultivo fueron centrifugados a 5000 r.p.m. durante 10 min, el pellet de bacterias se
resuspendi6 con pipeta en 100 pl de Solucién I, a continuacién se afadieron 200 pl de la
Solucién II mezclando suavemente por inversiéon (4 o 5 veces). La mezcla resultante fue
mantenida en hielo durante 5 min, posteriormente se afiadieron 150 pl de la Solucién IIT
agitando por inversiéon y se incubd otros 5 min en hielo. Transcurrido este tiempo se
centrifugé a 14000 r.p.m. durante 15 min a 4 °C. Aproximadamente 400 pl del
sobrenadante, conteniendo el DNA plasmidico, se transfirieron a un tubo limpio en el que
se afiadieron 2 volimenes y medio (1 ml) de etanol absoluto (frio). Luego se centrifugé a
14000 r.p.m. durante 20 min a 4 °C y se hizo un lavado con 500 pl de etanol al 70 % frio y
se dejo secar el pellet a temperatura ambiente, por ultimo DNA plasmidico sé resuspendio
en 30 pl de agua tridestilada estéril. En algunos casos el DNA obtenido por el método de la
lisis alcalina fue tratado con RNasa A de pancreas bovino (Promega) a una concentracion
de 100 pg/ml durante 30 min a 37 °C.

Solucién I 50 mM glucosa 25 mM TrisHCI (pH 8.0) 10 mM EDTA (pH 8.0).

Solucién II 0.2 N NaOH 1% SDS.

Solucién III 60 ml de 5 M acetato de potasio (pH 4.8) 11.5 ml de 4cido acético glacial.
28.5 ml de agua.

3.3.5 Purificacion y cuantificacion de DNA

Dependiendo del caso en particular se emplearon diferentes procesos de purificacion.

Purificacion de productos de PCR

Se realizé con Wizard® PCR Preps DNA Purification System (Promega). El método se
basa en presencia de una resina que une el DNA. La resina se aplica a una mini columna y
luego de dos lavados con isopropanol, el DNA sé eluye con agua mediante centrifugacion.

Para fragmentos de entre 1000 bp el método tiene una recuperacion mayor al 92%.
Purificacion de productos de reacciones de digestion enzimatica

En el caso de llevar a cabo reacciones de digestion de DNA que implique el recambio de un
buffer o en el caso de reacciones de tipo multiple posteriormente a las mismas, se llevé a

cabo una extraccién fenol: cloroformo para purificar el DNA. Las muestras se llevaron por
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lo general a 200 pl, con buffer TE pH 8, se agreg6 a cada reaccion de digestion un volumen
de la solucion fenol: cloroformo: isoamilico (25:24:1), se mezcld por agitacién hasta la
formacion de emulsion, posteriormente se centrifugo, se tomé la fase acuosa y se le
agregaron 200 pl de éter etilico anhidro, este paso se realizo tres veces. Se transfiri6 la fase
acuosa a otro tubo y se le agrego 2.5 volimenes de etanol 99% frio y 120 pul (10% del
volumen de resuspension) de acetato de sodio 3M. Se incubo a -70 °C durante media hora
se centrifugo 10 min a 15000 r.p.m., luego el sedimento se lavé con 200 pl de 70% de
etanol, agitando por inversién y centrifugando 10 min. a 15000 r.p.m. y se sec6 a 50 °C por

5 a 15 min. Finalmente, el DNA se resuspendié en 10 pl de agua bidestilada estéril. [18].

Purificacion de DNA en alta pureza
En aquellos casos en los que se necesitd que el DNA plasmidico fuera de gran pureza
(secuenciacion) se utilizé el kit comercial Wizard® Plus SV Mimiprep (Promega) siguiendo

el protocolo indicado por el fabricante.

Para la cuantificaciéon todas las medidas de absorbancia fueron obtenidas en un
espectrofotémetro SmartSpec™ 3000 (Bio-Rad) con cubetas de cuarzo de 1 cm, utilizando
agua tridestilada como blanco. La cuantificacion de 4cidos nucleicos fue realizada por
medida directa de la absorbancia a 260 nm (A2e0). La concentracién de la muestra analizada
se obtuvo por medio del producto del valor de Az¢ multiplicado por el factor de dilucion
(D) y por el coeficiente de extincién correspondiente (50 pg.ml”'.cm™ para el DNA De este
modo la concentracion de 4cidos nucleicos en ng/ul estard dada por las siguientes

expresiones: [DNA] = Ao . 50 ng/ul . D [RNA] = Azeo . 40 ng/ul. D

En cada caso el grado de pureza de las muestras analizadas, se estim6 mediante el cociente
de absorbancia A260/A2s0. De acuerdo a este criterio una relacion cercana a 1.8 indica que
una muestra de DNA se encuentra pura, mientras que para el RNA el valor del cociente
deberia ser cercano a 2. En el caso que estos valores den por debajo de 1.6 se presume que
la muestra se halla contaminada, generalmente con proteinas, y los valores de

concentracion calculados no son confiables [19]

3.3.6 Electroforesis de DNA en geles de agarosa
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Las muestras de DNA fueron analizadas mediante electroforesis en minigeles horizontales
(5 x 6.5 cm) de agarosa D1-LE (Biodynamics) a una concentraciéon de 0.7 al 2% (en
funcién del tamano de los fragmentos a analizar) en Buffer TBE 0.5X: 45mM Tris
(Invitrogen), 45 mM d4cido bérico (Invitrogen), 1 mM EDTA (Merck), pH 8. Las muestras
fueron cargadas en el gel luego de agregarle un 20 % del volumen original de buffer de
carga (10 mM Tris-HCI - pH 7.6; 0.03 % de azul de bromofenol y 60 % de glicerol). Se
emplearon distintos marcadores de peso molecular: A/Hindlll (Promega), A/EcoR1-HindIIl
(Promega), 100 bp Marker (Promega) o 1Kb Marker (Promega), de acuerdo al tamafio del
fragmento analizado. La electroféresis se llevé a cabo utilizando una cubeta horizontal
MUPID-2 (Cosmo-Bio) cargada con Buffer TBE 0.5X a voltaje constante (100V) durante
40 a 60 min. Para visualizar el DNA, después de la electrofdresis, se realiz6 una tincioén por
difusioén pasiva sumergiendo el gel durante 15 a 30 min en una solucién 0.1 pug/ml de
bromuro de etidio (SIGMA). Los geles fueron observados por medio de un transiluminador

de luz ultravioleta.

3.3.7 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Los experimentos de electroforesis de proteinas fueron realizados siguiendo los
lineamientos generales del método original de Laemmli [11], todas las corridas fueron
realizadas en sistema vertical con un gel separador de 5x8 cm con una concentracién de

acrilamida entre 10y 12.5% y un gel de apilamiento de 1.5x8 cm con un 5% de acrilamida:

Gel separador Gel de apilamiento

10% 12.5% 5%
Acril-Bis 10ml  125ml Acnil-Bis 660ul
Tris HC1 pH 8.8 7,5ml 7,5ml Tris HC1 pH 6.8 1,25ml
Agua 12ml 9.5ml Agua 2,97ml
10% SDS 300pl 300pl 10% SDS 50ul
10% APS 200pl 200pl 10% APS 75ul
Temed 20ul 20ul Temed Sul

(Tabla. 8) Esquema de cantidades de reactivos para preparar el gel de
SDS - PAGE con un rango adecuado para la resolucion de la
angiostatina.
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La electroforesis fue llevada a cabo en una cuba Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) a
un voltaje constante de 40 V (un gel) o 60 V (dos geles) con una corriente de 20-40 mA
durante 4 -5 horas. Luego de la corrida electroforética los geles fueron tefiidos durante toda
la noche en una solucién al 0.025% de Comassie Brillant Blue R250 (SIGMA); al otro dia
los geles fueron destefiidos en una solucién al 40% de metanol y 10 % de 4cido acético
durante un minimo de 3 horas hasta que las bandas de las proteinas fueran claramente
visibles.

Reactivos:

Acril-Bis: 30 g de acrilamida mas 0.8 g de Bis-acrilamida en 100 ml de agua desionizada.
Buffer Tris HCI 1.5 M pH 8.8: 18.5 g de Tris-Base (Invitrogen) en aproximadamente 50
ml de agua, ajustar el pH a 8.8 con HCl y llevar a 100 ml con agua desionizada.

Buffer Tris HCI 0.5M pH 6.8: 6 g de Tris-Base (Invitrogen) en aproximadamente 50 ml

de agua desionizada, ajustar el pH a 6.8 con HCl y llevar a 100 ml con agua desionizada.
10% SDS: 10 g de SDS (WAKO) en 100 ml de agua desionizada.

10% APS: 10 mg de persulfato de amonio (Gibco) en Iml con agua desionizada.
Temed: solucién comercial de N,N,N,N’-Tetrametiletilendiamina. (AppliChem).

0.1% BB: 10 mg de azul de Bromofenol (SIGMA) en 10ml de agua desionizada.

Buffer de reservorio: 0.302 g/L. de Tris-Base (Invitrogen), 1.44 g/L de glicina 'y 0.1 % de
SDS.

Buffer de carga: 1.25 ml de Tris-HCI pH 6.8 mds 2 ml de SDS 10 % mads 2 ml de glicerol
y 100 pl de 0.1 % BB. Luego agregar agua desionizada hasta un volumen final de 10 ml.

3.3.8 Western Blot

Para la transferencia de las proteinas a membranas de nitrocelulosa se utilizé el sistema de
sandwich semi-himedo Trans-blot Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (BioRad), una

vez finalizada la corrida electroforética, se cort6 un rectangulo de nitrocelulosa de 5x8 cm y
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6 piezas de papel secante de igual tamafio. Luego se procedi6 a la formacién del sdndwich
sobre la placa correspondiente al polo positivo del equipo de transferencia de la siguiente
manera: 3 rectdngulos de papel secante, la membrana de nitrocelulosa, el gel de corrida y
otros 3 rectdngulos de papel secante (todos previamente humedecidos en buffer de
transferencia).

La transferencia se llevd a cabo a 15 V durante media hora, una vez finalizada se retiré la
membrana de nitrocelulosa y se la dej6é sumergida en soluciéon de bloqueo a 4 °C durante
toda la noche. Al dia siguiente se realizaron tres lavados de la membrana de 5 minutos cada
uno, en agitacién con solucién de lavado. Luego se incubd la membrana a temperatura
ambiente con el anticuerpo primario diluido en solucién de bloqueo (dilucion 1/1000 para
los anticuerpos monoclonales), la incubacién se realizé durante 90 min con agitacion suave.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn se realizaron otros tres lavados de la
membrana y se la incubd por otros 90 min con una dilucién 1/1000 del anticuerpo
secundario anti-especie conjugado con peroxidasa correspondiente (anti-ratén — SIGMA).
Finalmente se realizaron otros tres lavados y se incubd la membrana con la solucién de
revelado durante unos 10 o 15 minutos, hasta la aparicion de las bandas.

Los anticuerpos utilizados fueron: M: MoAb 91 Santa Cruz sc-73708 angiostatin (4958-1),
human, mouse monoclonal IgG2a. (1/100) C: anticuerpo conjugado anti — ratén.

Reactivos:

Buffer de Transferencia: Tris-Base 5.82 g glicina 2.93 g 10 % SDS 3.75 ml Metanol 200
ml Ajustar a 1L con agua desionizada.

Solucion de Bloqueo: PBS 100 ml Tween-20 0.1ml Leche en Polvo 5 g.

Solucién de Lavado: PBS 100 ml Tween-20 0.1 ml.

Soluciéon de Revelado: PBS 100 ml DAB 30 mg H>O, 30 pl.

3.3.9 Dot - Blot

El presente procedimiento ha sido utilizado para una rdpida deteccién de muestras bajo
condiciones de induccién, s6lo para confirmar la presencia o ausencia de angiostatina. La
membrana se activa con buffer blotting (puede ser con metanol). Se siembran alrededor de
3 ul de muestra. Se incuban 30 minutos en estufa a 37 °C. Posteriormente se incuba la

membrana en estufa a 37 °C con el anticuerpo primario diluido en solucién de bloqueo, se
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repite el mismo procedimiento incubando con el anticuerpo secundario y el revelado. La
técnica permitie evaluar la funcionalidad del anticuerpo conjugado (C) y del anticuerpo
monoclonal (M). La falta de aparicion de bandas en alguno de los controles implica la falla
de alguno de los anticuerpos. Los anticuerpos utilizados fueron: M: MoAb 91 Santa Cruz
sc-73708 angiostatin (4958-1), human, mouse monoclonal IgG2a. (1/100) C: Anticuerpo

conjugado anti — ratén.

3.4 Métodos Analiticos

3.4.1 Concentracion Celular — Biomasa

Para la determinacién del peso seco se tomaron 10 mL del cultivo recién cosechado del
biorreactor (2 ml si la muestra proviene de Erlenmeyer), mantenido en hielo, y se
centrifugaron a 10000 r.p.m. durante 10 min. Se separ6 el sobrenadante y se lo guardé a -20
° C, debidamente rotulado. Sé resuspendi6 el precipitado con agua destilada y se centrifugd
nuevamente en las mismas condiciones. Se elimin el sobrenadante de lavado y se
resuspendi6 cuantitativamente el precipitado, llevando a un pesa filtros (crisol) previamente
tarado. Las pesa filtros se colocaron en una estufa a 105 °C hasta peso constante y se
obtuvo la biomasa por diferencia de pesadas, una vez seco y frio.

Se realiz6 esta operacion por triplicado cada vez que se tom6 una medida de biomasa. Para
la determinacion de angiostatina se guardaron pellets a -20 °C.

En promedio, 1 g/LL de biomasa seco dio lugar a una ODgoo de 1.9 + 0.1 (X =0.116 + 0.466.
ODgoo R? = 0.996)

Densidad optica (OD). El crecimiento de los cultivos fue seguido por la medicién de la
densidad 6ptica a 600 / 625 nm por medio de un espectrofotometro. Se utiliz6 como
referencia solucion de NaCl [0.9% (w / v)]. Si la absorbancia superaba 0.8 la muestra sé

diluyo con 0.9% (w / v) solucion de NaCl.

Unidades formadoras de colonias (UFC). Las unidades formadoras de colonias se

analizaron mediante siembra de al menos tres diluciones y cada una de estas replicas en las
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placas del medio correspondiente, posteriormente se incubaron durante uno a tres dias a 37

°C.

3.4.2 Analisis de los componentes del medio

3.4.2.1 Determinacion de glucosa
Se midié glucosa por el método enzimédtico de la glucosa oxidasa GOD/POD (Wiener,
Argentina; Bergmeyer y Bernt, 1977). La reaccion es lineal hasta 5 g/L. Para valores
superiores, se diluyen las muestras 1:2. Se realizaron diluciones 1:10 para muestras
cercanas a 10 g/L de glucosa. La figura 12 muestra una tipica curva estdndar para el andlisis

de la concentracion de la glucosa.

2,5
Glucosa [g L'] = 4.0708D0s¢s + 0.0344
R?2=0.9974
2,0 1 o
115
2
g 1,0 4 [ J
O
0,5 A [}
°
0,0 T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

DOSOS

Figura 12 Grafica tipica de cuantificacion de glucosa. La glucosa de
la muestra, es oxidada a acido glucénico por accion de la glucosa
oxidasa. El producto liberado H20: en esa reaccion, en presencia de
perdxidasa, 4-aminofenazona (4-AF) y fenol, forma una quinona con
un pico de absorcién a 505 nm.

3.4.2.2 Determinacion de amonio

El amonio reacciona con fenol e hipoclorito de sodio en medio alcalino produciendo azul

de indo fenol, que se determina colorimétricamente. Las mediciones se pueden realizar a
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540 nm o a 630 nm. A 540 nm se extiende el rango de concentraciones, entre 630 — 625 nm
el método resulta mds sensible, atin para pequefas cantidades, porque la absortividad molar
aumenta a mds del doble. El método se basa en que un compuesto de color azul intenso,
indofenol, que se forma por la reaccion del amonio, con el fenol favorecido por el ion
hipoclorito en condiciones alcalinas, catalizada por el nitroprusiato de sodio

(nitroferrocianuro sddico) el cual favorece la intensidad del color en la reaccion [12].

OH NaFe (CN) NO

o+ I o (T

Fenol Indofenol
o sus derivados

Reactivos:

Solucién A: Fenol sélido 5 g, Nitroprusiato de Sodio 2-H>0 28.500 mg. Se lleva a 500 ml
con H>O bidestilada.

Soluciéon B: NaH,PO4 17.340 g, HONa 10 g, NaCIO 5 ml. Se lleva a 500 ml con H,O
bidestilada.

Solucién patrén: Se secan en estufa a 60 °C durante 48 horas SOs (NH4), de calidad
analitica. Se prepara una solucién con 0.9438 g en un litro de H>O bidestilada. Se diluye
perfectamente esta solucién en una relacion 1:10. Almacenar la misma a 4 °C. Es
recomendable no almacenar esta solucién por mds de 30 dias. La solucion de referencia,
corresponde al punto mds alto de la curva que es de 20 mg/L. A partir de esta solucion, se
realizan diluciones para obtener valores de 2 /4 /8 /12 /16 y 20 mg/L. Estas soluciones

pueden ser almacenadas en freezer a -20 °C.

Ensayo: En tubos de Khan, se colocan 0.080 ml de muestra, 1 ml de solucién A 'y 1 ml de
solucion B. Se agita mediante vortéx o de manera enérgica y se incuban 30 minutos a 37
°C. Posteriormente se toman lecturas en espectrofotometro, a 625nm. La curva de
calibracion se realiza paralelamente a las muestras con cada determinacion. La (Fig. 13)

muestra una tipica curva estandar para el andlisis de la concentracién de amonio.
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Figura 13 Grafica tipica de cuantificaciéon de amonio.

3.4.2.3 Determinacion de fosfato

Para el estudio cuantitativo del fosforo, uno de los métodos colorimétricos mas utilizados
es su determinacién mediante la reaccion de produccién de azul de molibdeno. El fésforo
inorgdnico es transformado en un complejo fosfomolibdico [13] que, por ulterior reduccion
da un complejo coloreado [14-16] estimable colorimétricamente. Se realiz6 una adaptacion

de la técnica de Fiske y Subbarow (1925) [17].

Se puso a punto el método mediante la realizacion de una curva de calibracién. Los iones
fosfato reaccionan con el molibdato de amonio en medio dcido para producir el complejo
fosfomolibdato de amonio, el cual en presencia de un agente reductor produce un complejo
heteropolimérico de color azul, azul de molibdeno, de estructura compleja, cuya
absorbancia se mide a 660 nm. La intensidad del color es proporcional a la concentracion
de fosfato de la muestra. El azul de molibdeno es un heteropolidcido y posee una estructura
basada en la estructura de Keggin. El color azul surge porque el anidn, casi incoloro, puede
aceptar mas electrones (en este caso del dcido ascérbico) es decir, se reduce para formar un
complejo de color azul intenso. El proceso de reduccion es reversible y debe estar
estandarizado para evitar fluctuaciones experimentales. Se lo emplea para determinar

trazas, a causa de su gran sensibilidad, pero su uso presenta algunos inconvenientes. No es
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un compuesto estequiométrico y su espectro de absorcion depende del modo como ha sido
preparado. Sus soluciones son coloidales y varfan con el tiempo, precipitando
eventualmente, de modo que las lecturas espectrofotométricas deben tomarse antes de una o
dos horas de preparase la mezcla. Otro motivo para efectuar la lectura de la intensidad del
color al cabo de un periodo de tiempo fijo y relativamente corto es que el exceso de
molibdato de amonio también sufre reduccién, si bien mucho mads lentamente que el

heteropolidcido. Por este motivo se realiz6 la validacion de la técnica.

H,S0y4
(NH4)6M07024 + B > (NH4)3PM012040 —_—p PM0120407-
60°C (a1 EH J/‘
H.,L..OH acido ascorbico
0 0
HN—
HO OH

Figura 14 Esquema general de la reaccion quimica. El método Fiske-
Subbarow consiste en medir el complejo fosfomolibdato formado por
la interaccion de fosfato y molibdato de amonio en presencia de acido
sulfirico.

Metodologia:

Reactivos:
Solucién estandar de fosfato: Se utilizo fosfato di potasio (K2HPOs) de grado analitico

secado previamente en estufa a 60 °C durante 48 horas.

Solucién A: Acido ascérbico (DSM Lote: TL0O0601506) 1.76 g, Acetona (Anedra) 2.5 ml,
se lleva a volumen final de 100 ml con agua bidestilada.

Solucién B: 1 g de Heptamolibdato de amonio (Baker Lote: 57150) en 50 ml de agua
bidestilada, posteriormente se incorporan 6.2 ml de H2SO4 y se lleva a volumen final de

100 ml con agua bidestilada.
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Soluciéon C: 0.5 ml de solucién A combinado con 0.5 ml de solucién B. (Nota: se debe
preparar en el momento, las soluciones A y B pueden ser preparadas de manera

proporcional a la mitad de volumen).

Ensayo:

En tubos tipo eppendorff de 1.5 ml, se toman 0.5 ml de Solucién C y se combinan con 0.25
ml de mezcla de solucién a evaluar. Se agita mediante vortéx o de manera enérgica
incubdndose durante 10 minutos a 60 °C. Posteriormente se colocan las muestras durante 3
minutos en hielo de manera de estabilizar el complejo y luego se toman lecturas en
espectrofotometro, a 660 nm. La curva de calibraciéon se realiza paralelamente a las

muestras con cada determinacion.

Curva de calibracion:

Referencia 1: Se toman 25 ml de la solucién Referencia 2 y diluir a 50 ml con agua
(concentracion final aproximada de 0.0174 mg/ml — 0.01 mM).

Referencia 2: pesar 0.035 mg y diluir a 1000 ml con agua (concentracién final aproximada
de 0.02 mM).

Referencia 3: pesar 0.070 mg y diluir a 1000 ml con agua (concentracién final aproximada
de 0.04 mM).

Referencia 4: pesar 0.104 mg y diluir a 1000 ml con agua (concentracién final aproximada
de 0.06 mM).

Referencia 5: pesar 0.139 mg y diluir a 1000 ml con agua (concentracién final aproximada
de 0.08 mM).

Referencia 6: pesar 0.174 mg y diluir a 1000 ml con agua (concentracién final aproximada

de 0.1 mM).
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Figura 15 Grafica tipica de cuantificacion de fosfato. Se observa un
alto grado de sensibilidad del método.

La figura muestra una tipica curva estdndar para el andlisis de la concentracién de fosfato
inorgdnico.

El método es sensible, ya que no se encontraron diferencias significativas entre los
resultados obtenidos para cada evaluacion realizada. Los coeficientes de variacion siempre
se encontraron en los mismos Ordenes de magnitud. Sobre un promedio de cinco
determinaciones individuales la ordenada arroja una desviacion estdndar de + 0.04.

Para la lectura de las medidas de concentraciones cercanas a 1 mM se realizaron diluciones
de las muestras 1:3, cuando las lecturas a realizar eran del orden de 10 mM, las diluciones

fueron de 1:50.

3.4.2.4 Determinacion de acidos organicos por HPLC

La identificacién y cuantificacién de los productos metabdlicos que se formaron, se realizd
mediante la técnica de HPLC. La columna fue especifica para dcidos orgdnicos. La misma
es de fase reversa, con una fase estacionaria de poli estiren-divinilbenceno sulfonados, de
150 mm de longitud. Esta columna separa bien 4cidos tartdrico, mélico, citrico, lactico,
acético y succinico, con valores de factor de retenciéon de soluto (k'= (V-V,)/Vo)

incrementdndose, a un pH de fase mévil dado, para un dcido mds débil con respecto a uno
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mds fuerte. (Dan P. Lee y col. 1992). Por ejemplo de esta forma el dcido lactico (pKa 3.9)
eluye antes que el 4cido acético (pKa 4.8). La fase mdvil fue acido sulftirico en agua,
H2SO4 0.1 M, teniendo un pH de 1.6 aproximadamente. De esta forma se asegura que los
dcidos a separar estén protonados en su mayor proporciéon y pueda incrementarse la

resolucion de los picos.

Sistema Cromatografico

Equipo: cromatégrafo de fase liquida de alta resolucién (Waters), con detector Waters 2996
de arreglo de diodos.

Columna: columna Hamilton PRP-X300 (150 x 4.6 mm).

Fase movil: 0.1 M H>SO4 (pH 1.6)

Caudal: 2 ml/minuto.

Deteccién: Arreglo de diodos. Lectura al UV: 209 — 210 nm.

Inyeccién: 20 pL.

Temperatura: 25°C.

Cuantificacion: medicion de areas.

Tiempo de corrida: 2 veces el tiempo de retencién del 4cido lactico (aproximadamente 6
minutos).

Software: Empower.

Ensayo: Se prepararon patrones de acético, acético/lactico, mélico, fumdrico, succinico,
oxalico, férmico, todos a 1 mg/mL y se llevaron a pH ~ 1.6 con Las muestras se filtraron
directamente mediante filtros Millipore de 0.45 y 0.22 um y se acidificaron posteriormente
a pH ~1.6 con H2SOs.

Se realiz6 una curva de calibracién con patrones de lactico/acético, para la cuantificacion
de los mismos en las muestras. Estos dcidos generalmente son los mds tipicos en aparecer
tanto en metabolismo de sobre flujo como en estado netamente oxidativo en E. coli.

Para la cuantificacion se realizé una regresion donde a y b = coeficientes de la recta de

regresion obtenida a partir de las referencias, del tipo: Sefial = a + b. Concentracion.
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Figura 16 Grafica tipica del perfil de elusion del patron de acido
lactico

3.4.2.5 Determinacion de etanol

Se evalu6é mediante un kit enzimético Boehringer Mannheim, que utiliza las reacciones de
las enzimas alcohol deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa, determinando la formacién
de novo de NADH y cuantificando el mismo mediante medidas espectrofotométricas a 340

nm.
3.4.2.6 Determinacion de la estabilidad de plasmido

La cantidad de células que contienen pldsmidos se determiné plaqueando muestras de los
cultivos del biorreactor en placas con el medio de cultivo correspondiente con o sin los
antibidticos apropiados. La estabilidad del plidsmido se registr6 como el porcentaje de
células resistentes al antibidtico correspondiente. Por otro lado, el factor crucial que
determina el nimero de copias de pldsmido es el sistema de replicacion. La mayoria de los
sistemas de replicacion en uso hoy en dia pertenecen generalmente a un pequefio nimero de
diferentes origenes similares a ColEl, incluidos pUC, pBR322 (también llamado pMB1).
El origen pBR322 es el prototipo de la clase, mientras que el origen pUC lleva una
mutacién puntual en el RNA del cebador de iniciacién que estabiliza el complejo de

cebado, lo que da como resultado un mayor nimero de copias.



Capitulo 3

El numero de copias de pldsmido por célula se basa en el célculo del peso molecular del
plasmido el peso molecular medio de una base es 309 g mol™! [22-23] en relacién con el
numero de células estimado por microscopia o peso seco. Para ello previamente debemos
cuantificar el plasmido mediante el kit comercial Wizard® Plus SV Mimiprep (Promega).
Contenido de pldsmido cP; [ug mL™" cultivo] = (eDNA x E260xVEluido) / (ODsoo)
Contenido especifico de plasmido cP> [ug mg ! peso seco] = cP; / X

Numero de copias de plasmido cP3 [numero por célula] = (cP1 /PMplasmido) / Ncélulas

Ver Tabla.11.

3.4.3 Mediciones y calculos On-line

3.4.3.1 Medida de gases

Para los distintos cultivos continuos y en Batch en biorreactor se midié la composicién de
fase gaseosa.

Para la determinacién del contenido en Oz y en CO> de los gases de salida se utilizé un
detector de tipo paramagnético (Servomex Serie 1100, UK) y de un detector infrarrojo
(Horiba Pir 2000, Japén), respectivamente.

Para los cultivos en biorreactor (Inceltech LH 210) se tuvo en cuenta el siguiente célculo
propio del equipo Kra= 0.000265%r.p.m *%®  Esta ecuacién fue determinada
experimentalmente para ese reactor en particular luego de realizar sendas experiencias. El
coeficiente de correlacién de la misma fue de R?= 0.970. Los valores de r.p.m. pueden
variar entre 200 y 1200.

La gran ventaja de esta ecuacion es que permite predecir si un cultivo se encuentra 0 no
limitado en oxigeno.

Son muchos los productos cuyo rendimiento estd ligado a un buen suministro de O2, por
ejemplo: biomasa, antibidticos, aminodcidos, etc. La solubilidad del O2 en agua es muy
baja y debe reponerse constantemente a medida que es consumido por el cultivo. Por tal
motivo es de suma importancia contar con un criterio para evaluar la capacidad de

suministrar O2 del biorreactor donde se realizara el bioproceso.
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3.4.3.2 Datos respiratorios

Las velocidades de consumo de Oz y producciéon de CO; fueron calculadas mediante un

balance en fase gaseosa, que resulta en las siguientes ecuaciones:

0 ﬂ 0.79 2 1 900,salida %0O,entrada
=y X TIX T X0 4 (:/OO_ %0,salida . %CO,salida ~ 100. %O,entrada )
F T 1 ©CQO,salida
CO,_=—,0.79, — F
2 =yrx T *22.4 (100_ %0,salida . %CO,salida )

F es el caudal de aire, expresado en litro de aire/ hora, V es el volumen de la fase liquida,
T° es 298 K, y T es la temperatura ambiente 310 K, los % de entrada y de salida son los
medidos en los analizadores de Oz y CO..

El coeficiente respiratorio (CR) se calculé como la relacion entre la velocidad de formacién

de CO2 (rCO») y la velocidad de consumo de O (rO»).

3.4.4 Preparacion y cuantificacion de proteinas

3.4.4.1 Método de Bradford

El método de Bradford [20] se basa en la formaciéon de complejos no covalentes
fuertemente coloreados en el visible entre distintas cadenas laterales y un colorante. Este
método es mds sensible que el de Lowry, a baja concentraciéon de proteinas pero es mds
dificil de estandarizar correctamente. El colorante interactiia fuertemente con el plastico y
el cuarzo, lo que obliga a usar celdas de plastico descartables o placas de fosas multiples
con lectores automdticos tipo ELISA. El método de Bradford tiene una respuesta

marcadamente no lineal y debe hacerse una curva de calibracién cada vez que se usa.

Estandar: Se utilizo BSA stock: 1.4 mg/ml. Concentracion de BSA de trabajo: dilucién 1:10
(0.14 mg/ml de BSA)
Rango de linealidad de Bradford: 8 - 80 pwg/ml.

Ensayo: Basicamente, las proteinas extracelulares se analizaron de acuerdo con el método
descrito por Bradford. Brevemente, 0.1 ml de muestra se mezclé con solucién de reactivo

0.9 ml [que contiene 100 mg/LL de Coomassie - Brilliant- Azul G-250, 50 ml/L de etanol
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(95 %), 100 ml/L de 4cido fosférico (85 % w / v), se filtrd] y se incubaron durante 5 min a
temperatura ambiente. Se midi6 la absorbancia a 595 nm. La figura 17 muestra una tipica

curva estdndar para el andlisis utilizando BSA como estdndar.

0.1

Protein [g L": = 0.2438 x ODess + 0.0033
008 I R2=0p005

(=]

0.1 0.2 0.3 0.4

Figura 17 Grafica tipica de cuantificacion de BSA.

3.4.4.2 Método de Biuret

Se basa en la formacién de un complejo coloreado entre el Cu?* y los grupos NH de los
enlaces peptidicos en medio bésico. 1 Cu®* se acompleja con 4 NH (Fig.18). La intensidad
de coloracion es directamente proporcional a la cantidad de proteinas (enlaces peptidicos) y
la reaccidon es bastante especifica, de manera que pocas sustancias interfieren. La
sensibilidad del método es relativamente baja y s6lo se recomienda para la cuantificacion
de proteinas en preparados muy concentrados (por ejemplo en extractos iniciales de ruptura
de biomasa por prensa). La reacciéon produce un compuesto de color violeta, debido a la
formacién de un complejo de coordinacién entre los iones Cu** y los pares de electrones no
compartidos del nitr6geno que forma parte de los enlaces peptidicos presentando un

maximo de absorcion a 550 nm.
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Figura 18 Esquema general de la reaccién quimica.

Ensayo: Reactivo de Biuret Reactivo preparado del siguiente modo. Se disuelven 3.8 g de
CuS04.5H>0 y 6.7 g NaEDTA en 700 ml de H,O. Mientras se agita afiadir 200 ml de
NaOH 5N y luego 1 g de KI como estabilizante. Debe almacenarse en un frasco de pléstico.
Cabe mencionar que las concentraciones altas de sales de amonio y glicerol interfieren con
la reaccion. Se utiliza BSA como estdndar. Bisicamente deben diluirse las muestras con el
buffer adecuado y preparar diluciones en un rango que vayan de 1 a 10 mg/ml, puede
estimarse los mismos mediante Axgo se utiliza 1 ml de muestra con 9 ml de reactivo, se
agita enérgicamente se deja reposar 20 minutos y posteriormente se lee a Asso junto con la

curva de calibracion. La figura 19 muestra una tipica curva estdndar.

0.35

0.30 1 BSA [mg.ml'!'] = 0.5666DOss) -0.0036
R?=0.9999
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0.00 T T T T T

mg.mlI"' BSA

Figura 19 Grafica de determinacion de proteinas por el método
Biuret.

3.4.4.3 Preparacion de Cuerpos de Inclusion

Luego de llevar a cabo el cultivo liquido se centrifugé a 15000 r.p.m. durante 10 min., el
pellet de células (también puede provenir de un almacenamiento a -70° C) fue lavado dos
veces con buffer PBS y tratado con 100 pg/ml de lisozima y se incubd durante 15 min. en

hielo con agitacion constante. A fin de completar la lisis celular, la mezcla fue sonicada con
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una amplitud de 30 % durante 5 ciclos de 30 segundos, se centrifugd a 10000 r.p.m durante
10 min. a 4 °C y se separ6 el sobrenadante (fraccion soluble) del pellet (fraccion insoluble).
El pellet fue tratado manteniéndolo en PBS a 4 °C con agitacion constante durante 2 h. Las

proteinas del pellet dependiendo del tratamiento fueron tratadas de acuerdo a cada apartado.

3.4.4.4 Ruptura celular mediante Prensa Francesa

La prensa francesa es un equipo de ruptura celular que funciona mediante el pasaje de las
células a gran presion por un pequefio orificio a una cdmara con presion baja, lo cual
ocasiona la ruptura de las células por descompresion. El volumen apropiado de extraccion
en una prensa francesa es de 10 a 30 ml.

El procedimiento general fue el siguiente, sé resuspendié el pellet (generalmente
proveniente de tres Erlenmeyer de una misma condicién o en todo caso ese mismo volumen
proveniente de cultivo en biorreactor) en 25 ml de 50 mM Buffer fosfato pH 7.5. Se le
adiciono al buffer 30 ul de PMSF. El rango de trabajo de la prensa es de KN (0 — 100 — 200
— 300 - 400) 10 KN 1 Ton. Por ejemplo, si inicialmente la concentracién promedio del
cultivo fue de 1.21 g/LL de biomasa, por tanto en 800 ml de cultivo, habria 0.972 g/L. Al
resuspender en 25 ml se obtiene una concentracién celular de 38.9 g de biomasa en 25 ml.
Se realizaron tres pasajes obteniendo una resistencia mdxima de 100 KN. Entre pasaje se
congelo la muestra por un lapso de 20 minutos a —22 °C (etanol). Con excepcién de la
primera incubacién previa al primer pasaje que fue de 40 minutos. La presion realizada
sobre el drea efectiva aproximadamente arroja un valor de 18234.5 psi (1 Pa; 0.000145 psi).

El producto obtenido se almaceno para futuros analisis.

3.4.4.5 Cromatografia de Afinidad

La técnica cromatografica mediante una columna de Sefarosa asociada al aminoécido lisina
como ligando, ha sido utilizada desde hace varios afios debido a que une la angiostatina de

una manera muy selectiva y facilita su purificacion O’Reilly y col [21]. Ha sido utilizada
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también para el aislamiento de plasminégeno y activadores del plasmindgeno. La matriz se
encuentra activada con CNBr y se suministra liofilizada en presencia de aditivos. Se pesa la
cantidad necesaria de polvo (1 g de polvo liofilizado sobre 3.5 ml de volumen final de
medio) y sé resuspenden en HCl 1 mM. El medio se hincha inmediatamente Yy
posteriormente debe lavarse durante 15 minutos con HCI 1 mM sobre un filtro de vidrio
sinterizado (porosidad G3). Se utilizan 200 ml de HCl 1 mM aproximadamente por gramo
de polvo liofilizado, afiadido en varias alicuotas.

Ensayo: Inicialmente se prepara el buffer de acoplamiento del ligando: 0.1 M NaHCOs pH
8.3 conteniendo 0.5 M NaCl. Se utilizaron 1.5 g de resina y se lavaron con 8 ml de buffer
de acoplamiento. Previamente se lavo cuatro veces con 50 ml de HCI 1 mM (buffer de
lavado) en tubo falcon de 50 ml. Luego del proceso el volumen de matriz hidratada fue de
aproximadamente 5 ml. Se adicionaron para esa cantidad de matriz 15 mg de lisina HCI
(Anedra) la cantidad se corrigid por titulo como base. Se disolvié en la cantidad apropiada
de buffer de acoplamiento la mezcla permanecié toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente se
homogeneiz6 la preparacion mediante resuspension por vortéx y centrifugacion a 10000
r.p.m. a 4 °C. Se procedi6 con el protocolo de lavado utilizando cinco volimenes de buffer
de lavado. Finalmente se resuspendi6 la resina en 1 ml de PBS y se mantuvo a 4 °C hasta
su uso.

Protocolo de incubacién: Se incubé la muestra con la matriz activada durante sesenta
minutos con agitacion a temperatura ambiente y luego la mezcla permanecié toda la noche
a 4 °C. Al dia siguiente se centrifugé la preparaciéon a 10000 r.p.m. a 4 °C durante quince
minutos con el fin de eliminar proteinas no absorbidas. El remanente del sobrenadante se
almacen6 como “proteinas no retenidas”. Posteriormente se lavo tres veces con PBS pH 7.4
con 0.5 ml de buffer. El procedimiento consistié en mezclar por inversion entre cinco y
seis veces y luego centrifugar la preparacion a 10000 r.p.m. a 4 °C durante un minuto. Esta
muestra de sobrenadante se rotulé6 como muestra “Muestra lavado 2”. Luego se incubd la
matriz con 0.2 ml de NaCl 0.5 M con el fin de despegar proteinas inespecificas. Se incubo
por agitacion rotacional durante treinta minutos luego se puso a centrifugar la preparacion a
10000 r.p.m. a 4 °C durante un minuto. Esta muestra de sobrenadante se rotulo como
muestra “Muestra NaCl 3”. Para finalizar, se lavo tres veces con 0.5 ml de PBS pH 7.4 ,

esta muestra de sobrenadante se rotulé como muestra ‘“Muestra lavado 4.
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Protocolo de elucién: Se incubo la matriz colocada previamente en una jeringa de 5 ml. Se
sembrd la totalidad de la muestra mediante bomba peristaltica con un caudal de 0.5 ml por
minuto, fue necesario incorporar 2 ml de PBS pH 7.4 para arrastrar la muestra retenida en
la manguera. Comenzo a llevarse a cabo el proceso de elucién con de dcido €- Amino
caproico 200 mM. Aproximadamente cada cinco minutos se tomaron muestras y se
efectuaron medidas a Azgp como control del proceso. Las muestras de cada etapa del

proceso se almacenaron segun el caso para futuras determinaciones.

Nota: Debido a la escala evaluada y generalmente a la escasa cantidad de muestra y a los
efectos de dilucion que las mismas podrian ser sometidas, se trabajo a una tinica condicion

de flujo de elucion. No fue realizado experimento de sobrecarga de columna.
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CAPITULO 4:
CONSTRUCCION DE LOS VECTORES
DE CLONADO Y EXPRESION

4.1 Vector de clonado

4.1.1 Disefio de primers

Como se menciond en la introduccién, originalmente se contd con una construccion
plasmidica (el pldsmido pPIC9K) que contiene el cDNA del gen de angiostatina humana
(kringle 1-4). El mismo fue obtenido gracias al aporte del grupo del Dr. Kashi Javaherian
del Hospital de Nifos de Boston y la Escuela de Medicina de Harvard, Boston, MA.

Sobre ese material se realizé el disefio de los primers para la amplificacion del segmento de
interés con el siguiente detalle, ambos vectores de expresion para E. coli poseen los mismos
sitios de insercion Ndel y Sall. El sitio de la primera enzima de restriccion introduce
forzosamente una metionina inicial justo antes del segundo aminodcido (V), este mismo
corresponde al aminodcido nimero 78 si se lo considera desde la expresion original del
plasmindgeno. Anterior al segundo sitio de clonado se introdujo una sefial de STOP (TTA)
para dar fin a la expresion del ORF. Como puede verse en la figura 20 la M (en negrita)
vendria a reemplazar el primer aminodcido original. El primer aminoécido original del

primero de los kringles se trata de Val’® (Seccién. 1.4.1)

MVYLSECKTGN GENYRGTMSK TKNGITCQKW SSTSPHRPRF SPATHPSEGL EENYCRNPDN DPQGPWCYTT DPEKRYDYCD
ILECEEECMH CSGENYDGKI SKTMSCLECQ AWDSQSPHAH GYIPSKFPNK NLKKNYCRNP DRELRPWCFT TDPNKRWELC
DIPRCTTPPP SSGPTYQCLK GTGENYRGNV AVTVSGHTCQ HWSAQTPHTH NRTPENFPCK NLDENYCRNP DGKRAPWCHT
TNSQVRWEYC KIPSCDSSPV STEQLAPTAP PELTPVVQDC YHGDGQSYRG TSSTTTTGKK CQSWSSMTPH RHQKTPENYP
NAGLTMNYCR NPDADKGPWC FTTDPSVRWE YCCNLKKCSG TEA

Figura 20 Secuencia de aminoacidos de los dominios kringles 1- 4 de
la angiostatina humana. La secuencia de aminoacidos se representa
como una cadena de letras, siguiendo el codigo de 1 letra. Los residuos
de cisteina involucrados en enlaces disulfuro se muestran en amarillo.

109
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En ambos casos, una vez obtenidas las secuencias de primers, las mismas fueron analizadas
mediante el software Vector NTI Advance (TM) 11.0 para confirmar la estabilidad
termodindmica, la ausencia de posibles estructuras secundarias y la formacion de dimeros.

Los primers disefiados se muestran en (Seccién 3.3.2) Tabla. 7.

4.1.2 Amplificacion por PCR

Las reacciones de PCR para la amplificacion del fragmento con el fin de introducir sitios de
restriccion para su posterior subclonado, se llevaron a cabo de acuerdo al protocolo
Standard (Seccidén 3.3.2). Se evaluaron sendas diluciones de la muestra inicial para ajustar
la reaccién en funcién de la concentracion del molde a amplificar. Una reaccién estuvo
constituida por DNA sin diluir y el resto con diluciones 10, 100 y 1000. Se utilizaron como
molde 1 pl del DNA previamente obtenido en un volumen final de 25 pl. El perfil de

ciclado empleado para cada reaccion de PCR se detalla en la siguiente tabla:

PCR de amplificacién de la angiostatina usando
pPIC9k como molde (Seccién 3.1.2)
Temperatura Tiempo Ciclos
94 °C 2 minutos 1
94 °C 30 segundos
55°C 30 segundos 30
72 °C 1 minuto
72 °C 5 minutos 1

Tabla. 9 Condiciones de ciclado de PCR.

Para confirmar los resultados obtenidos, 5 pl del producto de PCR fueron sembrados en un

gel de agarosa al 1% en buffer TBE (Seccién 3.3.6).

4.1.3 Ligacion en el vector pCRTOPO2.1
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Luego de verificar que el producto de PCR tuviera el tamafio esperado, aproximadamente
unos 1100 pb, el amplicon fue purificado tal cual lo detallado para productos de PCR
(Seccion 3.4.2.6). Una vez puro, el producto fue clonado en el vector pCRTOPO2.1
(Invitrogen). La reaccién de ligacion se llevo a cabo a partir de 3 pl (~80 ng) del producto
de PCR al que se le agregd 1 pl de una soluciéon 1.2 M de NaCl y 1 pl de una mezcla
conteniendo 10 ng del vector, el buffer de reaccién adecuado y la enzima Topoisomerasa I.
Las mezclas de ligaciéon fueron incubadas a 25 °C durante 15 minutos y se utilizaron
inmediatamente para trasformar bacterias quimicamente competentes (E. coli cepa: TOP10)
por shock térmico que luego fueron sembradas en placas de LB Amp con IPTG y X-Gal

(Seccién 3.3.3).

4.1.4 Analisis de las colonias

Para confirmar la presencia del inserto, 10 colonias blancas tomadas al azar de cada una de
las construcciones fueron analizadas mediante previo crecimiento en medio liquido y
posterior extraccion de DNA plasmidico seguido del tratamiento mediante enzimas de
restriccion.

Se inocularon en tubos eppendorf en medio liquido LB 750 pl, con ampicilina 100 pg/ml, a
37 °C y 200 r.p.m., para efectuar miniprep a partir de cultivo liquido. Todo por duplicado
para realizar glicerol stock.

Se procedi6 a realizar la extracciéon de DNA plasmidico (Seccidn 3.3.4). Se resuspendi6 en
un volumen de 20 ul con agua purificada libre de nucleasas.

El pldsmido posee la particularidad de liberar el inserto si se lo digiere con la enzima
EcoRI. Se llevo a cabo la digestion del vector nombrado como pCR2.1KI-IV con EcoR]I,
para chequear la presencia del gen de angiostatina.

Una vez hallados los clones adecuados para utilizar en los subsiguientes pasos de clonado

fueron almacenados a -70 °C en glicerol hasta su uso.
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4.2 Vectores de expresion pET 22b (+) / pBAce

Como se menciono en la introduccidn, la propuesta de utilizar dos sistemas de expresion
totalmente diferentes tiene dos objetivos, por un lado la manifestacion de la expresion de
angiostatina de acuerdo a los antecedentes utilizando el sistema pET [1-3] y por otro lado el
sistema empleando la induccién mediante limitaciéon de fosfato inorganico, lo cual
permitiria contrastar la asociacion de la expresioén a una hipotética induccién gradual y sus

implicancias metabdlicas luego de la misma respecto del sistema de expresion comercial.

4.2.1 Caracterizacion de los vectores de expresion

El objetivo de esta etapa fue caracterizar los vectores de expresion mediante enzimas de
restriccion de manera de poder aseverar que los perfiles corresponden a los mismos puros
sin evidenciar errores (tamafio inespecifico, perfil de restriccién diferencial, etc.).

Para comenzar esta etapa el DNA de los pldsmidos fue obtenido previa transformacion
bacteriana, cultivo en medio liquido y posterior purificacion de los mismos.

Se cuenta con la secuencia completa de los mismos y los perfiles de restricciéon fueron
analizados previamente con el programa Clone Manager Ver. 4.01.

Los procedimientos iniciales que se describen para la obtencion del material solamente se
efectuaron para el plasmido pBAce, dado que el pET 22b se encuentra como stock ya que
es de uso habitual en el laboratorio. Se procedi6 tal cual lo comentado en (Seccién 3.3.3) en
este caso se transformaron 0.1 ml de bacterias E. coli TOP 10 con 2 ul de plasmido pBAce
las cuales fueron sembradas en placas de Petri manteniendo la presion de seleccion.

A las 24 horas se selecciond un clon aislado y se realizé un cultivo liquido de 5 ml en
medio LB conteniendo ampicilina 100 pg/ml, a 37 °C y 200 r.p.m., para efectuar una
purificacion del DNA de alta calidad y concentracion (Seccion 3.4.2.6).

Se realizo un almacenamiento en glicerol al 15% a — 70°C del clon E. coli TOP 10 /

pBAce.



_Capitulo 4

La enzima de restriccién seleccionada para efectuar el mapeo de restriccion del vector
pBAce fue Pvull, la misma arroja dos fragmentos bien diferenciales entre si, uno de 2513 y
otro de 746 bp.
Revelada la identidad de los vectores puros se procedié al clonado direccionado del
producto de PCR clonado en el vector PCR2.1 denominado pCR2.1KI-IV (Seccién 4.1.4)
se obtuvieron de 2 clones de 10, denominados clon 4 y clon 5 en los vectores de expresion
pBAce y pET22b.
Para tal fin se realizaron las siguientes actividades:
= Digestién enzimatica del inserto (pCR2.1KI-IV clon 4) y del vector pBAce con las
enzimas de restriccion Ndel y Sall.
= Digestién enzimética del inserto (pCR2.1KI-IV clon 4) y del vector pET22b con las
enzimas de restriccion Ndel y Sall.
= Aislamiento y purificacion de los productos de digestion.
= Ligacion del gen de la angiostatina a los vectores de expresion.

= Transformacion bacteriana en cepas de expresion E. coli BL21 (DE3).

Para las digestiones de los productos, vector / clon 4 (inserto) la reaccion fue la siguiente:

Reaccion de Digestion Enzimadtica Cantidad (ul)

Vector / inserto (clon 4) 25

Buffer 10X (O) 4

Ndel (Fermentas) 1.5

Sall (Fermentas) 1.5

Agua Purificada c.s.p 40

Tabla. 10 Reaccion de digestion enzimatica general para los dos
fragmentos de DNA.

La reaccion se llevo a cabo durante toda la noche a 37 °C. Para la purificaciéon de los
fragmentos se realizo previamente una corrida electroforética en gel de agarosa 1% en
buffer TAE con la totalidad del producto de digestion. Luego se efectud la purificacion de
los 4cidos nucleicos (Seccién 3.3.5), se realizé con Wizard® Gel-PCR Preps DNA
Purification System (Promega). Aislados los fragmentos se procedié a cuantificar los
productos para formular las reacciones de ligado. Previamente se efectué una corrida

electroforética en gel de agarosa 1% en buffer TAE con 5 pl de inserto y 5 ul de vector
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para estimar su concentraciéon a modo comparativo con el marcador de 100 bp de Promega.
La ligacion se realiz6 segin especificaciones del fabricante de acuerdo al protocolo Part#

9PIM 180 Promega. Las reacciones se adaptaron segun el caso del vector utilizado.

4.2.1.1 Transformacion bacteriana / Analisis de las colonias

Para el caso del sistema de expresion basado en el vector pBAce las condiciones fueron las
siguientes, se utilizaron 4 pl de mezcla de ligado. Previamente se detuvo la reaccion
incubando la mezcla 10 min a 70 °C. Se transformaron 100 ul de células competentes de
E. coli BL21 (Invitrogen). La mezcla se incubd 10 min en bafio de hielo y 45 seg a 42° C,
retornando el tubo inmediatamente al hielo. Luego se agregaron 700 ul de medio LB se
incub6 60 min. a 37° C con agitacién y se plaquearon alicuotas de 100 ul en placas de Petri
con agar LB conteniendo ampicilina 100 pg/ml.

Para el caso del sistema pET22b el procedimiento fue muy similar. También se utilizaron
100 pl de células competentes de E. coli BL21. Se utilizo medio LB para el repique y se

plaquearon alicuotas de 150 pl en placas de Petri con agar LB con ampicilina 100 pg / ml.

4.2.1.2 Digestion mediante enzimas de restriccion

El DNA de los clones obtenidos en cada caso fue purificado exhaustivamente (Seccidén
3.3.5), para posteriormente verificar la identidad de los vectores de expresion obtenidos.

En el caso del sistema de expresion basado en el vector pBAce se eligio la siguiente enzima
para su caracterizacion (Seccion 4.2.1) Notl y para el sistema de expresion pET22b la
enzima de restriccion elegida fue Hincll.

Nuevamente para este fin se analizo la secuencia nucleotidica del pldsmido obtenido basado

en el vector pBAce mediante el programa Clone Manager Ver. 4.01.

4.2.1.3 Chequeo de los clones obtenidos por PCR
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Se utilizo la técnica de PCR como un complemento de los estudios realizados mediante
enzimas de restriccion. El procedimiento fue detallado en (Seccién 4.1.2).

Como moldes se utilizaron las muestras obtenidas de los clones de ambos sistemas de
expresion segun lo descripto en el punto anterior a diferencia que se incluyo como control
positivo de la reaccién de PCR el producto original obtenido (Seccién 4.1.2). Debido a que
sOlo se intentd determinar la presencia del fragmento de la angiostatina, el nimero de ciclos
de la reacciéon de PCR se disminuye a 20, y el tiempo de extension final a 72 °C se redujo

de 5 a 2 minutos.
4.2.1.4 Chequeo de clones mediante secuenciacion
Para verificar la/s construcciones obtenidas del sistema de expresion basado en el vector

pBAce, se disefiaron los siguientes primers Fw 5° CTGTCATAAAGTTGTCACGG 3" y
Rv 5" AAAAAAAGCCCGCTCTTAGG 3".

GETACCGGGET
KEpnI

AGCATGAMATA
TGCTEGCCCAT
CTCTSCSTTTT

CTGATGCAGT

CATCGAATTC
EcoRI

TOCGGEGCTTCGC
GCGTAACCGG
CATCCGCATC

ARTCCTACGGE

TCATGTTTGA

GGTCACAGAC
CTAGTTGCGE
SGGCAGGGTCA

TGECEGGEARTGT

CAGCTTATC ATCGATGGATR

CECAATCACG
CCGECTGECCAG
TCCGGECGETA

GGTGGCCTCG

ClaTl

TTCCTCATCA
CCATTTGCCA
TCCACCRACTC

ABBT I‘ETGTC

50

100
150
200

250

TTGT Ch GCCGAG ACTILATAGTC

—10

GCTTTGTTTT TATTTTTTAR 300

—35

TGTATTTGTE CATGGEGARRM
S5.D |

ATCATATGEGC
Nde I

349
ClaT

ITCTAGH
Xbal

EcoRWV Sall

CTECAGCCCG CCTAAGAGCG GGCTTTTTTT
Fstl trpA terminator

3IBS

Figura 21 Region del MCS del vector pBAce.

Tomado de Craig y col. (1991). El primero de ellos es directamente la regién conocida
como “phosphate box” de la regiéon promotora de la fosfatasa alcalina [4]. En la figura
anterior aparece recuadrada. El otro primer es la secuencia complementaria de la region
terminadora del operdn triptéfano. Lo que permitiria secuenciar esta region es determinar el
correcto posicionamiento del marco de lectura de la angiostatina insertado posteriormente
en el sitio Ndel y antes de la regioén terminadora sitio Sall. Se recuerda que el cebador

original posee un codén de STOP antes de dicho sitio.
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Para el caso del sistema pET22b se utilizaron primers disponibles de la region promotora y
terminadora, con lo cual también nos permitiria determinar si la construccién se encuentra
en el marco de lectura correcto.

Las muestras se remitieron al Departamento de Ecologia, Genética y Evolucion. Facultad

de Ciencias Exactas y Naturales. UBA.

4.3 Resultados

Para la expresion de la angiostatina se armaron dos vectores de expresion. Para conseguir
esto, el plasmido conteniendo el cDNA de la angiostatina fue utilizado como molde para la
amplifica, mediante PCR, del gen de la angiostatina, introduciendo ademds dos sitios
adicionales de restriccion (Ndel y Sall). El producto amplificado debe tener unos 1100 bp.

Posteriormente se procedi6 al clonado en el vector pCR2.1 mediante el sistema TOPO y sé
subclono el producto obtenido en el vector de expresion pET 22b, obteniéndose finalmente
como producto el vector de expresion pEKI-IV. Anadlogamente, sé subclono el inserto en el
vector de expresion pBAce para obtener el vector pBKI-IV. Esto fue logrado dado a que el
vector conteniendo el gen pCR2.1KI-IV fue digerido con las enzimas Ndel y Sall.
Simultdneamente, como control de los vectores se realizd la digestion del vector de
expresion pET22b (+) y del vector de expresion pBAce con los mismos pares de enzimas.
Los fragmentos resultantes de la digestion enzimatica fueron purificados a partir de un gel
de agarosa y posteriormente ligados de manera tal de mantener una relacion molar de 3:1
entre el inserto y el vector. A continuacion cada una de las mezclas de ligacién fueron
empleados para transformar bacterias competentes BL21 (DE3) que luego sé sembraron en
placas de Petri conteniendo medio LB con ampicilina, lograndose alrededor de 20 colonias
en la placa correspondiente a la construccion pEKI-IV y solamente 2 colonias en la placa

del pBKI-IV.
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Figura 22 Esquema general de la estrategia de clonado en el vector de
expresion pBACE.

La figura 22 muestra el esquema general de la estrategia de clonado. Tomado de Niosi y
col. 2009*. Una estrategia idéntica fue llevada a cabo con el vector pET22b arrojando el
vector denominado pEKI-IV de un tamaio de 6483 bp.

Como se mencioné al comienzo de la presente seccion, con el fin de lograr la correcta
expresion del fragmento, se incorporé un coddn de inicio en el extremo 5° del primer FW,
también se agregaron sitios de reconocimiento para las enzimas Ndel y Sall en los primers

FW y RW respectivamente. Los resultados de la reacciéon de PCR fueron los siguientes:

4 Expresion de Angiostatina humana recombinante en Escherichia coli. Jornada; X Jornadas de Farmacia y
Bioquimica Industrial; 2009.
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Figura 23 Resultados de la amplificacion del producto de PCR.
(Seccion. 4.1.2).

La figura 23 muestra los resultados mediante electroféresis en gel de agarosa al 1% de los
vectores de plasmidos que contienen el cDNA pPICK9 de angiostatina después de 1la PCR.
Calle 1: Marcador de peso molecular de DNA de 100 bp (Promega) Catdlogo # G2101.
Calle 2: Producto de amplificacion de angiostatina (sin diluir). Calle 3: Control negativo.

Luego de verificar que el producto de PCR tuviera el tamafio esperado, el producto fue
purificado (Secciéon 3.4.2.6) y el amplicon fue directamente clonado en el vector

pCRTOPO2.1 (Seccién 4.1.3).

Una vez llevada a cabo la transformacion bacteriana y a fin de confirmar el fenotipo de las
colonias obtenidas, un total de 10 colonias claramente blancas de la ligacion, fueron
repicadas a una nueva placa con IPTG y X-Gal para su verificacion (Seccion 4.1.4).

Para confirmar la presencia del inserto, 10 colonias blancas tomadas al azar de la
construccion fueron analizadas. Para eso, el DNA plasmidico de las colonias positivas
fueron chequeadas nuevamente por PCR (Secciéon 3.3.2) extraido por miniprep y

posteriormente digerido con enzimas de restriccion, EcoRI (Promega)



_Capitulo 4

Figura 24 Digesti(')h de.lo.s productos de ligacién obtenidos mediante
el vector pPCRTOPO2.1

La figura 24 muestra el resultado de la electroféresis en gel de agarosa al 1% en buffer
TAE de los clones de pldsmidos que contienen el cDNA de angiostatina después de clonar
el producto de PCR en el vector pCRTOPO2.1. Calle 1: Marcador de peso molecular de
DNA del fago A digerido con EcoR1 y HindIll de (Promega) Catdlogo # G1731. Calle 2:
Clon 4 (sin digerir). Calle 3: Clon 4 (digerido). Calle 4 Clon 5 (sin digerir). Calle 5 Clon 5
(digerido). Calle 6: DNA de 100 bp (Promega) Catdlogo # G2101.
Se sembraron 10 pl de lambda EcoRIl y Hindlll y 5ul del marcador de 100 bp de
(Promega). En la corrida se aprecian las bandas del tamafio correcto y esperado.
Por este motivo, se realizara una doble digestion para escindir el fragmento clonado con los
sitios introducidos Ndel y Sall. A partir de aqui se empleo el clon 4 como referencia.
Para verificar la integridad del vector de expresion pBAce el mismo fue digerido con la
enzima de restriccion Pvull (Seccion 4.2.1).
Se disponia con anterioridad de 50 ul de DNA del vector pBAce previamente obtenido
mediante QUIAPrep Spin Miniprep Kit® Cat N° 27104; Lote: 11878455. Como reservorio
del mismo se parti6 de E. coli TOP 10/ pBAce.
Se utilizaron 4 pl de muestra y 2 ul de enzima Pvull (Boehringer). La cantidad de Buffer
10X fue de 2 ul (Buffer M) y la cantidad final de agua purificada de la reaccién fue de 20

pl. Se incubo 120 min. a 37° C. Se efectudé una corrida electroforética en gel de agarosa
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1% en buffer TAE con la totalidad del producto de digestion. Los resultados fueron los

siguientes:

21,226

2513 bp

746 bp

1Z58TC0E AL

Figura 25 Verificacion de la integridad del vector pBAce
mediante digestion enzimatica

El marcador de peso molecular es el DNA del fago A digerido con EcoRl y HindIIl de
(Promega) Catdlogo # G1731. En la corrida se aprecian las bandas del tamafo correcto y
esperado. Por este motivo, se realizara una doble digestién para ligar con el fragmento
clonado con los sitios introducidos Ndel y Sall.

Para la construccion del vector derivado del sistema pET22b se siguié el siguiente
protocolo.En primer lugar se realizé la digestion del vector pET22b y el plasmido
pCR2.1KI-1V con las enzimas de restriccion Ndel y Sall de la firma Fermentas en buffer O.
La cantidad de producto a digerir fue de 25 pl.

A continuacion, el volumen total de cada una de las digestiones (40 pl) fue sembrado en un
gel de agarosa al 1% y se los separd por electroféresis a 100 V durante 50 min. (Seccién
3.3.6). Las bandas correspondientes a cada uno de los vectores e insertos fueron recobradas
del gel por medio del kit comercial con Wizard® Gel-PCR Preps DNA Purification System
(Promega) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La cantidad de DNA en cada una

de las muestras fue cuantificada, midiendo de la absorbancia a 260 nm (Seccién 3.4.2.6) y
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sobre la base de los resultados obtenidos se procedio a la ligacion del vector y el inserto,
para ello se usaron: 10 pl del vector (~100 ng), 6 ul del inserto correspondiente (~10 ng,
0.5ul (1U) de T4sDNA Ligasa (Promega), 2 ul de Buffer de reacciéon 10X y 1.5 ul de agua.
Luego se incubo toda la noche a 4 °C, se tomaron 4 pl de la mezcla de ligaciéon que fue
empleada para transformar bacterias quimicamente competentes mediante shock térmico
(E. coli cepa: BL21DE3) que posteriormente fueron sembradas en cajas de Petri
conteniendo LB con 100 pg/ml de ampicilina e incubadas a 37 °C durante 16 horas como se
menciono anteriormente.

Luego de este tiempo, se observé el crecimiento de tres colonias. El DNA plasmidico de las
mismas fue extraido por miniprep y luego se realizé una digestion enzimadtica con Hincll
(Promega) de acuerdo al protocolo convencional para verificar la presencia del inserto
dentro del vector. Finalmente se realizaron stock en glicerol por triplicado a partir de los
tres clones positivos de cada una de las construcciones que fueron almacenadas a -70 °C
hasta su uso.

Se esperan dos fragmentos bien definidos de 3000 bp y 1300 bp. Para el otro caso luego de
la digestion con Hincll se espera que aparezcan fragmentos de 4054 bp y 2429 bp
respectivamente.

Se utilizaron 5 pl de DNA de cada clon previamente purificado (Seccion 3.3.5), 1 ul (0.1U)
de Hincll (Promega), 2 pl de Buffer de reaccion 10X y 12 pl de agua purificada.

Se incubo durante 16 horas a 37° C en estufa y se efectudé una corrida electroforética en gel

de agarosa 1% en buffer TAE con la totalidad de los productos de digestion.
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21,226

4054 bp
2429 bp

125ETCHE AL

Figura 26 Digestion enzimatica de los vectores de expresion obtenidos

como pEK 1-4 (1) / (2) / (3).

Como marcador de peso molecular se utilizé6 el DNA del fago A digerido con EcoRI y
Hindlll de (Promega) Catdlogo # G1731. En la corrida se aprecian las bandas del tamafio
correcto y esperado. Los vectores fueron bautizados como pEK 1-4 (1) /(2) / (3).

El protocolo utilizado para el sistema pBAce fue similar, como se menciono en la Seccién
4.2, se midi6 la concentracién de DNA del vector (~10 ng). Por este motivo la ligacién se
lleva a cabo en idénticas condiciones que para el caso anterior, colocando 3 pl de vector, 10
ul de inserto (~10 ng), 0.5ul (1U) de T4 DNA Ligasa (Promega), 1.5 pl de Buffer de
reaccion 10X y Sul de agua. Luego se incubo toda la noche a 4 °C.

Nuevamente, se tomaron 4 pl de la mezcla de ligacion que fue empleada para transformar
bacterias quimicamente competentes mediante shock térmico (E. coli cepa: BL21DE3) que
posteriormente fueron sembradas en placas de Petri conteniendo LB con 100 pg/ml de
ampicilina e incubadas a 37 °C durante 16 horas de incubacién como se menciono
anteriormente. Luego de la incubacion se observo el crecimiento de s6lo dos colonias, de
morfologia regular y pura. Dichos clones fueron nombrados pBKI-IV(1) y pBKI-IV(2)
respectivamente. Se realizaron dos cultivos liquidos de dichos clones en 5 ml de medio LB
suplementado con ampicilina 100 pg/ml, a 37° C y 200 r.p.m. creciendo durante 16 horas

de incubacién como fue habitual en tubos cénicos Falcon de 15 ml.
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Se realiz6 la extraccion de DNA de acuerdo a (Seccién 3.3.5), y se llevo a cabo una
reaccion de digestion enzimdtica con Notl para determinar la presencia de fragmentos
caracteristicos que manifiesten su identidad de manera correcta. Para este fin se analizo la
secuencia nucleotidica del pldsmido mediante el programa Clone Manager Ver. 4.01. Se
esperan dos fragmentos bien definidos de 3000 bp y 1300 bp. El volumen de DNA fue de
26 pl, se colocaron 3 ul de Buffer (3) 10X, 1 ul de enzima NotI (Invitrogen) y 5 pl de agua
purificada. Se incubo durante 16 horas a 37° C en estufa. Se efectué una corrida
electroforética en gel de agarosa 1% en buffer TAE con la totalidad de los productos de

digestion.

<——  3000bp
<——  1300bp

Figura 27 Verificacion de la integridad de pBKI-IV(1) y pBKI-IV(2)
mediante digestion enzimatica con Notl.

Como marcador de peso molecular se utilizé6 el DNA del fago A digerido con EcoRl y
HindlIll de (Promega) Catdlogo # G1731. En la corrida se aprecian las bandas del tamafo
correcto y esperado. Los vectores se denominaron como pBK1-4 (1) / (2).

Como se detallé en (Seccion 4.2.1.3) se verificé mediante PCR la totalidad de los clones.
Se utilizo 1 pl de molde de cada muestra en las condiciones habituales establecidas en un
volumen final de 25 pl. Se efectué una corrida electroforética en gel de agarosa 1% en

buffer TAE con la totalidad de los productos de amplificacion.



Figura 28 Clones de plasmidos que contienen el cDNA de angiostatina

La figura 28 muestra los resultados de la electroféresis en gel de agarosa al 1% en buffer
TAE de los clones de pldsmidos que contienen el cDNA de angiostatina. Marcador de peso
molecular de DNA del fago A digerido con EcoRI y Hindlll de (Promega) Catdlogo #
G1731. Calle 1: Control positivo (PCR pPIC9K). Calle 2: Clon 1 pBK1-4. Calle 3 — 5:
Clones pEK1-4 (1); (2); (3) Calle 6: Control negativo. Se sembraron 10 ul de lambda E/H.
En la corrida se aprecian las bandas del tamafo correcto y esperado. Las mismas se ubican
por debajo de la banda del marcador de 1375 y por encima de la de 947 bp.

Se recuerda que los ensayos de expresion en el sistema pET se realizardn para poder
determinar fehacientemente la funcionalidad del gen de la angiostatina de manera de
independizarse de la incertidumbre ante un posible nulo resultado en el sistema de

expresion propuesto.
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Con estos resultados se obtuvieron las dos construcciones de interés:

phoA Promotor Pst1(71)
Clal(4054)
Eco RI(4028) / Angiostatina K1-4

__ Apa LI(613)

\\ - Neol(m)
T NeoI(848)
Apa LI(3302) . Pst1(993)
T PBK1-4 v Pst 1(1108)

4336 bp .
trpA terminador
Amp R  Apa 11 (2056)
T7 Promotor Pst 1(171)

Angiostatina K 1-4
Apa 11 (613)
Apa LI (5676) _ Neo I(71)

Lac Inhibitor ~ Neo 1(848)

 Pst1(993)
HindIII (1104)

Ava 1(1119)

pEK1-4
6483bp

Apa 11(1995)

AmpR
/ | A1)
Apa ()

Apa LI (3241)

Figura 29 Esquema de los vectores obtenidos para la expresion de
angiostatina en dos sistemas de expresion diferentes.
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Los resultados logrados mediante los estudios de secuenciacidn, confirmaron que la
posicion del inserto era la misma que se habia determinado por digestiéon enzimatica. En el

caso del fragmento de la angiostatina, la secuencia obtenida fue la siguiente:

Section 1
(1) 1 10 20 29
2007-10-26_PE1_RN_ALD (1) —————- HHNNHENNEENT TT NN NTITTITIT A G HET

2007-10-26_pET2_PETPR_G03
2007-10-26_pET2_PETTE_F03 rc

(1) T NHE NN NN NN C T2 GA AN T AL PRR TG T T 2RC
Ay e

ang Ay — - -
Consensus (1} NHNHNHNNNNNN T N ITIT T &

Saction 2

(40) 40 50 [s01] T

2007-10-26_PB1_PW_A10
2007-10-26_pET2_PETPR_G09

|;34} TTCTECATEEAGEL AL TEATATEETETATE TETH M M HIN
|.4:C'} TTTAECHRGEAGETAT ACATETEET NIH N TN HAEAET

2007-10-26_pETZ_PETTE F08 rC (1)} —— = mm —mm oo oo e e
ang (1) cm e ATGGTIGTATCTICI CAGAGT

Consensus  (40) TT 2 A GGAGL & CRATATGGTGTATCTCINAGAGT

Section 3

(73) 79 50 100 17

2007-10-26_PB1_PW_A10
2007-10-26_pET2_PETPR_G09
2007-10-26_pET2_PETTE_FS rc

(73} IMIINGANT GGGART GGARAGARCT ACAGRGGGACITATGT

( Hi GLAAGACTGRGARTGGARAGRACTACAAGEEACGATGT
1

(20} GCRAAGACTGGGRATGGARAGARCTACAGAGGGACGLATGT

ang
Consensus  (72) GCALGACTGGGARTGGARAGARCTACAGAGEGACGATGT
Section 4
(118) 118 120 140 158

2007-10-26_PE1_RA_ALD
2007-10-26_pET2_PETPR_GD3
2007-10-26_pETZ_PETTE_FD3 rc
ang

Consensus

(112) NCRARACARLARRTGGCATCACCTGTCALAARTGGAGTT
(118} CCR AR L CARA AR TGECATCACCTGTCARRRRTGGAGTT

1}
_ 59} CCRARLCARARRRTGECATCACCTGTCARRARTGEAGTT
(118) CCRARACL AR RARATGGCATCACCTGTCARMARTGGAGTT

Section &

2007-10-26_PE1_P&_AILD
2007-10-26_pET2_PETPR_GD3
2007-10-26_pETZ_PETTE_FD3 rc
ang

Consensus

(157) 157 170 180 195

(151} CCRCTTCTCCCCACAGACCTAGRTTICTCACCTGCTACAC

[15_?§ CCACTTCTCCCCACAGACCTAGATTCICACCIGCTACAC
1

(%8} CCACTTCICCCCACAGACCTAGATTCTCACCTGCTACLC

2007-10-26_PE1_RA_ALD
2007-10-26_pET2_PETPR_GD3
2007-10-26 _pETZ_PETTE_FD3 rc
ang

Consensus

Section &
(126} 198 210 220 734
(1%0) RCCCCTCAGLGGEACTGRAGEAGLACTACTGCAGRARTC
(1%} Ao CCCTCAGAGEEAC T RRAGEAGRAACTACTRCAGRAATC

1)

I;13?;}:I ACCCCTCAGRAGGEACTGEAGGRAGRACTACTGCAGGRARTC
(136) nooor

[ LA L

e mm m ma m m m m mm mm m e i e mim m mm e
-\_J.-.-\:J.-.-\:-\:-\:J.-.-\_I-\:-\:L-.-\:-\:J.-.-\:J._. .-\_TJ.-.-\_I-\:-\_J.-.-\:-\:J.-.J.-.I-\_
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2007-10-26_PB1_FW_A10
2007-10-26_pET2_PETPR_G09
2007-10-26_pET2_PETTE_F09 rc
ang

Consensus

(235) 235 240 250 260 273

AGRCAACGATCCGCAGGGGCCCTGETGCTATACTACTG

2007-10-26_PB1_FW_A10
2007-10-26_pET2_PETPE_G09
2007-10-26_pET2_PETTE_FI9 rc
ang

Consensus

Section 8
274 280 290 300 32
ATCCAGARLAGAGATATGACTACTGCEACATTCTTEAGT
AT CCAGRARR L GRAGATATGACTACTGCEACATTCTTGAGT

)
)
)

(1)
)
)2

TCCAGRARALGRAGATATGACTACTGCGACATTCTTGAGT

Section 9

2007-10-26_PB1_FW_A10
2007-10-26_pET2_PETPR_G09
2007-10-26_pET2_PETTE_FI9 rc

313 320 330 340 351
GTGAAGAGGAATGTATGCATTCCAGTGGAGARRACTATG
GTGAAGRAGGRAATGTATGCATTGCAGTGGAGARRACTATE

(313)
)
)
e
)
)

313
(307
(313

ang (254 GTGRLAGAGGRATGTATGCATTGCAGTEGAGRALELCTATS

Consensus [313 GTGALAGAGGRATGTATGCATTGCAGTGGAGRALRACTATG

Section 10

(352) 352 360 370 380 390

2007-10-26_PB1_FW_Al0D [346] ACGECARAARATTTCCARRACCATGTCTEGACTGGAATGCC
2007-10-26_pET2 _PETPR_G09 (352) ACGGCAARATTICCARARCCATETCTECACTECAATEED
2007-10-26_pET2_PETTE_FI9 rc (1) ----==-==—=————— = — - ——— NN
ang (293) ACGGCARAATTTCCARGACCATGTCTGGACTEEAATSCC

Consensaus (352] ACGGCRAARRLTTTCCARRLCCATGTCTGGACTGGRARTGCC

Section 11

(391) N 400 410 429

2007-10-26_PB1_FW_A10 [385] BEGCCTEEGACTETCAGAGCCCACACGETCATNGGATACL
2007-10-26_pET2_PETPR_G09 [391] AGGCCTGCCACTO T CAGAGCC CACACCCTCATGCATACL
2007-10-26_pET2_PETTE_F9 rc (4] NNGCHNNNGGE-NNTCAGEAGCCCNCNNGNTCEANGGENNCL
ang [332] BGGCCTGEGACTETCAGAGCCCACACGETCANGGATACL

Consensus [391] AGGCCTGGEGACTCTCAGAGCCCACACGCTCATGGATACE

Section 12

(430) 430 440 450 468

2007-10-26_PB1_FW Al0 (424) TTECETECELL-TPTECALACALGAACCTGLAGLLAGRALT
2007-10-26_pET2_PETPR_G09 (430) TTECETCCEL. - TETCCALAC AR ERECCTGLAGRAGALT
2007-10-26_pET2 PETTE_F)9 rc  (42) TTNCNTNCHNRZATNNNCALAACEAENNN- - NGLAAGAAGRAT
ang (371) TTECETECELZ - TERECLLACLE EENNSENGLLGLLGALT

Consensus [430] TTCCTTCCARE TTTCCRARRCRRLGRARACCTGRALAGRLGRAT
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Section 13

2007-10-26_PEL_PA_A1D
2007-10-26_pET2_PETPR_G09
2007-10-26 pET2_PETTE_FI® rc
ang

Consensus

[489) 282 480 420 507
(462) TACEEEEGT ALCCCCGATAGGGAGCTGCGGCRITGEIST
(468) TRCHEEECTLE CEATAGGRAGCTGOGECETITGETET
(79) TACHNNNGTL CEATAGGRAGCTGOGECNTTGETET
(409) TRCEGEESTLE CEATAGGRAGCTGOGGCRTITGETET
(469) TACTGTCGTAACCCCGATAGGEEAGCTGCGECCTTIGETGT

2007-10-26_PE1_PA_A1D
2007-10-26_pET2_PETPR_G09
2007-10-26 pET2_PETTE_FI® rc
ang

Consensus

(508) 508 520 530 546

(501) TTCECCACCGACCCCMACLAGCECTGGEALEEIRG U GL T
(507) TTCECCRCCGR CHACARGCGCTRGEALETTT G CGAC
(118) TTCHCCRCCGA CHACARGCGCTEEEAL - HNHGIGAT

[5':3} R N tal Rl alnl: T T T e e T
IIur_uur_uu:r_uuuuﬂr_ur_ﬂ:u:u P g

2007-10-26_PE1_BN_ALD
2007-10-26 pET2_PETPR_GI%
2007-10-26_pET2_PETTE FI% rc
ang

Consensus

{547) 547 50 570 585

Sechion 16

2007-10-26_PE1_BN_ALD
2007-10-26_pET2_PETPR_GI%
2007-10-26_pET2_PETTE FI% rc
ang

Consensus

(586} 586 800 810 624

(579) ABCCTACCAGTGTICTGALGGGALCAGETGALAL-CTATCG
(585) ACCTACCAGIGICTGALGGGALACAGGTGAARL-CTATCS
T e Y P e e 7, =

(195) RCCTACCAGTGTCTRARGEGRACRGETGALRLRCTATCS

(526) ARCCTRACCAGTGTICTGALGGGALCAGETGRALRAL-CTATCG
(586) ACCTACCAGTGTICTGALGGGAACAGGTGRAAAL CTATCG

Sechion 17

2007-10-26_PE1_PN_ALD
2007-10-26_pET2_PETPR_GI%
2007-10-26 pET2 PETTE FI¥ rc
ang

Consensus

(625) B25 830 840 850 g8z

(617) CGGGAATGTGGCTGTTACCGTRICCGGECACACCTGICA

(234) CGGGERRATGTGGCTGTTACCGTRI CCGGECACACCTGICR

[5‘15} J-\.J-\.J-\.J-\.I.T_IHIHHHIHIIT_HHHIHI nnnnnn I.HT.J-\.HIJ—\.IHT_
LTI ITOHA1lT1l0T0Ww1l T ATl Tl e Tl adil i Tl

Section 18

2007-10-26_PEL_PA_A1D
2007-10-26_pET2_PETPR_G09
2007-10-26 pET2_PETTE_FI® rc
ang

Consensus

(664) B84 7O 880 690 02

e N = L T ey e T

(656) GCACTGGAGTGCACAGACCCCTCACACACATAACAGGRC
(662) GCACTGGAGTGCACLGACCCCTICE ACATRRCARAGERE
[:_1?3} HHTIHIHHTIHIHHT LW ek T ad ol ol o T
(= I - R TITAT L JLn
[5'33} HHTIHIHHTIHIH
(B - R TOLAT AT

i T T T T Ti
anuuquununununInnunJJnu

[qu} e — T T R T Ty R e e e T e Ty e T —~ T T T
:uﬂuI::r_:I:uﬂur_:r_uuuu ununununIr_nun::nu

— R el
T T T Ti Ti
unInnunJJnu
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2007-10-26_PE1_PN_A1D
2007-10-26_pETZ_PETPR_GIG9
2007-10-26_pET2_PETTE _FI? rc
ang

Consensus

(703) 703
(695) LCCLGL
(701) ACCLGL

T T T T

i

(312} nCCRGRRR A CTTRCCCTGCARRRRTTTEGATGRLAACTA

ey o ey o

—e oy oy o

(703)

ACCAGRARACTTITCCCTIGCARRR R TTTGGATGRARRACTR

Section 20

2007-10-26_PE1_PN_A1D
2007-10-26_pETZ_PETPR_GIG
2007-10-26_pET2_PETTE_FI¥ rc
ang

Consensus

(742) 742 750 780 770 7ED

(734) CTGCCGCAATCCTGACGEARARRGEGCCCCATGGTGCCA

e T o

E?q-ﬂ} CTGCCGCART LT GACGEALRLR AL GEGCCOCCATGETIGECA

" o

—_
VAR GEECCCCATEETECCA

L=

s

['E'Bl} SO CECAART CCT GACGEARA AN GGG CCOCCATGETGCCA

g -

(742) CTGCCGCALTCCTGACGEARALAGGGCCCCATGGTGCCA

HO7-10-26_PE1_PA_ALD
2007-10-26_pET2_PETPR_G09
2007-10-26_pET2 PETTE FI® rc
ang

Conssnsus

Section 21
(781) TE1 750 800 813

(773} TACRACCE A RGO C AL GT GO ET GEGAGTACTEGTAAGAT

(779) TACARCCALCRGCCRAGTGCGGTIGGGAGTACTGTALGAT
(390) TACAACCALCAGCCRAGTGCGGTIGGGAGTACTGTALGAT
(720) TARCARCCALCRGCCRAGTGCGGIGEGASTACTGTALGAT
(781) TACAACCALCRGCCAAGTGCGRIGGGAGTACTSTAAGAT

Section 22

2007-10-26_PB1_PN_A1LD
2007-10-26_pET2_PETPR_GI®
2007-10-26 pET2_PETTE R rc
ang

Consensus

(820) B20 830 858

(812) RCCGTCCTIGIGACTCCTICCCCAGTATCCACGGRARCRATT

(429) RCCGTCCTGTGACTCCTCCCCAGTATCCACGGARCRRTT
(7589) RCCGTCCTGTGACTCCTCCCCAGTATCCACGGARCRRTT
(B20) ACCETCCTIGTGACTCCICCCCAGTATCCACGERACARTT

Section 23

2007-10-26_PE1_PBN_A1D
2007-10-26_pETZ_PETPR_GI9
2007-10-26_pETZ_PETTE_FIF? rc
ang

Consensus

(853) B59 870 880 897
(851) 33:T:::A:RS:E—;::E—;::ISES:IRR::::ISISSI::I
(857) GECICCCE CCTGIGETCC

(468) GECTCCCACAGCACCACCTGAGCTARCCCCTGIGETCCA
(798) BEC CCTGTGGTCCA
(859) GECTCCCACAGCACCACCTGAGCTAACCCCTGIGETICCH

Section 24

G ——

AGCACCACCTGAGCTAL

S T T T e e T e e T

T Ti T
e L AT L unquJnJu Innu

2007-10-26_PE1_BN_A1D
2007-10-26 pETZ_PETPR_GIS
2007-10-26_pETZ_PETTE_FIF? rc
ang

Conssnsus

(858) 598 910 920 936

;
(890) WA - CTGCTACCEIGETGATGGACAGAGCTACCGAGGCHN

(507) GEAICTGCTLCC

(8%8) GGACTGCTACCATGGTGATGGACAGAGCTACCGAGECAL
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Section 25
(337) 837 550 560 975

2007-10-26_PE1_PN_A1D
2007-10-26_pET2_PETPR_G09
2007-10-26_pET2_PETTE_FI® rc
ang

Conssnsus

Section 26
(376) 57E 220 1000 1014

2007-10-26_PB1_PW_ALD
2007-10-26_pET2_PETPR_G09
2007-10-26_pET2_PETTE_FS rc

ang 1
Consensus (976) GTCATCTATGACACCHNCA CCGECNCCLAGRANACCCCLN

Section 27

(1015) 1015 102D 1020 10440 1053

2007-10-26_PB1_PW_A10 (1005) B2 22 CTACCERAL RS CHGCEET N B NEG A ACHNNE EF
2007-10-26_pET2_PETPR_G09 (1012) MR L ACTACCHNALNGCEGGH -NT GAMA G LA CTECT GHIL

2007-10-26_pET2 PETTE_FIS rc (623) BRnACTACCORLLTCCTCGECTGRE LAT CTRACTGCA

ang (953) Bn TaCCER R MG CEG G OCTGAC AAT G A CHRETGCR

Consensus (1015) A4 A CTACCCARRTGCTGGCCTGACNAT GRAACTACTGNA
Section 28
(1054) 1054 1060 1070 1080 1082

2007-10-26_PE1_PA_A10 {1044) GHL NN —— - ———— = — = —— = — e e
2007-10-26_pET2_PETPR_G09 (1050) SHIZ THE -ENETENCHATARN HCCEH N GEN & TETTN CHIH
2007-10-26_pET2_PETTE RIS rc (562) Z—“E_'—_ILICCI&EILIGCCEI&II&AI&EGCCCC'IEGIGII'ITILCCI&
ang (992} ZZLAECCLGRATGCCGATALAGGCCCCTGGTGTITITACCL

Gonsensus (1054) GNALTCCAGATGCCGATARAGGCCCCIGEIGITITACCR
Section 29
(1093) 1052 1100 1110 1120 1131

2007-10-26_PBL_PW A0 {10S0) - — _ _ _ _ _ _ _ __ __ ___ __ _ __ _ __ __ ___________
2007-10-26_pET2_PETPR_GO9 (1088) 1117 1 11 ST 1 C G 11T G 11 GG 1180 1 17 1 191 1 1 1 AN 1 C LI B
2007-10-26_pET2_PETTE F0S rc (701) CRGRCCCCAGCETCAGETCEEAGTACTECAACCTGRLAR

ang (1031} CAGACCOCAGCRTCAGRT AEEAGTACTECAACCTEGLARE
Consensus (1093} CAGRACCCCAGCGTCARETGEEAGTACTGCARCCTGRAARE
Section 30
(1132) 1132 1140 1150 1150 1170

2007-10-26_PB1_PW_A10 (1050} —— - — - — o _____
2007-10-26_pET2_PETPR_G09 (1127) Bl TNNNNNNNNHNNHNNENNNN AN NN T NN NN NN
2007-10-26_pET2_PETTE_F0S rc (740) BERGCTCRGER R G ERG G LG T AL GTCGACRAGCTTG
ang (1070) BN TECTCAGEARCRERAGEET - - - - -~ - -~ — - ——— - ———-

Consensus (1132) AR TGCTCAGGLAACAGRAGCGT

Las secuencias de cuatro dominios kringle se alinearon de acuerdo con sus cisteinas

conservadas y con referencia al plasminégeno homoélogo.

El analisis del resultado se la secuenciacion se realizo mediante el software Vector NTI

Advance (TM) 11.0.
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CANTIDAD DE TAMANO DE ORIGEN DE PESO MOLECULAR
PARES DE UNA CADENA REPLICACION POR PLASMIDO
BASES (BP) DE PLASMIDO
[DA]»
pBK1-4 4336 1.34 x 10¢ pBluescript 1.83 x 102 g
~300-500 copias
pEK1-4 6483 200 % 105 pBR322, f1 4.08 x 10 pg
~15-20 copias

a: 1 Unidad de masa atémica [Da] = 1.66x10% g (Stryer, 1996)

Tabla 11 Datos de pesos moleculares de las construcciones obtenidas.

4.4 Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran que la identidad del gen amplificado del plasmido base
original pPIC9K es la correcta. El clonado en los sucesivos pasajes en los vectores de
expresion pBAce y pET22b arrojé resultados satisfactorios por todos los medio evaluados.
Las reacciones de secuenciacion dieron como resultado un 91.6% de homologia con la
secuencia registrada en el GenBank (PLG NM_000301 Human cDNA ORF Clone), de la
angiostatina enddgena humana dentro de los aminodcidos 93 - 470 del plasmindgeno
humano nativo (kringle 1- 4) [5-7]. Por otra parte las evaluaciones bioinformaéticas
empleando ExPASy ProtParam tool arrojaron los siguientes valores predictivos, que la
composicion de aminodcidos a expresar es de 363 y que el peso molecular estimado es de
41221.6 Da, con un punto isoeléctrico de 7.69. Por otro lado, segin estudios realizados
mediante el software On-line de la Facultad de Quimica, Bioldgica, e Ingenieria de
Materiales de la Universidad de Oklahoma’ se determiné que, basdndose en la secuencia
obtenida (11 Alanine (A), 19 Arginine (R), 18 Aspartate (D), 25 Asparagine (N), 26
Cysteine (C), 13 Glutamine (Q), 22 Glutamate (E), 23 Glycine (G), 13 Histidine (H), 6
Isoleucine (I), 13 Leucine (L), 23 Lysine (K), 6 Methionine (M), 5 Phenylalanine (F), 36
Proline (P), 30 Serine (S), 36 Threoine (T), 11 Tryptophan (W), 18 Tyrosine (Y), 9 Valine
(V)), para la expresion en E. coli tiene nulas posibilidades de obtenerse de manera soluble

de manera que todo indicaria la obtencién de cuerpos de inclusién [8].

> http://biotech.ou.edu/
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Estos resultados permitieron aseverar la integridad del gen y comenzar a evaluar

condiciones promisorias de expresion en ambos sistemas.
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Capitulo 5

CAPITULO 5:
EXPRESION DE ANGIOSTATINA
HUMANA RECOMBINANTE

la fecha de hoy, E. coli permanece a la vanguardia de los sistemas de expresion

utilizados para la produccién de proteinas recombinantes. A pesar de que es incapaz de
realizar modificaciones postraduccionales tales como la glicosilacién y poseer una
capacidad limitada de secrecion, el 69% de los biofarmacos comercializados para terapias
antitumorales, se producen en E. coli frente a s6lo el 26% producido en células de
mamiferos [1]. Fue por esta razén que se selecciond a esta bacteria como modelo de
expresion en esta tesis.

Luego de verificar la integridad de las construcciones (Seccién 4.2.1.4), el siguiente paso
consistio en verificar la funcionalidad de las mismas, evaluando la expresion de sus
productos. Para ello, se evalud el crecimiento de las cepas hospedadoras en diferentes
medios (complejos y sintéticos) tanto en cultivos en batch en erlenmeyer agitado y en
fermentadores. En ambos casos se evaluaron aspectos como la fuente de carbono, la
cantidad de inductor y el tiempo de induccién de manera de poder estudiar qué impacto
generaba la expresion de angiostatina debido a la carga metabdlica asociada a cada
condicion impuesta por el pldsmido (Seccién 2.2). Una de sus consecuencias suele ser la
acumulacion de acetato, que para E. coli es considerado tradicionalmente como una

limitacién importante al potencial biotecnolégico de este microorganismo [1-2]. Ademés,
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bajo condiciones de crecimiento aerdbico, también se puede dar la produccion de lactato y

otros 4cidos orgdnicos debido al metabolismo de sobre flujo [2] (Seccién 2.1).

5.1 Expresion utilizando la construccion BL21 (DE3)/pEKI-1V
(2)

Inicialmente se detallardn los experimentos y los resultados del sistema control pEKI- IV
(2) / BL21 (DE3) inducibles por medio de IPTG [3] (Seccién 2.2). El nombre pEKI- IV (2)
corresponde al clon niimero dos del banco maestro (MCB). El MCB fue derivado de un
tnico clon. El mismo fue previamente caracterizado (Seccién 4.2.1.4) para garantizar la
identidad genética del mismo y de la cepa demostrando también que el banco de células
estd libre de contaminantes.

Los estudios inicialmente se realizaron a escala de erlenmeyer agitados. Este tipo de
sistema ha demostrado ser una herramienta estandar invaluable en el trabajo biotecnolégico
préactico, una de las razones es, entre otras, su facilidad de manejo [4]. La ventaja técnica de
esta practica es que en un espacio relativamente reducido se pueden evaluar tres o cuatro
condiciones experimentales con un gasto minimo de material y sin necesidad de sistemas
de control de los cultivos. Este tipo de sistema se usa en las primeras etapas de deteccion

del trabajo de desarrollo biotecnolégico.

5.1.1 Evaluacion de la Densidad ()ptica y concentracion de inductor en

medio complejo LB.

El medio de cultivo complejo LB soporta el crecimiento de E. coli hasta una DOeoo
aproximadamente de 7. Sin embargo, luego de alcanzar la fase estacionaria la biomasa
puede disminuir incluso hasta llegar a una DOeoo de 0.3 debido principalmente al
metabolismo endégeno.

En un cultivo en batch, el crecimiento se detiene bdsicamente por falta de una fuente de

carbono utilizable. La FCE que utiliza E. coli en el medio LB es fundamentalmente
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aminodcidos dado que el medio no contiene una cantidad apreciable de azicares. Es por
eso que se evalué dicho medio incorporando 2 g-L! de glucosa como FCE [2-3]. Se
evaluaron en paralelo la cepa BL21 (DE3)wr y el clon BL21 (DE3) / pEKI- 1V (2).

Las primeras variables estudiadas fueron la DOgoo previa a la induccién y la concentracion
de IPTG, con el propésito de hallar la condicién 6ptima para la expresion de angiostatina.
Se realizaron diversos ensayos en medio LB conteniendo 2 g-L! de glucosa induciendo a
distintas densidades 6pticas (0.3; 0.5 y 1) con una concentracién de inductor variable (0.5 a
1.0 mM de IPTG) de una manera similar a lo sugerido en manual del pET 11ed [3].

El protocolo general fue el siguiente: 100 microlitros de un stock celular guardado en
glicerol se inocularon en 2 - 5 ml de medio LB con 50 pg/ml de ampicilina. Se incubo en
un agitador orbital termostatizado New Brunswick a 37 °C y 200 r.p.m. durante toda la
noche (ON). A partir de estos cultivos se realizé una dilucién 1/200 (500 pl del cultivo ON
en 100 ml de LB con ampicilina) en erlenmeyers de 1000 ml que fueron crecidos en iguales
condiciones hasta alcanzar una DOgoo de aproximadamente 0.3; en ese momento se
transfirid, en esterilidad bajo flujo laminar, 1 ml de muestra a un tubo tipo eppendorf, se
centrifugé por 3 min. a 14000 r.p.m., se deseché el sobrenadante y se almaceno el pellet
celular a -20 °C. Este fue considerado como “to” de la induccién. Posteriormente el cultivo
fue inducido con IPTG (Fermentas) a la concentracion final a evaluar y se lo dejé crecer
entre 2 - 5 horas mds a 37 °C con agitacion. Paralelamente se realizaron dos controles
negativos de la expresion. Un cultivo de la cepa BL21 (DE3)wr en iguales condiciones de
temperatura y agitacion (pero sin el agregado de ampicilina e IPTG) y un cultivo del mismo
clon pero sin inducir.

El paso siguiente fue evaluar dos métodos de ruptura celular de manera de determinar el
método extractivo mds eficiente. Se sabe que la localizacion de los productos de la
expresion es citoplasmadtica (Seccion 4.4) por lo que un adecuado método de ruptura celular
es esencial para el éxito del protocolo. Se evaluaron dos métodos diferentes. En un caso se
adapto el trabajo de Demchick y col. [5] en el cual se reporta una forma rdpida y sencilla de
obtener proteinas de enterobacterias, y el segundo método se realizé segtn el manual del

pET 1led [3].
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5.1.2 Resultados

5.1.2.1 Efecto de la DO de induccion sobre el crecimiento celular.

El efecto de la DOgpo a la cual se realizé la induccién con 0.5 mM de IPTG sobre su
cinética de crecimiento celular se presenta en la Tabla. 12. El crecimiento de las cepas
inducidas y sin inducir se comparé determinando su velocidad especifica de crecimiento
Mmax. (Fig. 30). La concentracion celular total (Fig. 31) fue casi la misma para las DOgoo de
0.5 y 1.0 al finalizar todo el experimento. En el estado no inducido, se observé una menor

cinética de crecimiento.

Cepa / Condicién tmx (W)
Valor R?

Valor £ S.D. n Valor £ S.D. n
BL21 (DE3) WT 0.639 +0.03 2 0.975 +£0.07 2
BL21 (DE3) S.I 0.260 + NA 1 0984 + NA 1
BL21 (DE3) DOggo = 0.3 0.642 £ NA 1 0982 +NA 1
BL21 (DE3) DOggo = 0.5 0.612+NA'1 0.865 £ NA 1
BL21 (DE3) DOgp = 1.0 0.508 £ NA 1 0.896 + NA 1

Tabla. 12 Valores de la velocidad especifica de crecimiento en las

condiciones evaluadas.
La Tabla. 12 muestra los valores de umax obtenidas de las gréficas de In (DOeoo) vs tiempo
de cultivo durante la fase de crecimiento exponencial ya que los mismos deben representar
al cultivo en dicha fase. La forma logaritmica InDO= InDOo+ pmar.t, fue utilizada para la

grafica y obtener wnqx de la pendiente.
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05 mM IPTG

DOGDD

Tiempa ths)

—e— BIL21 (DEZ) WT

—s— BL21 (DEF i pEKI-IV (2) DOgp= 0.3
—a— BL21 (DEZ i pEKI-IY {3 DOgp=1.0
—+— BL21 (DEF i pEKI-IV () DO = 0.5
—m— BL21 (DEZ) / pEKI-IV (3 &

Figura 30 Grafica de la cinética de crecimiento de las cepas evaluadas
para una concentracion de 0.5 mM de IPTG.

141 0.5 mM IPTG

0,8

Biomasa (g.L")

0,6 4

0.4

0,2

0,0 T T T T T T
0,2 0.4 0,6 0,8 1,0 1,2

DOg,, de Induccién

Figura 31 Grafica de la biomasa final obtenida a diferentes DOgsoo de
induccién.

La induccién a mayor densidad Optica en la fase exponencial dio como resultado menores
rendimientos celulares, por lo tanto se evaluara si los mismos indican que se podria lograr
una mayor expresion de angiostatina utilizando DOeoo superiores a 0.50 para la induccion
dado que el crecimiento a altas densidades celulares es esencial para proporcionar una

mayor produccion de proteinas heterélogas.
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5.1.2.1 Evaluacion del método de ruptura celular

En comparacion con otros sistemas de expresion, como células animales, levaduras o
bacterias Gram-positivas, E. coli constituye un caso especial dado a que es una bacteria
Gram-negativa, su envoltura celular estd formada por una membrana interna, el periplasma
que contiene la capa de peptidoglicano y la membrana externa [6]. El entorno oxidativo del
periplasma permite el correcto plegamiento de proteinas que contienen puentes disulfuro
[7]. Al realizar el anélisis de la secuencia de los productos obtenidos (Seccién. 4.3) se
encontré que en el sitio 771 existia un sitio de corte para la enzima Ncol. Esta enzima es la
utilizada para fusionar cualquier proteina a la secuencia de exportacion a periplasma pelB
(Seccidn. 3.1.2) por tanto de desistié de cualquier intento por generar una construccion para
lograr la exportacion.

En esta seccion se describen dos de los mecanismos propuestos para la recuperacion de la
angiostatina. Los mismos consistieron de uno o dos pasos basicos en los métodos de
permeabilizacion. El método de Demchick [5] implica basicamente el tratamiento de las
células con acetona seguido de la extracciéon de proteinas celulares con SDS. La
metodologia se ha aplicado con éxito a la extraccion de proteinas de una amplia variedad de
bacterias, incluidos patogenos y se ha revelado que la composicion proteica de los extractos
preparados mediante este método eran comparables a la de los extractos preparados
mediante métodos establecidos como la sonicacién. El otro método utilizado es el
establecido segtn el manual del pET 11ed [3]. Para tal fin, las muestras procesadas fueron
los dos tiempos de induccién bajo la condicién de 0.5 mM de IPTG con una DOgoo 0.90 ~
1. Se eligi6 esta muestra debido al claro “planchado” en el crecimiento respecto de las
condiciones anteriores probablemente a la induccién de la expresion de angiostatina a una
densidad Optica mayor que en el resto de los casos (Fig. 30). Algunos autores incluso
postulan como la condiciéon mds apropiada para la induccion de la expresion de proteinas

recombinantes [8].
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5.1.2.2 Resultados

La Tabla 13 muestra el proceso de concentracién de las muestras para normalizar y
alcanzar la DOgoo requerida. Para tal fin las muestras fueron centrifugadas a 15000 r.p.m
durante 10 min. a 4° C; luego de descartar el sobrenadante, el pellet bacteriano fue re
suspendido en los volumenes citados 6.5 y 24 ml respectivamente en agua destilada. Estos
fueron los volimenes originales que se mencionan al comienzo del procedimiento de
Demchick, pero esas mismas también fueron sometidas para ser fraccionadas segin lo
establecido en el manual del pET 1led [3]. Entre paréntesis figuran los porcentajes de
concentracion de las muestras. Para el procedimiento de Demchick, los restos de células se
suspendieron en 10 ml de acetona helada (grado analitico), se dejé reposar en hielo durante
5 min, y se centrifugo a 15000 r.p.m. La acetona residual se eliminé bajo corriente de
nitrégeno, y luego se extrajeron las proteinas incubando con 1.0 ml de SDS al 1% durante 2

min.

Tiempo de induccion = 1.0 hr. Tiempo de induccion = 2.0 hr.
DOsoo 1.35 1.38
Volumen (ml) 10 35
FC Vol. (ml) 6.5 (1.53 %) 24 (1.46%)
DO600 Final 2.07 2.01

Tabla 13 Condiciones finales evaluadas del cultivo.

Luego, cada una de las fracciones obtenidas en el proceso de purificacion fueron sembradas
en SDS-PAGE al 12.5 % (ver Seccién 3.3.7) para corroborar la presencia de la proteina y
estimar su peso molecular. Las muestras se prepararon en relacion 1:1 con el buffer sin
reductor (25 pl). La figura 32 muestra el revelado mediante WB (Seccién 3.3.8), con MoAb

91 Santa Cruz sc-73708 angiostatin (4958-1), human, mouse monoclonal IgG2a.
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Ruptura segun el manual del pET 11ed.

Referencias.: 1 2@ @ @ B 6 O

Ruptura segun Demchick y coI.

Figura 32 Revelado mediante WB de dos procesos diferentes de
ruptura celular. Las referencias son las siguientes: (1) Muestra
sobrenadante tiempo 2; (2) pellet tiempo 1; (3) pellet tiempo 2. (4)
Muestra sobrenadante tiempo 1, (5) Muestra sobrenadante tiempo 2;
(6) pellet tiempo 1; (7) pellet tiempo 2.

Este ensayo corresponde la primera evidencia de expresion de angiostatina para el sistema
control y por ende de la integridad de su funcionalidad génica. Puede verse un tamafio
correcto para el producto en buena proporciéon. Los métodos de ruptura revelan que el
producto se encuentra en la fraccion insoluble como IB. Esta situacion se corrobora con los
resultados de otros investigadores [9]. Se observa una sefial, leve en la fraccion soluble de
cada tiempo.

Para futuras determinaciones se eligié finalmente la técnica de Demchick por sobre la
técnica del manual del pET22b principalmente por ser un método econémico, rapido y
reproducible para preparar las muestras y por ser facilmente adaptable a la escala de
trabajo. Los rendimientos oscilaron entre los 150 — 200 mg de proteina /g de peso seco.
Manifestada la expresion mediante el sistema de expresion pET22b se revelaron el resto de
las muestras por medio del método de acetona - SDS donde se hallan los IB de todas las

condiciones de cultivos evaluadas.
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Figura 33 Revelado de las muestras de los cultivos (Seccién. 5.1.1)
mediante SDS — PAGE 12.5 % (3) (Seccién 3.3.7) y WB (1; 2; 4)
mediante el método de Demchick (acetona — SDS).

La Figura 33 muestra el andlisis SDS-PAGE de las fracciones insolubles (cuerpos de
inclusiéon) producidas a partir de expresiones en pequefla escala. La angiostatina
recombinante producida en E. coli se expreso tipicamente a 37 °© C durante 3 — 4 h 'y se
demostré que con 0.5 mM IPTG fue suficiente para desactivar el represor Lacl y manifestar
la expresion. Esta condicién fue suficiente para obtener IB insolubles. La determinacion
analitica (Seccién. 3.4.3.1) arrojo un valor de proteinas totales de 0.89 ug / ul en los geles
previo al WB.

Ciertos autores [10], manifiestan que esta proteina migra como una tnica banda alrededor
de 52 kDa en condiciones reductoras. Sin embargo, bajo una variedad de condiciones
(incluyendo la congelacion y descongelacidn), se degrada en especies mds pequeiias,
incluyendo un doblete a alrededor de 42 kDa, que conserva la actividad de angiostatina.

De los resultados obtenidos podemos establecer que el sistema pET22b expresa el producto
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con un tamafio correcto en un amplio rango de densidades Opticas sin afectar la viabilidad
celular.

Debido a que se manifesté expresion de angiostatina, se evaluaron alternativas a escala de
biorreactor por varios motivos. El mds importante, es que debido a que generalmente el
rango de expresion de proteinas recombinantes es del orden de mg/L, la cantidad de
angiostatina recuperada de los IB podria ser escasa o incluso indetectable.

Los autores Park y col. [9] (Seccién. 1.4.2) con un sistema de expresion similar obtuvieron
luego de purificar los IB una concentraciéon de angiostatina de aproximadamente 100

ng/mL.

5.1.3 Sistema Batch — Biorreactor

5.1.3.1 Evaluacion de crecimiento en Medio LB

A pesar de que existe una amplia cantidad de informacion de crecimientos de varias cepas
de E. coli en diferentes medios complejos [2] [8] es sabido que la composicién del mismo
afecta la velocidad de crecimiento y que la misma tiene influencia en la cinética de perdida
de plasmido y su nimero de copias [11] por otro lado, cabe mencionar que la complejidad
génica de la proteina a expresar también tiene un alto impacto [12].

Debido a la degeneracion del cédigo genético, la mayoria de los aminodcidos pueden estar
codificados por miultiples codones sinénimos o equivalentes. Estos se encuentran
naturalmente con diferentes frecuencias en diferentes organismos. La base de datos estd
disponible en hive.biochemistry.gwu.edu/review/codon. Por dltimo, en caso de requerir
mayores cantidades de angiostatina (suponiendo que este sistema de expresion funcione
mejor que el inducible mediante el promotor de la fosfatasa alcalina) seria conveniente
poseer al menos el pardmetro de velocidad especifica de crecimiento maxima con los fines
de futuros disefios. Ademds, como se menciond, se sabe que este pardmetro es muy

importante debido a que afecta la sintesis de proteina recombinantes [13].
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5.1.3.2 Resultados

Con la idea de obtener mayor informacién en medio complejo (Seccion 3.2.1), se realizé un
cultivo en batch a escala de biorreactor. Se inocularon 20 ul de cultivo del stock a — 70 ° C
en 50 ml medio LB con 50 pg / ml de ampicilina en erlenmeyer de 150 ml y se incub6 con
agitacioén durante 16 horas a 37 ° C (cultivo semilla). El biorreactor se esterilizé con 900 ml
de medio LB s/antibiético y, una vez frio, se dejé durante 16 horas con circulacién de aire
de manera de polarizar el electrodo de oxigeno. El reactor se inocul6 con 45 ml del cultivo
semilla, el antibidtico y agua estéril en cantidad necesaria para completar 100 ml generando
una DOeoo inicial de 0.07. EI cultivo de realizé en modo cascada. Dicho modo, proporciona
un sofisticado control del proceso mediante la alteraciéon de una o mds variables (en este
caso, Agitacion-r.p.m- y -DO%-0O.), en funcion del valor de cualquier otra. El caudal de
aire utilizado fue de 0.7 L / min.

Por otro lado se repitié el mismo procedimiento incorporando al medio una concentracion

de FCE (Glucosa) de 5 g-L.

E. coli BL21 (DE3) pEK I-1V (2).
LB LB G
Wmdix 0.706 (R> = 0.87) 0.720 (R>=0.97)
DO 600 Final 1.35 3.0
X (gL' 0.35 0.75

Tabla. 14 Valores finales obtenidos. La biomasa final fue el parametro
mas notorio en las dos condiciones evaluadas.

Estos resultados son los esperados ya que, en medio LB sin suplemento de glucosa, el
crecimiento se detiene al llegar a una DOegoo de alrededor de 2, que corresponde a
aproximadamente 0.6 g de E. coli (peso seco) por litro. La razén, tal cual se indicé
anteriormente, es que, a pesar de la alta carga orgdnica que aportan la peptona y el extracto
de levadura, el medio aporta un bajo contenido de hidratos de carbono y otras fuentes de

carbono asimilables.
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De los datos obtenidos se observa que el clon posee un umix de 0.7 lo que resulta en un
valor tipico para E. coli creciendo en un medio complejo. El presente resultado se considera

como valor de referencia para futuros experimentos.

5.1.3.3 Evaluacion de crecimiento y expresion en MR

Una de los objetivos planteados en este trabajo fue estudiar el crecimiento de las distintas
cepas, tanto las WT como las recombinantes obtenidas (Seccién.2.2), empleando cultivo
continuo (CC) a distintas velocidades de dilucion. Es conocido que para el disefio de CC se
debe tener conocimiento de la velocidad especifica maxima de crecimiento, la cual es una
de los pardmetros de control mds importantes de un proceso. Sin embargo, este pardmetro
varfa segun las condiciones del cultivo, es decir, el crecimiento y estd influenciada por
factores como la naturaleza de los sustratos, medio de crecimiento, temperatura, pH y
suministro de oxigeno.

Como una introduccién al estudio de este pardmetro se estudio el sistema control en el MR
planteado para tal fin de manera de determinar la pmax y realizar una induccién de la
expresion de la angiostatina para comparar la expresion respecto de los ensayos en
erlemneyers agitados. En general, la expresion se puede optimizar en relacion a diferentes
parametros del cultivo tales como medios de cultivo, cepa, condiciones de induccién como
el tiempo y la temperatura de induccion y la concentracion de inductor [14]. Sin embargo,
ya en una escala de cultivo mayor como en un biorreactor se requiere una consideracién
especial debido a los efectos significativos de los niveles de oxigeno, aireacion y velocidad
de agitacion. Se ha demostrado que la adecuada agitacion y aireacién también son factores
importantes en el éxito de la expresion de proteinas recombinantes [15]. Debemos tener en
cuenta que debido a que la mayoria de la angiostatina expresada es como IB, la

productividad (y la productividad especifica) serd proporcional a la densidad celular final.

5.1.3.3 Resultados
Se realiz6 un experimento similar a lo evaluado con el medio complejo LB en un

biorreactor BioFlo 310 utilizando el MR (Seccién 3.2.1). Se realiz6é una induccién con 1
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mM de IPTG debido a los buenos signos de expresion evidenciados en la Figura 33. Con
los resultados obtenidos de este primer cultivo se calcularon los pardmetros cinéticos y los

rendimientos celulares.

E. coli BL21 (DE3) pEK I-IV (2)
Antes de induccién Post induccién
Lmax 0.445 (R*=0.98) 0.306 (R?=0.97)
DOsoo 1.46 4.15
X (gLh 1.35 2.80
RQ 0.98 0.81 (++)
VXIS) ele 0.234 0.394 ()

Tabla. 15 Parametros obtenidos durante el cultivo previo y post
induccion. Referencia: (*) DOsoo final del cultivo. (**) Final del
cultivo.

@
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Figura 34 Cinética de crecimiento en MR. El grafico -(x)- representa
la variacion de coeficiente respiratorio RQ.

La presente figura muestra la cinética de crecimiento. La induccidn se realizé a una DOegoo
de 1.485 ~ 1.5. Sélo se tomaron tres muestras durante el transcurso de la misma, el control
y los tltimos dos puntos.

Se observa una marcada disminucién de la velocidad especifica de consumo de glucosa

luego de la induccién lo cual es razonable ya que, para este tipo de sistema de expresion, es
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observado el fendmeno de inhibicion de la captura de sustrato luego de la induccién [16].
La fuerte expresion de angiostatina podria afectar el metabolismo de la FCE inhibiendo
fuertemente las capacidades mdximas de absorcidon especificas para la glucosa y la
respiracion. Estos efectos de inhibicion estdn bien descritos mediante la inclusion de la
cinética de la formacién de producto en un modelo dindmico recientemente publicado [17].
Si bien este fendmeno es bien conocido, no serd estudiado en sus consecuencias para el
sistema de expresion formado por la cepa E. coli BL21 (DE3)/pEKI-IV (2).

A partir de las muestras obtenidas post-induccién, la expresion fue analizada mediante
electroforesis seguido de un WB. La Figura 35 muestra los resultados obtenidos mediante
el revelado por ECL con peroxidasa y el anticuerpo monoclonal anti-angiostatina (Thermo
Scientific Pierce ECL Western Blotting Substrate). Las muestras corresponden Gnicamente

al periodo de induccion.

KDa
40

35 lt

Figura 35 Analisis de WB de un SDS-PAGE al 12.5% de las
fracciones insolubles (IB) producidas luego de la induccion con 1.0
mM de IPTG. El marcador utilizado fue Thermo Scientific™
PageRuler™. Las muestras sembradas son dos muestras finales entre
las 6 y 8 horas de cultivo.

Se observa una buena sefial de expresion de angiostatina junto con el marcador. Las
muestras corresponden a los dltimos dos tiempos de induccién sin contar los dltimos dos
puntos de la cinética de crecimiento. Dado que el producto se expresa en forma de IB, las
condiciones de siembra fueron de ruptura total. A 50 ul del pellet celular (normalizado a 1
ml de DOgoo = 1) se le agregaron 50 pl de buffer de muestra 2X con reductor luego se

hirvié durante 10 min., y luego se adiciono 50 pl de agua, se re suspendié y se centrifugd
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durante 15 min. Se sembro el gel con 20 pl de cada muestra en un gel al 12.5% de SDS-
PAGE para hacerlo comparativo (Fig. 33).

En esta etapa, se obtuvo un procedimiento general, similar a las estrategias actuales para la
produccién de proteinas recombinantes en E. coli, y se determind que el sistema de control
de la expresion de angiostatina muestra resultados satisfactorios (rango de tamafio correcto,
deteccion adecuada mediante diferentes tipos de WB, etc.).

Se hace especial hincapié en el sistema de control de la expresion de angiostatina por dos
razones fundamentales, en primer lugar, para comprender mejor como podria actuar el
sistema de expresion mediante el promotor de la fosfatasa alcalina de E. coli. En segundo
lugar, se ha demostrado que los niveles obtenidos permitirian aislar la angiostatina para
utilizarla como control en futuros ensayos de detecciéon y evaluacion de su actividad
biolégica. El hecho de poder determinar que el peso obtenido sea correcto nos da suponer la
integridad en cuanto a la composicién de aminodcidos de los cuatro kringles.

El hecho de ser la angiostatina una proteina humana compleja, y que hayamos verificado
que su expresion arroje un peso molecular dentro de los limites correctos, no es algo menor
sino esencial para verificar que el sistema de expresion control ha funcionado de manera
correcta.

Por otro lado, su expresion no ha tenido impactos negativos sobre el hospedador como ser
muerte celular o defectos graves durante el cultivo como ser un elevado mantenimiento
durante la fase de crecimiento. Estos tltimos aspectos si serdn evaluados en detalle cuando
se estudie el sistema de induccién mediante el promotor de la fosfatasa alcalina. Como se
menciond, la complejidad de la proteina es clave para el éxito de su expresion, pero no del
todo relevante a su futura funcionalidad. Un claro ejemplo de proteinas complejas
expresadas en E. coli es el HIFN-y, una proteina glicosilada con un tamafio molecular total
de 25 kDa. Sin embargo, hIFN-y recombinante (rhIFN-y) expresado en E. coli no estd
glicosilado y tiene un peso molecular de 17 kDa, pero sigue siendo fisiolégicamente activo
[18]. El conocimiento obtenido indudablemente servird para el desarrollo de nuevas

herramientas para la produccion de angiostatina en este sistema bacteriano.

5.2 Expresion utilizando la construccion BL21 (DE3)/pBKI-1V
1)
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En la seccién anterior pudo demostrarse que el sistema considerado como control expresa
angiostatina de una manera esperada en forma de IB. En la presente seccion se describe el
sistema de expresién para angiostatina de mayor interés y motivo de esta tesis. Cabe
mencionar que a la actualidad no existen evidencias publicadas de expresion de
angiostatina utilizando un vector de expresion con el promotor de la fosfatasa alcalina de E.
coli.

Probablemente al utilizar este sistema de expresién puede ocurrir, como se menciond
(Seccién Resumen), que exista una adaptacion gradual en el tiempo a medida que se va
limitando el fosfato y de manera paralela se lleve a cabo la induccion, o bien que las células
crezcan, y la energia, los recursos nutricionales a menudo sean dirigidos hacia la
produccion de biomasa hasta quedar en estado de no crecimiento (latente), debido a la
limitacién de fosfato pero que sean metabdlicamente activas y capaz de producir
angiostatina en niveles mads altos.

Este ultimo concepto fue desarrollado por Rowe y Summers, quienes encontraron que en
ese estado E. coli posee una productividad especifica mayor debido a la disminucion de la
expresion de genes cromosOmicos, favoreciendo la expresion del gen codificado por el
plasmido [19-21].

Andlogamente a lo realizado en el sistema control, debieron ajustarse condiciones de
crecimiento en diferentes medios, pero por sobre todas las cosas, debié estudiarse la
concentracion de fosfato inorganico inicial y el seguimiento del curso de su consumo dado
que esto nos dard idea del comienzo de la induccién de la expresion [22]. Para establecer
condiciones Optimas para la induccion, muchos experimentos tienen que ser llevado a cabo
en cultivos paralelos para determinar el mejor contenido de fosfato del medio y el tiempo
optimo de induccién y para esta tarea de campo inicial la herramienta mas adecuada
result, nuevamente, los experimentos en erlermeyer agitados.

Como sucedi6 anteriormente los trabajos iniciales se llevaron a cabo utilizando el MR.

5.2.1 Sistema Batch - Erlenmeyer Agitado
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5.2.1.1 Evaluacion de cinética de crecimiento en MR

En la mayoria de los casos, la produccion de proteinas recombinantes en alto nivel conduce
indefectiblemente en una inhibicién del crecimiento celular [8] [16].

Cuando se comenzd a trabajar en los primeros ensayos con el sistema de control pET
basicamente se siguieron los procedimientos sugeridos por el la bibliografia [3].

En la Seccién. 5.2 se menciona que para la expresion de angiostatina, no se requeria un
medio de cultivo apto para un rendimiento éptimo de crecimiento, puesto que en la etapa
anterior el objetivo era realizar un andlisis cualitativo y manifestar que el gen es expresado
en forma correcta, en cambio el objetivo de esta etapa, con el sistema de expresion
principal de esta tesis, es lograr obtener la angiostatina en una concentracién que permita su
correcta deteccion como el sistema de expresion anterior, con lo cual es necesario ajustar el
medio de cultivo establecido, y se deben analizar variables intrinsecas del microorganismo
a utilizar con respecto a su cinética de crecimiento a escala de fermentacion y lograr que no
se produzca un decaimiento en el rendimiento global del proceso.

En una primera etapa se deben determinar los pardmetros bdsicos tales como el tmax y €l
rendimiento celular, datos que son necesarios para el disefio de un hipotético sistema de
cultivo de batch alimentado tal que se evite la produccién de metabolitos indeseados como
el acetato. Los medios definidos o sintéticos, son los mds utilizados para obtener cultivos
de alta densidad, ya que la concentracién de nutrientes es conocida y pueden ser
controlados durante el proceso.

Similarmente a lo estudiado para el sistema de expresion pET, inicialmente se realizd la
evaluacion de diferentes FCE utilizando el MR. Este estudio permitio establecer el ajuste de
la FCE necesaria para poder asegurar un consumo total de fosfato, y el ajuste del resto de
los componentes como ser el MOPS, factor muy importante como buffer del medio, etc.
Bajo estas condiciones experimentales luego se centré el objetivo en estudiar los efectos de
la limitacién de fosfato en el crecimiento de la cepa de E. coli BL21 (DE3) en el cual el
objetivo fue obtener rendimientos de biomasa obtenida respecto de la glucosa y el fosfato

inorgédnico consumido.

5.2.1.2 Resultados
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Se ensayaron las siguientes fuentes de carbono y energia: glucosa (testigo), glicerol,
manitol, sorbitol y piruvato de sodio. En cada caso, se puso la cantidad equivalente en
carbono a 5.0 g-L! de glucosa, 0.167 C-moles.L"!. La concentracién de fosfato inorgdnico
inicial fue de 0.9 mM. El tiempo de cultivo total fue de 24 hr. Los resultados se indican en

la (Tabla. 16).

FCE T=0hr T =24hr.

pH DOe¢2s pH DOeg2s PS (g/L)

Glucosa (n.=4) 740+ 0.14+£0.01|4.76£027| 241+ 1.25+0.09
0.05 0.05

Glicerol (n=2)| 742+ |0.13+0.01{691+0.01| 217+ [1.33+0.06
0.02 0.05

Manitol (n=2) | 7.40%0 0.13+0 [(6.81+0.08| 2.18+ 1.24 £ 0.04
0.01

Sorbitol (n=2) | 742+0 [0.13+£0.01|690+0.01| 228+ |1.36+0.01
0.04

Piruvato (n=2)| 6.52+0 0.15+0 |7.87+0.04 1.09+ [0.99+0.04
0.01

Tabla. 16 Evaluacion de crecimiento en medio minimo
complementado con las correspondientes fuentes de carbono. Se
realizaron cuatro (n=4) con glucosa y el resto se realizé por duplicado.

De la Tabla 16 se desprenden que para una misma cantidad de C-moles de FCE se observan
similares rendimientos respecto a la biomasa final, excepto para el piruvato de sodio. Al no
disponer de todos los métodos para cuantificar la cantidad de FCE remanente no se
incluyeron los datos, pero para la glucosa, cabe notar que se consumié totalmente en los
ensayos. En base a ese resultado y a la biomasa final obtenida pudo calcularse un
rendimiento celular de 0.260 g/g valor que indica que se estd formando algin producto.

Es llamativo el caso del piruvato en dos aspectos, el primero el cual es un metabolito



152
Capitulo 5

importante del metabolismo central, y puede absorberse y excretarse en E. coli, sin
embargo, el conocimiento sobre el transporte de piruvato en las bacterias es escaso [23], en
segundo lugar, la relaciéon de biomasa y DOeoo es casi lineal. La glucélisis convierte la
glucosa en piruvato, que luego se procesa en vias alternativas; por ejemplo, el piruvato se
puede convertir en etanol (fermentacion) o se puede metabolizar a través del ciclo del dcido
citrico y la fosforilacion oxidativa (respiracion). La fermentacion y la respiracion se regulan
antagénicamente en respuesta a la glucosa o a factores fisiol6gicos. En este caso puntual, el
nodo de piruvato-oxalacetato implica un conjunto de reacciones, que inicialmente
consumen ATP (generando probablemente mds mantenimiento) y que interceptan las
principales vias del metabolismo del carbono, por lo tanto, es responsable de la distribucion
del flujo de carbono entre el catabolismo, el anabolismo y el suministro de energia de la
célula que trae como consecuencia una elevacion del pH del medio de cultivo. Debido a
estos resultados, para los experimentos subsiguientes basado en el costo y en la facilidad

para determinar su concentracion, la glucosa fue elegida como el sustrato en forma de FCE.

5.2.1.3 Evaluacion de la concentracion inicial de fosfato inorganico

Para determinar la concentracion inicial de fosfato inorganico, se realizaron cultivos en
medio MR bajo las condiciones indicadas en la Seccién 3.2.2.1 variando la concentracién
inicial a 4, 2, 1.6, 0.9, 0.5, 0.4, 0.2 y 0.01 mM manteniendo constante en 0.167 C-moles.L!
la concentracion inicial de glucosa.

Las bacterias recombinantes se cultivaron en modo batch en erlenmeyers agitados de 1 L de
capacidad conteniendo 100 ml de medio de cultivo sintético conteniendo MOPS como
sistema buffer segin Neidhardt y col. [24]. Todos los cultivos se llevaron a cabo por
duplicado, con 100 pg/ml de ampicilina. La DOeoo inicial fue siempre de 0.14.

Las muestras se incubaron con agitacién a 180 r.p.m a 37° C. Se tomaron muestras en
forma periddica para la determinacion peso seco, glucosa remanente, fosfato y amonio.
Para la determinacién de la presencia de angiostatina en las muestras tomadas se realizaron

ensayos por electroforesis en (SDS-PAGE) 12.5% en condiciones no reductoras y WB.

5.2.1.4 Resultados
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En este aspecto, a diferencia del sistema anterior, lo que se desea lograr es un auto
induccién estrictamente controlada, desencadenada por el agotamiento de fosfato.
El método se basa en que la expresion de angiostatina se induce al entrar en la fase
estacionaria. El tiempo de la induccién, momento en el que se agota el fosfato inorgénico
dependerd fuertemente de la concentracion inicial de biomasa y de la velocidad de
crecimiento del cultivo por lo que serd un factor clave a determinar y que seguramente
estard vinculado a la actividad metabdlica en la fase en la cual el cultivo comienza a estar

limitado en fosfato.

BL21(DE3)/pBKI-IV(1)

MR
PO,3 0.01 0.2 04 0.5 0.9 1.6 2.0 4.0
(mmoles.l)
pH 6.2 [5.3240.17 | 4.90£0.03 | 5.6 | 4.84+0.52 | 4.74+0.08 | 4.98+0.30 | 5.53+0.76
DOeoo 0.24 0.85 1.46 1.71 | 2.12+0.09 2.97 2.08+0.64 2.53
Gluc (g-Lh NA [2.53+0.50 2.42 0 1.74£0.66 | 0.32+0.43 | 1.58+0.24 | 0.55+0.75
PO,3 0 0 0 0 0.30 0.37 0 2.43

(mmoles.l")
X (g-LY 0.259 1 0.49+0.03 | 0.78+0.02 | 0.91 | 1.20£0.11 | 1.50+0.02 | 1.24+0.10 | 1.32+0.24
Yis (887) NA |0.15+£0.02 | 0.22+0.08 | 0.18 | 0.37£0.04 | 0.33+£0.04 | 0.37£0.06 | 0.27+0.01

Acetato (gl") | NA 0.32 NA 2.14 NA NA 1.92 4.2
Lactato (gl”') | NA 0 NA 0 NA NA 0 0
AGluc/APO43 | NA 15.6 9.15 10 | 4.4940.29 | 4.13+0.60 | 1.74+0.08 | 2.77+0.10

Tabla. 17 Evaluacion de la concentracion de fosfato inorganico inicial.

La Figura 36 muestra los resultados de la biomasa final a cada concentracion inicial de
fosfato inorgénico, y la dltima fila de la Tabla. 17 la relacién de glucosa consumida por
cada mili mol de fosfato consumido. Esta tltima relacién permitiria estimar la cantidad de
FCE necesaria para agotar el fosfato y por lo tanto comenzar la inducciéon y podria

considerarse un pardmetro de disefio para futuros cultivos.



154
Capitulo 5

Biormasa (gr.L™")
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Figura 36 Analisis grafico de los valores de la biomasa final respecto
de la concentracion inicial de fosfato inorganico.

La Figura 36 muestra el peso seco obtenido en funcién de la concentracién inicial de
fosfato. Se observa que por encima de 0.9 — 1.6 mM no hay un incremento sustancial en la
biomasa. Este serd el rango de concentracion de base que serd utilizado como partida para
realizar los cultivos en modo batch.

La productividad especifica de angiostatina se podria optimizar eligiendo el tiempo de
induccién con la concentracion inicial de fosfato inorgdnico. Como se observa en la Tabla
17, una reduccién en la acumulacién de biomasa podria indicarnos una mejor formacién del
producto, debido a que seguramente el crecimiento es menor debido a estar limitado en
fosfato.

Para estudiar bien el efecto de la limitacién de fosfato y la induccién, se plantearon sendas
experiencias evaluando diferentes concentraciones iniciales de fosfato en el medio de
cultivo para ver su impacto sobre el crecimiento celular, consumo de FCE y sintesis de
angiostatina. El objetivo de los ensayos fue determinar en qué momento, luego de agotarse
el fosfato inorgédnico, comenzaria la expresion de angiostatina, para ello se realiz6 una
cinética de crecimiento para las muestras entre 0.2 — 2.0 mM.

Inicialmente, el efecto de las diferentes concentraciones iniciales de fosfato en el medio de

cultivo sobre el crecimiento celular fue determinado mediante DOeoo paralelamente se
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midié el consumo de fosfato y glucosa y posteriormente se determind la expresion de
angiostatina de las muestras a diferentes tiempos.

La figura 37 muestra la evolucion temporal de la biomasa en funcién de la concentracién
inicial de fosfato en un medio de cultivo que contiene 0.2, 0.4, 0.9 y 1.8 mmoles de fosfato
por litro. Los cultivos se inocularon con una suspensién al 1% proveniente de un cultivo
ON previamente lavado con el mismo volumen con medio de cultivo fresco.

En la figura 37 se aprecia un comportamiento diferencial en el crecimiento a partir de las
7.6 hr. Aproximadamente momento en el cual se evidencia un consumo total de fosfato
para las muestras conteniendo 0.4 y 0.2 mM de fosfato inicial.

Las DOgoo donde se produjo una limitacion de fosfato (0.4; 0.2 mM), sigui6é en aumentd
constantemente después de que el fosfato se agotd. Esto es sorprendente, porque
esperdbamos que la falta de fosfato restringiera el crecimiento celular.

En el caso del cultivo con 0.2 mM de fosfato se obtuvo un muy bajo rendimiento celular
evidenciado por la formacion de acetato Tabla.17.

En Tabla.17, también en la tltima fila, podemos ver con la relacion de consumo de glucosa
/ fosfato inorganico, lo notable que a medida que se disminuye el fosfato inicial, la tasa de
consumo de glucosa aumenta significativamente lo cual podria ser debido a la demanda de
ATP causada por la limitacién de fosfato. Una de las claves para el disefio de futuros
ensayos consiste en determinar la relacion Optima de estos dos nutrientes de manera de
poder ajustar el momento de comenzar una alimentacién de glucosa en un BA limitado en

fosfato, por ejemplo.
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(Fig. 38)

Velozidad especifica maxima de crecimiento p h‘1

Tiempo (hs) 00 02 04 06 0B 10 12 14 18 18

Concetracion de Fosfato inicial miM [F'O4]'3

E. coli BL24(DE3) pBKIV (1)

0,8 4

0,6 4

=
]
1

0,4

Phosphate [mmol liter™]

-

Dry Cell Weight (DCW) gliter™
= @

0,24

o

0.2
0,0 b
0,0 T
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Time [h]
— & 16-mmollter’ K.HPO,
-------- Geee 0,8-mmol liter ' KHPO,
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(Fig. 39)

Figura 37 Cinética de crecimiento respecto de la concentracion inicial

de fosfato inorganico.

Figura 38 Grafica de p 'nx respecto de la concentracion inicial de

fosfato inorganico.

Figura 39 Cinética de crecimiento respecto de la Cinética de consumo

de fosfato inorganico.
La baja concentraciéon celular también podria ser causada por una menor produccién de
ATP a medida que las muestras parten con menor concentracion de fosfato inorgénico.
Riesenberg y col. [25] demostraron un control adicional para varias cepas de E. coli (B,
TG1, DHS, etc.) del regulon PHO que es P; independiente que no requiere de las vias
convencionales. Este control se regula por una ruta de dos pasos en el metabolismo del
carbono en el que la acetil coenzima A, P;, y ADP se convierten en acetato, coenzima A, y
ATP a través de las enzimas fosfotransacetilasa (PTA) y acetato quinasa (ACKA).

La regulacion responde a la sintesis de acetil fosfato, un intermediario que conduce a la
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incorporacion de P; en ATP, que es el donante de fosforilo principal en el metabolismo, que
codifica genes para la absorcion de P;, y genes para las enzimas en el metabolismo central
de incorporacion de P; en ATP y viceversa.

En teoria E. coli contiene alrededor de 15 mg de fosfato inorgénico por gramo de biomasa
seca [26] esto es alrededor de 0.086 mmoles expresados como mmoles de K2HPO4, con lo
cual incluso con para la concentracién de 0.02 mM podria esperarse, en teoria una cantidad
de 1.3 gL' de biomasa. La composicién elemental de la biomasa de E. coli
(CH1.7700.49No.24) se deriva de la literatura [27-8]. Los cultivos se realizaron por duplicado.

El tiempo de cultivo total fue de 24 hs.

Tiempo 4 Tiempo 3 Tiempo 2 Tiempo 1 Tiempo 0
02 04 09 20 02 04 09 20 02 04 09 20 02 04 09 20 02 04 09 PS 20
-——
- _
i
~ -
.-
. A,

Figura 40 Analisis mediante WB de la cinética de crecimiento de la
figura 37.

Se observa que a los tiempos 3 y 4 hay una alta induccién del promotor de la fosfatasa
alcalina. La mayor cantidad de sefial corresponde a las muestras que estuvieron con mayor
cantidad de tiempo limitados en fosfato.

Se analizaron todas las muestras cuyo consumo de fosfato fue total. Se procedié de la
misma manera a lo expuesto en (Seccion 5.1.3.4) respecto al procesamiento de las
muestras.

En la figura 40 puede observarse a una banda de aproximadamente 38 kDa que se
corresponde con el tamafio de la angiostatina. Las muestras se ajustaron segin la DOgoo.
To representa la muestra inicial, Ti1= 3.4 hr. To= 5 hr., T3= 7.6 hr. y Ts= 10.16 hr.
La formacion de producto se manifestd luego de las 7.6 hr especialmente para las muestras
con 0.9; 0.4 y 0.2 mM de fosfato inicial. Cabe destacar que con 0.2 mM de fosfato inicial el

cultivo sufri6 una deplecion de fosfato a las 5 hr. y sin embargo no hay una sefial de
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producto. Es decir que para esta muestra se cuenta con 2.6 hr mds de induccién que el resto
que comienza a expresar a T3 con 7.6 hr. A 10 hr. y con 2.6 hr. de induccién se encuentran
todas las muestras con una sefial importante de producto formado. Se observa que comienza
a verse expresion para todas las muestras a cercanas a 8 horas de cultivo, excepto para la
muestra de 2.0 mM que en ese punto posee un remanente de [PO4]* de 0.67 mM con lo
cual no seria suficiente bajo para inducir el promotor (Seccién 1.5.2).

Estos resultados preliminares demuestran que la angiostatina puede ser producida por el
sistema de expresion inducible mediante limitacion por fosfato incluso a baja velocidad
especifica de crecimiento. De las muestras sembradas en el presente WB solo la de 0.2 mM
muestra una cantidad de 0.32 g-L!' de 4cido acético. Del presente ensayo se obtiene un
umbral de concentracion limitante podria bien ser los 0.2 mM.

Los presentes datos confirman que el promotor pho A puede ser utilizado de manera
eficiente para la expresion controlada de angiostatina en E. coli. Este seria el primer
antecedente para este sistema de expresion. La concentracion real de fosfato requerida para
la induccién del promotor pho A estd por debajo de 0.05 mM. Por lo tanto, se debera
alcanzar una cierta densidad celular, en este caso limitada seguramente por el tipo de
experimento (erlenmeyer agitados), para que pueda producirse la induccién de angiostatina
y poder ser detectada. En el fermentador se podria lograr utilizando una gran cantidad de
células en el in6culo. Sin embargo, a diferencia de los cultivos en fermentador,
generalmente los cultivos recombinantes en erlenmeyer con agitacion estan asociados con
mayores limitaciones que cultivando cepas WT, lo que limita atin mds los rendimientos de

biomasa y proteina [29].

5.2.1.6 Sistema Batch - Biorreactor

5.2.1.6.1 Evaluacion de cinética de crecimiento en MR
En base a los objetivos propuestos, se plantea en esta etapa la evaluacion del sistema de
expresion en cultivos en batch con el MR. Se propone estudiar el metabolismo de la cepa
de produccion mencionada profundizando de esta forma el conocimiento obtenido sobre la

misma en los sistemas en batch de erlenmeyers agitados.
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Se sabe que la velocidad especifica de crecimiento es un patrén de referencia de mucha
importancia en el estudio de cinéticas microbianas. En particular permite determinar los
rangos Optimos de crecimiento por los cuales se puede evitar la produccién de
intermediarios metabdlicos indeseados como el dcido acético, el producto metabdlico que
mas efectos adversos produce durante el estudio de cepas recombinantes [30].

De los resultados obtenidos con el sistema de expresion de interés hasta aqui sabemos que
hemos logrado expresar angiostatina pero en la escala evaluada no pudimos establecer con
que rendimiento.

Se realizaron ensayos en modo batch en fermentador de la cepa evaluada junto con la cepa
BL21 (DE3)wr, para estudiar la cinética de consumo de oxigeno, la velocidad especifica de
crecimiento, y cantidad de fosfato inorganico para obtener una determinada biomasa a fin
de verificar si dichos pardmetros son los mismos en condiciones de fermentacion
controladas que en los cultivos en erlenmeyer agitado (Seccién. 5.2.1.4). También se
evalud la perdida de pldsmido a lo largo del tiempo (Seccidn. 2.2.2).

En base a la informacién de los sistemas de cultivo en batch realizados en erlenmeyer
agitados, se evaluaran dos concentraciones de glucosa inicial y dos concentraciones de
fosfato inicial, con el objetivo de obtener datos de timax ¥ Yws para un posible disefio de un
BA.

Las medidas del contenido en Oz y en CO2 de los gases de salida del reactor fueron
realizadas mediante un detector de tipo paramagnético (Servomex, UK) y un detector
infrarrojo (Horiba Pir 2000, Jap6n), respectivamente. Con estos datos y el valor del caudal
de aire se determinaron las velocidades de consumo de O: y produccion de COz, en
condiciones normales de presion y temperatura, mediante las ecuaciones que surgen de
balances de materia en fase gaseosa y liquida, planteadas por Cooney y col. [31] (Seccién.

3.4.42).

60 ( (Xo02)2 (X52), )

0.22-4 1= (Xo2)2 = (Xeo2)2 1= (Xp2)1 — (Xeo2)1,
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F, T,P 60 ( & gy N b/ R )

Teoz = =+ 0.79. = —.— — T - —
I" T Po 22.4 l S— (/\O:): — (/YCO:): l - (VJYO:)I e (-XCOZ)L

Dénde: 1oz y rcoz son las velocidades volumétricas de consumo de O y produccién de CO; respectivamente
(en moles/l.h).

Fa es el flujo de aire a la entrada.

0.79 es la fraccién molar de N» en el aire

V es el volumen de medio

T, P, To y Po son la presién y temperatura en las condiciones de trabajo y en CNPT

Xo2y XCo2 son las fracciones moles de O, y CO» en los gases de entrada (1) y salida (2)

22 .4 es el volumen molar de un gas en CNPT.

5.2.1.6.2 Resultados

La (Tabla. 21) muestra los valores de los pardmetros estequiométricos del cultivo y los
resultados de los balances de carbono y grado de reduccién (Seccion. 3.2.2.5), aplicados a
cultivo en batch. Los que permiten determinar si se formd algin producto y si hubo
consistencia interna en los resultados experimentales obtenidos. Los valores de grado de

reduccion se determinaron como es habitual considerando NH3; como nivel de referencia.
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Cepa de E. Glucosa inicial POy inicial
coli (g.1h (mmoles.]™")
12.5 1.60 Parametros estequiométricos
BL21
(DE3)wr Mmix O; total CO; total ys ycoofs * b #* Bal. C Bal.y
(h'hH (moles) (moles) (C-mol) '
MR
0.380 R?=0.98 0.130 0.140 0.369 + 0.057 0.395 0.366 0.753 0.750
Cepa de E. | Glucosa inicial PO inicial
-1 -1
coli (g1h (mmoles.]™")
BL21 12,5 1.60 Pardmetros estequiométricos
(DE3)/ Limix 0, total CO; total vy yco/s * | b #* | Bal.C | Bal.y
pBKI-IV (h'h (moles) (moles) (C-mol)
(1) MR 0.429 R*=0.99 0.086 0.086 0.252 +£0.018 0.600 0.604 0.856 0.850
Cepa de E. Glucosa inicial PO, inicial
-1 -1
coli (g1h) (mmoles.]™")
BL21 30.0 5.0 Pardmetros estequiométricos
(DE3)/ Lmix 0, total CO; total y¥s ycoofs * B ** Bal. C Bal. y
pBKI-IV (h™") (moles) (moles) (C-mol) !
(1) MR 0.431 R*=0.98 0.052 0.121 0.298 +£0.015 0.313 0.117 0.613 0.370

Tabla. 21 Parametros estequiométricos de los cultivos realizados. ! Valor promedio obtenido de forma global y

mediante regresion de ajuste a la linea recta. Bal. C: balance de carbono. Bal. y: balance de grado de reduccion.
*(molCO2/C-molFCE) **(molO2/C-molFCE)
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Una forma de evidenciar la carga metabdlica impuesta por el pldsmido o la expresion
angiostatina, es evaluando el coeficiente de mantenimiento (ms), para las distintas
situaciones: cepa WT, cepa portadora del plidsmido sin el inserto codificante o en
condiciones de ausencia de induccién (o induccién basal) y cepa con pldsmido e inserto, en
condiciones de expresion de la proteina recombinante. Para la determinacién de los m
debemos realizar estudios en CC limitados en FCE (glucosa) y fosfato inorgénico, por ello
es que antes debimos estudiar preliminarmente la cepa de estudio en cultivo en batch que es
el paso previo a la realizacién del cultivo continuo. Como primer dato exploratorio a
evaluar fue la determinacién de un umqx real que nos permitird después encontrar la cota
superior de D sin provocar el "lavado” de los CC (Seccion. 2.2).

Bhattacharya y Dubey [32], calcularon el coeficiente de mantenimiento m; a partir de CC
para una cepa de E. coli recombinante inducible por IPTG bajo las tres condiciones
mencionadas y obtuvieron valores de mantenimiento de 0.12; 0.17 y 0.32 c-mol / (c-mol.h"
1) respectivamente, reflejando el gasto metabélico correspondiente a cada situacién. Serfa
interesante estudiar dicho fenémeno con el sistema de induccién por fosfato, dado que para
el mismo no existe ningun tipo de antecedentes de este tipo.

Los resultados obtenidos y mostrados en la (Tabla. 21) indican que, en todas las
condiciones de crecimiento, hubo generacion de producto carbonado diferente a la biomasa
y CO incluso en la cepa control. Similares resultados fueron informados en su momento
por otros autores [33], los valores de umqx hallados para la cepas de E. coli BL21 (DE3)
fueron similares a los reportados por Riesenberg y col. [34], por tanto a partir de estos
valores hallados podemos establecer para futuros CC un rango de velocidades de dilucién
entre 0.02 <D < 0.4 h "

Para analizar en detalle los resultados de la cepa WT podemos ver la siguiente (Fig. 47)
donde se presentan las respectivas velocidades de consumo de O (rO2) y formacién de CO»
(rCO»), en el transcurso del cultivo. Como puede observarse, los picos de las velocidades
de consumo de Oz y produccién de CO: se obtuvieron alrededor de las 8 hr. y luego
disminuyeron al consumirse totalmente la glucosa.

Las curvas de rO2 y rCO; muestran un comportamiento similar, manteniendo un CR

cercano a 1 durante todo el tiempo de fermentacion, de hecho durante las 10 horas de
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cultivo arrojo un valor promedio de 0.98 + 0.13 valor razonable para un metabolismo

completamente respiratorio.

0.07

BL21 (DE3),,
0.08 4
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Figura 47 Velocidad de consumo de O: (rO2) y velocidad de formacién
de COz2 (rCO2) durante el cultivo de la cepa BL21 (DE3) wr.

Una inspeccion de los valores de la Tabla 21 de los balances de carbono y grado de
reduccion para la cepa WT nos permitiria a modo de ejemplo, estimar el direccionamiento
de la glucosa. Como ser, utilizando glucosa como FCE, amonio como fuente de nitrégeno

y asumiendo biomasa estdndar de E. coli (CH1.7700.49No.24) Andersson y col. [35], podemos
representar mediante la siguiente ecuacion estequiométrica, el crecimiento de E. coli en

general (expresada en C-mol):
CH20 + a NH3 + bO2 — yxs CH1.7700.49N0.244 yeos CO2 + ypis CHaObNc + wH20

Para la cepa WT se observé un consumo total de 0.26 C-moles de glucosa durante las casi 9
horas de cultivo. Los gramos de carbono de la glucosa transferidos a la biomasa fueron
calculados, de acuerdo a la ecuacion:

0.26 C-moles de gluc x 0.369 x 12 g C = 1.151 g de C de biomasa

Andlogamente para el C del CO; obtenido:
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0.26 C-moles de gluc x 0.395 x 12 g C = 1.235 gr de C en el CO2 obtenido.

Totalizando de esta manera 2.384 gr de C total. Ahora bien, si queremos saber estos gramos
de C que cantidad de glucosa consumida representa seria: 2.384 gr de C total x 180 gr de
gluc / 12 x 6 gr de C, con lo cual obtenemos el valor de 5.960 gr de glucosa consumida es
decir el 76% del total consumido cerca de 8 gr totales, por tanto el faltante restante fue
derivado a la producciéon de algin producto, el cual por diversas razones no pudo ser
cuantificado en estos ensayos.

De haber sido muy probablemente acetato, el mismo debi6 ser poca cantidad dado a que el
crecimiento bdsicamente se detuvo al consumirse totalmente la glucosa, por tanto al no
haber efecto de inhibicién del crecimiento su concentracion podria estar por ejemplo, entre
1- 8 g¢-L'! por encima de la misma si se podria inhibir el crecimiento Xu y col. [36]
cualquier valor entre ese rango claramente explicaria el faltante de carbono.

Prosiguiendo con los andlisis restantes cabe mencionar que existieron dos hipdtesis de
simulacién, una basicamente cuya finalidad era ver marcadamente la disminucién en el
consumo de glucosa a expensas del mantenimiento del pldsmido pBKI-IV y de una
eventual expresion de manera de poder comparar con los resultados con la (Tabla. 17).
Como se menciond anteriormente (Tabla.16), uno de los pardmetros de disefio de los
experimentos es la relacién Glu/POs™ es decir, que cantidad de FCE debo agregar para
asegurar el consumo de fosfato y consecuentemente la induccion del sistema. Para estudiar
este comportamiento se planearon los dos experimentos subsiguientes uno donde el fosfato
se coloco en 1.6 mM idem cepa WT y el otro donde tanto en fosfato (5.0 mM) y la glucosa
(30 g-L'!) estuvieran en exceso y no se esperara una limitacién de fosfato. Se recuerda que
la glucosa puede ser inhibidora del crecimiento a una concentracién mayor a 50 g-L°!
Riesenberg y col. [37].

Las figuras 48 y 49 muestran los resultados obtenidos durante la experiencia concentracion
de biomasa, glucosa y fosfato en el tiempo (12 g-L! de gluc. 1.6 mM PO4>). Se observa
que el fosfato se agota cerca de las 8 horas, momento en el cual comenzaria la fase
estacionaria. Los valores de rOz y de rCO: difieren hacia el final notdndose un incremento

en esta ultima coincidente con el momento en que se agota el fosfato.
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Figura 48 Evolucion del cultivo de BL21 (DE3) / pBKI-IV (1) (12 g-L-
! de gluc. 1.6 mM PO4?3).
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Figura 49 Velocidad de consumo de O2 (rO2) y velocidad de

formacion de CO:z (rCOz) durante el cultivo.
En la figura 48 puede verse que en el momento que se produce la limitaciéon de fosfato, y
por ende la induccién de la expresién de angiostatina hay un remanente de 7.8 g-L! de

glucosa. Luego de dos horas, ya totalmente limitado en fosfato, no se evidencia un
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crecimiento celular significativo y si un consumo 3.0 g-L! de glucosa. Esto se refleja en el
bajo rendimiento celular. Como se menciondé uno de las relaciones a establecer es la
cantidad de glucosa por cantidad de fosfato de manera de poder predecir la cantidad de
FCE a formular en el medio, evitando colocar cantidades que limiten el crecimiento, para
lograr alcanzar la induccién del promotor. Por lo evidenciado, en el momento, o llegado el
caso que comienza a limitarse en fosfato, también se incrementa la tasa de consumo de
glucosa reflejado en un incremento de rCO: (Fig. 49). Resultados similares fueron
obtenidos por Marzan [33].

Similarmente a lo evaluado en la cepa WT, del andlisis de la estequiometria del proceso se
estimé un valor en promedio de y, en promedio de 3.5 + 0.45 valores esperados para dcidos
orgdnicos como ser lictico y acético por ende los yP* estimados varian 0.560 entre + 0.10.
La produccién de acetato en forma aerdbica generalmente ocurre cuando la captura de
glucosa es mayor que la velocidad de su conversioén en biomasa y COx.

En este caso por lo que vemos esto estd relacionado también con la cantidad de fosfato
inicial. La siguiente (Fig. 50) muestra la relacién de ello a lo largo de la evolucion del

cultivo para 12 g-L! de gluc. 1.6 mM PO4>.

13
F=36042x + 76148
12 4 R2=10.9744

11

10 4

Glucosa (g/L)

0.0 02 0.4 0.6 0.8 1.0 12 1.4 1.6

mM PO,
Figura 50 Relacion de consumo de glucosa respecto de la
concentracion de fosfato inorganico.
Los resultados estan entre los valores obtenidos en erlenmeyers agitados (Tabla.17) para

concentraciones entre 1.2 — 2.0 mM de fosfato inorgénico.
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El aumento de la velocidad de consumo de glucosa puede ser debido a la demanda de ATP
causada por la limitaciéon de fosfato, consecuentemente la baja concentracién celular
también puede ser causada por una menor produccién de ATP a medida que el sistema se
encuentra con menor concentracion de fosfato inorganico.

Riesenberg y col. [25] demostraron un control adicional del regulon PHO que es P;
independiente y no requiere de las vias convencionales (Seccién 1.5.2). Este control es
regulado mediante dos pasos de la ruta principal del metabolismo del carbono en el que la
acetil coenzima A, Pi, y ADP se convierten en acetato, coenzima A, y ATP a través de las
enzimas fosfotransacetilasa (PTA) y acetato quinasa (ACKA). La regulacién responde a la
sintesis de acetil fosfato, un intermediario que conduce a la incorporacion de P; en ATP,

que es el donante de fosforilo principal en el metabolismo.

Debido a que como se menciond estas variables estdn intimamente relacionadas, es
interesante vincular ambas velocidades de consumo de glucosa y fosfato a lo largo de la
evolucion de los dos cultivos evaluados como, de hecho es frecuente que las velocidades
especificas varien durante el cultivo. Por tanto dichos pardmetros puede verse en la (Tabla.
22) para las dos condiciones evaluadas de crecimiento (Tabla.21).

Utilizando un modelo de crecimiento simple con las variables de consumo de glucosa y

fosfato obtenemos, qs = 1{;‘7 ademdsp=q; - Yy/s y Y*'° es una constante, o también g, = (dS /

dt) /X.
Las cepas se cultivaron durante el proceso a 37 ° C, a pH 7.0 con una velocidad de
agitaciéon de 350 r.p.m para garantizar una concentracion de oxigeno disuelto del 35-40%

saturacion para mantener la condicion aerébica de crecimiento.

BL21 (DE3)/ PBKI-IV (1) MR
Parametros de Crecimiento Glucosa inicial (g-L) PO, inicial (mmoles.I")
12.5 1.60
1y (C-molgue/L.h)® 0.0193 R?=0.94
ry (mM PO4?/L.h) 0.1711 R?=0.93
Glucosa inicial (g-L) PO, inicial (mmoles.I")
30.0 5.0
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15 (C-molgiue/L.h)™

0.0433 R>=0.86

r; (mM PO47/L.h)®)

0.2634 R’>=0.92

Tabla. 22 Velocidades de consumo de glucosa y fosfato inorganico en
las dos condiciones evaluadas. (*) Valores registrados entre las 6 -

8 hr. de cultivo.

Mis abajo se observan los resultados obtenidos para la siguiente condicién: 30 g-L! de

glucosa; 6 g-L! de FN; 5 mM de fosfato inorganico. MOPS a 1:5 de la proporcién original

y 4cido citrico 0.1 g-L-1.

La siguiente figura 51 muestra los resultados obtenidos durante la experiencia concentra-

cién de biomasa, glucosa y fosfato en el tiempo.

0 ne T

—e— DO,
—%— mMPO,*
—w— Glucosa (g/L)

Figura 51 Evolucién del cultivo de BL21 (DE3) / pBKI-IV (1) (30 g-L!

de gluc. 5.0 mM PO43).
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Y=153587x+4.2602
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mM PO,

Figura 52 Relacion de consumo de glucosa respecto de la
concentracion de fosfato inorganico.

De la figura 51 puede observarse que cuando el sistema no se encuentra limitado en fosfato,
la razén entre la biomasa y el fosfato consumido arroja un valor de 1.53 (R? = 0.86) con lo
cual muestra que el sistema es mads ineficiente que cuando se encuentra limitado.
En cambio cuando el cultivo fue formulado con 12 g-L! de glucosa y 1.6 mM de fosfato
dicha razén fue de 1.0 (R? = 0.95), sin embargo entre las 13 y las 16 hr. de cultivo el valor
fue el mismo que para el cultivo formulado con 30 g-L! de glucosa y 5.0 mM de fosfato,
evidenciando una serie de adaptaciones por parte de los microorganismos. No se observan
diferencias significativas en cuanto los valores de la velocidad especifica de crecimiento y
el rendimiento celular (Tabla.21).

En la figura 52 se observa una alta relacion entre la glucosa consumida y el fosfato. En este
sistema no estuvo limitado en fosfato en ningin momento salvo al finalizar el cultivo.
Por tanto como se menciond anteriormente, el sistema es mds ineficiente y consume mas

glucosa por cada mol de fosfato.
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Figura 53 Relacion de oxigeno disuelto mediante cascada de agitacién
BL21 (DE3) / pBKI-IV (1) (30 g-L! de gluc. 5.0 mM PO43).

Para evitar la limitacion de oxigeno, el nivel de oxigeno disuelto se estabilizé a una
saturacion superior al 30% utilizando la velocidad de agitacion. Se eliminé la formacion de
espuma mediante la adicion de 0.5 ml de antiespumante (PPG 2000, Sigma Aldrich) por

litro de medio.

5.2.1.6.3 Segregacion celular y estabilidad del plasmido durante el cultivo.

La estabilidad de pldsmidos en células bacterianas ha sido motivo de estudio como un
aspecto fundamental de la biologia y como base necesaria para la explotaciéon de las
técnicas actuales de biologia molecular. Los resultados publicados hasta la fecha indican
que la persistencia de un plasmido puede verse afectada por una gran cantidad de factores,
incluidas las condiciones de cultivo y las caracteristicas propias tanto del pldsmido como
del huésped.

Uno de los objetivos del presente trabajo fue investigar la estabilidad de pldsmidos durante
la fermentacién. Los cultivos por lote anteceden al proximo paso que serd evaluar los
parametros de crecimiento de las cepas de E. coli recombinantes obtenidas en medios

minimos mediante CC, y justamente los mismos proporcionan un ambiente constante para
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investigar la pérdida de plasmidos, por ello antes evaluamos la presencia de los mismos
mediante extraccién plasmidica durante los estadios de los cultivos en batch como una
aproximacion al proximo estudio a realizar.

Se almacenaron 5 ml de muestra de cada punto de sus respectivas cinéticas de crecimiento
para evaluacion de plasmido. Se realizaron diluciones de la biomasa ajustando la DOggo de
manera de tener 5 ml de una DO de 2. Se almaceno 1 ml de cultivo tal cual para evaluacién
de presencia de angiostatina. Se procedié a realizar la extraccion de DNA plasmidico
(Seccion 3.3.4). Se resuspendié en un volumen de 40 pl con agua purificada libre de
nucleasas. Se efectud una corrida electroforética en gel de agarosa 1% en buffer TAE con la
totalidad del producto.

Sélo se evalud la condicién de 12 g-L! de glucosa y 1.6 mM de fosfato dado a que llego a

limitarse en fosfato durante casi tres horas.

(a) (b) (c) (d) (e) )

Figura 54 Preparacion de plasmidos de muestras del cultivo 12 g/L. de

glucosa y 1.6 mM de fosfato. Sin induccion (a) 3.0 h 'y (b) 5.0 h. Con

induccion (c) 7.0 h. (d) 8.0 h. (e) 10.0 h. (f) Marcador de peso

molecular. A Lambda digerido con EcoR 1/ Hind I11. (g) Referencia.
Se observa una buena proporcion de pldsmido. La cantidad de biomasa es en todas las
calles provenientes de una concentracién de 1.0 g-L'. La intencién de esta evaluacion es
observar si existe un incremento en el nimero de copias de plasmido debido al estrés
producido por la induccién debido a la expresion (Seccién 1.5.3). Probablemente el tiempo
que estuvo el cultivo sin fosfato fue poco como para ver el efecto si es que existe para esta
situacion. No se produjo una amplificacion significativa después de la induccion, solo una

ligera disminucién en la cantidad de pldsmido. Esa cierta atenuacién en la sefial para una

misma cantidad de muestra podria evidenciar indicios de inestabilidad.
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Como se menciond anteriormente, en ambos cultivos, la presencia de angiostatina fue
negativa. No se evalu6 la presencia de acidos orgdnicos. Con estos resultados se comenz6
una serie de ensayos tendientes a estudiar el impacto metabdlico de crecer a una velocidad

de crecimiento determinada y para ello se realizaron cultivos continuos.

5.2.3 Sistema de Cultivo Continuo

5.2.3.1 Cultivo Continuo de BL21 (DE3) / pBKI-IV (1) limitado en FCE

El objetivo en esta etapa fue estudiar la cepa BL21 (DE3) / pBKI-IV (1) en un sistema de
cultivo continuo, inicialmente limitado en FCE.

El cultivo continuo proporciona un ambiente con condiciones constantes, ideal para el
estudio de pardmetros fisiologicos, entre ellos la herencia de pldsmidos. Particularmente
esta caracteristica, ha sido ampliamente estudiada con varios plasmidos de E. coli [7] [11-
12].

Como se menciond, la denominada "carga metabdlica" (Seccién. 1.5.3) también puede
causar efectos perjudiciales sobre la estabilidad y calidad del pldsmido, ya que la
maquinaria celular podria en algiin momento ya no ser capaz de mantener un metabolismo
activo. Generalmente el nimero promedio de copias de un pldsmido, rara vez puede
determinarse mediante métodos corrientes y por tanto la estabilidad rara vez se conoce con
precision, por tanto es un factor crucial caracterizar nuestro sistema en este aspecto y las
respuestas al estrés provocadas por el propio mantenimiento del pldsmido que también
puede causar un aumento de su inestabilidad. La inestabilidad del pldsmido generalmente
se origina a partir de una inestabilidad estructural causada por propios cambios en el
plasmido en si, tales como mutacién puntual, una delecién, insercién o re ordenamiento en
el ADN del plasmido; o simplemente una inestabilidad o segregacién causada por una
division defectuosa entre los plasmidos y las células durante la divisién celular (Kumar y
col.) [38], el niimero de copias del plasmido, sus patrones de replicacion, el tipo de sustrato,
la composiciéon del medio, antecedentes del huésped y las condiciones de cultivo

(Summers) [19].
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Tomando la informaciéon recabada de los sistemas de cultivo en batch, se evaluaron
diferentes velocidades de dilucién D (h™') por debajo del valor de .

En un CC, luego de aproximadamente 4tr es alcanzado el estado estacionario (EE),
momento a partir del cual, las variables de proceso se mantienen constantes. En esta
condicion, se verifica que u = D; donde D es una variable operacional fijada a través del
caudal F por el operador (Seccion 3.2.2.4) de esta manera se fuerza a que los
microorganismos crezcan con una velocidad de crecimiento determinada. Como
complemento del experimento de cultivo continuo, y aprovechando las condiciones
controladas del entorno, pH y u. De esta manera, se intentara determinar si hay diferencias
en el patron de expresion a diferentes p antes de la induccién del sistema de expresion
debido a la deplecién de fosfato en el medio de cultivo (Seccidén. 2.2). De esta manera para
la cepa recombinante se podria estimar un rango de velocidad especifica de crecimiento
“optima” en la cual se detecte la aparicién de producto, y serd una informacion de vital
importancia para el momento de disefar el sistema de BA. Para el estudio, se tomara un
volumen de cultivo en forma aséptica y se trasvasara a un erlenmeyer en el cual se le
adicionara glucosa y eventualmente MOPS y una fuente de aminodcidos compleja para
favorecer la produccién de producto. Se espera contar con que la concentracion de fosfato
alcanzado el EE se encuentre cercana a 1.0 mM y de esta manera se induzca el sistema con
el fosfato remanente en la etapa batch. La velocidad especifica de crecimiento se extrajo de
la pendiente de la parte lineal de las gréaficas de LN (DOgoo) versus tiempo y nos dio un
valor de tmax 0.42 £0.01 h'l.

En base a este valor, se ensayaron velocidades de dilucién en el rango desde 0.05 a 0.30 h™!
con el fin de obtener informacion sobre el crecimiento de la cepa portadora del gen de la
angiostatina y de la cepa salvaje. La informacién obtenida permitird realizar un andlisis
estequiométrico del proceso y, posteriormente, determinar pardmetros de crecimiento como
el rendimiento verdadero y el coeficiente de mantenimiento celular, en cada caso, a fin de

detectar diferencias, si las hubiera.

Metodologia empleada:
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Se seleccionaron las siguientes condiciones de trabajo basados en las experiencias en
cultivo batch: concentracién de glucosa en el reservorio Sk = 12 g-L'!. (Idéntica
concentracion utilizada en el cultivo batch); concentracién de fosfato en el reservorio Fr =
6.0 mM®, concentracién de N-NH3 2.8 g-L! como (NH4)2SO4 para 12 g-L"'de glucosa’.

Para la elaboracion del cultivo en batch previo al CC, se partié de un cultivo liquido (100
ml) en medio LB con ampicilina. El inoculo provenia de un clon en glicerol stock de pBKI-
IV (1). Dicho inoculo fue chequeado mediante extraccion de ADN pldsmidico para

constatar la presencia de pldsmido previo al cultivo en batch®.

La cinética de crecimiento microbiano describe la relacion entre p y la concentraciéon de
uno o mads sustratos limitantes del crecimiento. Desde tiempo atrds, se ha propuesto que p
aumenta con el sustrato en una dependencia de tipo "saturacion" hasta que los
microorganismos alcancen su velocidad de crecimiento especifica maxima. El modelo de
Jacques Monod es hasta hoy la relacion empirica mas utilizada para describir la cinética de
crecimiento microbiano (Monod) [39]. El éxito del modelo Monod se debe en parte a su
simplicidad, y la similitud con la bien establecida cinética de Michaelis-Menten, y la
interpretacion biologicamente significativa de las constantes del modelo gmax y Ks, junto
con su accesibilidad experimental. Posteriormente, como una extensién del modelo Monod,
se desarroll6 el concepto de mantenimiento microbiano el cual puede cuantificarse y
describirse mediante un coeficiente de mantenimiento propuesto por Pirt [40].

A bajas velocidades de crecimiento, el ms podria tener un papel importante afectando la
viabilidad de los microorganismos [41-42] y seguramente mds alin en un microorganismo
recombinante que gobierna la expresion mediante un promotor nutricional como lo es el
promotor de la fosfatasa alcalina. Por lo tanto, probamos si el modelo es capaz de predecir
el resultado de los comportamientos de los experimentos que se detallaran a continuacién
utilizando los mismos valores para los pardmetros cinéticos K y umax como en el caso de la

simulacion mostrada en la (Fig. 55).

® La concentracién de fosfato en el reservorio BTH(1) fue de 6.0 mM PO47, luego dado que quedaba en EE
cerca de 3.0 mM se disminuy6 en BTH (2) a 4.5 mM PO,. Luego comenzaron unos fenémenos de lisis
celular, por este motivo se incrementé a 6.0 mM PO43.

" A partir de las primeras experiencias (Seccion 5.3.1.1.2) se incrementa él (NH4)2SOsa 6 gr.L'l.

8 El cultivo en batch se elabora de acuerdo a las experiencias anteriores.
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Al inicio de este trabajo se plantearon algunos objetivos, entre los cuales la evaluacion de
pardmetros fisiolégicos como el mantenimiento y el rendimiento verdadero eran
interesantes ya que nos permitia comparar si habia un gasto energético extra debido a la
expresion de los genes fordneos (Seccion. 2.2).

La forma de evaluar el coeficiente de mantenimiento consiste en la extrapolacion de la

ecuacion de Pirt:

U Api

qS=W+YﬁiX +my
D= ):(Dj =
5 ' ' ' 0.05 3.313
0.055 3.437
ADYA // il 0.06 3548
ﬁ 0.06S 1648
—7 ] 0.07 3738
0.075 3814
O o1 0z 03 04 0.08 3.884
D 0.088 1062
0.09 4.024
0.095 4.082
0.1 4135
0.105 4185
0.11 4.231
0.115 4273
0.1z 4313

Figura 55 Esquema de simulacién del crecimiento de E. coli en cultivo
continuo.

La figura 55 muestra un esquema de un modelo tedrico de crecimiento considerando un
Umax de 0.42, un my de 0.06 g.gr.h’'; ¥ 0.55 g.gr! yun S, = 10 gr.L!. La
simulacion se bas6 en la recopilacién de trabajos anteriores sobre el crecimiento de E. coli

en cultivo de quimios tato limitado en glucosa a 37 °C (J. A. Roels) [28].
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Para los cédlculos matematicos y la modelizacion, se utilizé el programa MATLAB R2012b
(the MathWorks).

En la etapa inicial de la experiencia se tomaran una serie de puntos de los diferentes estados
estacionarios de manera de extrapolar el valor del coeficiente ms mediante la grafica de

Pirt. Que podemos reordenarla de manera que nos quede:

Disr—ﬁ} D .
X You "

No obstante al no cerrar los balances de materia y grado de reduccién es muy probable que

en los célculos debiera ser incluida la siguiente modificacion en forma general:

= fx 4 Im b X
T luis T pls
5.2.3.2 Resultados
DF/V (b 0.056 0.110 0.173 0.222 0.272 0.282
S5p (mM) 4.0 3.4 32 3.0 2.9 2.9
Biomasa (gr.L™") 3.27 3.81 3.87 3.87 3.86 4.02
Biomasa c-mol/L 0.127 0.148 0.150 0.150 0.150 0.156
roy(mmol/Lh) 0.0116 0.0207 0.0400 0.0384 0.0390 0.0500
rCO,(mmol/Lh) 0.0113 0.0196 0.0350 0.0364 0.0380 0.0450
CR 0.97 0.94 0.88 0.95 0.97 0.90
BC 0.830 0.820 0.740 0.760 0.700 0.810
By 0.860 0.870 0.820 0.800 0.736 0.884
rs (c-mol/Lh) 0.022 0.044 0.082 0.091 0.112 0.109
Yus (c-molx/c-mols) 0.320 0.370 0.320 0.360 0.360 0.400
4s 0.185 0.343 0.484 0.579 0.718 0.730
qo2 (mol/Lh ¢-molx) 0.0915 0.1402 0.2667 0.2560 0.2607 0.3209
qCO; (mol/Lhc-molx) 0.0892 0.1327 0.2333 0.2427 0.2540 0.2888
BN 0.56 0.63 0.63 0.64 0.65 0.69

Tabla. 23 Resultados obtenidos de los respectivos EE.
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Al comparar la figura 55 con los dos primeros puntos de la tabla 23 podemos observar que
incluso a bajas velocidades de diluciéon el modelo se ajusta razonablemente bien.
Seguramente la formacién de algin producto permite que los balances no cierren.
Los valores hallados estimados en el grado de reduccién de los productos®!°, son similares

a los de dcidos orgénicos, acético, lactico, malico, fumdrico y glucénico [43].
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- 4.0
0.6
)
- 3.8 :(37
& 04 2
1S
36 .2
m
0.2
- 3.4
0.0 T T T T T 3.2
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—x— qCO,
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Figura 56 Parametros cinéticos de los cultivos continuos de BL21
(DE3) / pBKI-IV (1) limitado en FCE.

Considerando como referencia ciertos valores tedricos para E. coli [28] pueden establecerse
estimaciones probables desde una serie de puntos de los diferentes estadios de crecimiento
de manera de extrapolar el valor del coeficiente de mantenimiento celular mediante la
gréfica de Pirt [40].

Cabe mencionar que es muy llamativo el leve incremento de biomasa con los incrementos

de D. Por lo tanto, pareceria ser que el consumo de ingreso de FCE en E. coli apenas puede

? Calculado como Yp = (yp/s>’1.(ys - Vx Y — 4b)

0h =+O,/r,
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acceder a suficiente FCE para satisfacer sus necesidades energéticas de mantenimiento sin

estar limitado en fosfato.

178

Nuevamente considerando el valor de pmar de 0.42 para la cepa recombinante y asumiendo

los valores de bibliografia para m; y*¥ de 0.06 g.g.h™l'y 0.55 g/g respectivamente, y una

concentracion de FCE de 10 gr.L'l, fue utilizado como modelo tedrico.

Para los cultivos continuos recombinante limitados

4,5

4,0 4

3,5 1

3,0 A

Biomasa (g/L)

2,54

2,0

—@— Tedrica

0,12 0,14

Figura 57 Grafica del modelo teérico definido con los parametros de
disefio propuestos.

siguientes resultados:

en FCE, pudieron obtenerse los

D (h'!) X (C-mol.L") Sr(g.L) SEE (g.L'h) gs(C-mol/C-mol x/h)
0.056 0.121 12.010 0.025 0.185
0.110 0.147 13.788 0.023 0.343
0.173 0.152 12.793 0.019 0.484
0.222 0.152 12.000 0.014 0.579
0.282 0.156 12.000 0.017 0.730

Tabla. 24 Resumen de los resultados obtenidos.
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Figura 58 Grafica con los parametros experimentales. El ajuste de la
misma arrojo la siguiente ecuacién Y= 2.3353X + 0.0698 R>=0.996.

De la grafica se obtienen los valores para Y’**y m; siendo los mismos 0.428 C-mol/ C-mol
y 0.069 C-mol/C-mol X. h!. EI valor obtenido para el mantenimiento es similar al valor

tedrico supuesto en el modelo.

D (b rOo/r, yP’* (c-mol/c-mol)
(molesO,.L"! /c-mol gluc) valor tedrico ¥P
0.056 0.121 0.1670 3.6
0.110 0.147 0.1900 3.0
0.173 0.152 0.2040 3.0
0.222 0.152 0.2200 3.2
0.280 0.156 0.2100 3.6

Tabla. 25 Valores estimados del grado de reduccion de los productos.

Los valores estimados del grado de reduccion del producto, son similares a los de acidos
orgdnicos acético, ldctico, férmico, succinico, todos posibles metabolitos de la cepa

huésped.
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La evaluacion de etanol dio resultados negativos para varias muestras del cultivo limitado
en carbono, por lo que la bisqueda fue orientada hacia los dcidos orgdnicos mencionados.
No se pudo llegar a cerrar los BC y se evidenci6 la presencia de picos no identificados en el

andlisis por HPLC de los productos del metabolismo.

Cultivo y Condicién Y ix 8 (C-mol/C-mol) | Y ¥S (C-mol/C-mol) | my (C-mol/C-mol)
BL21 (DE3) / pBKI-1V 0.53 0.63 0.03
(1) limitado en FCE

Tabla. 26 Resultados finales obtenidos.

max

Los valores obtenidos de Y, /s

son razonables y las variaciones en este nimero para los

distintos CC pueden deberse a las distintas proporciones de los productos formados no
identificados como ya se explico. El valor de mantenimiento se asemeja a los valores de
bibliografia 0.045 c-mol / (c-mol. h) [28]

Junto al metabolismo del carbono, el metabolismo de la fuente de nitrégeno es también
importante en la comprension de la regulacion metabdlica. En E. coli, la asimilacién de N
como amoniaco / amonio (NH4") se realiza utilizando la a-KG (alfa-cetoglutarato) en la
sintesis de glutamato y glutamina. Estos dos aminodcidos son los precursores de la sintesis
de prolina uno de los aminoécidos mds preponderantes de la angiostatina.

La hipdtesis propuesta (Seccion. 2.2) supone que la velocidad a la que crece el
microorganismo en cultivo continuo en condiciones de ausencia de induccién puede afectar
de alguna forma la capacidad de las bacterias para expresar angiostatina cuando son
transferidas a un medio de induccién (limitado en fosfato).

Para los diferentes valores de dilucién se tomaron muestras en EE, sé transfirieron
asépticamente y se cultivaron de manera batch en erlermeyers agitados de manera habitual
recomponiendo en cada caso los nutrientes necesarios, se completd con FCE necesaria para
consumir el fosfato inorgdnico proveniente de la condicién de EE (glucosa 5 gr.L"'y MOPS
9 gr.L”!, llevado a pH 7.5), al final del cultivo se agoté totalmente el fosfato y la FCE,

logrando mantener el pH en 7.
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D (h') | pH final DO¢2s DOs¢0o POs3 mM POs3 mM Glucosa Glucosa
inicial final inicial final (gr.L'h (gr.L'h
inicial final
0.056 7.01 0.90 2.4 0.5 0 5.0 ND
0.110 6.82 1.15 2.3 0.5 0 5.0 0.011
0.173 6.44 1.20 24 0.5 0 5.0 0.011
0.222 7.03 1.19 2.3 0.5 0.13 5.0 0.010
0.280 7.00 1.23 2.4 0.5 0 5.0 0.010

Tabla. 27 Resultados finales obtenidos.

Se analizaron tanto las muestras provenientes de los ensayos de expresiéon y como asi
también muestras tomadas a la salida del biorreactor para cada D, de manera de comparar la
expresion de angiostatina en cada caso. Como control positivo se utiliza al pellet (P) del
cultivo de bacterias (ver Fig. 42) que expresa angiostatina (A4). La expresion de
angiostatina resulté ser muy débil y no difiri6 entre los cultivos obtenidos directamente del
continuo y los obtenidos de los ensayos de induccién en erlenmeyer para el cultivo
continuo limitado en carbono. Esto llevé a pensar que, de haberse perdido el pldsmido
durante el cultivo continuo, la baja sefial observada debiera ser por la baja cantidad de
plasmido presente también en los ensayos de induccion en erlenmeyer. Por otra parte podria
ser que la situacion de induccidn ya se hiciera presente en el continuo limitado en fuente de
carbono, donde la concentracion de fosfato es de alrededor de 2.0 mM, es decir que a esa
concentracion de fosfato ya se induzca el promotor debido a las condiciones de
crecimiento, ya que la sefial de angiostatina, aunque muy débil, estd presente en estas

muestras.
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Figura. 59 Evaluacion de DB de los ensayos de expresion en batch.
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Referencias: Se tomaron muestras a la salida del biorreactor y al final del cultivo en batch

de induccién. Muestras en batch desde la 1 a la 16, tomadas a las 24 hs del cultivo de

induccion. Muestras en batch desde la 17 a la 25, tomadas a las 48 hs del cultivo en
induccién. (1, 17) D = 0.056 h'! salida del biorreactor en EE; (2,18) D = 0.056 h™! batch; (3,
19) D =0.11 h'! salida del biorreactor en EE (4, 20) D = 0.11 h™! batch; (5,21) D=0.17 h™!
salida del biorreactor en EE; (6, 22) D = 0.17 h! batch; (7, 23) D = 0.22 h™' salida del
biorreactor en EE; (8, 24) D = 0.22 h! batch; (9, 25) D = 0.28 h™! batch; (26) D = 0.063 h’!

(27) Control Positivo; (+) Control del anti-ratén.

Debido a estos resultados se volvié a revaluar la hipdtesis de inestabilidad del pldsmido

pBK1-4 en la D evaluada.
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1 2 3| 4| 5 | 6 7 | 8
mmM PO, 0.434| 0.485 0.245| 0.380 0.470| 0.440| 0 | 0.050
mG(gr.L") 2490 0050 0 | 0 | 0 | 0 0 | 0013
OpH 40 | 49 | 70| 48| 43| 44 | 70| 53

Figura 60 Resultados finales de los cultivos en batch de induccién.

Los resultados publicados hasta la fecha (Seccion.1.5.2) indican que la persistencia de un

plasmido puede verse afectada por un nimero de factores, incluidos las condiciones de

cultivo y las propiedades tanto del plasmido como del hospedador.

En este estadio del estudio se tiene como objetivo investigar la influencia de la segregacion

del pldsmido pBKI1-4(1) en cultivo continuo limitado en glucosa. El andlisis anterior

sugiere que la principal fuente de error en la medicion de pérdida de pldsmidos proviene de

la acumulacién exponencial de células libres de pldsmidos después de los eventos iniciales,

incluso en la etapa temprana en modo batch. Este proceso inicial implica al menos un

crecimiento del indculo durante unas 10 hr.
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Figura 61 Evaluacion de pérdida del vector pBK1-4 en etapa batch
previo a CC.

Un andlisis similar al efectuado con los estudios en batch previos (ver Fig.54) fue realizado
para despejar esta cuestion. La evaluacion realizada sobre al menos 10 hr. de cultivo de fase
batch no muestra una disminucién en la sefial del plasmido. Los resultados obtenidos hasta
aqui apoyarian el hallazgo de que la inestabilidad del vector pBK1-4(1) se veria forzada
debido a su crecimiento en modo de CC con un umbral de fosfato cercano a los 2 mM en
EE, ademds como se menciond esto estaria influenciado en este caso no por el tamafio del
vector sino tal vez por el nimero de copias (ver Fig.11).

Andlogamente se llevo a cabo el anélisis de las muestras en sus estadios de EE a diferentes

D arrojando los siguientes resultados. (Fig.62).

A DNA/EcoRI + HindIII 0.056 0.110 0.173 0.220 0.280

Figura 62 Visualizaciéon de ADN plasmidico en lisados celulares de los
diferentes EE evaluados.
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En el ensayo de cultivo batch después de la inducciéon con D de preinduccion como
pardmetro, esperdbamos que el nimero de copias de pldsmido hubiese sido afectado por
variacion de la D en nuestro sistema, sin embargo no es asi al menos bajo limitaciéon de
FCE, claramente esta situacion podria ser muy diferente en el caso de que la limitacion sea

por fosfato inorgdnico, como se analizara a continuacion.

5.2.3.3 Cultivo Continuo de BL21 (DE3)/ pBKI-IV (1) limitado en fosfato

Durante el CC limitado en fosfato las muestras se tomaron directamente desde el
biorreactor, ya que bajo la condiciéon de induccién estuvo presente en el mismo CC.
Se tomaron muestras y se evalué la presencia de angiostatina mediante DB. En este caso el
tiempo de induccién dependi6 del tiempo de residencia de la célula en el biorreactor, el cual
posee una distribucién y puede estimarse mediante la expresion 1/D = t;. Para un cultivo a
D= 0.3 el t; daria aproximadamente 3.3 hr. y para una D= 0.05 unas 20 hr. La operatoria fue
andloga al CC anterior con los ajustes en la cantidad de FCE (glucosa) inicial para agotar el
fosfato, cuya dependencia vario demasiado tal lo observado en las etapas de cultivos batch
tanto en erlermeyer como en biorreactor. Como se mencionara anteriormente, la relacion de

FCE/PO47 es uno de los puntos mds criticos de ajustes (Seccién. 5.2.5.1.1).

5.2.3.3.1 Resultados

De manera similar a las experiencias anteriores la siguiente (Tabla. 28) muestra los

resultados obtenidos.

D F/V () 0.066 0.067 0.074 0.135 0.169 0.223 0.294
Biomasa (gr.L™") 3.29 2.85 3.37 4.52 4.36 4.27 4.30

Biomasa (c-mol/L) 0.130 0.110 0.131 0.175 0.168 0.165 0.166
rox(mmol/Lh) 0.0263 0.0275 0.0300 0.0570 0.0627 0.0616 0.0581
rCO.(mmoVl/Lh) 0.0205 0.0233 0.0247 0.0490 0.0587 0.0553 0.0561
CR 0.78 0.85 0.82 0.86 0.94 0.90 0.97

BC (sin producto) 0.351 0.445 0.422 0.513 0.627 0.641 0.670
By (sin producto) 0.426 0.511 0.493 0.578 0.666 0.698 0.699
I's (c-mol/Lh) 0.083 0.069 0.081 0.142 0.139 0.144 0.157
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Y ws (c-molx/c-mols) 0.102 0.107 0.118 0.167 0.206 0.257 0.313
s (c-mol/Lh) 0.647 0.624 0.623 0.808 0.823 0.869 0.942
qo> (mol/Lh c-molx) 0.206 0.249 0.230 0.325 0.371 0.372 0.349
Sp (mM) 0.47 0.39 0.45 0.207 0.211 0.219 0.209
Ir'n (mol N/Lh) 0.0026 0.0026 0.0034 0.0095 0.0089 0.0138 0.0174
qco; (mol/Lhc-molx) 0.161 0.211 0.189 0.280 0.347 0.334 0.337
Lactico (gr.L") ND ND 2.755 0.290 ND 1.926 1.570
Lactico (c-mol/L) ND ND 0.092 0.001 ND 0.064 0.052
Acetico (gr.L) ND ND 4.650 1.750 ND 2.135 1.680
Acetico (c-mol/L) ND ND 0.155 0.060 ND 0.072 0.056
BC (con producto) ND ND 0.640 0.580 ND 0.850 0.870
By (con producto) ND ND 0.720 0.640 ND 0.910 0.900

Tabla. 28 Resultados obtenidos de los respectivos EE.

Se investigd el efecto de la concentracion de fosfato en EE sobre el metabolismo de E. coli
en términos de los parametros cinéticos de los cultivos. Para los CC aerébicos a un u > 0.1
h'! la produccién de acetato aumento significativamente, sin embargo no se ve reflejado en
una mayor velocidad especifica de consumo de glucosa, lo que podria deberse a que la

demanda de ATP bajo la limitacién de fosfato.

Al inicio de este capitulo se mencionaron algunos de los objetivos (Seccion. 2.2), entre los
cuales la evaluaciéon de pardmetros fisioldgicos como el mantenimiento y el rendimiento
verdadero eran interesantes ya que nos permitia comparar si habia un gasto energético extra

debido a la expresion de los genes fordneos en particular el de la angiostatina.

Comparando los resultados mostrados en la (Tabla. 28) con los de la (Tabla. 23), se observa
que para todas las velocidades de dilucién ensayadas tanto el rendimiento celular como los

BC y By son inferiores.

Esto se debe a que la limitacién es por fosfato y el exceso de glucosa en el medio es
transformado a productos metabdlicos. Por otra parte se ve que el BC va creciendo a
medida que D aumenta. Esto es consistente con una sintesis de productos metabdlicos por
sobre flujo y es un ejemplo del hecho que las bacterias no siempre regulen precisamente, de
acuerdo a sus necesidades, la velocidad de consumo de fuente de carbono, con lo cual a

distintas D la fuente de carbono en exceso es metabolizada a velocidades similares y la
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fraccion de productos e intermediarios secretados al medio es mayor entonces a bajas D,
resultando en un menor BC. Ademas, como se mencioné (Seccién. 1.5.2) el metabolismo
del fosfato estd estrechamente relacionado con las rutas centrales de metabolismo y todas
las células vivas regulan de forma sofisticada la absorcién de fosfato y sobreviven incluso

en condiciones de limitacién de fosfato.

En general, en los cultivos que se realizaron hasta aqui los balances de carbono fueron de
aproximadamente 0.8 para los limitados en FCE y de entre 0.35 y 0.70 para los limitados en
fosfato, razén por la cual fue de esperar la apariciéon de algin producto en el medio de
cultivo.

Un punto importante es que en el caso de los cultivos continuos limitados en fosfato, los
BC y BN no se relacionan igual que en los limitados en carbono sino que mientras que el
BC es creciente el BN es constante, lo que hace pensar que si el nitrégeno faltante se
destinara a producto, no se trataria de los productos que se sintetizan en exceso en el cultivo
continuo limitado en fosfato.

En los CC limitados en fosfato se realizé el DB a partir de pellet obtenido directamente a la
salida del biorreactor. Estos ensayos de DB arrojaron sefales que fueron muy débiles para
todas las D, incluyendo los valores de D bajos en los que el tiempo de induccién promedio
es mds que suficiente para haber expresado angiostatina. Este resultado parece confirmar la

suposicion de la pérdida de plasmidos en cultivo continuo.

100
% BL21 (DE3) 80 m 0,074
c/plasmido 60 m0,135
40 00,223
20 00,294

0,294
0,223
0,135 ph?
0,074

0

0 14,
25 o9

Tiempo (h)

Figura 63 Efecto de la velocidad de dilucion y el tiempo en el
porcentaje de bacterias que contienen el vector pPBK1-4 durante
los cultivos continuos limitados en fosfato inorganico.
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La figura 63 muestra los resultados donde puede verse la variacion de la poblaciéon de BL21
(DE3) / pBKI-IV (1) como varia a diferentes velocidades de dilucién. Tal como se observa,
el contenido plasmidico disminuyé con el aumento de D. Similares resultados fueron
reportados por Bailey [44]. En este caso la determinacion se realizo por paqueo selectivo
(Seccion. 3.4) y el resultado se expreso como porcentaje de células resistentes a ampicilina.
Esta hipétesis implicaria que el nivel de expresion total de angiostatina caiga
consecuentemente hasta que no de una sefial apreciable por el ensayo de deteccion utilizado
DB. En la (Tabla. 28) se observa que la sp concentracion de fosfato es del orden de 0.4 - 0.2
mM suficiente para inducir la expresion de angiostatina.

De los ensayos en batch en MR de la cepa recombinante BL21 (DE3) sé manifest6 sobre el
final una disminucién en el contenido de pldsmido, con lo cual cabe pensar que si a posterior
sé evalua un cultivo continuo a varias velocidades de dilucién, es probable que el mismo
arranque con una baja proporcién de células sin pldsmido mds atin en un cultivo limitado en
fosfato inorgdnico. Por esta razén no fue evaluada la propuesta planteada de realizar
estudios de la estabilidad de los plasmidos en CC mediante por ejemplo el método de

Immanaka y Aiba [45].

Determinacion del coeficiente de mantenimiento celular:

Similarmente a los estudios realizados con los cultivos limitados en FCE, suponiendo que el
balance de carbono es igual a la unidad, debido a la formacion de productos, se calcularon
sus concentraciones mediante HPLC, luego su velocidad de consumo especifica y se

consider6 que su rendimiento maximo era la Unica incognita por parte de los productos

formados.
Cultivo y Condicién Y "% /6 (C-mol/C-mol) | Y ™% p;s (C-mol/C-mol) | m, (C-mol/C-mol)
BL21 (DE3) / pBKI-1V 0.54 0.75 0.02
(1) limitado en fosfato
inorganico

Tabla. 29 Resultados finales obtenidos.
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Figura 64 Parametros cinéticos de los cultivos continuos de BL21
(DE3) / pBKI-IV (1) limitado en fosfato inorganico.

Los primeros tres puntos de la (Fig.64) corresponden a un cultivo inicial donde se tuvo que
adicionar glucosa en repetidas oportunidades para alcanzar un exceso de ésta, razon por la
cual la concentracion de fosfato quedé reducida a aproximadamente 3 mM en el reservorio.
Esto explicaria que la biomasa dé menores valores. Los cultivos siguientes se hicieron con

una concentracién de 4 mM.

Nuevamente los valores para la cepa recombinante, tanto bajo limitacién de FCE como en
fosfato, dieron resultados semejantes en rendimiento méximo y mantenimiento.

La similitud hallada en las cepas recombinantes en distintas condiciones, seria consistente
con el hecho de que, como se menciond para el caso de limitacion en FCE, hubo una muy
baja expresion de angiostatina, mientras que en el cultivo continuo limitado en fosfato,
hubo nula expresién pero también una alta segregacion del vector de expresion con lo cual

la carga metabdlica debida a la expresion de angiostatina seria despreciable.

5.3.3.4 Cultivo Continuo de BL21 (DE3) limitado en FCE

Finalmente como para completar la serie de experimentos se evalué el comportamiento de
la cepa BL21 (DE3) si bien existen muchas evidencias bibliograficas es un control
importante para la serie de experimentos en funcién de los pardmetros que se estuvieron

estudiando. Andlogamente a lo evaluado en las secciones anteriores, se trabajo en CC con
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la cepa BL21 (DE3)wr (sin pldsmido) en iguales condiciones de temperatura y agitacion
(pero sin el agregado de ampicilina) que para su posterior uso como control negativo
fundamentalmente de la expresion.

Las siguientes condiciones de fermentacion fueron aplicadas a todos los CC realizados,
exceptuando aquellas maniobras propias del cultivo de cada condicién en particular (e;j.
agregado de antibidticos, nutrientes, etc.) Se utilizd6 un biorreactor LH de 1.5 L de
capacidad maxima, con un volumen de medio de cultivo de 1 L aproximadamente (Seccidn.
3.2.2.2). La agitacion tal que no se limite en Oz se mantuvo entre 550 y 800 r.p.m con una
aireacién de 25 L.h'!. El pH fue controlado automaticamente en 7.0 + 0.2 mediante la
adicion de NaOH 0.5 N.

Se utiliz6 el mismo medio mineral MR (Glucosa: 12 gr.L'!) tanto en etapa batch como en el
reservorio y solucién madre de vitaminas que para el cultivo batch, excepto que se afiadié
el fosfato incorporando de 95 ul (1.6 mmoles) de H3PO4 (85%) por litro. El medio mineral
completo con todos los componentes minerales combinados después de esterilizar y enfriar
a temperatura ambiente, se suplement6 con glucosa utilizando filtros estériles desechables
de 0.22 um (Millipore) junto con 0.25 ml de solucién madre de vitaminas por litro.

Las condiciones de EE se alcanzaron tipicamente después de 5 tr y se confirmaron
mediante la concentracion constante de biomasa (ya sea a través de la densidad Optica o el
PEeso seco).

En experiencias previas de ajuste al comienzo la concentracion de fosfato en el reservorio
fue de 6.0 mM PO4>, luego dado a que en EE quedaba cerca de 3.0 mM se disminuy6 el
reservorio a 4.5 mM PO4™ pero comenzaron a evidenciarse fenémenos de lisis celular, por

este motivo nuevamente se incrementé a 6.0 mM PO43,

5.2.3.1.2 Resultados

En la (Tabla. 31) se muestran los resultados obtenidos en estado estacionario para seis
valores de velocidad de dilucidn, junto con los balances correspondientes para la cepa WT
BL21 (DE3) limitado en FCE glucosa. Se muestran en la tabla los datos obtenidos,

incluyendo los valores medidos de lactico y acético y el BC corregido con estos valores.
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D (b)) Concentracién (gr.L") rco2 ro2 RC yx/s
(mmol/lh) | (mmol/lh) (c-molx/c-
mols)
PS Glucosa | Acetato | Amonio

0.116 3.935 0.000 0.000 0.201 0.0201 0.0240 0.810 0.410
+0.106 +0.01 +0.001 +0.003 +0.04 +0.03
0.153 3.685 0.000 0.000 ND 0.0273 0.0251 1.090 0.357
0.180 3.975 0.000 0.000 ND 0.0281 0.0316 0.890 0.385
0.218 4.440 0.000 0.000 0.443 0.0287 0.0349 0.820 0.430
0.232 4910 0.000 0.000 0.468 0.0374 0.0405 0.920 0.476
0.296 4.940 0.000 0.000 0.583 0.0417 0.0440 0.950 0.479

Tabla. 30 Resultados finales en EE.

D F/V (HY) 0.116 | 0.153 0.180 0.218 0.232 0.296
Sp (mM) 35 33 32 33 2.9 2.4
Biomasa (gr/L) 3.94 3.69 3.98 4.44 491 4.94
Biomasa c-mol/L 0.153 0.143 0.154 0.172 0.190 0.191
rox(mmol/Lh) 0.0243 | 0.0251 | 0.0316 | 0.0350 | 0.0405 | 0.0440
rCO(mmol/Lh) 0.0198 | 0.0273 | 0.0281 | 0.0287 | 0.0374 | 0.0417
CR 0.81 1.09 0.89 0.82 0.92 0.95
BC (sin producto) 0.807 | 0.802 0.780 0.760 0.880 0.830
By (sin producto) 0.925 0.784 0.843 0.852 0.936 0.874
rs (c-mol/Lh) 0.046 | 0.061 0.072 0.087 0.093 0.119
Qs 0302 | 0427 0.467 0.506 0.490 0.621
qo: (mol/Lh c-molx) 0.160 | 0.176 0.205 0.203 0.213 0.230
qco; (mol/Lhc-molx) 0.130 | 0.191 0.182 0.167 0.197 0.218

Tabla. 31 Totalidad de los resultados obtenidos de los respectivos EE.

Se grafican a su vez la concentracion de biomasa, y velocidades especificas de consumo de

glucosa, Oy y produccién de COo.



Capitulo 5

9s

0.7

0.6

0.5 4

0.4

0.3 1

0.1

w
Biomasa (g/L)

—e— Qg
—e— 90,

—»— qCO,
——— Biomasa (g/L)

Figura 65 Parametros cinéticos de los cultivos continuos de BL.21

(DE3) limitado en FCE.
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En la figura 65 se ve que el comportamiento de s no es exactamente una recta en el plano.

Esto es debido a la formacién de productos, que darfa una extrapolacion lineal en el

espacio, en caso de formacién de sélo un producto, o una extrapolacion lineal en mas

dimensiones, si hay mds de un producto. Tal cual se explicé anteriormente, se simuld

teniendo en cuenta los pardmetros cinéticos (Tabla. 31) determinados para E. coli utilizando

el modelo de Pirt extendido. Nuevamente no fue posible determinar cuantitativamente

ningun otro componente que no sea acetato o lactico.

Como se menciond generalmente los valores estimados del grado de reduccién de los

productos mds habituales derivados de las rutas centrales del metabolismo de la glucosa en

E. coli, son similares a los de 4cidos orgénicos acético, lictico, férmico, succinico, todos

posibles metabolitos de la cepa huésped.

Cultivo y Condicién

Y MAX o ¢ (C-mol/C-
mol)

Y MAX ¢ (C-mol/C-
mol)

my (C-mol/C-mol)

FCE

BL21 (DE3) limitado en 0.72

0.90

0.09

Tabla. 32 Resultados finales obtenidos.
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Nosotros hemos intentado explicar la carga metabdlica (Seccion. 1.5.3) impuesta sobre las
cepas recombinantes debido a la expresion de la angiostatina en términos del coeficiente de
mantenimiento. Este pardmetro junto con la determinacién de dcidos orgdnicos nos permite
tener una medida de la carga metabdlica Otros autores, en vez de determinar el coeficiente
de mantenimiento, han desarrollado metodologias que permiten la deteccién de ppGpp
mediante HPLC correlaciondndola con la producciéon de acidos orgéanicos. Cuando los
nutrientes se vuelven limitantes para el crecimiento, E. coli ajusta su perfil de expresion
génica a uno que permite una supervivencia prolongada en la fase estacionaria. Un
potenciador clave de este cambio fisiol6gico es la acumulacion de las alarmonas guanosina
5',3" bispirofosfato y guanosina pentafosfato (ppGpp y pppGpp: colectivamente referidas
aqui como ppGpp). Estas moléculas efectoras también se manifiestan bajo la expresion de
proteinas recombinantes [S0]. Basado en nuestro conocimiento adquirido, para cualquier
sistema recombinante en este ultimo trabajo con la cepa WT, el valor mg es mayor y el
comportamiento no es el esperado, ya que se supone que la cepa recombinante presente un
valor mayor de coeficiente de mantenimiento con respecto a la salvaje.

Se observan diferencias en el rendimiento maximo en biomasa entre la cepa salvaje y la
recombinante. Lamentablemente, al no haber podido cuantificar todos los productos,
tampoco se pudieron realizar una reconciliacién de los datos y una estimacion los errores en
estos pardmetros, pero es posible que existan errores en la cepa salvaje, ya que los valores

de mantenimiento y de rendimiento verdadero son mayores que los hallados en bibliografia.

5.2.4 Reevaluacion de los ensayos de expresion de angiostatina

En esta instancia de la tesis nos encontramos con una cuestion clave a evaluar con el fin de
poder determinar si los objetivos planteados podrian ser sostenidos. Sin adentrarnos
demasiado en la discusion global del trabajo (Capitulo. 7) hablando de la construccién de
interés pBKI-IV(1) hasta aqui hemos realizado pruebas en un tnico medio RM con una
unica cepa donde hemos evaluado una concentraciéon o umbral de expresion referido como
[PO4]? donde se detectd angiostatina (Fig.41) en modo batch en erlenmeyers agitados y en
biorreactores, se ha evaluado CC limitado en FCE, verificando la presencia del vector en

etapa batch y en diferentes EE, con posterior incubacién en modo batch en erlenmeyers
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para evaluar el impacto de al crecer a una D determinada podria imponer una re adaptacion
metabolica durante la limitacion por fosfato, y por tanto surgié plantear si solo la u previa a
la limitacién es la responsable excluyente de la re adaptacion en el momento de la
induccion de la expresion de angiostatina. Por otro lado permitiria evaluar el costo
energético de mantenerse a una determinada p. En este punto nos encontramos que la
expresion fue muy baja para todas la D evaluadas, pero asi los niveles de vector para todas
la D se mantuvieron constantes (Fig.62) sin embargo, observamos una fuerte dependencia
del nimero de copias del plasmido con respecto al método elegido para el aislamiento del
ADN plasmidico. Como se mencioné (Seccién. 1.5.3) el nimero de copias de plasmido esta
intimamente relacionado con la expresion de proteinas recombinantes y con el estrés

producido debido al proceso y por tanto a la carga metabdlica.

Por otra parte, dentro de los objetivos parciales (Seccidn. 2.2.2) en los estudios de CC
limitados en fosfato no se puedo evidenciar la expresion de angiostatina debido a un
drastico incremento en la concentracién de 4cidos orgdnicos entre 5 gr.L"! de acetato y 2
gr.L"! de lactato que como se discutird mds adelante tiene sus consecuencias a D < 0.1 h''y
por otro lado debido a que D > 0.1 h ! la poblacién del cultivo conteniendo pldsmido era
cercana al 20%. Por ultimo queda mencionar que es posible que el acetato y otros productos
obtenidos sean productos propios de la cepa BL21 (DE3), aunque sin poder cuantificar
(Tabla.31) podrian ser perjudiciales para la expresion de angiostatina utilizando el promotor

de la fosfatasa alcalina.

Como ensayos complementarios para chequear la integridad de la cepa recombinante
utilizada durante los CC limitados en fosfato inorgdnico y evaluar su expresion, se
realizaron los ensayos siguientes para evaluar las posibles cuestiones impuestas por el
huésped.

Para comenzar sé procedi0 a caracterizar el plasmido obtenido de un CC limitado en fosfato
auna D = 0.15 h'!, debido a que era la situacién intermedia dénde provenia la mayor
proporcién de células libres de plasmido (Fig. 63) y donde probablemente exista la
posibilidad de alguin desarreglo génico. Se extrajo el DNA plasmidico y se transformaron
dos tipos diferentes de cepas BL21 (DE3) nuevamente y DHSa. Las cepas BL21 (DE3) y
DHS5a obtenidas de las transformaciones sé caracterizaron mediante mini-prep, restriccion y

corrida en gel de agarosa para ver si sus plasmidos poseian los tamafios correctos.
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También se utilizé una cepa control la BL21 (DE3)/pBAce (que posee el vector sin el
inserto). Los productos de mini prep se digirieron con las enzimas Sall y Ndel que debian
rendir un fragmento de 3.3 Kbp (el vector) y un fragmento de 1.1 Kpb (inserto).

Las bandas obtenidas fueron las siguientes:

DH50 BL21 (DE3) pBAce JagoA/ Hind IT1

Figura 66 Tamaiios de los fragmentos obtenidos.

Se muestran los tamafios de las bandas del patrén lambda. A: 564 pb, B: 2027 pb, C: 2322
pb, D: 4361 pb, E: 6557 pb, F: 9416 pb, G: 23130 pb. Se indican las calles con el nombre
de la cepa portadora. El fago lambda digerido con Hind Il es el marcador de PM utilizado.
La banda de la cepa con el pldsmido control pBAce mostrd un tamafio esperado de 3.3 kpb
(entre los fragmentos de 2322 pb y de 4361 pb, del fago lambda.) ubicado como era de
esperarse, a la misma altura que el fragmento mas grande de la mini-prep.

Las bandas mostraron los tamafios esperados para las cepas transformadas con los
productos de la mini prep. El fragmento mds pequefio (inserto) corrié a una altura
intermedia, entre los fragmentos de 2027 pb y 564 pb del fago lambda.

Los ensayos de expresion con las cepas transformadas se realizaron en erlenmeyer segun se
detall6 en (Seccién 5.2.1.3). Se parti6 de una DOsoo aproximada de 0.11- 0.13 y los

resultados fueron los siguientes.

Ensayo Cepa y conc. DOgoo medio pH final DOgoo final

1 DH5a 0.694 6.05 1.06
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0.2 mM
2 WT 0.2 mM 0.705 4.8 0.826
3 BL21 (DE3) / pBKI-1V (1) 0.2 mM 0.752 5.7 0.879
4 BL21 (DE3) / pBKI-IV (1) 0.01 mM 0.243 6.4 0.306
5 BL21 (DE3) / pBKI-IV (1) 0.2 mM @ ND 6.2 1.0

Tabla. 33 Reevaluacion de la expresion en forma comparativa con
diferentes cepas de trabajo. (*) Cepa utilizada en esta tésis.

Se guardaron pellet a las 9:30 horas (proveniente de 4 mL) y a las 22:30 horas (proveniente
de 10 mL).

Para los ensayos de DB se seleccionaron los siguientes pellets:

Ensayo 1 DOgo medio

Ensayo 3 DOgp medio

Ensayo 4 DOgpo medio

Ensayo 5 DOgo medio

Ensayo 2 DOgy final

Ensayo 1 DOg final

Ensayo 3 DOg final

T Q| ™| m| 9| O B »

Ensayo 4 DOg final

—

Ensayo 5 DOg final

J | Ensayo 2 DOgy medio

Figura 67 Membrana de nitrocelulosa revelada mediante DB

(Tabla. 34) Referencias de cada uno de los ensayos.

De la figura 67 se pone de manera evidente que la cepa DHSa dio una mejor expresion (A 'y
F). La BL21 (DE3) / pBKI-IV (1) con 0.2 mM de fosfato inorganico, también dio cierta
expresion (B y G), aunque no se vio de una manera tan intensa como la DH5a. La BL21
(DE3) / pBKI-IV (1), (C y H) incubada con 0.01 mM de fosfato parecié no dar una sefial
apreciable, posiblemente debido a su pobre crecimiento, y por lo tanto menor cantidad
sembrada de proteina total. La cepa recombinante, que fue utilizada en los ensayos a lo
largo de la tesis (tedricamente igual a la BL21 (DE3) / pBKI-IV (1)), (D e I), dio una
expresion similar a la BL21 (DE3) / pBKI-IV (1) nuevamente transformada, con lo cual se
obtuvieron los resultados esperados, mostrando que el pldsmido de la miniprep (que se

obtuvieron de una cepa cultivada en medio sélido proveniente de la cepa utilizada en el CC
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en fosfato), no sufrié ningtn tipo de re arreglo en el CC limitado en fosfato, que haya
podido afectar la expresion. La cepa salvaje no dio expresion como era de esperar (E y J).
Los resultados de los ensayos de expresion obtenidos al momento de realizar cada CC y
obtenidos en cada ensayo de expresion en batch, hacen suponer que hubo pérdida de
plasmidos en el CC, la cual haria que el nimero promedio de pldsmidos por célula caiga
hasta un nivel tal que sea suficiente para inactivar la ampicilina agregada al medio de
cultivo y que sea lo suficientemente baja como para que la sefial obtenida en los ensayos
preliminares de DB no sea visible o sea muy débil como se mencion6 anteriormente.

Los resultados mostrados hasta aqui evidencian que se cuenta con una cepa la E. coli
DH5a., de uso habitual para el clonado y el mantenimiento de plasmidos, que podria ser una
nueva fuente de evaluacién promisoria para la obtencion de angiostatina mediante el uso
del promotor de la fosfatasa alcalina. Shiloach y col [46], reportan diferencias entre la cepa
BL21 y la cepa DH5aq, esta ultima posee la capacidad de estabilizar los plasmidos debido a
sus deleciones en endA y recA, diciendo ademds que ambas poseen diferencias que las
diferencias en cuanto al consumo de glucosa, E. coli BL21 es menos sensible a las
condiciones de crecimiento que las cepas E. coli IM109 o DHS5a., si bien la cepa BL21
puede crecer a altas densidades debido a que posee activo el ciclo del glioxilato y a rutas
anapleoroticas que le permiten no ser sensibles a la alta concentracién de glucosa, hemos
evidenciado que la misma muestra una cierta tendencia a la pérdida del pldsmido, por este
motivo en la proxima seccidon se mostraran nuevas evaluaciones para la cepa recombinante

DH50..

5.2.5 Estudios de expresion de angiostatina en E. coli DH5o

Como se menciond anteriormente, el ingreso de E. coli en una situacion de limitacion
(FCE/fosfato) o ambas (recordar que al limitarse en fosfato la relacion entre la glucosa y el
fosfato se incrementa notablemente a medida que transcurre el tiempo, y cada vez “cuesta”
mads llegar al umbral de expresion) estd asociada ademads con la induccién de la respuesta de
estrés general. Estos resultados motivaron la biisqueda de una nueva linea de trabajo para la
cepa DH5a.. Esta cepa ha sido utilizada para expresar el factor de crecimiento epidérmico

humano utilizando el promotor de la fosfatasa alcalina [47].
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Inicialmente hubo que construir nuevamente un clon. Se transformaron bacterias
competentes de DHS5o con 4 ul de vector original pBKI-IV con 120 ul de bacterias
competentes. La transformacion se realizé de manera habitual. Luego al plaquear crecieron
solo 20 colonias. S€ picaron 10 en medio liquido con ampicilina. De las 10 solo crecieron 2
colonias, las denominadas 2 y 4. Se realizaron miniprep de ambos clones arrojando
resultados positivos. El resto de cultivo se utilizd para realizar glicerol stock de ambos

clones.

ME/H  pBKI-IV(1) pBKLIV(1)
121141

bp

21,226

5148
‘: "
4,268 4973

3,530

2,027 1,904

1,684
1,375

947
831

[564, 125]

1258TC09_5A

Figura 68 Vector pBKI-IV (1) obtenido de los clones generados.

5.2.5.1 Sistema Batch - Erlenmeyer Agitado

5.2.5.1.1 Evaluacion de cinética de crecimiento en diferentes medios de cultivo.

El objetivo de aqui en mds fue evaluar la expresion de angiostatina en dos cepas de E.coli
inicialmente en un sistema de cultivo batch en erlenmeyers agitados. Se tomaron muestras
en intervalos regulares de tiempos y estudiar la analitica del proceso.

Se cuenta con un antecedente en el cual la cepa DH5a evidencio mayor sefial de expresion
mediante DB que la cepa de uso habitual BL21 (DE3). Por otro lado, se observaron

diferencias en cuanto al crecimiento y al pH final del proceso que podrian explicar la
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aparicion diferencial de productos como ser dcidos orgdnicos. Cabe mencionar que la cepa
BL21 (DE3) tanto la WT como la recombinante al ser evaluada en cultivo continuo incluso
a baja D no cerraron sus BC y mostraron mediante HPLC la aparicion de productos como
lactico y acético. Los indicios de que la cepa DH5a muestre una mayor sefal de expresion
y un 18.7% mds de crecimiento nos indicaria que no estaria produciendo los compuestos
que produce la cepa BL21 (DE3) y es la que deberiamos evaluar al utilizar para futuros
ensayos.

Debido a los resultados obtenidos con 0.2 mM de fosfato, se repitié el ensayo con ambas
cepas, de manera de tener una mayor cantidad de muestras para realizar cinética de
crecimiento, obtener datos analiticos de crecimiento como ser consumo de glucosa,
consumo de fosfato y produccién de dcidos organicos.

Por este motivo, inicialmente se reprodujeron las condiciones evaluadas anteriormente con
la finalidad de obtener una cinética de crecimiento. Se repitieron las siguientes condiciones
de cultivo: Glucosa 5.0 gr.L''; 9.0 gr.L"! de MOPS a pH 7.0; 6.0 gr.L-'de amonio. Metales
traza, tiamina y ampicilina de manera habitual para el medio MR. Como control se

utilizaron las respectivas cepas WT.

b =0,247 h'
14 .
4 o
12 4 u = 0,298 h'
W =0,227 h
10 4
8 o i W =0,303 h-'
8 / =0
8 / /.
06 i
// DH5
/: e DHS/PBKIAV(1) -2-
0.4
—— ¥ —— BL21(DE3)
- — -~ — BL21(DE3)pKI-V()
0,0 + T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (hs)

Figura 69 Cinética de crecimiento de las cepas estudiadas.

Las determinaciones se realizaron entre el tiempo inicial y las siete horas de cultivo.
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A continuacion se muestran las figuras de cada cultivo realizado detallando los consumos

de fosfato inorgénico y la cantidad de dcido acético producido.
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Figura 70 Referencias: A. Cultivo DH5 awr. B. Cultivo DHS o pBKI-
IV-1[2]. C. Cultivo BL21 (DE3)wr. D. Cultivo BL21 (DE3) pBKI-IV

(2).

Se observa una alta proporcion de dcido acético para la cepa WT y la cepa recombinante

BL21 (DE3) que podria estar vinculado a la manifestaciéon de baja o nula sefal de

expresion de angiostatina (Fig. 71).

La cepa DH5a muestra en proporcion una baja produccién de acetato evidenciando una vez

mads un aspecto importante a considerar.

Un pardmetro determinante fue la presencia del plasmido. Por este motivo, se tomaron

muestras a las 7 horas y al finalizar el cultivo, se extrajo el DNA y posteriormente se

realiz6 una corrida electroforética. Como control se sembré las muestras de los cultivos de

siembra ON.
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Se realizaron diluciones de la biomasa ajustando la DOgoo de manera de tener 1 ml de una
DOsoo de 1. S€ re suspendidé en un volumen de 15 pl con agua purificada. Se efectu6 una
corrida electroforética en gel de agarosa 1% en buffer TAE con la totalidad del producto.

El fendmeno de perdida de pldsmido también puede estar vinculado a la expresion.

7hrs 22 hrs
_ lEcoi  Ecoi! TEcoi E coli!
E coliBL21/ E coliDH52  BL21/ DH5a BL21/ DH5x
pBKHV (1) /pBKHV (1) pBKHV  /pBKIHV PEKIHV  JpBKI-V
ON [2] ON 1 mi2 M mm

21,226 Se observa una buena
proporcion de plasmido.
Claramente se ohserva
una merma en el
contenido para la cepa
BL21, mostrando que el
mismo se pierde para un
mismo tiempo de estudio.

Membrana de nitrocelulosa
revelada mediante DOT
BLOT para las distintas
cepas del ensayo.

g9 ot B

E coi

E. col DH5c.
DH5a. Il

FELY !”)'il
112
22 hrs 27.5 hrs.

Figura 71. Perfil plasmidico de los clones evaluados al finalizar los cultivos a los tiempos indicados.
Se observa en la misma los DB de las muestras reveladas.

4,5 T T T T T

Tiempo (hs)

—e—— BL21 (DE3)
<0 BL21 (DE3) / pBKI-IV (1)

——-w——— DHbalfa

— —A-—  DHb5alfa/pBKI-IV (1) [2]

Figura 72 pH a lo largo de la cinética de cultivo.
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De la figura 72 puede observarse que son notables las diferencias de pH entre las diferentes
cepas de estudio. La cepa DHS5a recombinante muestra el perfil mds diferencial
probablemente debido a la baja produccion de dcido acético.

Los resultados confirman los estudios preliminares. De aqui a futuros ensayos se
considerara la cepa DHS5a como la cepa de referencia en estudios de expresion de
angiostatina utilizando el promotor de la fosfatasa alcalina.

Con estos resultados se redisefiaron experimentos con el fin de ajustar la relaciéon de
glucosa y fosfato y evaluar el empleo de fuentes complejas de nutrientes (libres de fosfatos)
con el fin de mejorar el rendimiento. Preliminarmente se evaluara un experimento idem
(Seccion 5.3.1.1) con la cepa E. coli DHS/ pBKI-IV (1) -2- evaluando la presencia de dcido
acético en condiciones de limitacién y no limitacion de fosfatos. Con la informacién alli
obtenida se previé armar un plan de estrategias que serdn empleadas en los sistemas de
batch alimentado segiin lo planteado en (Seccion. 2.2).

Se realiz6 una serie de experimentos en modo batch en erlenmeyers agitados empleando el
MR y el M-LP ambos proporcionales a la misma cantidad de FCE (glucosa) 0.168 C-
moles/L. La cantidad de fosfato inorgdnico inicial se vari6 en la misma cantidad para
ambos medios. Como control se evaluaron ambas cepas WT. El tiempo de cultivo fue
monitoreado a las 16 y 24 h.

Los resultados mostrados en la tabla 35 corresponden a cultivos para los cuales sobre el
final de los mismos no dejaron un remanente significativo de glucosa y fosfato, respecto de
sus valores iniciales.

El objetivo es optimizar los nutrientes teniendo en cuenta el efecto de la concentracién
inicial de fosfato sobre el metabolismo en las nuevas cepas obtenidas en términos de los

productos de fermentacion para los cultivos aerébicos.
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MEDIO DE CULTIVO LP
BL21 pBK | DH5 pBK
[gL]
mh POy LACTICO ACETICO LACTICO ACETICO
0.5 211 0.35 1.62 0.76
1 251 0.60 0.60 0.10
2 1.85 0.34 283 1.4%
4 3.78 1.01 1.55 0.62
Medio de cultivo MR
BL21 pBK [ DHS pBK
[gL]
mM P03 LACTICO ACETICO LACTICO ACETICO
0.5 1.34 0 5.03 0
1 7.69 0 223 0
2 4.05 0 3155 0
4 2095 0 4.40 0
Medio de cultivo LP
BL21 | DHS
[gL]
mM P03 LACTICO ACETICO LACTICO ACETICO
2 1.49 0.72 301 1.73
Medio de cultive MR
0.2 0 0.36 0.09 0.17
2 290 0 3162 0
BL21 pBK [ DHS pBK
Biomasa [g/L]
mM PO MR LP MR LP
0.5 0.91 0.92 0.81 0.49
1 0.95 0.91 0.73 0.61
2 1.17 0.95 0.71 0.48
4 1.15 0.89 0.80 0.56
BL21 DHS
2 0.88 | 0.93 0.63 | 0.98
02 0.60 | NA 0.68 | NA

Tabla 35 Comparacion de los valores de concentracion de acido

acético y acido lactico y rendimiento de biomasa celular después de 24

h de crecimiento en medio LP y MR.
Para hallar los pardmetros cinéticos debié utilizarse un método numérico para su ajuste
dado a que no pueden resolverse analiticamente o de manera exacta, de forma que su
solucién debe ser abordada con ayuda de algin procedimiento numérico. En este caso se
utiliz6 un ajuste de Runge — Kutta sobre una funcion polindmica de grado dos. Se observan

valores practicamente constantes para la biomasa.
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(Tabla. 38)

Tabla 36-39 Valores de ajuste por iteracion mediante RK. Los
valores de EC50 muestran los puntos de quiebre de la las curvas para

las diferentes cepas en medio LP y MR.

(Tabla. 39)
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F 16
0.9 F 14 - 15
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2 2 T 0 . kE)
E = l g &2 o . ' 1 g
L] o
£
S 07 " * L = 8 * %
@ @ 5 04 0w
L4 8 fiv} o B
=
056 - 1, © 5 g
o O L o 0.2 4 o q ]
o 0
0.5 T T T T
0 1 2 3 4 5 0.0 T T T T
mmol. I Fosfato inicial 0 1 1 3 4
* DHS pBKMR mmol. " Fostfto inica
O  Glucosa/ Fosfato LP
* DHSpEK
o Gluces / Fosfat
Figura 77 DHSa pBK MR Figura 78 DHSa pBK LP
Relaciéon  glucosa/ PO43 Relacién glucosa/ PO4?
respecto de la biomasa respecto de la biomasa
final. final.
X (gI'") - PO, (mmolest?) inicial X (gI')) - PO, (mmoles.I) inicial (*
R Rsqr Adj Rsqr | Standard Error of R Rsqr Adj Rsqr | Standard Error of
Esti Estimate
0.9064 | 08213 0.6430 0.1931 0.6846 NA NA NA
Min Max EC50 Hill slope Min Max EC50 Hill slope
03303 | 12596 0.4296 -2.1672 4.031 2.0406 NA NA
Glue (g PO (mmol) - POy (mmolesd?) inicial Gluc (g)/ POy (mmol) - PO, (mmoles.l) inicial
R Rsqr | AdjRsqr | Standard Error of R Rsqr | AdjRsqr | Standard Error of
Esti Estimate
0.9984 | 0.9969 0.9921 0.5989 1.0000 | 1.0000 1.0000 NA
Alin Max EC50 Hill slope Alin Max EC50 Hill slope
21368 | 21.2597 0.4375 26910 1.1015 | 45814 09879 64909
(Tabla. 36) (Tabla. 37)
DHSa/pBKIIV(1) DH5a/pBKIIV(1)
MR LP
X (g'") - POy (mmoles.t ) inicial (**) X (g1')- PO, (mmoles.t?) inicial
R Rsqr Adj Rsqr | Standard Error of R Rsqr Adj Rsgr Standard Error of
Estimate Esti
1.0000 NA NA NA NA NA NA NA
Min Max EC50 Hill slope Min Max ECs0 Hill slope
02231 | 0.5735 NA NA 2.0000 1.0000 NA NA
Gluc (g)/ POy (mmol) - POy (mmoles.]) inicial Gluc (g)/ POy~ (mmol) - PO (; lesd?) inicial
R Rsqr | AdjRsqr | Standard Error of R Rsqr | AdjRsqr | Standard Error of
Estimate Esti
1.0000 | 1.0000 | 10000 NA 09231 | 0.8520 | 0.4082 5.5411
Min Max EC50 Hill slope Min Max ECS0 Hill slope
34358 | 0.2000 NA NA 3.1402 | 275552 05073 32.5580
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En este caso es esperable que sea el fosfato por ende estos resultados preliminares arrojaron
que la cantidad de glucosa remanente es muy importante para lograr disminuir la
concentracion de fosfato para que comience a ser limitante. Los graficos de ajuste de las
tablas 36-39, muestran que para el caso de la cepa DHS5a comienza a ser critico el consumo
de glucosa al comenzar con 0.5 mM de fosfato inorgénico en M-LP, pero en MR lo es a la
mitad es decir por debajo de 1 mM, mientras que respecto a los 4cidos producidos, hay muy
baja producciéon de acetato y relativamente poco lactato (ver Fig.72), sin embargo al
cambiar a MR no se produce acetato pero si lactico. Respecto a la cepa BL21 (DE3) los
umbrales de fosfato parecieran invertirse 0.988 en M-LP y 0.438 en MR. Pero respecto a
los 4cidos produce mucho mas en medio M-LP que en MR (ver Fig.72). Es de destacar que
en un amplio rango de concentraciones ambas cepas no producen acetato y si lactico en
MR, con lo cual seria mds apropiado para el crecimiento tal como muestra la (Fig. 77-78).
Nuevamente estamos frente a una decision tal como en (Seccion. 5.2.4) donde los hallazgos
a escala de erlenmeyers agitados no mostraron resultados escalables y reproducibles en
todas las condiciones evaluadas. Probablemente lo mds notable de esta ultima evaluacion es
la disparidad de produccién de dcidos orgénicos.

Se observa una buena proporcion de plasmido hacia el final del cultivo poniendo en
evidencia que los resultados obtenidos muestran la misma tendencia de estabilidad del
vector en la cepa DH5a (Seccién. 5.2.5.1.1).

Los resultados mostraron notorias diferencias entre ambas cepas de estudio. Para la BL21
(DE3), en cuanto a consumo de fosfato se encuentran similares resultados a los reportados
por R.Y. Stainer [48], puede verse que el mismo es independiente para ambas
concentraciones de glucosa y fosfato inicial, y es aqui donde se centrara parte de la
discusion pensando en optimizar el momento de induccion de la expresion. Puede verse que
la DHS5a seria més “eficiente” en términos de sintesis de biomasa asociada al fosfato, pero a
expensas de un mayor consumo de glucosa, y un menor rendimiento celular (Fig.72).
Hemos visto una muestra de la complicada naturaleza de la regulacién metabdlica para
realizar procesos de fermentacién con limitacion de fosfato. Se sabe que las reacciones
bioquimicas en el metabolismo central del carbono estdn reguladas por la fosforilacion y

desfosforilacion de enzimas. De las experiencias previas, cuando se disminuye el umbral de
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0.5 mM, existe una etapa de adaptacion donde los niveles de trascripcién implicadas en la
regulacion bajo limitacién de fosfato implica una activacién de la glucdlisis debido a una
mayor tasa de consumo de glucosa por mmol de fosfato situacién que puede deberse a una
mayor demanda de ATP debido a la disminucién de ATP para obtener fosfato disponible
generando un desbalance de la relacion [ATP] / [ADP] en el flujo glucolitico. La obligacién
de obtener mids ATP obliga a desviar el metabolismo a rutas menos desfavorables
obteniendo como hemos vistos productos como acetato y lactato, entre otros.

Resumiendo, el aumento en el consumo de glucosa puede deberse a la demanda de ATP
causada por la produccion limitada de ATP bajo la limitacion de fosfato.

Claramente en esta situacion debemos pensar que en el diseio de un BA a medida que nos
vayamos limitando en fosfato el consumo de glucosa en la alimentacion serd mas
exhaustivo con el correr del cultivo [49].

Sera necesario de alguna manera ir evaluando la relacién de fosfato consumido respecto a
la glucosa de manera que el producto pueda limitarse en fosfato y no en glucosa a modo de
poder alimentar el cultivo con una cantidad de fosfato minima basal y obviamente glucosa
con fuentes de minerales para favorecer la expresiéon de angiostatina. Mientras no haya
limitacién tal (por encima de 1 mM de fosfato) la relacion de glucosa y fosfato serd cercana
a 6 = 0.5. Segun los resultados obtenidos en (Tabla. 37) en erlemneyer arrojo un valor
cercano a 4 pero por debajo de 2 mM de fosfato, la relacion se duplico. Eso nos hace
suponer que en el momento de llegar al fin de la etapa batch el consumo de glucosa se
incrementara y deberiamos alimentar el cultivo con cada vez més glucosa para disminuir el
fosfato e inducir el promotor.

Pareceria ser que el principal problema para obtener una determinada cantidad de biomasa
llegando a limitar en fosfato el sistema para luego inducir la expresion, es la tarea de
compensar con glucosa los cambios metabdlicos. Por ello hemos pensado en desarrollar un
disefio de control no lineal debido a que es un proceso inestables, respecto a la demanda de
glucosa. Para intentar clarificar dicha conjetura se propuso una experiencia de cultivo en
batch alimentado a los fines de determinar qué cantidad de glucosa seria necesaria para

poder consumir el fosfato y lograr la activacion del promotor.
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5.2.6 Evaluacion complementaria de cultivo de batch alimentado

Histéricamente a lo largo de muchos afos fue motivo y lo sigue siendo el desarrollo de
determinaciones on-line mediante el uso de sensores reproducibles para tomar decisiones
rdpidamente sobre el curso de un proceso [50]. Muchos de ellos se han sugerido como
herramientas potentes para estimaciones en linea de variables para poder controlar el
proceso biolégico en la mayor medida posible, de manera de evitar la formacién de
subproductos inhibitorios en forma de dcidos orgénicos, causado por sobre flujo (Seccidén.
1.5.3) o simplemente determinar cudndo se agot6 algin nutriente [51]. En nuestro caso para
obtener una alimentacién controlada deberiamos poder controlar un p. Para ello,
deberiamos poder determinar online variables directas como la concentracién de fosfato
inorgdnico, glucosa, etc. Claramente este aspecto no pudo ser abordado por las situaciones
antes mencionadas, pero no queriamos dejar de presentar la situacion de factibilidad a
futuro de este aspecto con la nueva cepa encontrada mds estable a nivel interaccion
hospedador — vector.

Se desed evaluar una prueba de cultivo en batch alimentado basado en ensayos previos,
donde se ponderaron varios factores, por un lado la estabilidad del plasmido que fue mayor
en la cepa DHS5a, y por otro lado el medio de cultivo para la cepa DHS5a, en esta
oportunidad LP (Seccién. 5.2.5.1.1). Si bien anteriormente no se habia evidenciado
expresion, se asume que esto fue debido a que el cultivo no llego a limitarse en fosfato el
tiempo suficiente debido a la carencia de glucosa suficiente para agotar el fosfato
remanente. Aqui la estrategia a seguir es en base a la idea que las bacterias consumen
oxigeno cuando consumen glucosa, si hay fosfato préximo a agotarse, asumimos que las
bacterias consumirdn mdas rdpidamente la glucosa, por lo tanto, la alimentacién de glucosa
solo aumenta si hay una respuesta en el oxigeno disuelto. La desventaja de esta
alimentacion indirecta implica que podemos estar alimentando sin que se haya agotado la
glucosa. La demanda de ser tal, tal vez llegaria a requerir en una alimentacién exponencial
como se menciond en (Seccion 2.2). La alimentacién se inicia una vez que la glucosa

inicialmente afadida al medio se agot6 (como un pico incremental dé %DO). En este punto,
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la p en respuesta a un aumento manual en la alimentacion, podria determinarse mediante
DOsat.

El disefio se desea realizar de modo tal que, tedricamente, se alcance una X; = 10 gr.L'1
(final de la etapa Batch), en un volumen inicial de V; = 3.0 L. Basandose en esto y
considerando de experiencias previas (Seccién 5.2.5.1) que pmax = 0.36 h'! y que Yy =
0.42 g cel/g sustrato para obtener 10 gr de biomasa se requeririan en el reservorio 59.2 gr.L°
! de glucosa en el reservorio. Se utilizaran 25 gr.L'! de glucosa y una concentracién de
fosfato de 3 mM, para esta cantidad tedrica de glucosa se deberia incorporar 15 mM de
fosfato, con cinco veces menos de fosfato, asegurariamos sobre el final de la etapa batch
que se comience a limitar en fosfato y se incremente de esta manera el consumo de glucosa
casi abruptamente, con lo cual se espera que el sistema al final del batch este limitado en
ambos recursos. Llegado el final de la etapa batch el medio de alimentacién serd
basicamente un medio de mantenimiento conteniendo por litro del mismo: 60 gr de
glucosa; 1.6 mmoles de fosfato; 7 gr de MgCl, y la correspondiente cantidad de metales
traza (500X) y ampicilina de manera habitual. El caudal de la bomba se regula a 300 ml/h

de manera de estimar un consumo, estimado de 0.106 mmoles de fosfato/g glucosa h™!.

5.2.6.1 Resultados

El objetivo aqui fue censar el momento de agotamiento de glucosa y determinar el fosfato
remanente. Naturalmente, estas determinaciones se realizaron offline y l6gicamente tienen
una demora que conlleve en tomar la medida correctiva. El %DO luego cuando se ha
afladido una cierta cantidad de sustrato en el cultivo. Para poder trabajar de manera
efectiva, la transferencia de oxigeno debe mantenerse lo suficientemente alta durante el
tiempo de estudio aumentando la velocidad de agitacion y el flujo de aireacion [52].

La siguiente tabla resume los resultados obtenidos en dos estadios de alimentacion, dado a
que impensadamente, el primer estadio solo logra producir un incremento de biomasa
cercano al 3%. Se comenzé a alimentar debido al brusco salto de oxigeno disuelto

producido (Fig. 79).
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p (hh Concentracién (gr.L") Vel. %DO yx/s Tiempo Volumen
Agitacién (c-molx/c- (hs) (ml)
(r.p.m) mols)
Etapa Batch
PS Glucosa | Acetato PO43 Lactato
0.224 6.92 2.200 1.750 0.580 0.000 350 22.2 0.420 13.5 2995
Etapa Batch Alimentado 1 (300 mLh)
0100 | 710 [ 0000 | Np | ND | ND | 550 [263 ] 0015 3.3 3895
Etapa Batch Alimentado 2 (50 ml.h™)
0290 | 7.07 | 0200 | 0200 | 0360 | 2270 | 550 | 38 | 0.173 2.0 3995

Tabla 40 Comparacion de los valores de concentracion de acido

acético y acido lactico y rendimiento de biomasa celular después de

operar en diferentes modos.

Los célculos fueron realizados sobre el final de la etapa batch donde se comienza a limitar

en fosfato y en glucosa arrojaron un valor de umax = 0.224 h'!.

Contenido de plasmido a diferentes tiempos de cultivo

Las determinaciones cualitativas en el contenido de pldsmidos se hicieron a partir del

andlisis electroforético. El patron del gel de agarosa al 1% después de la tincién demuestra

que todas las muestras aisladas tienen el mismo tamafo.
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Lambda DNA/
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bp

23.130

8.416
6.557

4,361

Figura 80. Comparacion del contenido de plasmido. M1 (fin etapa batch); M2 (800-1000 min); M3
(1000-1100 min); M4 (1100-1200 min) y MS fin del cultivo.

Si bien no es del todo comprable sobre todo debido a las diferencias encontradas en la
seccion anterior, se quiere mostrar que el “mantenimiento” de la cepa DHSa es de varios
ordenes de magnitud que el real obtenido con la cepa BL21 (DE3), la evidencia, es sobre
todo en la fase 2 de alimentacion donde incluso con una S; de 20% de glucosa, si bien fue
muy estrecho el lapso, no se logrd reducir el fosfato en un orden capaz de inducir la
expresién. Al finalizar la alimentacién solo se detecté en el medio 0.2 gr.L"! de glucosa y
0.36 mM de fosfato. La determinacion de angiostatina arrojo resultados negativos tanto
para WB como para DB.

El mayor mantenimiento del plasmido, pero sin evidenciar amplificacion, respecto de la
cepa BL21 (DE3) probablemente afecte negativamente al metabolismo. Una de las sefiales
de estrés debido a la induccién, es la amplificacion en el nimero de copias del pldsmido
(Seccion. 1.5.3) [53]. Este fendmeno lo hemos evidenciado y es bien conocido bajo la
induccién mediante IPTG pero no hay evidencia del fendmeno debido a la induccién
mediante el promotor de la fosfatasa alcalina. Podemos decir unicamente que el plasmido
estuvo en todo el periodo del cultivo.

Para la alimentacién de glucosa, la estrategia elegida fue una mezcla de DO y pH-stat,
simplemente por ser simple y confiable, sobre el final de la etapa batch, el pH comenz6 a
aumentar a medida que se agotaba la glucosa inicial. Esto era probablemente a la
desaminacion de aminodcidos en el medio cuando se los utiliza como FCE. Este aumento
en el pH se usé como una sefial para alimentar con glucosa, cuando el valor de pH se elevo

por encima de 7.0, mientras que la bomba peristéltica para la alimentacion de un 20% de
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solucién de glucosa. Como se ve en la tabla, la concentracion de glucosa se mantuvo a un
nivel muy bajo y la concentraciéon de fosfato estuvo por debajo de 0.50 mM durante el
periodo de alimentacion. La acumulacion de acido acético ocurrié en la fase final de la
etapa batch, y la concentracién maxima estuvo por debajo de 2.0 gr.L"!, y luego disminuy6
rdpidamente a medida que la glucosa ingresaba. Durante la fase estacionaria, la
concentracién de 4cido acético concentracion fue menor pero se incrementd la de dcido
lactico, no obstante el cultivo podria estar limitado en algiin otro nutriente o bien
consumiendo fosfato de alguna otra reserva dado a que no hay forma de saber porque tanta
glucosa no pudo disminuir los niveles de fosfato inorgdnico para poder inducir el

promotor.
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CAPITULO 6:
IDENTIFICACION Y PURIFICACION
DE ANGIOSTATINA.
DETERMINACION DE ACTIVIDAD
BIOLOGICA.

6.1 Introduccion

Tal cual se muestra en el capitulo anterior, la angiostatina ha sido clonada y expresada en E.
coli utilizando el promotor de T7 y el phoA que fue adoptado como modelo para investigar
la expresion en E. coli por limitacion de fosfato inorgdnico. En la (Fig. 41) se pone en
evidencia que la angiostatina se obtiene con el peso y el tamafio correcto. En el presente
capitulo, se presentaran los resultados de la purificacién y del estudio de la actividad
biolégica de la angiostatina mediante el ensayo de formacion de tubos de células
endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) mediante el uso de una matriz artificial
que favorece el crecimiento de los vasos sanguineos (Matrigel®) (Seccion. 3.3.1).

Durante la angiogénesis, las células endoteliales se activan mediante la unién de factores
angiogénicos a sus receptores, liberando proteasas para disolver la membrana basal,
migrando hacia sefales angiogénicas, proliferando y aumentando en nimero de células para
la formacion de nuevos vasos sanguineos.

El ensayo de formacién de tubos HUVEC es uno de los ensayos de angiogénesis in vitro
simples pero bien establecidos basados en la capacidad de las células endoteliales para

formar una estructura tubular tridimensional similar a un capilar, que representa la etapa
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posterior del proceso angiogénico. Durante el ensayo, las células HUVEC se diferencian,
migran direccionalmente para alinearse, ramificarse y formar las redes poligonales de los

vasos sanguineos [1-2].

Figura 81 Efecto del niimero de células en la formacién de tubos
HUVEC.

Se utilizé el modelo de angiogénesis in vivo en Matrigel®. Bisicamente se afiadié la
. . . . . . ®

muestra conteniendo la angiostatina recombinante, directamente al Matrigel® en las

concentraciones indicadas. Los controles negativos fueron suspensiones provenientes de

extractos proteicos de E.coli de cepas WT o en estado sin induccién segun fuera el caso.

El proximo paso fue evaluar la actividad bioldgica de la angiostatina producida posterior al

proceso de solubilizar y purificar los IB.

6.2 Metodologia

6.2.1 Cultivo y expresion

Se trabajé nuevamente con la cepa BL21 (DE3)/pBKI-IV(1) con el medio MR con una
concentracion inicial de 0.9 mM de fosfato inorgdnico dado que no ha manifestado la
produccién de metabolitos secundarios y posee un y”* 0.37 (Tabla.17).

Como se menciond, en base a los resultados anteriores, se utiliz6 MR, en una fermentacion
a escala de laboratorio. Durante la fermentacién a 37 ° C, 800 ml de cultivo en &
erlenmeyers por separado y se procesé segun el protocolo indicado en la (Seccién 3.4.3.4).

La produccién de biomasa fue monitoreada durante el cultivo mediante ODggo. Después de
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22 h de cultivo, se determino el fosfato remanente arrojando un valor practicamente nulo.

El pH, el amonio y la glucosa se monitorearon al final del cultivo.

6.2.2 Purificacion de angiostatina

Se tomaron muestras de cada erlenmeyer y se centrifugaron a 5.000 g durante 10 min.

Se resuspendio el pellet en 25 ml de 50 mM Buffer fosfato pH 7.5. Se le adicioné al buffer
30 ul de PMSF. Inicialmente la concentracién promedio del cultivo fue de 1.21 g-L! de
biomasa. Por tanto en 800 ml de cultivo, 0.972 g-L!. Al re suspender en 25 ml se obtuvo
una concentracién celular de 38.9 g de biomasa en los 25 ml de suspension.

Para la purificacion de la angiostatina, el pellet bacteriano se lis6 mediante prensa francesa
(Seccion. 3.4.3.4) [3] realizando tres pasajes obteniendo una resistencia méaxima de 100
KN. Entre pasaje y pasaje se congelo la muestra por un lapso de 20 minutos a —22 °C en
alcohol absoluto. Los cuerpos de inclusién se recogieron mediante centrifugacion. El buffer
de solubilizacién (Tris-HCI 584 mM, pH 8.6, Urea 8.125 M y 5.37 mM EDTA se afiadi6 al
sedimento. Posteriormente, la mezcla se trat6 con 5 ul de 2-mercaptoetanol, y la solucion se
incub6 a 40 ° C durante 1 h en atmésfera de nitrégeno (ambiente reductor). Posteriormente,
a la solucion reducida, se le afiadié 1 ml de solucién de urea 8 M (0.1 M Tris-HCI pH 8.0
conteniendo EDTA 1 mM) y se incubé a 4 ° C con agitacién durante toda la noche. Luego
se clarifico por centrifugacion y se recogio el sobrenadante.

El paso final de la purificacion se realizé utilizando una columna de Lys-Sepharose CL-4B
Fast Flow (Pharmacia) la misma posee como ligando el aminodcido Lisina, que posee la
afinidad suficiente para unirse especificamente a los dominios kringles de la angiostatina,
pero para ello se realizaron tres procesos previos para facilitar la unién al ligando de la
columna, de manera de eliminar 4cidos nucleicos y restos proteicos, los mismos fueron:
precipitacion mediante sulfato de amonio, tratamiento con MgCl, y didlisis exhaustiva.

Precipitacion de dcidos nucleicos: Se partié de a 1 ml de muestra proveniente de lisado,

inicialmente se clarifico mediante centrifugacién en tubo eppendorf por 15 minutos a 4° C
a 15000 r.p.m. Se tomé con cuidado el sobrenadante y el pellet conservandolo como

control del experimento de extraccion. El sobrenadante se colocé en un nuevo tubo
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eppendorf y se adicionaron 20 pl de solucion 1 M de MgCl,.6H20 se aplicé vortéx e
inversion por 2 minutos y se centrifugo por 20 minutos a 15000 r.p.m a 4° C.

Fraccionamiento de angiostatina mediante sulfato de amonio: se investigaron los efectos

de la saturacion de sal (40-80%) del homogeneizado. Se fraccionaron alicuotas del
sobrenadante y se adiciono SOs4 (NHai)> saturado (aproximadamente 77%). Se agito
suavemente hasta homogeneizacion total de la solucion. Se incubo durante 16 hs a 4° C en
camara fria. Se centrifugaron las muestras mediante centrifugacién por 20 minutos a 4° C a
15000 r.p.m. Posteriormente, se determind la concentracién de proteinas del sobrenadante
mediante la técnica de Bradford (Seccién 3.4.3.1) las muestras se diluyeron 1:4. Se realiza
ensayo de DB para evaluar en qué fraccion precipito la angiostatina.

Didlisis exhaustiva: antes de sembrar la columna, se realizé dialisis mediante una

membrana con un rango de corte de 12000 KDa de MWCO (SIGMA) D- 0530 DIALYSIS

TUBING contra buffer fosfato pH 7.4 durante 16 horas se realizaron tres cambios de
buffer. La cantidad de angiostatina purificada se determiné mediante el ensayo de Bradford.
El volumen dializado obtenido fue de 1.5 ml, se tomaron 0.25 ml como contra muestra sin
sembrar en la columna.

Se regenero la columna de afinidad segun las indicaciones del fabricante (Seccidn.
3.4.3.5).

Purificacion mediante Lys-Sepharose CL-4B: El procedimiento se basa en el trabajo de

Deutsch y Mertz [4] quienes trabajaron en el purificacion del plasminégeno a partir de
plasma humano en la década del setenta. Con el aminodcido lisina inmovilizado se puede
principalmente aislar el plasmindgeno y el activador del plasminégeno. Los grupos &-
amino y o-carboxilo en la lisina estan libres después de la inmovilizacion e interactian con
una gama de biomoléculas.

La muestra consistié de 1.5 ml utilizando ademds 3 ml de buffer fosfato 50 mM (pH 7.4)
para su siembra. Esta solucién se cargé a una velocidad de flujo de 30 ml.h! en una
columna (2.6 x 8.7 cm) conteniendo la resina de lisina Sepharose 4B previamente
equilibrada con buffer fosfato 50 mM (pH 7.4) para eliminar cualquier restos de proteinas
unidas inespecificamente. Posteriormente la matriz se lavé con el mismo buffer fosfato 50

mM (pH 7.4) hasta que el Azgo regres6 a la linea base y posteriormente se lavd buffer
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fosfato 50 mM / NaCl 0.5 M (pH 7.5) para eliminar proteinas unidas inespecificamente. La
angiostatina se eluy6 con aproximadamente 50 ml de 4cido e- amino caproico 200 mM.

Se tomaron lecturas de las muestras de manera diluida 1:10 se leyeron las muestras
mediante DO2go. Se midi6 inicialmente DOxgo 1:10 como control de proceso; por otra parte
se registro la DO3jo para realizar una correccion por turbidez. La DO2go-310 nm igual a 1
corresponde a una concentracién de protefnas de 1 g-L! [5]. Las fracciones fueron
conservadas a —20 °C.

Medida de actividad antiangiogénica de la angiostatina recombinante purificada:

Los cultivos primarios de HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells, Lonza) se
cultivaron en placas tratadas con gelatina bovina con medio EBM2 (Endothelial Basic
Medium 2, Lonza) suplementado con EGM2 (Endotelial Growth Medium, Lonza). Todos
los medios de cultivo fueron suplementados con 10% de suero fetal bovino (SFB, Gibco),
2mM de L-Glutamina y 100 u/ml de Penicilina/streptomicina (Gibco). Para hacer pases de
las células, éstas se levantaron usando una solucién de Tripsina-EDTA (0.05% y 0.02%,
respectivamente).

Para el ensayo de formacion de tubos, se sembraron 100.000 células HUVECs por pocillo ,
y se cultivaron a 37°C en medio EGM-2/EBM-2 sobre placas de 24 pocillos recubiertas de
matrigel (Becton Dickinson) a una diluciéon %2 en medio DMEM sin SFB ni antibi6ticos.
Se comenzaron a tomar fotografias de los pocillos a partir de 3 horas hasta las 12 horas
después de haberlas sembrado. Las células endoteliales HUVEC son capaces de formar
estructuras tubulares in vitro cuando son incubadas sobre una matriz artificial denominada
Matrigel® (Becton Dickinson, Bedford, MA, USA). Placas de 24 pocillos se recubrieron
con Matrigel® (150 pl por pocillo) y se dejé gelificar a 37°C durante 30 minutos. Luego, se
sembraron 3 x 10* células en cada pocillo y se incubaron en presencia o ausencia de los
extractos (5 o 10 pg) durante 20 horas en la estufa de cultivo. La formacién de cordones
endoteliales fue fotografiada a una magnificacién de 40X y 100X en un microscopio
invertido de campo claro y se procedi6 a la cuantificacién de las estructuras tubulares por

campo.

6.3 Resultados
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La (Tabla.41) muestra los resultados finales de los cultivos en batch realizados. A las 24 h
de cultivo, se centrifugaron las muestras y se recogio el sobrenadante para realizar las

determinaciones analiticas.

Erlenmeyer pH 24h DOeso 24 h PO424 h Peso seco NH4 ppm Glucosa 24
mmoles.I! | 24 hgL! 24hgL! hgL!
6.85+0.02 | 2.08+0.10 | 0.02+ND | 1.22+0.10 | 19.6£ND | 0.111 £ND

6.84+0.02 | 222+0.06 | 0.01+ND | 1.37+£0.12 | 19.6+ND | 0.108 £ ND

6.86+0.01 | 2.12+0.10 | 0.01#ND | 1.17+0.10 | 19.6+ND | 0.106 + ND
6.84+0.03 [ 2.03+0.08 | 0.00xND | 1.16+0.05 | 19.8+#ND | 0.110+ND

R N[ AN

(Tabla. 41) Parametros finales de los cultivos realizados. La primera
columna muestra que solo se testearon los cultivos pares.

El pellet de cada cultivo se resuspendi6 en 25 ml de 50 mM de Buffer fosfato pH 7.5. Se le
adiciono al buffer 30 ul de PMSF. Posteriormente, se procedié segin (Seccion. 3.4.3.4)
realizando tres pasajes mediante prensa. La angiostatina obtenida en forma de IB del lisado
bacteriano, se tratd mediante un proceso de solubilizacion con urea 8 M segun Park y col.
[6] la muestra fue incubada con solucién de urea 8 M (Buffer Tris-HCl 0.584 M a pH 8.6
que contiene 8.125 M urea y 5.37 mM EDTA) para la reduccion. Posteriormente, la mezcla
se traté con 5 pl de 2-mercaptoetanol, y la solucién se incubd a 40 °© C durante 1 h en
atmosfera de nitrogeno (solucidn reducida). Posteriormente, a la solucién reducida, se le
afladieron 1 ml de solucién de urea 8 M (0.1 M Tris-HCI pH 8.0 que contenia EDTA 1
mM) se preincub6 a 4 ° C agitacion durante toda la noche.

La fraccidn solubilizada se sometié a un proceso de purificacion de manera de no introducir
proteinas contaminantes. Antes de sembrar la muestra en la columna de purificacién
(Seccion. 3.4.3.5) la fraccion soluble previamente clarificada se sometié a un proceso de
purificaciéon parcial que involucro una precipitacion de los posibles restos de &4cidos
nucleicos de la muestra y un posterior paso de concentracion mediante sulfato de amonio y
su posterior didlisis exhaustiva. De cada fraccion preliminarmente se realiz6 DB (Seccion
3.3.9) y una vez que se escogi6 el rango de fraccionamiento se traté el resto de la muestra.

En esta etapa preliminar se trabajé con 1 ml de muestra.



Capitulo 6

Figura 82 DB de pruebas de precipitacion con sulfato de amonio.

Las referencias son las siguientes P: Corresponde a las muestras del Pellet (10) equivale a
un % de (NH4)2SO4 de 69.6; (20) equivale a un % de (NH4)>SO4 de 61.9; (30) equivale a un
% de (NH4)2SO4 de 54.1; (40) equivale a un % de (NH4)2SO4 de 46.4; (50) equivale a un %
de (NH4)2SOs4 de 38.7; (+) Control Positivo; S: Corresponde a las muestras del
sobrenadante retratado de la prensa.

A medida que aumentaba la concentracién de sulfato de amonio, se observa que la
angiostatina se precipitaba en mayor proporcion. Preferentemente con una saturacion de sal
del 30%, casi todo se habia recuperado en el precipitado. La precipitacion se asocié con la
naturaleza hidr6foba de la angiostatina (Capitulo. 4). La precipitacion completa de la
proteina total requiri6 concentraciones de sal superiores al 20% de la saturaciéon. En
definitiva, se observa que se obtiene sefial correspondiente a angiostatina solamente en el
pellet, con lo cual para todo el rango evaluado % de (NH4)2SO4 la angiostatina precipito.
Luego se purifico el resto de la muestra (aproximadamente 2.5 ml) precipitando
previamente los 4cidos nucleicos, y tratando con (NH4)2SO4 en un rango de 45% a 55%
concentrando las proteinas del pellet mediante didlisis y re suspendiendo con 50 mM de
buffer fosfato pH 7.4 en un volumen de 0.2 ml de manera de concentrar. De esta manera se
sembrara en la columna una muestra de mayor grado de pureza en menor volumen. Se
realiz6 didlisis mediante una membrana con un rango de corte de 12000 KDa de MWCO
(SIGMA) D- 0530 DIALYSIS TUBING contra buffer fosfato pH 7.4 durante 16 horas se
realizaron tres cambios de buffer. (Seccién. 3.4).

Se regenero la columna de afinidad segun las indicaciones del fabricante (Seccion. 3.4.3.5).
La angiostatina eluyé como muestra la figura 99 con aproximadamente 50 ml de 4cido €-

aminocaproico 200 mM.
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Figura 83 Esquema del sistema de purificacion.
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Figura 84 Perfil de elusion de la angiostatina recombinante. A. grafica
del proceso. B. grafica en escala de la region de elusion.

La posterior medicion de la actividad de la angiostatina y la cuantificacion cantidad de

proteinas totales de cada una de las muestras, es una forma confiable para seguir los
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distintos pasos de un proceso de purificacion, también sirve para determinar cuéles fueron
los pasos mds importantes del proceso y permite discriminar que pasos pueden ser
eliminados por tener un bajo factor de purificacion o bajo rendimiento, lo cual es
importante para abaratar los costos de purificacion.

Las muestras fueron cuantificadas mediante la técnica de Bradford. La siguiente (Tabla.42)

muestra el esquema de purificacién general.

Operacién Prot. Tot. Vol. Y
(mg) (ml) (%)
Sobrenadante inicial 6.18 1.0 100

Ruptura prensa
Urea 8 M (0.1 M Tris- ND 1.0 ND
HCl pH 8.0 EDTA 1

mM)/B- mercaptoetanol

Tratamiento con MgCl, 5.15 1.5 83.3
M

Tratamiento con 40 % 2.94 1.5 57.1
(NH4)2S04 (pellet)

Diélisis exhaustiva 2.20 1.5 42.8
Lys-Sepharose CL-4B 0.47 2.7 9.14

columna (B) f

(Tabla. 42) Esquema de purificacion de la angiostatina recombinante.
" Corresponde al pool de elusién B (Fig.84).
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Figura 85 SDS-PAGE 12.5% del proceso de purificacion de la

angiostatina extraida de las fracciones de la cromatografia (Fig. 84).

El gel se tiii6 con azul brillante de Coomassie.
En la figura 85, se identifican las fracciones de siembra y lavado, observamos el perfil
caracteristico para la movilidad de restos de angiostatina con pesos moleculares que varian
entre 30 y 50 kDa en condiciones reductoras. Los restos entre 36 y 48 kDa podrian
representar las formas de los kringle 3 y 4, respectivamente. Una banda de 38 kDa es
visible, aunque no abundante en ambas fracciones. No se observa pricticamente nada en la
calle de elusion. Paralelamente se realizé un DB para visualizar la fraccidon de angiostatina,
pero no se observa ninguna sefial para la fraccién de la elusién. Tal vez los niveles de
angiostatina en la fraccion eluida fueron tan bajos que serian indetectables, por ello de
todas maneras se procede a realizar el ensayo de actividad de angiogénesis in vitro con

dicha fraccion.

Se procesaron cuatro extractos correspondientes a la fraccion soluble eluida (S) o (B)
(Tabla. 42) y al pellet (P) del cultivo que expresa angiostatina (A4) y su correspondiente
control (Control)!! [7]. En estos extractos se cuantificé la cantidad de protefna total por la
técnica de Bradford.

La cantidad de proteinas totales en el eluido arrojo un valor promedio de 400 ug / ml. Se
procedi6 como se describié en (Seccion 3.3.1). Se evaluaron dos concentraciones de

proteina de manera de determinar el efectoa 5y 10 pug / ml.

' Extracto de E. coli BL21 (DE3) que expresa la proteina P4 del virus de Inmunodeficiencia Felina.
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La figura 86 muestra los resultados de la angiogénesis in vitro de extractos con una

concentracién 5 pg / ml proteina total.

40+
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20+

tubulos/ campo

10

Control " Cb5ugP Cb5ug S A, 5ug P A, 5ug S
* HUVEC sin tratamiento

Figura 86 Angiogénesis in vitro de células HUVEC sobre matrigel 5
pg / ml proteina total.

De igual manera, la figura 87 muestra los resultados de la angiogénesis in vitro de

extractos con una concentracion 10 pg / ml proteina total.
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Figura 87 Angiogénesis in vitro de células HUVEC sobre matrigel 10
pg / ml proteina total.
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Los resultados muestran que en la fraccion eluida se disminuyd, aunque no de forma
significativa, la formacion de tibulos cuando fue incubado en una concentracién de 5 pg /
ml (p > 0.05; ANOVA contrastado con test de Dunnet). Por otra parte, la concentracion de
10 pg / ml no parece modificar sustancialmente la angiogénesis in vitro, y por otro lado, la
cuantificacion de la muestra de la fraccion del pellet no tuvo efecto sobre la formacién de
estructuras vasculares.

En la figura 88 pueden verse las imagines registradas mediante una magnificacién de 40 X.

Las muestras corresponden todas a la fraccion soluble o eluida.

Control 5 pg / ml Control 10 pg / ml

Fraccion eluida 5 pg / ml Fraccién eluida 10 pg / ml

Figura 88 Microfotografias representativas del ensayo de angiogénesis
in vitro de Células HUVEC sobre Matrigel®

Los canales vasculares formados por las células HUVEC fueron cuantificados obteniéndose

los resultados volcados en la siguiente tabla.
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Grupo Tubulos vasculares por campo (media SD)
Control (5- 10 pg / ml) 23-32+7.2-44
Fraccién eluida (5- 10 pg / ml) 14-24 +2.5-2.9

Test estadistico utilizado: ANOVA contrastado con el test de Dunnet.

Tabla. 43 Nimero de tiibulos formados por campo de células HUVEC
en respuesta al tratamiento con angiostatina recombinante.

Una de las pruebas mds especificas para la angiogénesis es la medicion de la capacidad de
las células endoteliales para formar estructuras tridimensionales (formacion de tubos).
Como conclusién de este primer ensayo de angiogénesis in vitro puede decirse, que si bien
en términos de estrictez estadistica no se hallaron diferencias significativas cuando se
compard con el control, puede verse que a una concentracién de 5 pg / ml se mostré una
mayor tendencia a inducir la reduccién de tibulos por campo.

De todas maneras, intentamos establecer si ain en estas condiciones las preparaciones
mostraban efectos de forma similar a lo reportado previamente por otros autores para lo que
seria un ensayo in vivo. Con este fin evaluamos aquellas preparaciones que obtuvimos en
cada purificacién con excepcion de las correspondientes que mostré solo una tendencia a
una mayor capacidad de inducir per se la reduccién de tibulos por campo.

Varios ensayos in vivo se utilizan para el estudio de la angiogénesis y actualmente se
reconoce la necesidad de acceder a ellos para confirmar los ensayos obtenidos in vitro por
tanto podria concluirse que en el futuro se puede afirmar que el estudioin vivo es
imprescindible para una mejor interpretacion de los resultados obtenidos, aunque siempre,
las pruebas in vitro proporcionan la primera aproximacion de la informacién y son las
utilizadas en los primeros pasos.

Los resultados de los ensayos mostrados hasta el momento, se han realizado en células
HUVEC:S sanas, se puede observar que si comparamos las células control con las HUVECs,
tras el tratamiento con diferentes cantidades de angiostatina, migran mds lento y forman
menos tubos.

Nuestros datos sugieren que las células endoteliales tratadas mostraron menor tendencia de
completar la formacion de estructuras vasculares.

En una proxima experiencia se evaluara un ensayo in vivo CAM para medir la actividad

antiangiogénica [8].
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CAPITULO 7:

Discusion y Conclusiones

7.1 Discusiones

Asi como se sabe que el plasmindégeno humano es producido principalmente en el higado y
que se lo encuentra de dos maneras en diferentes sitios de glicosilacion (Seccion. 1.4.1), la
angiostatina también existe de dos maneras, una glicosilada en Asnzgo y Thrsss y otra
glicosilada en Thrsss y Serza9, pero estd demostrado por varios autores que ninguna de las
formas estan involucradas en el mecanismo de inhibicién del crecimiento tumoral [1-2-3].
Por lo tanto la actividad demostrada de las formas de angiostatina expresadas en
Escherichia coli (Tabla. 1 - Seccién. 1.4.2), no depende de sus glicosilaciones (Seccién
1.4.1) y por este motivo no es necesario una plataforma de expresion eucaridtica para
producir al menos una fraccion de kringles que posea actividad de regresién vascular
natural o tumoral [3].

Los clones positivos obtenidos para ambos vectores de expresion fueron secuenciados y
comparados con la secuencia correspondiente en GenBank EMBL Data Bank: J05286 /
AH002941.2 (Seccién 4.4) [4]. Este resultado confirmé que se clono el cDNA de la
angiostatina humana con un alto grado de similitud. Los dos sistemas de expresion
mostraron expresion de angiostatina con algunas diferencias en el patrén de peso
molecular, aunque dentro del rango esperado. Una vez que se verifico la integridad de la
angiostatina mediante el sistema control (Seccion. 5.1.2.2) el objetivo de este estudio fue
evaluar las concentraciones de fosfato para lograr la expresion para luego observar el
impacto de los pardmetros del proceso en el crecimiento celular en funcién del estado
metabdlico, donde para ello se emplearon CC a diferentes velocidades de dilucién (D™1).

El sistema de expresion mediante el promotor de la fosfatasa alcalina ha sido utilizado para
expresar varias proteinas heterélogas (Tabla. 5 - Seccién. 1.5.2), pero los estudios llevados

a cabo sobre procesos de fermentacion a la fecha son escasos. Desde aquellos primeros
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trabajos de Lubke quien describié experimentos en erlenmeyers en un medio bajo en
fosfato para la expresion del activador tisular del plasminégeno humano (tPA) bajo el
control del promotor phoA [5]. El tPA es una serin proteasa de 68 kDa compuesta entre 527
a 530 aminodcidos y que contiene entre siete y un 13% de carbohidratos. La molécula,
similar en complejidad de estructura a la angiostatina, estd formada por cinco estructuras de
dominio, entre ellas dos dominios kringle que estdn involucrados en la unién del tPA a la
fibrina y quince puentes disulfuro. Posteriormente, Dien y colaboradores, representaron un
modelo matemético que intentaba explicar el funcionamiento de la regulacién del promotor
y asi poder ser utilizado mds ajustadamente [6], hasta que finalmente, basados en los
estudios de Kikuchi y colaboradores [7] Qin Ye y colaboradores lograron expresar el factor
epidérmico de crecimiento humano (hEGF) en Escherichia coli YKS537 (pAET-8)
utilizando compuestos organofosforados debido al uso de medios complejos. La prictica
del mismo fue un cultivo en batch en medio complejo y un trasvaso de la biomasa
inoculando un reactor con medio minimo libre de fosfatos y alimentado con FCE [8].

En la mayor parte de las bacterias, la fosforilacion de la glucosa para formar glucosa 6-
fosfato la hace el sistema de transporte de azucar fosfoenolpiruvato. La fosforilacion se
acopla al consumo de azucar y el grupo fosforilo es donado por el fosfoenolpiruvato. Pero
en la inducciéon mediante la limitacién por fosfato, vimos que el fosfato promueve
directamente la asimilacion de la glucosa estimulando su mayor consumo, es decir a menor
fosfato inicial mayor consumo de glucosa y por ende mayor mantenimiento, como
mencionamos la hipétesis mas probable es que el aumento en el consumo de glucosa puede
deberse a la demanda de ATP causada por la produccién limitada de ATP bajo limitacién
de fosfato (Seccion. 5.2.3.1.2). Por ello la relacién gluc. / fosf fue el primer pardmetro de
disefio para cualquiera de los medios de cultivo utilizado. Nosotros encontramos en general
que una acumulacion de fosfato inorgénico en el medio de cultivo implico un agotamiento
de la FCE, en los casos mds habituales la glucosa, y un suministro de glucosa promueve la
absorcion de fosfato reduciendo su concentracion generando la induccién. Sin embargo, un
exceso de glucosa estacional vimos que promovié el metabolismo de sobre flujo generando
acidos incentivando la perdida de plasmidos principalmente en la cepa BL21 (DE3), no asi
en la cepa DH50. Esto fue interpretado como un fenémeno consecuente de la carga

metabdlica impuesta (Seccion. 1.5.3).
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Para la cepa BL21 (DE3), en los cultivos en MR con concentraciones iniciales de fosfato de
0.9 y 4.0 mM, no se produjo agotamiento de fosfato inorgdnico ni expresion significativa
de angiostatina. Sin embargo, las DOgw de los cultivos con 0.4; 0.2 mM, donde se produjo
un agotamiento de fosfato, incluso aumentaron levemente después de que el fosfato se
agotd. Esto es sorprendente, porque esperdbamos que la falta de fosfato restringiera el
crecimiento celular. En general para todos los experimentos en erlenmeyer agitados, para
alcanzar una DOe de siembra de 0.14 se requirié un inoculo de 2% (V/V) probablemente
esta concentraciéon de siembra permitié continuar creciendo sin evidenciar una fase de
retardo agotando rdpidamente el fosfato mostrando una DOeo mds sostenida. Esto indicaria
que a esta concentracion de inoculo para una misma concentracién de fosfato, las células
agotaron el fosfato disponible casi de inmediato, entre dos y tres horas e inmediatamente
ingreso en la fase de produccién durante la cual se sintetiz6 la angiostatina.

Con las herramientas que dispusimos en su momento, el poder explicar porque la cepa
DH5a fue superior a la BL21 (DE3) seria ingresar en un campo desconocido o al menos
poco claro en cuanto a hipétesis, pero no asi de especulaciones. Lo documentado por Wang
y colaboradores [8] nos aclara un poco el impacto de las células que han perdido su
pldsmido. La transformacién con un pldsmido siempre trae consigo una serie de cargas
fisiologicas que afectan su estabilidad [9]. La inestabilidad del pldsmido generalmente se
origina a partir de una inestabilidad estructural causada por cambios en el propio plasmido
(mutaciéon puntual, delecidn, inserciéon o reordenamiento en el ADN del pldsmido) o
inestabilidad segregacional causada por particién defectuosa de plasmidos entre las células
hijas durante la division celular [10]. Esta dltima sumada a la limitacién nutricional debido
al fosfato serfa la hipétesis para este caso. Como se menciond, en los procesos de
fermentacion, la inestabilidad segregacional del plasmido estd relacionada con la carga
metabodlica de la cepa fundamentalmente. En primer lugar, la transcripcion y la replicacion
son procesos competitivos en células procariotas, lo que significa que un aumento de la
transcripcidn bloquearia la segregacion de moléculas plasmidicas y, ademds, sobrecarga la
capacidad bacteriana para reparar el ADN plasmidico [11]. En segundo lugar, la
segregacion de plasmidos es también consecuencia del resultado de crecer a una p mas
lenta propio de células portadoras de plasmidos en comparacion con células libres de

plasmidos, ya que experimentan una carga adicional causada por el mantenimiento del
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plasmido y replicacion [11]. En fin, debemos recordar que la cepa DHSa recombinante,
proviene de un pldsmido funcional extraido de un CC con baja D de una cepa BL21 (DE3)
donde el porcentaje de células libres de plasmido era muy alto, sin embargo aquellas pocas
que lo contenian lo mantenian funcional, porque eran capaces de crecer nuevamente en un
medio con ampicilina, pero incapaces de producir angiostatina en una etapa batch (Seccién.
5.2.3.3 y Seccidn. 5.2.4).

Relacionando directamente el efecto de la concentracion de fosfato inorganico del medio
con respecto a la estabilidad de plasmido debemos mencionar que no hay antecedentes para
ninguno de los hospedadores (BL21 / DH5a) con el origen de replicacién del cual deriva el
vector pBAce. Este vector, deriva de pBlueScript KS* [12]. El origen de replicacién de
pBlueScrip es de la familia pUC (pBluescript® II KS*), que generan un alto nimero de
copias de plasmido por célula (aproximadamente 300 a 500 copias/célula) [13-14]; (Tabla.
11 - Seccién. 4.3). El fosfato inorgdnico juega un papel vital como efector de un gran
numero de reacciones enzimaticas del metabolismo primario (Seccién. 1.5.3) [15]. Hemos
visto, que el exceso de fosfato inorgdnico, a niveles superiores al umbral de induccién
empleados aqui, ha estimulado el consumo de glucosa, crecimiento celular y la producciéon
de 4cidos organicos tanto en microorganismos de tipo salvaje y recombinantes (Tabla. 17).
Como no se obtuvo expresion de angiostatina en los CC, al menos en niveles detectables, a
partir de las transformaciones con las cepas BL21 (DE3) y DHS5a (Seccion. 5.2.4), se
realizaron ensayos de caracterizaciéon de los pldsmidos y ensayos de expresiéon en
erlenmeyers en condiciones previamente evaluadas para descartar modificaciones en el
plasmido o en la cepa que pueden alterar la expresion. Esta hipétesis fue descartada dado a
que los perfiles de digestion de los vectores fueron los esperados. Descartadas estas
razones, es factible que la pérdida de expresion se deba a una pérdida del plasmido en el
CC aunque sus causas no tengan una unica explicacion.

Respecto a la interaccion vector / hospedador (Seccion. 1.5.3), observamos que no existen
correlaciones simples entre el tiempo después de la transicion de la etapa batch a la etapa
CC en el que las células libres de pldsmidos comienzan a aparecer en numeros
significativos. Hemos visto que la inestabilidad se incrementa con la D, aunque el ms
muestra valores bajos, probablemente debida a casi una reversion de células libres de

plasmidos. Esto es presumiblemente el resultado de dos tendencias contrapuestas: (1) para
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células portadoras de plasmidos, de un alto nimero de copias, y (2) para las células
portadoras de plasmidos compiten peor con las células libres de pldsmidos, donde hay
mayores necesidades energéticas que las células portadoras de pldsmidos y menor
rendimiento de ATP tal cual se ve reflejado en el global del experimento en esa condicién
(Seccién. 2.2.2). Cabe mencionar que cuando el CC fue limitado en FCE los valores de
fosfato en EE rondaron entre 1.5 — 2 mM, mientras que cuando el CC estuvo limitado en
fosfato los valores rondaron entre 0.2 — 0.4 mM (Seccién. 5.2.3.3.1). Schendel, demostrd
que manteniendo el nivel de fosfato inorgdnico a 1 mM o menos, permite una
determinacion cuantitativa de la actividad de la fosfatasa alcalina y ademds se demostr6 que
ese nivel de fosfato inorgénico es suficiente para sostener el crecimiento celular [16].

Por otra parte, el alto nimero de copias generalmente disminuiria per se la velocidad de
crecimiento celular, posibilitando a las células con menor cantidad de pldsmidos dominar
un CC ya que crecen con una velocidad especifica mayor, llegdndose a un EE compuesto
de células libres de pldsmido [17].

Lamentablemente no pudimos debido a la falta de recursos realizar un estudio de esta
naturaleza con la cepa DHS u otra como la XL1 Blue que son utilizadas para la producciéon
de plasmidos, y por ello su uso principal es como cepa de clonado [18].

En resumen respecto a los pardmetros fisiologicos evaluados (mantenimiento y
rendimientos médximos) en los CC, los valores obtenidos no representarian la fisiologia de
la cepa recombinante sino de una poblaciéon mixta ya que los CC probablemente estuvieran
compuestos por una poblacion de bacterias con pldsmido y sin pldsmido, posiblemente
siendo esta dltima preponderante a juzgar por la expresion observada. Hubo expresion de
angiostatina destacable solo en los cultivos en batch con cepas recientemente transformadas
con el plasmido del cual deriva el vector pBAce (alto nimero de copias), y no hubo
expresion considerable en los CC inducidos durante y luego del cultivo, ya sea limitado en
fosfato o en carbono. Se concluye que la perdida de pldsmido durante los CC es
significativa y por esta razon no se observa expresion.

Al no poder hacer una evaluacion de los errores acarreados en los pardmetros obtenidos, no
podemos decir que haya diferencias en el coeficiente de mantenimiento entre las cepas
salvajes y recombinante, aunque si parece existir una diferencia significativa en el

Rendimiento verdadero en biomasa. (= 0.54 c-mol/c-mol en la cepa recombinante y = (.72
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c-mol/ c-mol en la cepa salvaje. Se esperaba que estos valores, al depender de la
estequiometria de la célula variaran muy poco, con lo cual es posible que existan errores en
los valores obtenidos con la cepa salvaje. No pareciera haber diferencias significativas entre
la cepa recombinante en limitaciéon en fosfato (induccién) y limitacién en carbono en
ninguno de los pardmetros evaluados, resultado coherente con la ausencia de expresion de
angiostatina.

Respecto de lo evaluado mediante BA, la muy poca evidencia experimental empleando el
promotor phoA, nos hizo reevaluar este aspecto. Respecto a que la variable de control de la
induccion (fosfato) estaba intimamente ligada a la variable operacional de control (glucosa)
nos hizo repensar la posibilidad de que deberia realizarse un cultivo en un medio mds apto
para el crecimiento para posteriormente alimentar con glucosa y minerales, para disminuir
el fosfato remanente y permitir la expresion, pero los bajos rendimientos celulares con la
cepa DHS5a nos hizo desestimar esta busqueda debido a que se deberia proponer un nuevo
hospedador. Aunque los resultados obtenidos en este aspecto podrian mejorarse evaluando
un nuevo medio de cultivo.

En este trabajo se presentd un sistema de control con buenas sefiales de expresion de
angiostatina, y con mucho mejor rendimiento en cuanto a la biomasa (= 0.43 c-mol/c-mol),
utilizando IPTG como inductor en medio complejo, y la respuesta podria ser debido a que
el medio LB ha sido un estdndar para el cultivo de Escherichia coli desde la década de
1950 [19-20-21] y ha sido ampliamente utilizado en aplicaciones de microbiologia
molecular para la preparacion de ADN pldsmidico y proteinas recombinantes, dado a su
aporte en nutrientes que proporcionan péptidos y peptonas, vitaminas y oligoelementos
aunque no asi en muchos carbohidratos [22 — 23], aunque su falla més evidente siempre ha
sido su baja reproducibilidad debido a la variabilidad dentro de su composicién. Sin
embargo, para el caso de una proteina con alta composicién de aminodcidos donde
Escherichia coli cominmente posee una baja productividad puede haber sido la clave de

este resultado.
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Figura 89. Composicion comparativa en porcentajes de los
aminoacidos en mayor abundancia de E. coli respecto de la
composicion en la angiostatina. Tomado de Hiroshi y col. [24].

Los perfiles metabdlicos intracelulares de Escherichia coli fueron estudiados por Jungyeon
y col. [25] donde determino que los niveles de aminodcidos, esenciales para la sintesis de
proteinas y el crecimiento celular, fueron significativamente mayores en medio LB que en
medio minimo (M9). Estos resultados sugieren que las células preparan su metabolismo
para su supervivencia en los medios minimos, mientras que participan activamente en un
rdpido crecimiento en los medios complejos. La figura 90 muestra las reacciones y las rutas
biosinteticas de produccién de aminodcidos de E. coli. Las reacciones de alimentacion y las
rutas biosinteticas de los aminodcidos se muestran como flechas negras y azules,
respectivamente. El nuimero de flechas no refleja el nimero de pasos en las vias
biosinteticas. La via anaplerotica principal, que rellena oxaloacetato (oaa) en el ciclo de
acido tricarboxilico (TCA), se muestra en amarillo. Los aminoacidos marcados

corresponden a los de mayor proporcion en la angiostatina.
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Figura 90. Rutas biosintéticas de produccion de aminoacidos de E. coli
Tomado de Hiroshi y col. [24].

La dependencia del medio LB en los perfiles de expresion de angiostatina mostrados en
este estudio puede ser atribuido a la absorcién y el metabolismo de diferentes nutrientes.
En algunos casos al comienzo (Seccion. 5.1.3.1) el medio complejo se suplemento con la
misma fuente principal de carbono, la glucosa. Sin embargo, como fuente de nitrégeno, los
medios complejos contenian abundantes aminodcidos, mientras que el amoniaco era
basicamente la fuente de nitrégeno en el MR — MLP, por tanto se suministraron pequefias
cantidades para poder sintetizar aminodcidos suficientes para la sintesis de proteinas y el

crecimiento celular [26 - 27].
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Probablemente ante semejante demanda de recursos para poder obtener los bloques
funcionales en cuanto a aminodcidos pocos habituales para E. coli, en el momento de
inducirse el promotor phoA sea el responsable de disparar una gran carga metabodlica que
explique la poca o nula expresion y esto explicaria los resultados obtenidos en medio LB, y

la mejoria en la sefial de expresion empleando la cepa BL21 (DE3).

7.2 Conclusion

Lo que podemos establecer acerca del sistema elegido para la produccién de angiostatina,
es que al ser un promotor nutricional estd en contacto permanente con rutas muy importante
del metabolismo y que su induccién probablemente tiene un impacto que genera un
desbalance en las rutas de obtencion de energia. El principal problema que nos encontramos
fue establecer las condiciones de crecimiento para alcanzar el “umbral de induccién”. Si
bien, hemos visto que el promotor se induce por debajo de 0.5 mM reproducir la cantidad
de FCE necesaria para llegar a esa concentracion de fosfato fue lo poco reproducible. En la
mayoria de los casos se evidencio carencia de FCE para continuar bajando la concentracion
de fosfato, hemos visto que en muchos casos antes de llegar al limite de 0.5 mM, los
microorganismos comenzaban a crecer menos y a consumir mas glucosa. . Por otro lado la
produccién de 4cidos fue una variable que pudo afectar la expresion de angiostatina. El
metabolismo del fosfato estd muy relacionado a diversos mecanismos incluyendo las rutas
centrales del metabolismo de FCE, por tanto podemos decir que los resultados indicarian
que las velocidades especificas de consumo de glucosa y las velocidades de produccién de
dcidos orgdnicos, acético, lactico se incrementan a medida que disminuye la concentracion
de fosfato debido probablemente a la gran demanda de ATP, y a la limitacién de la
produccién del mismo, como consecuencia de la limitacion en fosfato. Si consideramos que
de por si la expresion de una proteina es el proceso biosintetico que mds gasto energético
tiene una célula podemos establecer que se coindice con los resultados obtenidos.

Respecto a los valores hallados de actividad, no se demostré efecto antiangiogenico directo
de la muestra evaluada sobre las células endoteliales in vitro de manera estadisticamente
significativa. Esto podria ser resultado de un proceso de replegado incorrecto. Estd

demostrado que si el plegado no es correcto la angiostatina es incapaz de inhibir el
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crecimiento en el modelo de carcinoma pulmonar (Lewis Lung carcinoma LLC-LM) [28],
con lo cual probablemente los resultados podrian mejorarse, evaluando una técnica de re
plegamiento y purificacién mejor, si bien no era un objetivo primordial de esta tesis, no se
lleg6 a evaluar debido que se priorizo la bisqueda de mejores condiciones, y dicha técnica
posee un alto costo que no estuvimos a la altura de poder concretarlo. Se agradece
profundamente al grupo de Daniel F. Alonso y Daniel Gomez del Laboratorio de Oncologia
Molecular de la Universidad Nacional de Quilmes por su apoyo y la colaboraciéon de sus

asistentes en esta etapa de la tesis.

7.3 Apéndice I
Dedicado a la memoria de Carlos F. Mignone.

...... “lo voy a escribir, ast les queda claro de una buena vez a todos...” dixit 23/09/08

Transferencia de materia gas — liquido
en Bioprocesos
C. F. Mignone. Area de Biotecnologia, Facultad de Ciencias
Exactas — UNLP.

C. F. Mignone. Area de Biotecnologia, Facultad de Ciencias Exactas — UNLP

Son muchos los productos de origen biotecnolégico cuyo rendimiento estd ligado a un buen
suministro de Oz, por ejemplo: biomasa, antibidticos, aminodcidos, etc. La solubilidad del
O2 en agua es muy baja y debe reponerse constantemente a medida que es consumido por el
cultivo. Por tal motivo es de suma importancia contar con un criterio para evaluar la
capacidad de suministrar Oz del biorreactor donde se realizard el bioproceso. La forma mas
econdmica de suministrarle Oz a un cultivo es por burbujeo de aire.

Cuando un compuesto tiene diferente potencial quimico entre dos puntos de una misma
fase, se produce un flujo de materia en la direccion que tiende a anular esa diferencia de
potencial. El en caso especifico del O: la diferencia de potencial puede ser evaluado como
diferencia de presiones parciales, en fase gaseosa, o de concentraciones, en fase liquida.

Se define al coeficiente de transferencia de materia (en nuestro caso de O2) como:
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_ No,
k= Acz(l)

Donde Ny,es el flujo de Oz, mol / (4rea. tiempo), y AC representa la diferencia de
concentracion entre dos puntos de la misma fase. En los biorreactores aireados se tienen
dos fases, la gaseosa que corresponde al volumen de gas de todas las burbujas dispersas y la
liquida, el medio de cultivo donde estdn creciendo las células (bacterianas, fungicas,
Animales o vegetales) en suspension. El Oz deberd migrar desde el seno de las burbujas
hasta el liquido, donde es consumido. Este proceso generard naturalmente gradientes de
concentracion dentro de cada fase, asi es dable pensar que la PO; en las cercanias de la
interfase serd menor que en el centro de las burbujas y que al concentracioén de O disuelto
serd mayor en las cercanias de la interfase que en el seno del liquido. Puede representarse

esta situacion mediante el siguiente esquema.

interfase
GAS LIOTUIDO
A PDJ;
Concentracion
eC,
Pox e
o distancia (z)

Figura 106. El modelo de la doble pelicula de Whitman [29].

El modelo de la doble pelicula se debe a Whitman y data de 1923. El mismo supone que
adyacente a la interfase existen dos peliculas, una del lado del gas y otra del liquido que
estdn estancas y el Oz debe difundir a través de ellas desde el seno del gas hasta alcanzar el
seno del liquido. Tanto en el seno del gas como del liquido la concentracién es uniforme
pues se hallan bien mezclados. Cuanto mds intensa sea el estado de agitacion (flujo

turbulento) menor serd el espesor de las peliculas y mayor la transferencia de O».
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En la figura, POy; es la presion parcial de O; en la interfase y C; la concentracion en la
interfase, para gases de baja solubilidad ambos valores estdn en equilibrio y relacionados
por la ley de Henry. Se puede suponer que estdn en equilibrio debido a que a 1 atm de
presioén de aire y a 25° C o colisionan contra la interfase 1024 moléculas de O> por cm? y
por segundo, lo que es muy superior a los flujos netos de transferencia de O» que se

observan en los bioprocesos.
Pp,i = H.C; o

Independientemente de cual sea la forma del gradiente de concentracion es posible definir

un coeficiente de transferencia para la fase gaseosa, kg, y otro para la liquida,

kg=2— (3) k=o2 (4)

Po,=Po,i Ci—CyL
En estado estacionario los moles de O> por unidad de tiempo y drea que atraviesan la
interfase serdn los mismos que ingresan a la fase liquida (e iguales a los que consumen las

células), por tanto podemos poner:
No, = kg.(Po, = Po,i) = ki.(C; =€) (5)

Aun suponiendo que conozcamos k; 0 k; la Ec. (5) es de escaso valor ya que es dificil
conocer el valor de Po2; 0 de C;, por tal motivo es conveniente definir un nuevo coeficiente,

K;, como:

_ No,
K= 7% (©)

Donde C* corresponde a la concentracion de O» disuelto que estaria en equilibrio con la

presion parcial de Oz que hay en el seno de la fase gaseosa, es decir:

P,, =HC (7)
Reordenando la Ec. (4): Ki = ;— - NC—L = % + % (8)
L 02 O3 02 02

Reemplazando C*y C; por Ecs. (7) y (2) y teniendo en cuenta las ecs. (3) y (4) resulta:

1 1 1
K—L—E+k—l @)
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La inversa de un coeficiente de transferencia puede ser vista como una resistencia, asi en la
Ec. (8) la resistencia global a la transferencia de O; se compone de dios resistencias en
serie, una en la fase gaseosa y otra en la fase liquida. Cabria preguntarse cudl de ellas es
mads importante. En la tabla 37 se muestra el valor de H para distintos gases en agua a 25

°C.

Compuesto| H (atm.L/mol)
NH3 17.1 107
CH4 745.5
CoHs 545.1
CO2 29.7
8)) 790.6
Tabla 37 Comparacién de los H, 1270.0 valores de H para una gran

variedad de gases conocidos.

Para compuestos de baja solubilidad en agua como el O el valor de H es grande, por otra
parte y como se verd, el coeficiente de transferencia es proporcional al coeficiente de
difusién del O (DO»), el cual es mucho mayor en aire que en agua, por todo esto se puede
afirmar que la principal resistencia a la transferencia se encuentra del lado del liquido o, lo
que es lo mismo:
K, ~k
©)
Este resultado tiene profundas implicancias en los bioprocesos, ya que si queremos
asegurarnos una buena transferencia de O> de nada valdrd agitar la fase gaseosa ya que la
resistencia se encuentra en la fase liquida.
Ahora podemos escribir la ecuacion de transferencia como:
No, = ki.(C —¢C,) (10)

En bioprocesos mds que el flujo de O: interesa conocer la velocidad de transferencia de Oz,
a la que denotaremos como R,y corresponde a los moles de O: transferidos de la fase
gaseosa a la liquida por unidad de volumen y de tiempo. Si Ar es el drea total interfacial
(4rea de transferencia) y V7 el volumen de la fase liquida, resulta:

Roz=Noz.§—f (11)

. A 2 . . .
Si a =t es el drea de transferencia por unidad de volumen se obtiene:
L
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Ry, = kra(C -¢C,) (12)
El valor de aes muy dificil de evaluar experimentalmente y lo que se evalia en los
biorreactores es directamente el producto, como si fuese un tnico coeficiente, y se lo
conoce como coeficiente volumétrico de transferencia de O2. Es conveniente rescribir la
Ec. (12) como:

Ry, = kia.(C —C;) (13)
El valor de k;a da una idea de la capacidad que tiene un equipo para suministrar Oo,
depende de la geometria (erlenmeyer, tanque agitado, columna de burbujeo, air lift, etc.) y
de las condiciones de operacién (velocidad de agitacion, caudal de aireacion).
La diferencia (C - C,)se conoce como fuerza impulsora de la transferencia y es generada
por el consumo de O,. De acuerdo a la ec.(7) C” se calcula a partir de la Poz que hay en el
seno de la fase gaseosa y esta, en biorreactores pequenos donde el mezclado en ambas fases
es perfecto, se corresponde con la Poy existente en los gases de salida. Si durante el
proceso aumenta la velocidad de consumo de Os la Poy disminuird, por tanto C* no serd
constante. El valor de C; se mide con un electrodo de Ox.
En biorreactores mas grandes puede ocurrir que la fase liquida esté bien mezclada pero no

asi la gaseosa, en tal caso se calcula la fuerza impulsora mediante:

€ e e

-c1)-In(c, -cL)
Donde y

Los subindices 1 y 2 representan entrada y salida del biorreactor respectivamente.

Un modelo para k;

Continuando con el modelo de Whitman y teniendo en cuenta que la fase gaseosa no ofrece
mayor resistencia a la transferencia, podemos hacer un nuevo esquema y centrar nuestra

atencion en lo que ocurre en la fase liquida.
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g Interfase gas - liquido
C'?

Paon

Cr

N Z | distancia)

Figura 107. El modelo de la doble pelicula de Whitman para la
interfase gas — liquido.

Las células se encuentran en el seno del liquido y el O2 debe atravesar la pelicula liquida
estanca de espesor O para llegar a ellas. Dado que dentro de la pelicula no hay movimiento
del fluido, el O> debe difundir a través de ella para llegar al seno de liquido. En estado
estacionario C* y Cp no varfan con el tiempo, esto equivale a decir que los moles por
unidad de tiempo y de érea interfacial ( Ny,) que atraviesan la pelicula son constantes y se
demuestra que el perfil de concentracién de O, dentro de la pelicula es el mostrado en la
figura. Segun la ley de Fick:
No, = =Do,. (15)

Dy, Es el coeficiente de difusion del Oz (drea transversal / tiempo)

De la figura: L= (=) (16)

dz S5

0y, &= (17)

2 5

Por tanto: No, =

Comparando las Ecs. (17) y (10) resulta claro que:

k=222 (18)
Si bien coeficiente de difusion del Oz en agua o soluciones acuosas es conocido, la ec. (18)
no permite calcular k; debido a que no es posible medir el espesor de la pelicula y
estrictamente hablando se sabe que la velocidad del fluido es menor en las cercanias de la

interfase, pero no existe realmente una pelicula estanca que la bordee. También puede no
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ser cierta la suposicion de un gradiente de concentracion lineal dentro de la pelicula
cuando la velocidad de reaccion del O; en la fase liquida es tan grande que la reaccion
ocurre dentro de la pelicula. Afortunadamente las velocidades de consumo de Oz que son
usuales en los Bioprocesos no entran en esa categoria. De todos modos y a pesar de estos
inconvenientes el modelo de la pelicula es el mas difundido para un primer abordaje al

estudio de la transferencia de materia gas — liquido.
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