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VII1.1. INTRODUCCIO

Fins aquest punt, s ha establert una estrategia operacional per a la producci¢ de Fuc-1-PA
emprant la soca recombinant d'E. coli XL1 Blue MRF' (pTrcfuc). Aquest capitol es centra
en la millora del procés desenvolupat a nivell genétic mitjancant I'estudi de sistemes

d expressi6 alternatius per | expressié de Fuc-1-PA en E.cali.

En el sistema pTrcHis (Invitrogen), ja s assoleixen fraccions de proteinatotal intracel.lulars
de Fuc-1-PA superiors a 30%. Considerant que els maxims nivells d acumulacio descrits
per a vectors d' at nimero de copies en E.coli es situa a voltant del 35-40 % (Hannig i
Makrides, 1998), no sembla d’interes invertir esforg i temps en trobar sistemes alternatius
d' expressié que permetin una acumulaci6 de Fuc-1-PA recombinant superior i/o més rapida
per tal de millorar encara més la producci6. No obstant, aquest sistema pTrcHis
(Invitrogen) presenta altres limitacions propies de sistemes d'expressio pensats per a
I’estudi de proteines a petita escala. Principadment: la necessitat d’'IPTG per induir
I’expressio  recombinant i dampicil.lina com antibiotic de seleccié per assegurar
I’ estabilitat plasmidica. Es per millorar aquests aspectes, pensant en |’ escalat del procés,

gue es plantgja el canvi del sistema d’ expressio.

Els principals desavantatges per I'Us d’'IPTG son e seu elevat cost i la seva provada
toxicitat tant per les cdl.lules hostes (Kosinski i col., 1992a) com per I’ésser huma
(Neubauer and Winter, 2001). Quan es trebala amb CADC i, sobretot, quan es fixa la
concentracio d'inductor optima per a la induccié en base a la biomassa total a assolir al
final del procés, com és el cas, les quantitats d' IPTG necessaries poden ser molt elevades
accentuant el problema de cost i purificacio dels productes recombinants obtinguts, sobretot

guan lasevaaplicacio final és farmaceutica.

En els sistemes dexpressié recombinant amb seleccié per antibiotics, | estabilitat
plasmidicaa llarg del cultiu s asseguraincorporant al vector d' expressio un gen addicional
per a|’expressié d una proteina que infereix resisténcia a antibiotics de forma que només

les cd.lules que mantinguin €l plasmid poden créixer en medis suplementats amb el
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corresponent antibiotic. Aquests sistemes solen presentar per0 tot un seguit de
complicacions en relacio a procés de produccio i a I'aplicacio final dels productes

recombinants obtinguts:

1.- per una banda, la necessitat d’addicionar antibidtics a medi de cultiu encareix
considerablement € cost global del procés de produccié perque son productes de cost
elevat i necessaris en quantitats importants ja que la mateixa preséncia dels productes
codificats pels gens de resisténcia accelera també la seva degradacio quan s dliberen al
medi de cultiu (Baneyx, 1999).

2.- La FDA (Food and Drug Administration; USA) recomana evitar €l seu Us (Murphy,
1998). En general, per evitar problemes d' aliberacio de gens de resistencia a antibiotics al
mediambient i la possibilitat, encara que baixa, de transferéncia horitzontal d’informacio
genética entre microorganismes, rendint bacteris patogens que hagin incorporat resistencia
a antibiotics (Davidson, 1999). Pero, molt concretament, la FDA es manifesta contraria al
Seu Us per la producci6 de productes farmaceutics o d’ aplicacio alimentaria ja que alguns
gens de resistencia a antibiotics , com ara €l gen bla (per la resisténcia a ampicil.lina),
contenen sequéncies anomendades CpG dinucledtids que estimulen la resposta
immunologica (Sato i col., 1996) i subministrats junt amb € producte recombinant

terapeéutic poden causar problemes de immunosensibilitat.

3.- El manteniment d’ aquest tipus de plasmids causa un estres metabolic addicional a la
cél.lula hoste degut a I’ expressio constitutiva del gen de resisténcia a antibiotic incorporat
(Bentley i col., 1990). Sobretot quan es tracta de plasmids d’at nimero de copies, aquest
efecte sobre el metabolisme es pot traduir en un desavantatge en creixement front la soca
no recombinant important. En abséncia del marcador de resisténcia, aquest desavantatge
pot suposar |a perdua completa de la poblacié recombinant ja que no és competitiva per a

creixement. (Cochero i Villaverde, 1998).

En els darrers anys s han vingut desenvolupant tot un seguit de nous sistemes d’ expressio

recombinat alternatius que permeten evitar tant I’is de promotors tipus lac induibles per
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IPTG, com de sistemes d estabilitat plasmidica basats en I'Gs d antibiotics. Aquestes

alternatives es presenten molt breument a continuacio.

VII.1.1. Alternatives als sistemes d’expressio regulada de proteines recombinants

basats en promotorstipuslac

Els promotors convencionals, ampliament establerts per la sobrexpressié de proteines
recombinants tant a nivell de recerca com a la industria, son els promotors derivats dels
operons naturals d E.coli lac i trp (per lasintesi de triptofen) i també els promotors de fags
d E.coli com son els promotors A P_ i Pr controlats pel repressor sensible a la temperatura
Clgs; . Tots €ells es caracteritzen per ser promotors forts, molt ben estudiats i amb els que
s han sobreexpressats amb exit un nimero molt elevat de proteines recombinants. Pero tots

ells presenten problemes per lainduccié en CADC a escala de produccio.

Ja s'’han comentat els principals desavantatges del promotor lac i els seus derivats per la
sintes de proteines a escala productiva. També els promotors convencionals induibles per
temperatura, tot i que s han utilitzat igualment a escala productiva, tenen un gran nombre
de detractors. L’ augment de temperatura accelera el metabolisme cel.lular i I’ dta velocitat
de sintes dificulta el plegament correcte de les proteines, augmenta la formaci6 d agregats
insolubles i accentua també el risc de proteolisis i de respostes d’ estres cel.lular (Hockney,
1994).

En es darrers anys shan vingut desenvolupant diferents sistemes alternatius per la
sobreexpressi recombinant en base a promotors controlables de forma efectiva pero
economica i respectant el metabolisme cel.lular de I'hoste i la qualitat de I'expressiéd
recombiant (Sawers i Jarsch, 1996). S han desenvolupat promotors induibles a baixes
velocitats de creixement, per limitacié de nutrients (font de carboni, amoni, fosfats, etc), i
per altres situacions d estres com reduccio del pH o temperatura de cultiu, per condicions
anaerobiques de creixement o per e canvi de lafont de carboni (Neubauer i Winter, 2001).
Alguns d'ells, com ara els promotors rhaBAD d' E.coli (Wilmsi col., 2001), induible per L-
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rhamnosa, i el promotor malK (Bostrom i Larsson, 2002), induible per maltosa, han mostrat

la sevaaplicabilitat en fermentacions d’ ata densitat cel.lular.

VII1.1.2. Alternatives genetiques a la seleccio per antibiotic per evitar la segregacio
plasmidica

Les estrategies per evitar la segregacio plasmidica en processos d’ obtencié de proteines
recombinants es poden classificar en estratégies genétiques o de bioprocés. En aquest
apartat es comenten nomes les estratégies genetiques ja que son les d’ s més generaditzat al
ser independents de I’ estratégia de cultiu (per una bona revisio en relacio a les estrategies

de bioprocés. Kumar i col., 1991).Es poden dividir basicament en dos grups:

a) Plasmids de complementacid a auxotrofies de la soca hoste.

Aquests sistemes es basen en la complementacio a una mutacio al cromosoma de I’ hoste
que li resulta letal. Una copia funcional d’aquest gen essencial per la supervivencia de la
socas'incorporaa plasmid recombinant de forma que la segregaci6 plasmidica comportala

mort cel.lular.

Vectors que contenen € gen thyA (essencia per lasintesi de timina) s han utilitzat amb exit
per garantir |I’estabilitat plasmidica en soques d E.coli thyA” (Morona i col., 1991). De
forma similar, s han basat sistemes en la manipulacié del gen gInA (essencia per la sintes
de glutamina) (Ryan i col., 2000). Una limitacié comu d’ aquests tipus de sistemes basats en
auxotrofies per aminoacids essencias és que funcionen en medis definits pero no en medis
complexes tipus LB en que el mateix medi aporta els aminoacids necessaris. No obstant,
amb la mateixa idea s'han desenvolupat altres sistemes que asseguren |’ estabilitat
plasmidica independenment del medi de cultiu emprat per a creixement, per exemple, amb
lamodificacié del gen dapD (essencial per la construccio de la pared bacteriana) (Degryse,
1991).
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b)  Plasmids amb mecanismes per induir la mort cel.lular post-segregacio.

Aquests sistemes es diferencien dels anteriors en que la pérdua del plasmid provocala mort
cel.lular perd no per manca d'un gen essencia per la seva supervivencia sind perque

codifiquen per una proteina o RNA que inhibeix un mecanisme de mort cel.lular.

Per posar un exemple, shan utilitzat amb éxit els sistemes basats amb plasmids que
codifiguen per una parella toxina-antitoxina complementaries perd sent la toxina més
estable que la antitoxina de forma que qualsevol cdl.lulafillalliure del plasmid conservara
la toxina quan I’ antitoxina ja s hagi degradat i morira (Galen i col., 1999; Thisted i col.,
1994; Schweder i col., 1992).

Totes aquestes estrategies, punts a) i b), es caracteritzen per la construccio de vectors que
incorporen un gen especific encarregat d’ evitar la segregacié plasmidica. Per tant, tot i que
S evita la suplementacié d’ antibiotics @ medi de cultiu mantenen encara un dels principals
desavantatges dels sistemes basats la seleccio per antibiotics: s'incrementa de forma
innecessaria la mida dels vectors i |'estres metabolic associat a seu manteniment
independentment de lainducci6.

El grup del Dr. Sherratt (Universitat d’ Oxford, UK) ha desenvolupat un sistema que permet
superar també agquesta segona limitacié (Cranenburgh i col., 2001; Williamsi col., 1998).
Aquest sistema, anomenat sistema d expressié per competéncia a repressor (ORT;
Operator Repressor Titration Expression System) es descriu ampliament a seglent aparta
jaque és e sistemafinalment triat en aquest treball com alternativa per I’ expressio de Fuc-
1-PA.
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VII.1.3. El sistema d'expressio per competéncia al repressor (ORT; Operator
Repressor Titration Expression System)

El sistema d’'expressio ORT, per competencia al repressor (Operator Repressor Titration
Expression system), es fonamenta en la idea general de modificar e microorganisme hoste
per tal que un gen essencial per ala seva supervivencia es trobi integrat al cromosoma sota
el control d expressié d’un operador amb control per repressié negativa. En condicions
normals una proteina repressora s uneix a |’ operador evitant la transcripcio i provocant la
mort cel.lular. En preséncia de I’inductor del sistema, I’ operador queda lliure del repressor
perque s'uneix a l’inductor per qui té major afinitat. Pero, aternativament, també es pot
induir latranscripcié d’ aquest gen essencial en presencia d’ un exceés molar de la sequencia
de I’ operador en un plasmid multicopia amb € qual es transforma la soca modificada. En
aquest cas s estableix una competencia per launio del repressor quedant lliure I’ operador al
cromosoma i permeten la supervivencia del microorganisme. D’ aguesta forma, en absencia
de I’inductor, només sera possible €l creixement si es manté e plasmid en exceés en les
consecutives divisions cdl.lulars. Es tracta doncs d'un sistema de selecci6 plasmidic lliure
d antibiotics i de laincorporacio de cap altre gen a plasmid, abanda dels d'interés per ala

seva sobreexpressio.

El grup del Dr. Sherratt hatriat € sistema de repressio de I’ operador lac per construir una
primera familia de soques modificades que permetin utilitzar aquesta idea de competéncia
per repressio en un nou sistema d’ expressio Iliure d antibiotics (Williamsi col., 1998). A la
Figura VII.1 (a) es recorda esquematicament el funcionament de I’ operador natural lac per
al control d’expressio de la B-galactosidasa (per més detall veure I’ Apéndix.1.). Només en
presencia de lactosa, substrat natural d’ aquest enzim, o d'IPTG, com analeg estructural de
la lactosa no metabolitzable, €l repressor alibera |’ operador i permet la transcripcio. A la
FiguraV11.1.(b) es presentalainducci¢ alternativa del sistema en base ala transformaci6 de
la soca amb un vector multicopia i, a la Figura VII.1.(c), com funcionaria €l sistema de
seleccio a substituir €l gen d’expressié per ala B-galactosidasa per un gen essencia per al

microorganisme.
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(@) Sistemaderepressio del’operé lac:
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(b) Inducci6 alternativa de |’ oper é lac per competencia
al repressor (sistema ORT):

5 v'Creixement cel.lular
’O v'Estabilitat plasmidica

Figura VII.1. Fonament del sistema d'expressio per competéncia a repressor (ORT; Operator
Repressor Titration Expression System)
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Les soques E. coli DH1lacdapD i E. coli DH1lacP2dapD (Cranenburgh i col., 2001),
contenen e gen cromosomic essencial lapD sota el control de |’ operador lac. Aquest gen
codifica per a I’enzim tetrahidrodipicolinato N-succiniltransferasa (DAP) que té la funcié
d entrecreuar les cadenes de peptidoglica a la paret cel.lular i és un precursor per a la
biosintesi de lisina. Els mutans que no poden expressar DAP son auxotrofics per a DAP i
lisina. DAP no es troba en medis complexos tipus LB i, per tant, els mutants en dapD no
sobreviuran en aquests tipus de medi. A la Figura VI1.2. es mostra el funcionament del

sistema ORT utilitzant aquestes soques auxotrofiques per DAP.

Repressio d_eI \ JacOsp gen dapD No transcripcio
gen essencial dapD N i mort cel.lular

ANV Vv v
! \v\\-\\\\

Repressor lacl (n-20)

lacO/P gen dapD

., AVAVANAVAS AVAYAVAS . . .
Inductci6 amb FEEUAARA DA A= — Transcripcio i
lactose / IPTG (@) w ®  ewrG creixement cel.lular

lacO/P gen dapD

O OO e e
Induccié per competencia S
al repressor lacor ( ) A~ < ;' == Transcripcioi
"4

() {) ; creixement cel.lular

Plasmid amb lacO/P (n-200)

Figura VI1.2.Estabilitat plasmidica en base a sistema d’'expressio per competéncia a repressor
(ORT; Operator Repressor Titration Expression System) emprant les soques d'E. coli
DH1lacdapD i E. coli DH1lacP2dapD. (Adapatacio de (Cranenburghii col., 2001)).

Encara que € sistema de selecci6 funciona per a manteniment de qualsevol plasmid que
garanteixi un excés molar de la seqiiencia de I’ operador lacO; per ala unié competitiva del
repressor, aquest mateix equip ha dissenyat un plasmid especific per facilitar 1a produccio
de DNA plasmidic amb aguest sistema: els vectors anomenats pORT1 (Cranenburgh i col.,

2001). Els vectors pORT1 contenen I'origen de replicacié pMB1 per a at numero de
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copies, les sequencies de I’ operador lac (principal, 1acO,, i secundaria, 1acOs) Optimament
espaiades per garantir la seleccio en base a la competéncia per repressor (Muller i col.,
1996), un fragment amb nombroses dianes per a enzims de restriccié per a la facil
introduccié d'inserts que interessi amplificar o expressar i € gen bla, per alaresisténcia a
ampicil.lina, flanquejat per dues sequiéncies identiques que contenen dianes per a un reduit
nimero d’ enzims de restriccié molt inusuals de forma que es facilita la seva eliminacio en
I”Ultim pas de manipulacio prévia transformacio. Aquests vectors pORT1 es caracteritzen
per eliminar totes les seqliencies que no siguin estrictament necessariesi reduir a maxim la

sevamida. A laFiguraVIl.3 es mostra un esquema dels vectors pORT 1.

Figura VI11.3. Plasmids pORTL1 i pORT1a. S'indiquen els principals components del plasmid i els
enzims de restriccié amb lloc de tall Unic.
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El cultiu dE. coli DH1lacdapD i E. coli DH1lacP2dapD transformades amb vectors
pORT1 permet I'amplificacio de DNA i I’expressio de proteines recombinants garantint
I" estabilitat plasmidica. En €l cas d’ expressio recombinant, la transcripcio del gen d'interés
pot estar sota €l control d’un promotor diferent de lac, sent necessari la induccio especifica
de la sobreexpressio, 0 bé, pot estar controlada pel mateix sistema lac. En aguest Ultim cas,
caldra veure si la competéncia per repressor permet I'expressio recombinant de forma
constitutiva a nivells considerables i sense necessitat d’induccio o bé és necessari I’ addicio
d'IPTG. La suplementacié d'IPTG garanteix la supervivéncia de la soca modificada
independentment del manteniment del plasmid i, en €l cas de suplementar IPTG per activar

I” expressio recombinant, a partir d aquest moment podriafallar el sistema de seleccio ORT.

VI11.1.4. Projecte de col.laboracié amb Cobra Bio-M anufacturing plc.

Cobra Bio-Manufacturing plc (Keele University Science Park, Regne Unit; Website:

www.cobramanufacturing.com) és una empresa dedicada a desenvolupament de nova

tecnologia per al subministrament i expressi6 de DNA emprat en terdpia genica per a
tractament de malaties humanes. Una de les seves arees d'activitat es centra en el
desenvolupament de processos per a |’ obtencié de DNA plasmidic. El seu departament de
Genetica Molecular trebala en e desenvolupament de nous sistemes d expressio
recombinant amb possibilitats d’ explotaci¢ industrial (per ala produccié de DNA plasmidic
a escala minima de gram) i, al mateix temps, segurs per a aplicacions terapéutiques. En
concret, han col-laborat amb e grup del Dr. Sherratt (Universitat d’ Oxford, UK) en €

desenvolupat del sistemad expressio ORT i |’ exploten actualment sota dret de patent.

La utilitzacio d' aquests sistemes d’ expressiéo ORT per a la sobreexpressio de Fuc-1-PA ha
estat possible gracies a un projecte de col.laboracié amb Cobra Bio-Manufacturing plc.
Aquests vectors es venen utilitzant en diversos projectes per al’ obtencié de DNA a nivell
de produccié pero encara no s ha estudiat €l seu potencia per a la produccié de proteines
recombinants. Per aguest motiu es proposa estudiar la produccié de Fuc-1-PA en aquest

sistemad’ expressio.
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Els objectius fixats per a projecte de col.laboracié son el's seguents:

1.- Disseny i obtenci6 de nous vectors d’ expressio per ala produccio de Fuc-1-PA basats en
els vectors pORT 1.

2.- Transformacié de les soques DH1lacdapD i DH1lacP2dapD amb els nous vectors i
caracteritzacié a petita escala de les noves soques recombinants a nivell de creixement i

sobreexpressio de Fuc-1-PA.

3.- Estudi del comportament de les soques recombinants seleccionades en processos de

fermentaci6 a diferents escales.

Tota la part experimental relacionada amb aquest projecte de col.laboracié s haredlitzat a
les instal .lacions de Cobra Bio-Manufacturing plc. i els resultats obtinguts es descriuen en

tres subcapitols atenent a aquests tres punts d’ objectius fixats al’inici del projecte.
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VII.2. RESULTATSI DISCUSSIO.

VI11.2.1. Disseny i obtencié de nou vectorstipus pORT per ala produccio de Fuc-1-PA.

El plasmid pTrcHis consta basicament d’un origen de replicacido ColE1 per a alt nombre de
copies, del gen lacl? per a la sobreexpressi6 del repressor de promotors tipus lac i del gen
bla per a la resisténcia a B-lactamasa (ampicil.lina) (veure figura del plasmid a IV.2.1.1.
Descripcid de soques i vectors). Encara que conté les dues seqiiéncies de 1’operador lac
(lIacOs 1 lacOs) necessaries per a la seleccié i manteniment dels plasmids mitjangant el
sistema ORT, aquestes seqiiéncies no es troben correctament espaiades per garantir la

repressio (Miiller i col., 1996).

Es plantegen tres estratégies per optimitzar 1’expressido de Fuc-1-PA en soques del sistema

ORT.

a) Eliminaci6 dels gens bla i lacl? del vector pTrcfuc.

La via més simple per aplicar el sistema ORT en I’expressid de Fuc-1-PA passaria per a
utilitzar el mateix vector pTrcfuc eliminant-n’hi el gen bla. La sobreexpressié del repressor
de lac a partir de gen lacl® del mateix vector podria afectar a la competéncia per llocs
d’unid en que es basa el sistema ORT 1 es considera també necessaria I’eliminaci6é d’aquest
gen. Tot i aixi, I’incorrecte espaiat entre les dues seqiiéncies de 1’operador lac (lacO; i
lacOs3) del plasmid pTrcfuc no garanteixen el funcionament del sistema ORT i, finalment,

es desestima aquesta alternativa.

b) Transferéncia del cassette d’expressid de Fuc-1-PA al vector pORT]a.

El vector pORT1a ha estat especialment dissenyat per a la produccié de DNA mitjangant el
sistema ORT. Es un plasmid d’alt nombre de copies, no conté cap gen de resisténcia a
antibiotic i assegura el correcte espaiat entre les seqiiencies lacO; i 1acOs per a la uni6 del
repressor (veure Figura VIL.3.). Aquesta estratégia passa per ’escissio del cassette per a

I’expressi6 de Fuc-1-PA original de pTrcfuc i la seva introduccié a pORTla. Aquest
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cassette consta basicament de: el promotor Tre, el lloc de uni6 a ribosoma T7gl10, la
seqiiencia per la transcripcido d’un mini cistr6 i la seqiiéncia de fucA per I’expressio de Fuc-
1-PA com a proteina de fusi6 a una cua de sis histidines (veure Figura a I’Apendix 4).
S’obté la nova construccid plasmidica pORT1afuc per a I’expressio del gen fucA sota el

control del promotor Trc induible per IPTG.

L’estrateégia experimental per a 1’obtencié de pORT1afuc s’esquematitza a la Figura VIL4.
Els passos seguits son els segiients:

1.- Extracci6 del cassette d’expressido de Fuc-1-PA de pTrcfuc mitjangant els enzims de
restriccio Sspl i ECORI.

2..- Linialitzacié de pORT1 amb HinclI i EcoRI.

3.- Ligacio6 del dos fragments obtinguts (passos 1 i 2) per rendir pPORT 1fuc.

4.- Eliminaci6 del gen bla de pORT1fuc tallant als llocs d’escissié amb Fsel i relligant el
fragment obtingut lliure d’aquest gen per rendir pORT lafuc.

¢) Creaci6 d’un nou vector tipus pORT per a I’expressié de Fuc-1-PA sota el control del

promotor APy /Pg.

Com alternativa a la inducci6 per IPTG, es planteja 1’expressio de Fuc-1-PA en un plasmid
tipus pORT pero sota el control d’un promotor induible per temperatura. Aquesta estratégia
requereix, en un primer pas, la construccié d’un nou plasmid, pORT1Lfuc, introduint el
repressor induible per temperatura lambda cI857 1 els promotors lambda Pp i Pr a pORT1.
Finalment, introduint la seqiiéncia del gen fucA sota el control dels promotors lambda

s’obté pORT1aLfuc per a I’expressio de Fuc-1-PA induible per temperatura.

Els passos seguits experimentalment per a I’obtencié de pORT1aLfuc s’esquematitzen a la
Figura VIL.5 1 son els segiients:

1.- Mitjancant els enzims de restriccidé ECORI i Pstl, extraccidé de la regié que conté el
repressor lambda cI857 1 els promotors lambda Py 1 Pr d’un plasmid preexistent per al
control d’expressio sota aquest sistema pero inadequat per al sistema ORT.

2..- Linialitzacié de pORT1 amb PstI i ECORI.
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FiguresVI1.4i VII1.5
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3.- Ligacio del dos fragments obtinguts (passos 1 i 2) per rendir pPORTI1L.

4.- Extraccio del gen fucA del vector d’expressio original pTrcfuc amb Ncol i BstBI.

5.- Linialitzaci6 de pORTL amb ECORV i BspDI.

6.- Ligacio del dos fragments obtinguts (passos 4 i 5) per rendir pPORT1Lfuc.

7.- Eliminaci6 del gen bla de pORT1Lfuc tallant als llocs d’escissi6 amb Fsel i relligant el

fragment obtingut lliure d’aquest gen per rendir pPORT1aLfuc.

El mini cistré anterior al gen fucA a la seqiiéncia del cassette d’expressio original Trc no
s’inclou en aquesta estratégia de clonatge perd es manté el cistro per a I’expressio de Fuc-1-
PA com a proteina de fusid a una cua de sis histidines. D’aquesta forma, la Fuc-1-PA
obtinguda per qualsevol d’aquestes dues estratégies sera comparable amb 1’obtinguda amb

el vector pTrcfuc i conservara el mateix avantatge de cara a purificacio per afinitat.

Els resultats de seqiienciacié nucleotidica dels nous vectors, pORT1afuc i pORT1aLfuc,
confirmen les construccions esperades amb I’excepcid, en ambdds casos, d’'una mutacid
puntual al cassette d’expressié de fucA. No obstant, aquesta mutacidé puntual no afecta a la
seqiiencia codificant per al gen fucA d’interés ja que es troba a la regid posterior al
fragment codificant per la cua d’histidines (veure Apéndix.4.). Aquesta mutaci6 correspon
a la modificacié del nucleotid C en posicié 506 pel nucleotid G i implica, segons el marc de
lectura de la proteina de fusi6 His-Xpress-(Fuc-1-PA), el canvi d’histidina (H) a acid
aspartic (D) per a ’aminoacid en posicié 32 de la seqiiencia d’aquesta proteina de fusio. La
seqiienciacio nucleotidica posterior del cassette d’expressio de fucA del vector pTrcfuc,
demostra que aquesta mutacié ja es trobava en la seqiiencia de Fuc-1-PA expressada en

XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) i que no afecta a I’expressié de 1’enzim en forma soluble activa.

En tots els passos intermedis per arribar a obtenir els nous vectors, pORTlafuc i
pORT1aLfuc, i per confirmar la seva seqiiéncia s’utilitza una soca standard d’alta eficiéncia
en transformacid, E.coli XL10-Gold Kan' (Stratagene). Les soques DHIllacdapD i
DH1lacP2dapD, propies del sistema ORT (Cranenburgh i col., 2001), es transformen amb
els nous vectors pORT1afuc i pORT1aLfuc tnicament en 1’ultim pas del procés, havent

eliminat el gen de resisténcia a ampicil.lina. L’eficiéncia de transformacié en DH1lacdapD
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¢s alta 1 no es presenten problemes per [Daillament de transformants
DH1lacdapD(pORT1afuc) i DHllacdapD(pORT1aLfuc). En canvi, va ser impossible
obtenir clons transformants derivats de la soca DH1lacP2dapD. L’unica diferéncia entre
ambdues soques correspon a la mutacié de dos nucleotids a la seqiiéncia del promotor lac
per evitar I’expressio basal de DAP, que en DH1lacDapD permet el creixement de la soca
no induida en medi complex liquid (perd no en medi solid). Aquest canvi fa que les soques
recombinants de DHI1lacP2dapD siguin més estrictes en relacio al manteniment dels
plasmids amb el promotor lac que garanteixen la seva supervivencia (Cranenburgh i col.,
2001). Donat que en tots els estudis realitzats amb DH1lacdapD en sistemes ORT no s’ha
detectat problemes de segregacié plasmidica (comunicacié personal Dr. R. Cranenburgh,
Cobra Bio-manufacturing plc.) es decideix seguir endavant sense aquestes soques

alternatives.

V11.2.2. Caracteritzacio de les noves soques recombinants DH1lacdapD(pORT1afuc) i
DH1lacdapD(pORT1aLfuc).

Per a la caracteritzaci6 de les noves soques ORT s’estudia el seu comportament a nivell de
creixement, capacitat d’expressié de Fuc-1-PA i estabilitat plasmidica. La soca XL1 Blue

MREF’ (pTrcfuc) s’inclou també a 1’estudi a mode de control.

Creixement de DH1lacdapD(pORT1afuc) i DH1lacdapD(pORT1aLfuc) en LBi MD-FB.

DHllacdapD és auxotrofica per L-prolina i tiamina segons estudis preliminars de
caracteritzaci6 de la soca en medi minim mineral (comunicacié personal Dr. R.
Cranenburgh, Cobra Bio-manufacturing plc.). Quan es treballa amb les soques
recombinants derivades de DH1lacdapD, s’inclou L-prolina a concentracio final 0,5 g/l a la

composicio del medi MD-FB (a 10g glucosa /1).

L’estudi es realitza en matrassos Erlenmeyer de 250 ml de capacitat tal com es descriu a

I’apartat IV.3.b. de Materials i Metodes. Es treballa a la temperatura Optima de creixement



VII. Producci6 de Fuc-1-PA recombinant amb vectors pORT. 212

per a cada soca (37°C per DH1lacdapD(pORT1afuc) i XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc), 30°C per
DH1lacdapD(pORT1aLfuc)) i, paral.lelament, en medi complex LB i definit MD. Per
I’estudi de sobreexpressio recombinant de Fuc-1-PA, les soques Blue MRF’ (pTrcfuc) i
DH1lacdapD(pORT1afuc) s’indueixen a 500 uM d’IPTG a I’inici de I’etapa exponencial
de creixement (D.O.¢00nm = 1.00 ). En el sistema DHl1lacdapD(pORTlalfuc) s’indueix
I’expressié recombinant augmentant la temperatura de 30°C a 42°C. En aquest cas s’indueix
I’expressio al principi 1 al final de la fase exponencial de creixement (D.O.¢00nm = 1.00 1

D.0.600nm = 4.00 respectivament).

A la Figura VII.6 es mostren els resultats obtinguts en aquest experiment.
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Figura VII1.6. Perfils de creixement de les soques XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) i
DH1lacdapD(pORT1afuc), a 37°C, i DHllacdapD(pORT1aLfuc), a 30°C, en LB(cercles) i MD
(quadrats).(e, m) No induit, (0,0) induit a D.O.gyoum= 1,00, (¢, =) induit a D.O.¢ponm= 4,00.
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Després de la induccid, no s’observen modificacions del perfil de creixement respecte al
cultiu control no induit que indiquin un estrés metabolic associat a I’expressié recombinant
significatiu per cap de les soques incloses a I’estudi. En el cas de XL1 Blue MRF’
(pTrcfuc) aquest resultat ve a corroborar els obtinguts als capitols anteriors. Només en el
creixement de DHllacdapD(pORT1alLfuc) en medi MD induint a I’inici de la fase
exponencial, el creixement s’atura amb anterioritat assolint una concentracié cel.lular
maxima 2,5 cops inferior que el cultiu control no induit. Diversos aspectes en relacié a
I’increment de temperatura poden influir en aquest comportament: la disminucié de la
solubilitat d’oxigen al medi, la necessitat d’augmentar la velocitat de transferéncia d’oxigen
per mantenir el creixement cel.lular a I’incrementar-se la velocitat de creixement 1 també

I’efecte de la sobreexpressio recombinant sobre el creixement.

En medi LB, les velocitats especifiques maximes de creixement sén molt similars per les
dues soques induibles per IPTG, XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) i DH1lacdapD(pORT lafuc),
amb valors al voltant de 0,65 h™. Per la soca DH1lacdapD(pORT1afuc), tot i la reduccié de
temperatura, aquest valor és només lleugerament inferior, 0,57 h™, i es pot considerar
també del mateix ordre. Aquests resultats es venen a repetir en medi MD, un altre cop les
velocitats especifiques maximes de creixement son del mateix ordre per les dues soques
induibles per IPTG, XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) i DH1lacdapD(pORT1afuc), amb valors de
0,33 h™ i 0,37 h' respectivament. Tot i la reduccié de temperatura, la velocitat especifica
maxima de creixement de DHllacdapD(pORTlalfuc) és en aquests cas fins i tot

lleugerament superior, 0,40 h™".

Expressid de Fuc-1-PA en DH1lacdapD(pORT1afuc) i DH1llacdapD(pORT1al fuc)

A la Figura VII.7 es presenten els resultats obtinguts de la quantificacié de la fraccié de
Fuc-1-PA intracel.lular a final del creixement per a cada un d’aquests cultius. En paral.lel,

s’analitza 1’activitat especifica per a les mateixes mostres (Taula VIL.1.).
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XL1BlueMRF DH1lacdapD

Figura VI1.7. Electroforesi desnaturalitzant SDS-PAGE i quantificacié densitométrica de mostres
de la fraccio intracel.lular corregides per biomassa a final de creixement. (N) no induit (Ia) induit a
D.O. 600nm = 1,00 (Ib) induit a D.O. 600nm = 4,00. La soca recombinant (part superior), el medi
de cultiu ( part inferior en majuscules ) i I’estimacié de % de proteina total intracel.lular
corresponent a Fuc-1-PA (cursiva) s’indiquen sobre el gel.

Activitat especifica Fuc-1-PA afinal de creixement (UA-g'PS)

XL1BlueMRF'(pTrcfuc) DHllacdapD (pORT1afuc) DH1llacdapD (pORTlalfuc)

LB MD LB MD LB MD
No induit 218,7 213,1 (106,3) (115,8) (25,6) (38,0)
Ind. inici 320,0 628,6 (149,3) (40,2) 823,7 404,2
Ind. final o (124,7) (259,3)

Taula VII1.1. Quantificaci6 d’activitat Fuc-1-PA especifica a final de creixement. (En cursiva i
entre paréntesi): per indicar valors en el limit de deteccid de 1’assaig enzimatic.
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Els resultats obtinguts per a XL1 Blue MRF’(pTrcfuc) corroboren els obtinguts préviament
per a aquesta soca (veure Capitol I): ’efecte de la induccié en LB és molt petit i, en canvi,
en MD, I’acumulacié de Fuc-1-PA citoplasmatica supera el 30 per cent de proteina
intracel.lular a final de creixement i correspon a un increment de 3 cops D’activitat

especifica respecte al cas de no induccio.

De I’analisi densitométrica de DHl1lacdapD (pORTlafuc) s’extreu que 1’efecte de la
induccio és inapreciable en ambdds medis de cultiu mantenint-se els nivells d’expressio
constitutiva obtinguts per al cultiu no induit (al voltant del 10%). L’activitat especifica a
final de creixement per als mateixos cultius de DHI1lacdapD (pORT1afuc) (veure Taula
VIIL.1.) es situa sobre el limit de deteccido de 1’assaig enzimatic i ’error en les mesures
d’activitat corresponents dificultant la interpretacio d’aquests resultats. Només globalment,
1 de forma semi-quantitativa, es pot afirmar que, independentment del medi de cultiu i que
s’hagi induit o no I’expressid recombinant, I’activitat Fuc-1-PA ¢és redueix al voltant del
50% respecte a 1’obtinguda amb el cultiu de XL1 Blue MRF’(pTrcfuc) control no induit
(de 200 a 100 UA/g PS). Aquests resultats fan pensar que DH1lacdapD (pORT1afuc) no
respon a la induccio i té problemes per al correcte plegament de Fuc-1-PA cap a la seva

forma activa.

Per a DHllacdapD (pORT1lalLfuc), al canviar a un promotor del bacteriofag lambda
induible per temperatura, I’expressio basal es redueix en un 50% en ambdos medis respecte
a XL1 Blue MRF’(pTrcfuc) (passa de I’ordre del 10% al 5% de la proteina intracel.lular).
En LB, induint a I’inici de la fase exponencial de creixement s’assoleix una acumulacié de
Fuc-1-PA maxima per sobre del 35% de la proteina intracel.lular total. En canvi, quan en el
mateix medi s’indueix a una densitat optica superior, la inducci6é coincideix amb el final del
creixement i practicament no s’aprecia el seu efecte. En MD, la velocitat de creixement és
redueix lleugerament en relacié a LB, de 0,57 h'a040h iés possible assolir maxims
d’acumulacioé intracel.lular superiors al 30% independentment del moment d’induccio6 (a
D.O.60onm = 1,00 0 D.O.¢oonm = 4,00). Aquests resultats evidencien que I’expressio
recombinant va lligada a creixement i que, com succeia en XL1 Blue MRF’(pTrcfuc), és

necessari mantenir el creixement del cultiu induit un minim d’hores per assolir la maxima
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acumulacio de Fuc-1-PA. Sembla que, per a DHIlacdapD(pORT1aLfuc) i per a ambdos
medis de cultiu, 4 hores de creixement induit és suficient per que la fraccié de proteina total

intracel.lular corresponent a Fuc-1-PA superi el 30%.

Per a aquesta soca DHIlacdapD(pORT1aLfuc) creixent en LB s’assoleix I’activitat
especifica maxima per a cultius en Erlenmeyer obtinguda en aquest treball, 824 UA-g™' PS,
corresponents a un increment de 30 cops I’activitat en cas de no induccid. Per al cultiu en
MD amb la mateixa acumulacidé de Fuc-1-PA intracel.lular al voltant del 38%, 1’activitat
especifica es redueix al 50%, 404 UA-g"' PS, pero, tot i aixi, suposa incrementar 10 cops
I’obtinguda per a la situacid de no induccid. De forma contraria al que succeia amb XL1
Blue MRF’ (pTrcfuc), en aquest cas la naturalesa complexa del medi és un avantatge per al
plegament correcte de 1’enzim sobreexpressat cap a la seva forma activa a les condicions de

treball.

Amb el canvi de temperatura, al mateix temps que s’indueix 1’expressid recombinant,
s’incrementa la velocitat de creixement del microorganisme i la seva activitat metabolica.
L’efecte de la temperatura sobre la sobreexpressié recombinant en aquest tipus de sistemes
ha estat ampliament estudiat. L’augment de temperatura incrementa la sintesi de proteines
codificades als plasmids: en termes absoluts, perque s’accelera la sintesi proteica en general
(Farewell i Neidhardt, 1998), pero , també, en relacio a la sintesi de proteines de la cél.lula
hoste al incrementar-se el nimero de copies del plasmid per unitat cel.lular (Kapralek i col.,
1998 1 Hoffman i Rias, 2001). Si, per altra banda, es treballa amb promotors d’expressio
recombinant induibles per temperatura, 1’estrés metabolic associat al canvi de temperatura
pot ser encara més important i en aquesta situacid es solen activar respostes metaboliques
especifiques al xoc térmic i a la situacid d’estrés per la maxima activitat sintetica (Heat-
shock response i stringent response) (Goff i Goldberg, 1985; Harcum i Bentley, 1999).
S’accelera, entre altres mesures, la sintesi d’'un gran nombre de xaperones per intentar
evitar el plegament incorrecte de proteines cap a formes no actives. En aquesta situacio de
maxima activitat sintética, molts autors coincideixen en 1’avantatge que suposa treballar

amb medis de composicié complexa que aporten aminoacids que directament es poden
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utilitzar per allargar les cadenes proteiques i ajuden a alleugerar tota la sobrecarrega

sintética (Li i col., 1990; Han i col., 2001).

Estabilitat plasmidica de DH1lacdapD(pORT1afuc) i DH1lacdapD(pORT1aLfuc)

Per comprovar 1’efectivitat del sistema ORT per al control de segregaci6é plasmidica en
cultiuvs de DHIllacdapD(pORTlafuc) i DHllacdapD(pORT1alLfuc), es realitza un
experiment en Erlenmeyer en que es manté el creixement de cultius no induits un minim de
35 generacions i es comprova el contingut plasmidic per unitat cel.lular al Ilarg del temps.
D’aquesta manera s’intenta preveure la possible inestabilitat plasmidica al llarg d’un cultiu

semicontinu.

No és possible mantenir un creixement en Erlenmeyer més enlla de les 7 o 9 generacions,
depenent de la soca i condicions de treball. Per poder simular els problemes de segregacio
plasmidica associats a cultius llargs es fa necessari emprar el brou final de creixement d’un
cultiu de 24h com a inocul del segiient i repetir aquesta operacid tants cops com sigui
d’interés. Per assegurar 35 generacions de cultiu (equivalent a més de 100 h de cultiu
semicontinu en MD controlant la velocitat de creixement a 0,1 h™') es repeteix aquesta
operaci6 cinc cops. S’inclou també a I’estudi XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) sense suplementar
el medi de cultiu amb ampicil.lina com a marcador de selecci6. Els cultius es realitzen a la
temperatura optima de creixement per a cada soca (37°C per DH1lacdapD(pORT1afuc) i
XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc), 30°C per DH1lacdapD(pORT1aLfuc)) i paral.lelament en LB i
MD.

Per determinar 1’estabilitat plasmidica s’utilitzen dues técniques diferents: analisi de DNA
plasmidic i la resposta al marcador de seleccid. Per una banda, es compara el contingut
plasmidic relatiu a biomassa al llarg del temps sobre gels d’agarosa utilitzant mostres de
cada 24 hores de cultiu corregides per biomassa i processades per a I’extraccido del DNA
plasmidic. De forma complementaria, al final del procés es determina el tant per cent de
cel.lules que responen a la preséncia del marcador de seleccio i que per tant, han mantingut

el contingut plasmidic al llarg de les generacions de cultiu (veure Materials i Métodes
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IV.5.4.1.). Per a les soques basades en el sistema ORT, s’utilitza com a marcador de
seleccio IPTG: només les cel.lules que han mantingut el plasmid han de sobreviure en
creixement en medi solid sense suplementacié6 amb IPTG. En el cas de XL1 Blue MRF’
(pTrcfuc) només les cél.lules que mantenen el gen codificant per a la resisténcia a

ampicil.lina sobreviuran a la suplementacié del medi solid amb aquest antibiotic.

140

LB MD LB MD LB MD
120 ~

100 ~

80 ~

60 ~

Num. total colonies

40 ~

20 -

XL1 Blue MRF' (pTrcfuc) DH1lacdapD(pORTafuc) DH1lacdapD(pORTaLfuc)

socaimedide cultiu

Figura VI1.8. Resultats de segregacié plasmidica per seguiment de la fraccid de cél.lules que
mantenen la seva capacitat de divisio en cultiu en LB amb/sense el marcador especific de seleccid.
(W, W) sense marcador de seleccid: sense ampicil.lina i amb IPTG respectivament. (m, m) amb
marcador de seleccio: amb ampicil.lina i sense IPTG respectivament.

Els resultats obtinguts es mostren a les Figures VIL.8 i VIL.9. Si s’analitzen primer els
resultats de resposta al marcador de seleccid (veure Figura VII.8), I’inic cas en que sembla
haver un problema de segregacio plasmidica important és en el cultiu de XL1 Blue MRF’
(pTrcfuc) en medi complex LB. A final del creixement en aquest medi, al voltant del 40%
de les cel.lules han perdut el plasmid per a I’expressié recombinant de Fuc-1-PA. Quan el
mateix microorganisme es cultiva en medi MD els problemes de segregaci6é es redueixen
significativament amb una pérdua de contingut plasmidic a final de creixement només del

10%. D’aquests resultats es pot extreure que la probabilitat de segregacioé plasmidica en
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cultius semicontinus de XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) en medi MD suplementant ampicil.lina
al llarg de tot el procés, com els realitzats al Capitol VI, és baixa i que es podria provar

d’eliminar aquest antibiotic del medi sense esperar segregacions plasmidiques importants.

Per a les soques amb control de segregacid pel sistema ORT no s’observen comportament
diferents segons el medi de cultiu. Els millors resultats s’obtenen per a
DH1lacdapD(pORT1aLfuc) amb total estabilitat plasmidica. Per a
DH1lacdapD(pORTlafuc) en ambddés medis s’estimen segregacions plasmidiques al
voltant del 15%.

Mida
(pb):
5000

1000
500

XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc)

5000

DH1lacdapD (pORTafuc
1000 apD (p )
500

DH1lacdapD (pORTaLfuc)

Figura VII.9 Resultats d’estabilitat plasmidica segregacional i estructural per seguiment del
contingut de DNA plasmidic relatiu a biomassa. Descripci6 dels carrils: M: marcador de seleccio,
C: mostra control del plasmid d’interes, (1,2,3,4,5): mostra a final de creixement per consecutives
resembres realitzades cada 24 hores de cultiu.
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El seguiment de concentracidé plasmidica relatiu a biomassa al llarg del procés ve a
corroborar aquests resultats (veure Figura VIIL.9). Aquesta €és una técnica semi-quantitativa
que requereix d’una gran manipulacié de les mostres i en la que els resultats dependran de
la qualitat del procés per a I’extracciéo del DNA plasmidic, no obstant, dona informacio
addicional en relaci6 a D’estabilitat estructural del plasmid: possibles modificacions o
deleccions. Es mostren els resultats d’extracci6 de DNA de mostres corregides per
biomassa per cada 24 hores de cultiu. La intensitat de la banda corresponent al plasmid
d’interés és proporcional al numero de copies del plasmid per unitat de biomassa i la
preséncia de bandes inesperades d’altres mides indica I’inestabilitat estructural del
plasmid.. Només per als cultius de XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) en LB i MD s’observa una
tendencia clara a la reducci6 del niimero de copies del plasmid per unitat de biomassa al

llarg del temps i, en tots els casos, es descarten problemes d’estabilitat estructural.

A la Taula VIL.2 es presenta un resum dels resultats obtinguts en aquest estudi per a la
caracteritzaci6 de les noves soques recombinants en base al sistema ORT. El comportament
d’ambdues soques ORT és molt similar en relacid a creixement i estabilitat plasmidica pero

molt diferent en relacid a I’expressio recombinant de Fuc-1-PA.

XLI1 ... (pTrefuc)  DHI ... (pORTlafuc) DHI...(pORT1aLfuc)

Temp. creixement / induccié:  37°C/ 500 uM IPTG  37°C /500 uM IPTG 30°C /42°C
LB MD LB MD LB MD
-p (") max.: 0,63 0,34 0,66 0,37 0,57 0,35
- Estabilitat plasmldlca ' 58 ]7 38 85 98 99
(% manteniment de plasmid):
- Acumulacié max. Fuc-1-PA 16 31 10 11 38 39
(% proteina total):
- Activitat especifica max. 320 628,6  (1493) (1158) 8237 4042

Fuc-1-PA(UA-g'PS):

Taula VI1.2. Resum dels resultats de caracteritzacié en matras Erlenmeyer de les noves soques
recombinants basades en el sistema d’expressi6 ORT i1 comparaci6 amb la soca XL1 Blue
MRF’(pTrcfuc). (En cursiva i entre paréntesi): per indicar valors en el limit de detecci6 de I’assaig
enzimatic.
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La soca DH1lacdapD(pORT1afuc) no respon a la inducci6 en cap dels medis de treball. A
la vista dels resultats obtinguts, aquest comportament no es pot explicar per problemes de
segregacio o deleccions del plasmid ni tampoc per problemes associats al cassette per a
I’expressio de Fuc-1-PA (es manté 1’utilitzat en XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) i en aquest cas
s’observa una clara resposta a la inducci6). En aquesta soca, tant el control de segregacid
plasmidica com el de regulaci6é d’expressid recombinant depenen de la unié del repressor
lac cromosomic als operadors lac plasmidics. La baixa expressié basal, molt similar a la
obtinguda per XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) amb expressio de repressor lac addicional
plasmidica per millorar la regulacié de transcripcid, ve a indicar que el nimero de copies
del plasmid per unitat cel.lular és suficient per mantenir la supervivencia de la soca
alliberant el punt d’uni6 del repressor al cromosoma amb la competéncia per punts d’unid
plasmidics perd que, practicament, queden coberts tots els punts d’unido plasmidics
observant-se 1’expressid basal propia de la regulacid poc eficient del promotor Trc. Tot i
aixi, s’esperaria resposta a la induccio: 'IPTG competiria per la unié del repressor

disminuint la seva afinitat pels operadors lac plasmidics i incrementant la transcripcio.

El repressor lac és un tetramer que es pot unir simultaniament a dos operadors lac d’una
mateixa molécula de DNA, sent la repressio tant més forta com millor situats estiguin els
dos operadors per augment de la concentracio del repressor al voltant dels punts d’uni6
(Miiller i col., 1996). Sembla que d’alguna manera, la preséncia de tres operadors lac en el
plamid pORT1afuc (dos del vector de clonatge pORT1 i un per al control d’expressié de
Fuc-1-PA) incrementa [’afinitat del repressor per I’operador plasmidic i 'IPTG ja no
suposa competéncia per la seva uni6. Per incrementar 1’expressid recombinant en
DH1lacdapD(pORT1afuc) es podria provar d’utilitzar un origen de replicacidé plasmidic
més fort per incrementar el nimero de copies del plasmid per unitat cel.lular i/o disminuir

I’expressi6é cromosomica del repressor.

En la soca DHl1lacdapD(pORT1aLfuc), en canvi, la utilitzacié de sistemes de control
diferents per I’estabilitat plasmidica i la sobreexpressid recombinant permet assolir

concentracions especifiques maximes de Fuc-1-PA que superen el 35% del total de proteina
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intracel.lular en ambdés medis de cultiu i evitar completament els problemes de segregacid

plasmidica simultaniament.

En base a tots aquests resultats, es tria la soca DH1lacdapD (pORT1aLfuc) per estudiar la
viabilitat de produccié de Fuc-1-PA en fermentador utilitzant el sistema d’expressio6 ORT
Tot i que el medi LB es presenta com la millor alternativa per maximitzar I’activitat
especifica de I’enzim (824 UA Fuc-1-PA/g PS al final del procés), es decideix treballar
amb medi MD (404 UA Fuc-1-PA/g PS al final del procés). Es pren aquesta decisio
pensant en utilitzar 1’estratégia operacional semicontinua per limitaci6 en glucosa posada a
punt al capitol anterior d’aquest treball per aquests estudis en fermentador i en base al

plantejament de dues hipotesis:

- Si es possible assolir CADC amb aquesta estratégia, la productivitat volumetrica
global del sistema podria ser molt superior tot i mantenir una activitat especifica
inferior.

- El fet de poder controlar la velocitat de creixement després de la induccidé podria
reduir ’efecte de I’increment de temperatura sobre 1’expressid recombinant

millorant I’activitat especifica estimada en MD.

Per altra banda, aquesta decisio resulta atractiva pel fet que encara no s’ha provat aquest

sistema d’expressio ORT en cultius en medi definit.

VI11.2.3. Adaptacio de I’ estrategia semicontinua exponencial per limitacio de glucosa al
creixement de DH1llacdapD(pORTlaL fuc) en MD-FB i per ala produccio de Fuc-1-
PA.

Amb D’objectiu d’assolir CADC treballant amb DH1lacdapD(pORT1aLfuc), es decideix
provar la mateixa estratégia semicontinua exponencial sense control retroalimentat i en
base a un perfil teoric d’addicié optimitzada per al cultiu de XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc).

Aquesta estratégia es basa en el control d’addici6 de glucosa com a unica font de carboni de
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forma que limiti el creixement 1 permeti mantenir la velocitat de creixement constant (veure

Capitol VI)

Implementaci6 de I’ estratégia semicontinua per limitacié de glucosa a |’ equip de treball
Applikon 5l.

A la Figura VII.10. es presenten els resultats obtinguts per a la implementacié d’aquesta
estratégia semicontinua de treball a 1’equip Applikon de 7 1 (Ref.: Z61103CTO07; FT
Applikon Ltd.). Amb I’objectiu d’introduir el menor nombre de variables possible en
aquesta implementaci6 es treballa amb la soca recombinant utilitzada per a 1’estudi de
I’estratégia, XL.1 Blue MRF’ (pTrcfuc), i seguint el protocol optimitzat per a aquesta soca
segons els resultats del Capitol VI.

Es fixa la concentraci6 de glucosa a 25 g - I'! per a I’etapa discontinua i s’utilitza hidroxid
amonic 25 % (p/v) per al control de pH durant el creixement. Per a tots els experiments en
fermentador realitzats a Cobra Bio-manufacturing plc., la concentracié d’oxigen dissolt a
mantenir al medi de cultiu es redueix del 50% al 20%. Per al control d’alimentaci6 en
I’etapa semicontinua, s’adapta el programa de control d’addicio, basat en el perfil teoric de
creixement a velocitat constant segons les equacions de balang per al sistema (veure
Apendix 1), al nou equip de treball. En aquest cas, no es disposa d’una microbureta per
controlar els volums d’addicio i es substitueix per una bomba peristaltica basant el control
en el calcul d’esglaons de cabal d’addicid i fixant el temps d’actualitzacié en 15 minuts. El
valor estimat de Yy:giucosa per @ XL1 Blue MRF” (pTrcfuc) a p = 0,1 h!, com a parametre de
control, es manté en 0.30 +/- 0,02 g PS - g”' glucosa tal com s’havia estimat per a les
mateixes condicions de treball a I’equip Biostat B® (Braun Biotech Int.). Donat que
I’objectiu de I’experiment és provar la possibilitat d’implementar 1’estratégia optimitzada

en un nou equip de treball, no s’indueix 1’expressié recombinant.

Es treballa paral.lelament amb dos equips idéntics, fixant la velocitat de creixement en 0,1

h', Fermentacié FB-9, i 0,2 h™"* Fermentacié FB-10, respectivament. Es pensa a provar
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d’augmentar la velocitat de creixement a 0,2 h”' per tal de reduir la duracié de I’etapa
semicontinua de creixement i adaptar el temps del procés a horaris laborals amb més
facilitat. A la Taula VIL.3 es mostren els valors estimats per als principals parametres de

creixement d’aquestes fermentacions.

L’equipament emprat per aquesta segona implementacié de I’estratégia semicontinua a
Cobra Bio-Manufacturing plc. (U.K.) no ¢és tant precis com [’utilitzat al Departament

D’Enginyeria Quimica (UAB) per la seva optimitzaci6 primera. A destacar:

1) en relacié al sistema d’alimentacié en la fase semicontinua, es passa de treballar
amb una microbureta amb precisié d’ordre de ul i temps d’actualitzacié d’un minut
a emprar una bomba peristaltica de precisio de 1’ordre de ml i temps d’actualitzacio
cada 15 minuts.

2) Les precisions dels metodes analitics per al seguiment de I’evolucio dels cultius 1
estimacid dels parametres de control, basicament: per la determinacié de glucosa,
amoni i acid acétic, son inferiors als emprats anteriorment (veure Apartat IV.5.,

Materials i Métodes).
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Figura VI1.10. Implementacié de I’estratégia semicontinua a ’equip Applikon de 7 1 (Ref.:
Z61103CT07; FT Applikon Ltd.). Creixement de XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) a 0,1 h™' (simbols
plens) i a 0,2 h™' (simbols buits) en medi MD-FB. (4,0) Biomassa total (g PS); (m,0) glucosa (g - '),
(—, ) perfils d’alimentacio i oxigen dissolt per 0,1 h™ i 0,2h™" respectivament., (A, A) acétic (g- I’

Y, (¥,V)amoni (g - I').
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Etapa de cultiu Periode de n Y aPwiglucosa
temps
(h) (") (gPS/ggluc)

ExpFB-9.(0,1 h™)

Discontinua: 0-16 - -

Semicontinua; 16-26 0,128 0,340
ExpFB-10 (0,2 h™)

Discontinua: 0-14 -—- -—--

Semicontinua: 14-23 0,185 0,397

Taula VI1.3. Estimacié de parametres de fermentacié per a FB-9 i FB-10. Implementacié de
I’estratégia semicontinua a 1’equip Applikon de 7 I (Ref.: Z61103CT07; FT Applikon Ltd.) amb
XL1 Blue MRF’(pTrcfuc).

Quan es fixa la velocitat de creixement a 0,1 hl, globalment, els resultats venen a reproduir
els préviament obtinguts amb I’equip Braun Biostat B®. Es possible mantenir la velocitat de
creixement al voltant del valor prefixat durant tot el procés sense acumulacions de glucosa
al medi de cultiu, mantenint la concentracié d’amoni com a font de nitrogen constant al
voltant de 1,0 g - 1" i sense detectar acumulacions d’acétic al medi. Utilitzant anicament
aire per al subministrament d’oxigen al cultiu, el creixement es comenca a aturar a les 26 h
de fermentacido per limitacid en la velocitat de transferéncia d’oxigen i amb una
concentraci6 cel.lular final de 30 g PS - I"'. Només a partir d’aquest moment es comencen a
acumular acid acétic 1 amoni al vas de fermentacio. La baixa precisié de 1’equipament 1
metodes analitics emprats no permet estimar prou ajustadament ni la concentracio de
glucosa en I’aliment per al control d’addicid, ni el volum addicionat en cada esglad
d’addicio, ni els parametres de rendiment dels diferents nutrients cap a biomassa. Com a
conseqiiéncia, tant la velocitat mantinguda al llarg del creixement semicontinu, 0,13 h',
com el valor estimat experimentalment pel rendiment Yapx:giucosa » 0,34 g PS - g glucosa,
son lleugerament superiors que els prefixats per al control d’addici6. Aixi, tenint en
consideracid aquestes limitacions en la precisid de I’equipament, es pot concloure que

I’estrategia implementada funciona i permet assolir altes densitats cel-lulars.

Dels resultats obtinguts quan es fixa la velocitat de creixement a 0,2 h™' s’extreu que

I’estratégia semicontinua funciona també al doblar la velocitat de creixement. Tampoc en
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aquest cas es detecten acumulacions d’acétic ni es perd el control sobre les concentracions
de glucosa residual ni amoni al medi al llarg de tot el procés. A les 18 hores de creixement,
només quatre hores després d’iniciar 1’etapa alimentada i amb una concentracié cel.lular de
16 g PS - I, el creixement queda limitat per la velocitat de transferéncia d’oxigen. Per tal
d’allargar suficientment la vida del cultiu i poder determinar I’eficacia de 1’estratégia
semicontinua en aquest cas, s’enriqueix ’aire d’entrada al tanc de fermentaci6 al 50% en
oxigen. Cap a les 23 hores de cultiu la transferéncia I’oxigen torna a limitar el creixement

amb una concentracio final assolida de 33 g PS - 1.

Fixant la velocitat de creixement a 0,1 h™ i sense enriquir I’aeracié en oxigen, amb I’equip
Applikon de 7 1 (Ref.: Z61103CTO07; FT Applikon Ltd.) és possible assolir concentracions
cel.lulars molt superiors que en el Braun Biostat B®: 30g PS ‘I front 15g PSI"'. Es pot
extreure que 1’equip Applikon 71 és molt més eficient en relacio a la transferéncia d’oxigen
del medi de cultiu al microorganisme. D’altra banda, al doblar la velocitat de creixement a
0,2 h' treballant amb el mateix equip de fermentacié Applikon 71, s’observa que aquest
augment en la velocitat de creixement suposa un augment proporcional en la velocitat de
transferéncia d’oxigen requerida per mantenir el creixement. En les mateixes condicions
d’aeracid, sense enriquir amb oxigen, la maxima concentraci6 cel.lular assolida al doblar la

velocitat de creixement es redueix gairebé a la meitat : de 30 g PS - 1" a 16 g PS - I,

Als laboratoris de Cobra Bio-manufacturing plc. no es disposa de xarxa de subministrament
d’oxigen pur i treballar directament amb bombones d’oxigen suposa un conflicte per a les
normes de seguretat de I’empresa. Per aquest motiu, s’intenta trobar unes condicions de
treball que ens permetin avaluar I’eficacia de I’estratégia de fermentacié semicontinua per
al cultiu de la nova soca recombinant DH1lacdapD(pORT1aLfuc) evitant la necessitat de
treballar amb aire enriquit tot i que aixo suposi assolir densitats cel.lulars finals inferiors.
En base a aquest criteri, es fixa la velocitat de creixement en 0,1 h' tot i haver provat que
I’estratégia és igualment valida al doblar la velocitat de creixement i que, en aquest cas, al
reduir-se substancialment el temps de fermentacié es milloraria la productivitat cel.lular del
procés. No s’arriba a avaluar pero ’efecte que I’increment en la velocitat de creixement

podria tenir sobre la qualitat de la proteina recombinant a I’induir-ne 1’expressio.
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Caracteritzacio del creixement de DH1lacdapD(pORT1aLfuc) en medi definit MD-FB per a

|’ etapa discontinua del procés semicontinu a adaptar.

Es realitza una série d’estudis preliminars per caracteritzar el creixement discontinu de la
soca DH1lacdapD(pORT1aLfuc) en el medi definit MD-FB. La necessitat de suplementar
aquest medi amb L-prolina per salvar I’auxotrofia d’aquesta soca per aquest aminoacid

encareix substancialment el cost del medi.

El consum relatiu d’aminoacids auxotrofics a biomassa pot variar amb el medi i1 les
condicions de cultiu, la concentracid de glucosa al medi de cultiu, el mode d’operacio
(discontinu, semicontinu o continu), i la velocitat de creixement segons les necessitats
biosintetiques del microorganisme en cada cas (Rothen i col., 1998). Per altra banda, un
excés de determinats aminoacids pot inhibir el creixement del cultiu reduint la concentracid
cel.lular maxima assolible i la maxima velocitat especifica de creixement (Rothen i col.,
1998). En el cas de la L-prolina, el Dr. Rothen i col.laboradors estimen aquest consum
relatiu en 24 mg L-prolina - g’ PS (equivalent a 0,012 g L-prolina - g glucosa si es
considera Yy/glucosa = 0,5) en estudis en quimiostat en medi definit mineral a 0,2 h'i 30g/1
glucosa (Rothen i col., 1998). Anteriorment, en estudis en quimiostat a 0,4 h™ i en medi
definit mineral a concentracié de glucosa al medi de 2 g/l, es troba publicat un valor
superior de 0,02 g L-prolina - g glucosa (Yee i Balnch, 1993a). Altres estudis en
quimiostat i medi definit mineral mantenint la concentracié de glucosa constant a 10 g/I,
estimen la seva concentracio per no limitar el creixement entre 0,4 1 1,0 g/l depenent de la
velocitat de creixement fixada per I’estudi (Seo i bailey, 1985; Mak 1 col., 1992; Favre-

Bulle i col., 1993).

La millor manera d’estimar el consum relatiu de L-prolina a glucosa per
DH1lacdapD(pORT1aLfuc) a les condicions de treball passaria per realitzar estudis en
quimiostat per simular les condicions d’operacio en 1’etapa discontinua i semicontinua de
I’estratégia de fermentacid que es pretén adaptar: treballant en medi MD-FB fixant la

concentraci6 de glucosa i velocitat de creixement respectivament en 25g/1 1 0,4h™ i 0 g/l i
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0,1 h™'. No és factible pero realitzar aquest tipus d’experiments en continu als laboratoris de
Cobra Bio-Manufacturing plc. 1 es fa una aproximacié a I’estudi de suplementacidé en
matrassos Erlenmeyer mantenint la concentraci6 en glucosa i variant la concentracié en L-
prolina per tractar d’avaluar I’efecte de la seva concentracié relativa a glucosa sobre el

creixement.

En treballs en discontinu en matras Erlenmeyer realitzats amb anterioritat a Cobra Bio-
manufacturing plc. s’obtingué que, en medi minim mineral a 10 g glucosa/l , amb una
suplementacio de 0,5 g L-prolina/l s’assoleix un creixement Ooptim de la soca mentre que
0,1 g L-prolina/l és una concentraci6 suboptima (comunicacié personal Dr. R.
Cranenburgh, Cobra Bio-manufacturing plc.). S’inicia aquest apartat amb un petit estudi en
matras Erlenmeyer per comprovar aquest resultat i veure si es possible reduir encara més la
concentraci6 de L-prolina al medi tot abaratint el cost final del procés. A la Figura VII.11.
es mostren els resultats obtinguts amb concentracions de 0,2, 0,5 i 2,0 g L-prolina/l en medi

MD-FB a 10g glucosa/l.
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Figura VI1.11. Estudi de suplementacié del medi MD-FB en L-prolina per al creixement optim de
DH1lacdapD(pORT1aLfuc).
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No s’aprecien diferéncies significatives de creixement: per a totes les concentracions de L-
prolina assajades s’assoleix la mateixa densitat cel.lular final i la maxima velocitat
especifica de creixement és molt similar. S’extreu que:
a) concentracions fins a 2 g L-prolina /1 no resulten inhibitories per al creixement
discontinu de la soca en MD-FB i
b) és possible reduir encara la concentracié de L-prolina relativa a glucosa necessaria

per assolir un creixement optim fins a 0,2 g/l en les condicions de treball.

En base a aquest resultat, es tria un coeficient de consum relatiu de L-prolina a glucosa
baix, 0,02 g L-prolina per g glucosa, per iniciar els estudis de creixement discontinu en
fermentador 1 poder acabar de precisar aquest valor en condicions de cultiu optimes que

permetin prorrogar-lo fins que sigui la manca de L-prolina qui limiti el creixement.

Donat que la glucosa pot actuar com inhibidor del promotor lac (regulacid per catabolit)
(veure Apendix 4), interessa avaluar com pot afectar utilitzar glucosa com a font de carboni
per al creixement d’aquesta soca en la qual rutes sintétiques essencials per al
microorganisme es troben sota el control d’aquest promotor (veure VII.1.3.). Es evident que
aquesta soca ¢és capag¢ de créixer en MD-FB, tal com es desprén de I’estudi previ de
suplementaci6é de L-prolina en matras Erlenmeyer, perd podria ser que aquest creixement

fos en condicions suboptimes.

Per determinar 1’eficiéncia de la glucosa com a font de carboni per al creixement d’aquesta
soca en medi MD-FB es realitza un experiment comparant, sota les mateixes condicions de
cultiu discontinu, el creixement en:
a) glucosaa25g-1",
b) glucosa a 25 g - I'amb suplementacié d’IPTG a concentraci6 final al medi de 1
mM,
¢) iglicerola25g-1".
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La suplementaci6 amb IPTG garanteix la total induccid dels gens sota el control del
promotor lac i permetra avaluar el possible efecte inhibitori de la glucosa per al creixement.
El glicerol s’inclou a I’experiment com a font de carboni alternativa per al creixement d’E.
coli en processos semicontinus (Korz i col., 1995; Neubauer i Winter 2001) que es podria
arribar a considerar per a substituir la glucosa com a font de carboni treballant amb la

mateixa estratégia semicontinua.

L’experiment es realitza a I’equip Applikon 71 en medi MD-FB a 25 g glucosa/l i mantenint
les mateixes condicions de creixement discontinu descrites pel creixement de XL1 Blue
MRF’ (pTrcfuc). Unicament s’inclouen dues modificacions: la temperatura de creixement
es redueix de 37°C a 30°C per evitar la induccio térmica de 1’expressio recombinant i, es
suplementa L-prolina aplicant la ra¢ trobada a 1’experiment previ en matras Erlenmeyer,
0,02 g L-prolina per gram de la font de carboni emprada en cada cas. Els resultats es

presenten a la Figura VII.12.
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Figura VI1.12. Creixement discontinu de DH1lacdapD(pORT1alLfuc) en medi definit MD-FB a
30°C. Perfils de: Biomassa total go) 1 d’agitacio ( ) per a cada font de carboni emprada: (a) 25 g
glucosa - 1", (b) 25 g glucosa - 1"'amb suplementacié 1 mM d’IPTG i (c) 25 g glicerol - 1. Fletxes:
suplementacions puntuals del medi: (1) L-prolina i Tiamina per recuperar la concentracio inicial al
medi, 0,5 g L-prolina - I 1 0,01 g Tiamina - "' respectivament, i Lisinaa 0,5 g 1", (2)en (a)a 0,5 g
L-prolina - I'', en (b) a 0,01 g Tiamina - 1" i en (c) a 0,5 g Lisina - 1", (3) 2 0,5 g L-prolina - I"",

Tal com indica la primera parada sobtada d’agitacio a la Figura VII.12., al voltant de les 8
hores de cultiu en glucosa (6h en glicerol), s’atura el creixement i es decideix suplementar
el medi amb els principals components en que la soca es defineix com auxotrofica (L-
prolina, Tiamina i Lisina) procedint experimentalment tal i com es descriu a la Figura
VII.12. Inicialment s’addiciona una barreja dels tres components en cada reactor per
assegurar una concentracié minima de 0,5 g - I'' al medi en cada aminoacid i de 0,01 g - I
en Tiamina. En tots tres casos es recupera el creixement del cultiu indicant que,
efectivament, un d’aquests tres components ¢€s el limitant de creixement. El creixement
torna a aturar-se posteriorment i, en aquest cas, s’addiciona només un dels tres components
en cada reactor. Unicament en el suplementat amb L-prolina es recupera el creixement i per
confirmar que ¢€s aixi, els altres dos també es suplementen amb L-prolina poc després

observant-se el mateix efecte.

Dels resultats obtinguts s’extreu que la relacio 0,02 g L-prolina per gram de la font de
carboni és insuficient per mantenir el creixement. En tots els casos es fa necessari recuperar

la concentraci6 inicial de L-prolina al medi de cultiu dos cops per mantenir el creixement

Perfil d'agitacio (rpm)
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fins exhaurir la font de carboni inicial al medi de cultiu. Amb els resultats obtinguts
s’estima un nou valor de consum de L-prolina relatiu a glucosa per a I’etapa discontinua de
creixement: 0,065 g L-prolina - g glucosa. No és possible arribar a aquest resultat en
I’estudi previ de suplementacié en matras Erlenmeyer, ja que el creixement queda limitat
per altres raons (principalment, limitacié d’oxigen, variacié de pH, acumulacié de toxics de
metabolisme) abans que es pugui apreciar aquesta limitaci6 en L-prolina (veure Figura

VIL11).

El glicerol es presenta com una bona alternativa a la glucosa com a font de carboni per al
creixement de DHllacdapD(pORTl1aLfuc). Els valors de velocitat maxima especifica de
creixement son només lleugerament inferiors als obtinguts en glucosa, 0,36 h™ front a 0,40
h'l, i el rendiment relatiu a biomassa es redueix en un 20% treballant amb glicerol, 0,41 g

PS - g glicerol front a 0,50 g PS - g glucosa.

No s’observen diferéncies significatives en els perfils de creixement obtinguts en els cultius
en glucosa i en glucosa més suplementacié d’IPTG (veure Figures VII.12. (a) 1 (b)) i es
conclou que la glucosa no té cap efecte inhibitori apreciable sobre el creixement de
DH1lacdapD(pORT1aLfuc) a les condicions de treball. Amb aquest resultat, es decideix
mantenir la glucosa com a font de carboni per a la implementacié de 1’estratégia
semicontinua: I’aprofitament de glucosa cap a biomassa ¢és superior que el de glicerol 1
aquesta ¢és la font préviament utilitzada en 1’optimitzacié de 1’estratégia semicontinua.
Unicament cal modificar la composicié del medi MD-FB augmentant el contingut en L-

prolina a ’etapa discontinua segons la relaci6 0,065 g L-prolina - g glucosa.

Per confirmar el valor estimat de consum de L-prolina relatiu a glucosa, es realitza un
segon experiment repetint el creixement discontinu a 25 g 1" en glucosa suplementant L-
prolina segons el consum relatiu a glucosa estimat 0,065 g L-prolina - g glucosa i doblant
aquesta relacio, 0,130 g L-prolina - g’ glucosa. A la Figura VII.13 es presenten els resultats

obtinguts.
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Figura VI1.13. Creixement discontinu de DH1lacdapD(pORT1alLfuc) en medi definit MD-FB a
30°C. Simbols plens: 0,065 g L-prolina - g glucosa; Simbols buits: 0,130 g L-prolina - g" glucosa
(e,0) D.O. 600nm, (m, O) concentracié de glucosa, (V¥,V) concentraci6 d’amoni, (A,A)
concentracié d’acétic, (¢, 0) biomassa total, (—— , ) perfils d’agitacié a 0,065 1 0,130 g L-
prolina - g glucosa respectivament.
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Els perfils de creixement son molt similars per a ambdues concentracions de L-prolina
assajades. Sembla pero que, en el cas de menor concentracid en L-prolina, la velocitat de
consum de glucosa al final de creixement és inferior i que la concentracid d’acétic
acumulada quan s’atura el creixement discontinu, cap a les 13h de cultiu, és
considerablement superior sobrepassant els 4g-1”" front els 2 g-I"" acumulats quan es dobla la
concentraci6 de L-prolina. Aquests resultats es poden explicar considerant que la
concentracié de L-prolina al medi treballant amb la relacié de consum relatiu a glucosa
inferior s insuficient per mantenir el creixement al final del cultiu i la glucosa al no poder
metabolitzar-se cap a la formacidé de biomassa sense L-prolina tendeix a metabolitzar-se

cap a la formaci6 d’acid acetic.

Doblar aquesta relacié de consum relatiu no afecta el creixement perd un cop exhaurida la
glucosa , sembla que, en aquest cas, la situacio és la contraria: I’excés de L-prolina acaba
sent metabolitzat per la soca com a font de carboni. Es tractaria d’un comportament diduxic
del sistema adaptant-se a una segona font de carboni un cop exhaurida la principal. Als
laboratoris de Cobra Bio-manufacturing plc. no es disposa d’equipament posat a punt per la
deteccié d’aminoacids i no es pot comprovar aquesta hipotesi perd aquest comportament
explicaria perque hi ha una revifada en I’agitacié poc després d’esgotar-se la glucosa, ara
per mantenir el creixement en L-prolina fins el seu esgotament. Donat que en cap cas s’han
observat efectes inhibitoris per excés de L-prolina al medi i per evitar que en algun moment
la L-prolina pugui estar limitant el creixement del cultiu es tria aquesta segona relacié de
consum relatiu de L-prolina a glucosa per a I’etapa discontinua de 1’estratégia semicontinua

a adaptar.

Adaptacié de |'estratégia semicontinua per limitacié de glucosa al creixement de
DH1lacdapD(pORT1al fuc) en MD-FB: etapa alimentada.

Es realitza un experiment preliminar, FB-11, per avaluar les possibilitats de creixement de
DH1lacdapD(pORT1aLfuc) segons ’estratégia semicontinua optimitzada per a XL1 Blue
MREF’ (pTrcfuc). Es redueix la durada de D’etapa discontinua del procés fixant la
concentracié inicial al medi en 5 g glucosa - "' i es manté la relaci6 0,13 g L-prolina - g

glucosa per a la formulacié del medi MD-FB en aquesta etapa. Per al control d’addici6
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durant I’etapa alimentada, el rendiment de glucosa a biomassa, Yap x.gc, €s fixa en base a
la bibliografia en 0,40 g PS-g" glucosa (Yee i Blanch, 1993b), seguint el mateix procés
d’optimitzacié que per a XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc). La temperatura es manté constant a
30°C durant tot el procés, es fixa la concentracié d’oxigen dissolt al vas de fermentacio al
20% 1 es treballa amb la mateixa composicio de 1’aliment que en 1’estratégia semicontinua
utilitzada per XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) pero addicionant L-prolina de forma proporcional

a la glucosa per mantenir el creixement.

Ja s’ha comentat que tant la velocitat de creixement, com el mode d’operacié i la
concentracio de glucosa al medi afecten les necessitats biosintétiques del microorganisme
modificant els valors dels coeficients de consum relatiu de L-prolina a glucosa. Mantenint
velocitats de creixement entre 0,1 i 0,2 h™' s’han estimat coeficients relatius entre 0,01 i
0,02 g L-prolina - g glucosa (Yee i Balnch, 1993a; Rothen i col., 1998). Per determinar si
el consum relatiu de L-prolina a glucosa disminueix en el sistema de treball en les
condicions fixades per 1’etapa semicontinua en relacié a ’etapa discontinua, en 1’etapa
semicontinua es redueix el valor de Y [ prolina:glucosa @ 0,02 g L-prolina - g -l glucosa i es
preparen solucions concentrades esterils d’aquest aminoacid per poder incrementar aquesta

relacid a I’aliment si fos necessari.

A la Figura VII.14. i Taula VIL.4 es mostren els resultats obtinguts per a aquest Experiment
FB-11. En una primera fase de I’etapa alimentada es decideix fixar la velocitat de
creixement en 0,2 h™' per evitar treballar per sota de la precisié de la bomba implementada a
I’equip. Es treballa en aquestes condicions durant 8 hores i1 després es corregeix el valor de
velocitat de creixement a 0,1 h™ i es manté fins al final del creixement. No es prenen
accions correctores sobre possibles desviacions del perfil teoric durant aquesta segona fase

alimentada a 0,1 h’.
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Figura VI1.14. Experiment FB-11. Creixement de DH1lacdapD(pORT1aLfuc) segons 1’estratégia
semicontinua per limitacié de glucosa en MD-FB a 30°C. (e) D.O. 600nm, (o) biomassa total (m)
concentracié de glucosa, (V) concentracié d’amoni, (A) concentracié6 d’acétic, (——) perfil

d’agitaci6 1 de pH.

Etapa de cultiu Periodede n Y aPyglucosa
temps
(h) (h'l) (g PS/g gluc.)
ExpFB-11
Discontinua: 0-7 0,403 0,521
Semicontinua: 7-15 0,186 0,575
15-23 0,079 0,396

Taula VII.4. Parametres estimats per a |’ Experiment FB-11.
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Dels resultats obtinguts s’extreu que 1’estratégia semicontinua optimitzada per a XL1 Blue
MRF’  (pTrcfuc) es pot adaptar sense dificultat al creixement de
DH1lacdapD(pORT1aLfuc). Tal com succeia amb XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc), tot i no
coneixer els valors de Yapygiucosa PEI aquesta soca de cultiu en aquest primer experiment, es
possible mantenir el creixement exponencial al llarg de procés encara que no estrictament a
les velocitats de creixement prefixades, 0,1 h'i02h'. Un cop consumit 1’acétic acumulat
al final de I’etapa discontinua, no es detecten acumulacions de glucosa ni d’acid acétic al
medi de cultiu al llarg de I’etapa alimentada i la concentracid6 d’amoni es manté dins els
marges de concentracié optima (entre 1,0 i 1,5 g NH,I"") durant tot el procés, tot i que
s’observa certa tendéncia a la seva acumulaci6 durant I’etapa final de creixement a 0,1 h™.
L’experiment s’atura finalment per problemes operacionals (obturacié del difusor d’aire

alimentat al sistema) amb una concentraci6 final de biomassa de 22 g PS/I.

El valor de Y1 prolina/glucosa fixat en 0,02 g L-prolina - g'1 glucosa a I’etapa semicontinua
permet mantenir el creixement sense limitar-lo durant tota 1’etapa alimentada quan es manté
la velocitat de creixement entre 0,1 i 0,2 h™'. Aquest valor per a ’etapa alimentada suposa
disminuir al voltant del 85% el consum de L-prolina per litre de solucié alimentada si es
compara amb mantenir el valor de 0,13 g L-prolina - g glucosa estimat per 1’etapa

discontinua de creixement.

Tot i1 I’escassa precissio de I’equipament i métodes analitics de treball, el valor estimat de
Yapy/gucosa per a l’etapa semicontinua a velocitat de creixement 0,2 h! és considera
desmesuradament alt i es fa estrany que superi el rendiment obtingut per a I’etapa
discontinua en que es dobla la velocitat de creixement. Aquest valor es pot justificar si es
considera com un rendiment aparent en que, no només s’esta considerant la biomassa
generada en aquest periode pel consum de glucosa, sind també pel consum d’altres fonts
secundaries de carboni acumulades al medi, principalment: el remanent considerable de L-
prolina amb que s’inicia I’etapa alimentada quan es fixa Y1 prolina: glucosa €0 0,13 g L-prolina -
g glucosa per a I’etapa discontinua i també els 1,2 g/l d’acid acétic acumulats al final de
I’etapa discontinua en aquest experiment. El consum d’aquestes fonts alternatives de

carboni al final de la fase discontinua explicaria també 1’increment sobtat del valor de pH a



VII. Producci6 de Fuc-1-PA recombinant amb vectors pORT. 240

I’inici de I’etapa semicontinua a I’acumular-se amoni de la metabolitzacio de la L-prolina al

medi i desapareixer I’excés d’acid acétic del medi.

Per comprovar si la relacio 0,02 g L-prolina - g glucosa és suficient per mantenir el
creixement exponencial fixant la velocitat de creixement a 0,1 h™ es realitza un segon
experiment per al cultiu de DH1lacdapD(pORT1aLfuc) segons 1’estratégia semicontinua
amb limitaci6 per glucosa, Experiment FB-12. S’inicia ’etapa discontinua amb una
concentracid de glucosa al medi de 25 g - I'' i es manté la relacié 0,13 g L-prolina - g-1
glucosa per a la formulacié del medi MD-FB en aquesta etapa. Per al control d’addicié
durant I’etapa alimentada, es manté el valor de Yap wqlucosa €n 0,40 g PS- g'1 glucosa, fixat en
base bibliografica (Yee i Blanch, 1993b) i ja que ha resultat prou adequat per mantenir els
valors de velocitat de creixement experimentals al voltant dels prefixats a 1’experiment
previ FB-11. Per a la composicio de I’aliment es manté la relaciéo de consum de L-prolina
relatiu a glucosa en 0,02 g L-prolina - g ~' glucosa. Els resultats obtinguts es mostren a la

Figura VII.15 i Taula VILS.
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Figura VI1.15. Experiment FB-12. Creixement de DH1lacdapD(pORT1alLfuc) segons 1’estratégia
semicontinua per limitacié de glucosa en MD-FB a 30°C. (o) D.O. 600nm, (©) biomassa total (m)
concentracié de glucosa, (V) concentraci6 d’amoni, (A) concentraci6 d’acétic, (——) perfil
d’agitaci6 i de pH.

Etapa de cultiu Periodede n Y aPxigiucosa
temps
(h) (h™") (g PS/g gluc.)
ExpFB-12

Discontinua: 0-14 - 0,541

Semicontinua:

Global 14-22 0,114 0,465
14-17 0,154 0,613
17-22 0,097 0,437

Taula VI1.5. Parametres estimats per a I’experiment FB-12
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Amb els resultats obtinguts en aquest experiment FB-12 es confirma 1’eficiencia de
I’estrateégia semicontinua per limitacié de glucosa per mantenir el creixement exponencial a
0,1 h'. La fermentacié s’atura degut a una falla operacional a les 8 hores de creixement
semicontinu, amb una concentracié de biomassa final de 27 g PS'I"". Es repeteix el mateix
perfil de creixement que en FB-11 i la fase de creixement alimentada es pot dividir en dues

etapes.

Durant la primera etapa semicontinua, fins a les 17 hores de creixement, es consumeix
I’acetic acumulat al final de I’etapa discontinua i I’excés de L-prolina remanent d’aquesta
mateixa etapa i, en conseqiiéncia, la velocitat de creixement estimada és superior a la que
s’intenta mantenir segons el control d’alimentaci6é en base a la limitacié de glucosa com
unica font de carboni al medi. Un altre cop, com a I’experiment previ FB-11, s’observa
I’efecte de basificacid6 del medi degut, provablement, a [’alliberaci6 d’amoni al
metabolitzar-se la L-prolina. I, un altre cop, el valor de Yap wgiucosa €Stimat per a aquesta
primera etapa cal interpretar-lo com un valor de rendiment aparent en que es contempla la
formaci6 de biomassa no només corresponent al consum de glucosa sind també al

d’aquestes altres fonts de carboni present al medi.

A la segona etapa de la fase semicontinua, a partir de les 17 hores de creixement,
s’estabilitzen tots els parametres segons el perfil habitual per al funcionament de
I’estratégia semicontinua estudiada: la concentracié d’amoni es manté constant entre 11 1,5
g NH;" - I, no es detecten acumulacions d’acetic i la glucosa residual al medi és nul.la. Els
parametres estimats per a aquesta etapa confirmen el bon funcionament de 1’estratégia: la
velocitat de creixement es manté constant al valor prefixat 0.1 h™ i el rendiment de glucosa

. . . 1
a biomassa aparent s’estima en 0,44 g biomassa - g~ glucosa.

A la fermentacid previa, FB-11, s’observa una lleugera tendéncia a ’acumulacié d’amoni al
llarg de D’etapa semicontinua possiblement perqué la metabolitzacié de la L-prolina
suposava una font addicional d’amoni al medi(veure Figura VII.14). Per evitar la seva
acumulacio en aquest experiment FB-12, poc després de 1’inici de ’etapa alimentada es

decideix eliminar I’amoni de la composicié de 1’aliment. Dels resultats obtinguts s’extreu
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que el control de pH per addicié d’hidroxid amonic 25% (p/V) és suficient per mantenir els
nivells d’amoni al medi al llarg del procés i que la suplementacié d’amoni en 1’aliment ¢€s
innecessari per al cultiu d’aquesta soca DH1lacdapD(pORT1aLfuc) en les condicions de
treball. Per fermentacions posteriors es decideix eliminar I’amoni de la composicid de
I’aliment, aix0 permetra augmentar la concentracié de la glucosa alimentada i millorar la

productivitat del procés

Amb aquest Experiment FB-12 es considera provada I’eficiéncia de [’estratégia
semicontinua per assolir CADC de DH1lacdapD(pORT1lalLfuc). Caldria optimitzar les
condicions d’operacio per evitar I’acumulaci6 de fonts de carboni alternatives a la glucosa a
I’inici de I’etapa alimentada i poder corregir la manca de control inicial de la velocitat de
creixement en aquesta etapa. Es decideix pero prioritzar 1’estudi de produccié de Fuc-1-PA
amb aquesta soca donat que aquesta manca de control sobre el creixement és puntual i no

afecta I’objectiu final del procés d’assolir CADC.

Estudi de produccié de Fuc-1-PA en DH1llacdapD(pORT1alfuc) en MD-FB mitjancant

|’ estratégia semicontinua per limitacié de glucosa.

De la mateixa manera que amb el sistema d’expressio XL1 Blue NRF’(pTrcfuc), 1’objectiu
primer d’aquest apartat és determinar les caracteristiques de la produccié de Fuc-1-PA en el
sistema de produccid en estudi: utilitzant la soca DH1lacdapD(pORT1aLfuc) com a hoste i
emprant I’estratégia semicontinua exponencial per limitacié en glucosa en medi MD-FB a
0,1 h™'. Principalment, es pretén avaluar:
a) com afecten al creixement de la soca hoste la sobreexpressié recombinant de Fuc-1-
PA 1 altres canvis en les condicions de creixement associats al fet d’induir el cultiu,
basicament, I’increment de temperatura,

b) la velocitat i qualitat d’acumulaci6 de Fuc-1-PA al sistema.

Aquesta informacid permetra, primer, determinar si aquest sistema d’expressio recombinant
basat en el sistema ORT és adequat per I’expressio de Fuc-1-PA utilitzant aquesta

estratégia de cultiu i, en cas afirmatiu, fixar el criteri d’inducci6 adequat per optimitzar tant



VII. Producci6 de Fuc-1-PA recombinant amb vectors pORT. 244

la concentracié cel.lular final de I’enzim actiu al medi de cultiu com la productivitat

volumeétrica del sistema.

S’inicien els estudis de produccié de Fuc-1-PA en DH1llacdapD(pORT1alfuc) fixant els
parametres d’operacié descrits per a |'Experiment FB-12. Per I’etapa discontinua, es
treballa amb una concentracié inicial de glucosa al medi de 25 g - 1" i es manté la relacid
0,13 g L-prolina - g"' glucosa per a la formulaci6 del medi MD-FB. Per a I’etapa
semicontinua, es fixa la velocitat de creixement per al control d’addicié en 0,1 h™ i es
corregeix el valor de Yap xgiucosa @ 0,44 g PS-g'1 glucosa, segons s’extreu dels resultats de
FB-12. També en base als resultats de FB-12, s’elimina I’amoni de la composicio de la
soluci6 alimentada, i es manté la relacid de consum de L-prolina relatiu a glucosa en 0,02 g

L-prolina - g ' glucosa.

Es realitzen dues fermentacions en paral.lel i en condicions idéntiques segons es descriu al
punt anterior, Fermentacions FB-13 i FB-14. FB-13 s’utilitza com a control de creixement
no induit i FB-14 s’indueix, per increment de temperatura de 30 a 42°C, al voltant de les 7
hores de creixement 1 amb una concentracid cel.lular al voltant de 25g PS/l. Seguint el
mateix criteri que per XL1 Blue MRF’(pTrcfuc) per caracteritzar la produccio de Fuc-1-PA
en aquest nou sistema caldria induir primer a I’inici de la fase exponencial. No s’indueix a
I’inici de la fase semicontinua en aquest primer experiment de caracteritzacio ja que, segons
el perfil de creixement en les fermentacions previes, no €s possible controlar la velocitat de
creixement amb el control d’addicié per acumulacioé d’altres fonts de carboni al medi de
cultiu durant les primeres hores de la fase alimentada. S’espera a assegurar haver recuperat

el control sobre la velocitat de creixement per procedir a la induccio.

Per analitzar 1’expressié recombinant, per una banda es mesura 1’activitat aldolasica Fuc-1-
PA al llarg del procés i, paral.lelament, es segueix 1’acumulaci6 de Fuc-1-PA al citoplasma
cel.lular per analisi espectrofotometric SDS-PAGE de mostres ajustades a la mateixa

concentracio cel.lular.
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La Figura VII.16. resumeix els resultats obtinguts per ambdues fermentacions, FB-13 1 FB-
14, en relacié a creixement i concentracid de nutrients i de productes de metabolisme al
llarg del procés. Es mostren els resultats sobre la mateixa grafica amb 1’objectiu de poder
avaluar I’efecte de la sobreexpressio sobre el creixement cel.lular. S’inclouen els perfils
d’oxigen dissolt al medi de cultiu durant el procés per poder avaluar 1’efecte de I’augment
de temperatura sobre la solubilitat de 1’oxigen. Per completar aquesta figura, a la Taula
VIL.6. es mostren les principals dades de procés per aquestes fermentacions i les

estimacions per a 1’evolucié dels parametres de control de creixement corresponents.

A la Figura VII.17. es mostren els resultats obtinguts per al seguiment d’acumulacié de
Fuc-1-PA com a fracci6 del total de proteina intracel.lular segons 1’analisi per SDS-PAGE.
D’un primer analisi d’aquests gels electroforetics s’extreu que, en el cas de no induccid, el
control sobre I’expressio constitutiva es manté al llarg de tot el procés amb fraccions de
proteina total intracel.lular corresponents a Fuc-1-PA constants al voltant del 7 %. Aquests
resultats son coincidents amb els obtinguts per la caracteritzaci6 d’aquesta soca
recombinant en Erlenmeyer. En canvi, quan s’augmenta la temperatura del sistema a 42°C,
FB-14, hi ha una resposta rapida a la induccid i la concentracio especifica de Fuc-1-PA
assolida a final del procés supera el 25% del total de proteina intracel.lular. Més endavant
s’avaluaran de nou aquests resultats comparant-los amb els seguiment d’activitat Fuc-1-PA

al llarg del procés i en relacid a creixement.
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Figura VI1.16. Creixement semicontinu d'E. coli DH1lacdapD(pORT1aLfuc). Simbols plens:
Fermentacié FB-13 (no induida). Simbols buits: Fermentacié FB-14 (induida). (e, o) Densitat
Optica a 600 nm, (4, 0) biomassa total (g PS), (m, 0) glucosa (g - I'"), (A, A), acétic (g - 1) i (V, V)
amoni (g - 17). (se+s+*) Linies indicant ’enriquiment de 1’aeracié al 50% en oxigen: a les 19 hores
per a FB-14 (induida) i a les 26 hores per a FB-13 (no induida).(—, —,) perfils d’oxigen dissolt
per FB-13 i FB-14 respectivament.
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TAULA VII.6. apaisada
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Figura VI1.17. (a) FB-13 (no induida). (b) FB-14 (induida) Electroforesi desnaturalitzant
SDS-PAGE de mostres al llarg de la fermentacid corregides per biomassa. N: no induit, |:
induit. M : marcador de pesos moleculars. (a) 1- 14.67 h, 2- 16.67 h, 3- 19.75 h, 4- 22.75 h,
5- 25.75 h, 6- 28.45 h, (b) 1- 16.53h, 2- 18.62h, 3-19.37h, 4- 19.87h, 5- 20.37h, 6- 20.87h,
7- 21.37h, 8- 21.87h, 9-22.37h 10-23.95h 11- 25.90h 12-26.45h 13-28.12h. En cursiva:
quantificaci6 densitomeétrica de fracci6 de Fuc-1-PA relativa a proteina total intracel.lular.

El creixement no induit, FB-13, confirma el bon funcionament de 1’estratégia semicontinua
per al creixement de DHl1lacdapD(pORT1aLfuc). Es repeteix el perfil de creixement
descrit per a FB-12 amb una primera fase alimentada en que no és possible el control de la
velocitat de creixement. Un cop consumit 1’acid acetic residual al medi, al voltant de les 4
hores de creixement alimentat, s’arriba a controlar el creixement exponencial del cultiu
amb una velocitat de 0,09 h', al voltant de la velocitat de creixement prefixada per al
control d’addici6. L’eliminacio de I’amoni en 1’alimentacié es tradueix en una disminucio
molt lenta de la seva concentracié al medi perd que no arriba a limitar el creixement. Al
voltant de les 26 hores de creixement, amb una concentracio cel.lular de 40 g PS/l es fa
necessari enriquir 1’aeraci6 al 50% d’oxigen per mantenir la concentracié d’oxigen al medi
prefixada per al creixement. A partir d’aquest moment es satura la lectura del sensor

d’oxigen dissolt i no és possible el seguiment d’aquest parametre. Poc després, al voltant de
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les 29,5 hores de creixement es decideix aturar voluntariament la fermentacid amb una

concentraci6 final de 51 g PS/1.

Per FB-14, abans de la induccid, es repeteix el mateix comportament descrit per FB-13 amb
dues fases diferenciades en 1’etapa alimentada. En aquest cas, al voltant de les 3 hores de
creixement alimentat, es recupera el control sobre la velocitat de creixement i encara
s’esperen 4 hores més a procedir a la induccié per comprovar el funcionament de
I’estrategia. Just després de la induccié de FB-14, degut a la reduccié en la solubilitat
d’oxigen al medi de cultiu per ’augment de temperatura a 42°C, no és possible mantenir la
concentraci6 prefixada d’oxigen al medi. Per tal d’allargar 1’etapa induida i poder avaluar
I’efecte de la induccio sobre el creixement, es decideix enriquir 1’aeraci6 al 50% en oxigen
(veure Figura VII.16.a.i ¢). Durant les 6 primeres hores de creixement induit, no es pot
apreciar I’efecte de la sobreexpressio sobre el creixement, es manté un valor de Yap y/giucosa
de I’ordre de I’estimat per mantenir el creixement a 0,1 h™ prévia induccié i és possible
controlar al voltant d’aquest valor la velocitat de creixement. El creixement es va frenant
progressivament a partir d’aquest moment, es comenca a acumular acid acetic al medi de
cultiu i cap a les 9 hores de creixement induit la velocitat de creixement €s tan baixa que es
pot considerar aturat el cultiu. En canvi, per les mateixes hores de fermentacio i en les
mateixes condicions d’oxigenacio, el cultiu control no induit, FB-13, encara manté el
creixement a la velocitat de creixement prefixada segons el control d’alimentaci6 (veure
Figura VII.15.a). S’extreu que, mantenint les condicions optimes d’oxigenacid, al voltant
de les 9 hores de creixement induit I’estrés metabolic associat a la sobreexpressio
recombinant frena el creixement cel.lular amb una concentraci6 cel.lular final maxima de

46 g PS - 1™

La Figura VIL.18. mostra 1’analisi dels resultats de produccié de Fuc-1-PA per la
fermentaci6 induida FB-14 en relacio al creixement. A la Figures VII.18.a. es mostra els
perfils de biomassa total (g PS) i unitats d’activitat Fuc-1-PA totals (UA Fuc-1-PA) al vas
de fermentaci¢ al llarg del procés i les corresponents estimacions de velocitat de produccio
de biomassa (g PS / h) i Fuc-1-PA activa (UA / h). A la Figura VII.18.b. es mostren els

resultats en relacié a la producci6 especifica de Fuc-1-PA: activitat especifica (UA - g PS)
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1 fracci6 de proteina intracel.lular corresponent a Fuc-1-PA (% proteina total) (veure també
Figura VII.17). Finalment, la Figura VII.18.c. corresponen a la variacio en la concentracid
de Fuc-1-PA activa al brou de cultiu (UA - I'") al llarg del procés i al calcul de productivitat
volumétrica acumulada des de I’inici de la fermentacié (UA - I'' - h™"), considerant també el

temps invertit en 1’etapa discontinua.

La biomassa total (g PS), la quantitat total de Fuc-1-PA activa produida i la concentracio
especifica de Fuc-1-PA activa segueixen perfils de tipus sigmoidal en el temps (Figures
VII.18.a1b.). Les estimacions per a I’evoluci6 de les velocitats de producci6 cel.lular (g PS
-h™"), de Fuc-1-PA activa total (UA - h™") i de Fuc-1-PA activa especifica (UA - g PS - h™)
s’obtenen a partit de la derivacido analitica de les equacié sigmoidals ajustades als

corresponents perfils de produccio total i concentracio especifica.

Per poder seguir la discussié d’aquests resultats, a la Taula VII.7. es resumeixen els
principals resultats obtinguts en relacio a la produccio de Fuc-1-PA per FB-14 en termes de
productivitats globals i concentracions de Fuc-1-PA assolides al final dels processos.
També s’inclouen les velocitats de produccié de Fuc-1-PA maximes, totals (UA - h™) i
especifiques (UA - g PS - h™"), com a valors de referéncia per poder comparar la velocitat

de produccié de Fuc-1-PA activa amb altres processos.
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Figura VI11.18. Acumulacié de Fuc-1-PA durant I’etapa induida de la fermentacio FB-14 . E. coli
DH1 lacdapD(pORT1aLfuc) induit a 7 hores de ’inici de la fase semicontinua de creixement. (@)
(®) 1 (m) Biomassa total (g PS) i activitat Fuc-1-PA total (UA) al vas de fermentacio
respectivament; () 1 (--*) estimaci6 dels perfils de velocitats de produccié de biomassa i Fuc-1-
PA activa. (b) (A) Concentracié especifica de Fuc-1-PA (UA g PS) i (V) % Fuc-1-PA de
proteina total intracel.lular. (C) (¢) Concentracié volumétrica de Fuc-1-PA (UA I'") i (----) estimacid
al perfil de productivitat volumétrica acumulada
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velocitats produccié max. Concentracions finals Productivitats globals
Especifica Total Especifica Volumeétrica Especifica Volumeétrica
(UAg'PS-hY)  (UAKY (UA.gtPS) % proteina total (VAT (UA-g* PS-h? (UAI™RT
FB-14 177,1 32250 8447 27,5 40610 28,6 1376,6

Taula VI1.7. Dades de produccié de Fuc-1-PA a I’experiment FB-14.

A partir del moment d’induccio, la quantitat total de Fuc-1-PA activa produida al vas de
fermentaci6 (UA Fuc-1-PA totals) augmenta proporcionalment a 1’augment de biomassa
total (g PS totals) aturant-se amb 1’aturada del creixement del cultiu (veure Figures
VIIL.18.a.). En base a aquesta observacio, sembla que la produccié de Fuc-1-PA activa al
sistema de treball és associada al creixement. Aquest comportament per 1’expressid
recombinant coincideix amb 1’obtingut al capitol anterior amb la soca recombinant XL1
Blue MRF’(pTrcfuc), emprant la mateixa estratégia de cultiu pero sistemes de regulacio de

I’expressid recombinant diferents.

Quan, a partir de les 6 hores de creixement induit 1’estrés metabolic associat a I’expressio
recombinant afecta el creixement, ja no €s possible controlar la velocitat de creixement
mitjangant el control d’addicié (veure Taula VII. 6 i Figura VII.18.a.) i d’acord amb el punt
anterior, aquesta frenada del creixement es tradueix en una decaiguda progressiva també en
la velocitat de produccié de Fuc-1-PA activa (veure Figures VII.18.a.). No es considera
aturat el creixement fins a les 30 hores de cultiu perd al voltant de les 25 hores, 6 hores
després de la induccid, sembla que ja s’ha assolit la maxima concentraci6 possible de Fuc-
1-PA per unitat cel.lular amb un valor maxim de 845 UA - g"' PS (tendéncia a la saturacid
de la corba de concentracié especifica de Fuc-1-PA activa (UA - g PS) amb el temps;
veure Figura VII.18.b i Taula VIL.7). Els resultats obtinguts en termes de fraccid de
proteina total intracel.lular (veure Figures VII.18.b i Figura VII.17) corroboren aquest
resultat amb una estimacié del temps requerit encara inferior: només entre 3 i 4 hores de

creixement induit. No obstant, la densitometria de gels d’agarosa és una técnica nomeés
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semi-quantitativa i es considera més fiable I’estimacié de temps en base a la mesura

d’activitat especifica.

A la Figura VII.18.c. es presenta una aproximacio al perfil de productivitats volumeétriques
acumulades que s’obtindria aturant aquest procés FB-14 a diferents moments del
creixement induit i considerant el temps total de procés, també I’etapa discontinua de
creixement. Aquesta estimacidé s’obté a partir de I’equacidé sigmoidal ajustada al perfil
experimental de concentracié volumétrica de Fuc-1-PA activa en el temps (UA - 1) que es
mostra a la mateixa Figura VII.18.c. La productivitat volumeétrica del procés seria maxima
parant la fermentacidé al voltant de les 27,5 hores de cultiu, després de 8,5 hores de
creixement induit, amb un valor de 1410 UA - " h' Ales 27,5 hores pero encara no s’ha
assolit la maxima concentracié volumétrica de Fuc-1-PA: 38890 UA - I"' front 40640 UA -

I al final del procés.

En base a tot aquest analisi de resultats és possible extreure una conclusié en relacio a
I’optimitzacio del criteri d’induccid per maximitar la produccié de Fuc-1-PA en aquest
procés sempre que sigui possible mantenir les condicions optimes d’oxigenacié després de
la inducci6 (aixo implica la necessitat d’enriquir 1’aeracié6 amb oxigen). Cal induir havent
assolit préviament la maxima concentracié cel.lular per a la qual es pugui garantir mantenir
el creixement, un cop induida I’expressio, al voltant de 6 hores sense limitacions d’oxigen.
D’aquesta manera seria possible assolir la maxima concentracio cel.lular especifica (al
voltant de 845 UA - g PS segons FB-14) abans que I’efecte de 1’expressio recombinant
sobre el metabolisme cel.lular freni el creixement perd assegurant, simultaniament, la
inducci6 de la quantitat maxima de biomassa per maximitzar la velocitat de produccio de

Fuc-1-PA activa (UA - h™) durant el periode induit.

Aplicant aquest criteri d’induccio i treballant amb oxigen pur seria possible assolir una
produccié de Fuc-1-PA molt superior a les 40640 UA - "' (2,7 g Fuc-1-PA activa per litre
de cultiu) assolides en FB-14. Ja s’ha comentat perd que a Cobra Bio-manufacturing plc. no
es disposa de xarxa de subministrament d’oxigen, ni als laboratoris d’escalat de procés ni

als reactors a planta de produccio, i que treballar directament amb bombones d’oxigen o
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aire enriquit suposa un conflicte per a les normes de seguretat de I’empresa. Per tal de
poder provar I’escalat a producci6 d’aquesta estrateégia de cultiu amb el sistema d’expressio
ORT es realitza un segon experiment amb 1’equip Applikon 71 amb I’objectiu d’optimitzar

la producci6 de Fuc-1-PA en aquest sistema treballant només amb aire de xarxa.

Es realitzen dues fermentacions en paral.lel en equips idéntics Applikon 71, Fermentacions
FB-15 i FB-16, fixant, basicament, els mateixos parametres d’operacid descrits per als
experiments anteriors. Per I’etapa discontinua, es treballa amb una concentracid inicial de
glucosa al medi de 25 g - I'' pero, en la composicié del medi MD-FB, es redueix el factor de
consum relatiu de L-prolina a glucosa a 0,08 g L-prolina - g glucosa per avaluar ’efecte
de disminuir la concentracié en L-prolina residual al final de 1’etapa discontinua en relacid
al comportament del cultiu a I’inici de 1’etapa alimentada en que no és possible controlar la
velocitat de creixement. Per a I’etapa semicontinua, es fixa la velocitat de creixement per al
control d’addici6 en 0,1 h'ies corregeix el valor de Yap wglucosa per al control d’addici6 a
0,41 g PS-g"' glucosa, considerant els valors experimentals d’aquest parametre a les
fermentacions prévies no induides en que ha estat possible mantenir p = 0.1 +/- 0,005 h™.
Es manté la composicio de la solucié alimentada dels experiments anteriors: no es
contempla 1’amoni en la seva formulacio i es manté la relacié de consum de L-prolina
relatiu a glucosa en 0,02 g L-prolina - g ' glucosa. Per I’aeraci6 del medi de cultiu s’utilitza
unicament aire de xarxa i es fixa el nivell d’oxigen a mantenir al medi de cultiu al 20% com

en les fermentacions anteriors.

La fermentacié FB-15 s’utilitza com a control de creixement no induit i FB-16 s’indueix
per increment de temperatura de 30 a 42°C. Segons els resultats de FB-14, quan s’indueix
I’expressié recombinant incrementant la temperatura i amb concentracions cel.lulars altes,
la reduccid en la solubilitat de I’oxigen al medi de cultiu i I’elevada demanda d’oxigen per
mantenir el creixement porten a una rapida limitacid d’oxigen al medi de cultiu per
mantenir el creixement. L’objectiu d’aquest experiment €s caracteritzar la produccié de
Fuc-1-PA al sistema de treball mantenint el creixement induit en aquestes condicions de
limitacié d’oxigen. En base als perfils d’acumulacié especifica de Fuc-1-PA en el temps per

FB-14 (veure Figura VII.18.b.), es planteja la hipotesi que, tot i en condicions de cultiu
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suboptimes, només que es mantingui el creixement induit entre 3 1 4 hores es poden arribar
a assolir concentracions especifiques de Fuc-1-PA considerables (al voltant del 50% de la

maxima per al sistema, 845 UA/g PS).

La maxima concentracio assolible al sistema de treball utilitzant només aire i sense induir
I’expressié recombinant s’assoleix al voltant de les 26 hores de creixement amb un valor de
42g PS/I segons els resultats obtinguts en FB-13 (veure Figura VII. 16). Per tal de
maximitzar la concentracié cel.lular assolida en el moment de la induccio, per aquesta
fermentaci6 FB-16 es fixa la induccié al moment en que s’hagi assolit una concentracid
cel.lular al voltant de 25,5 g PS/1 (veure Figura VII.19; D.O. ponm = 65.00), 5 hores abans
d’assolir aquest concentraci6 cel.lular final si es manté la velocitat de creixement en 0,1 h™".
Tot 1 que el criteri per la inducci6 és diferent en cada cas, el moment de la induccid per
aquest experiment FB-16 ve a coincidir amb el realitzat préviament FB-14 induint superada
la primera fase sense control de velocitat de creixement a I’etapa alimentada. Aixo ens ha
de permetre comprovar la validesa de la hipotesi plantejada per fixar el criteri d’induccié en
aquest cas i determinar 1’efecte de la limitacido d’oxigen sobre I’expressio de Fuc-1-PA al

sistema.

A la Figura VII.19. es resumeixen els resultats obtinguts per ambdues fermentacions, FB-
15 i FB-16, en relaci6 a creixement i concentracié de nutrients i de productes de
metabolisme al llarg del procés. S’inclouen els perfils d’oxigen dissolt i agitacio al medi de
cultiu durant el procés. Per completar aquesta figura, a la Taula VIL.8. es mostren les
principals dades de procés per aquestes fermentacions i les estimacions per a I’evolucid

dels parametres de control de creixement corresponents.
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Figura VI1.19. Creixement semicontinu d'E. coli DH1lacdapD(pORT1alfuc). Simbols plens:
Fermentacié6 FB-15 (no induida). Simbols buits: Fermentacié FB-16 (induida). (e, o) Densitat
Optica a 600 nm, (4, 0) biomassa total (g PS), (m, 0) glucosa (g - I'"), (A, A), acétic (g - 1) i (¥, V)
amoni (g - 1. —,) perfils d’oxigen dissolt i agitacio per FB-13 i FB-14 respectivament.
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Figura VI1.20. FB-16 (induida) Electroforesi desnaturalitzant SDS-PAGE de mostres al llarg de la
fermentacié corregides per biomassa. N: no induit, |: induit. M : marcador de pesos moleculars. 1-
16.6 h, 2- 19.6h, 3-21.2 h, 4- 21.7 h, 5-22.2 h, 6- 22.7 h, 7- 23.2 h, 8- 23.7 h, 9-24.3 h 10-24.8 h
11- 25.3 h 12-25.8h 13-27 h. En cursiva: quantificacié densitométrica de fraccié de Fuc-1-PA
relativa a proteina total intracel.lular.

A la Figura VII.20. es mostren els resultats obtinguts per al seguiment d’acumulacié de
Fuc-1-PA com a fraccid del total de proteina intracel.lular per FB-16. Abans d’induir
I’expressié constitutiva es manté al voltant del 7% del total de proteina intracel.lular
d’acord amb els experiments previs. Un cop s’incrementa la temperatura del sistema, tot i
no treballar amb condicions Optimes d’oxigenacio, el sistema respon rapidament a la
induccio 1 la concentraci6 especifica de Fuc-1-PA assolida a final del procés supera el 25%

del total de proteina intracel.lular.

La reduccid de concentracié de L-prolina al medi MD-FB de 1’etapa discontinu no sembla
millorar el problema de descontrol en la velocitat de creixement a I’inici de 1’etapa
alimentada. M¢s al contrari, sembla que s’incrementa 1’acumulacié d’acid acétic al final de

I’etapa discontinua amb concentracions superiors als 4 g/l tant per FB-15 com per FB-16.
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En canvi, en FB-13 i FB-14, mantenint el coeficient de consum relatiu en 0,13 g L-prolina -

g-1 glucosa, aquesta concentraci6 d’acid acétic residual es reduia a la meitat.

Per FB-15, creixement no induit, es confirma el perfil de creixement obtingut amb FB-13
amb dues fases de creixement per I’etapa alimentada. Fins al voltant de les 3,5 hores de
creixement alimentat, quan ja s’ha consumit I’acid acétic residual de 1’etapa discontinua, no
¢és possible el control de la velocitat de creixement pel consum de fonts de carboni
alternatives a la glucosa. A partir d’aquest moment, 1’estratégia funciona Optimament al
llarg de tot el procés: els nivells de glucosa residual i d’acid acetic al cultiu sén
inapreciables 1 es manté la concentracié d’amoni entre 1,5 1 2,0 g/l. A les 23 hores de cultiu
ja no ¢és possible mantenir la concentraci6 prefixada d’oxigen dissolt al medi i, degut a la
limitacié d’oxigen, es comencen a acumular acid acétic i amoni al medi de cultiu. Tot i aixi,
¢s possible mantenir el creixement controlat fins a les 27 hores de cultiu assolint una

concentraci6 cel.lular final de 42 g PS/I.

En FB-16 s’indueix el cultiu cap a les 20,8 hores de creixement amb una concentracid
cel.lular de 25 g PS/l. A partir d’aquest moment es treballa en condicions de limitacid
d’oxigen i es comencen a acumular concentracions importants d’acid acétic i amoni al
cultiu. Tot i aixi, encara és possible mantenir el creixement induit 4 hores controlant la
velocitat de creixement. A partir de les 25 hores de creixement, I’increment en la
concentraci6 cel.lular és minim degut a la combinaci6 dels efecte d’expressio recombinant i
limitacio d’oxigen sobre el creixement i 2 hores després s’atura el creixement havent-se
assolit concentracions inhibitories tant d’acid acetic com d’amoni al medi de cultiu. La

concentraci6 cel.lular assolida al final del creixement €s en aquest cas de 35 g PS/I.

Per FB-16 es procedeix al mateix analisi dels resultats produccio de Fuc-1-PA en relacid a
creixement que per les fermentacions precedents (Figura VII.21). A la Figura VII.21.a. es
mostra els perfils de biomassa total (g PS) i unitats d’activitat Fuc-1-PA totals (UA Fuc-1-
PA) al vas de fermentaci6 al llarg del procés i les corresponents estimacions de velocitat de
produccié de biomassa (g PS / h) i Fuc-1-PA activa (UA / h). A la Figura VIL.21.b. es

mostren els resultats en relacid a la produccié especifica de Fuc-1-PA: activitat especifica
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(UA - g' PS) i fracci6 de proteina intracel.lular corresponent a Fuc-1-PA (% proteina total)
(veure també Figura VII.20). Finalment, la Figura VIL.21.c. corresponen a la variacio en la
concentraci6 de Fuc-1-PA activa al brou de cultiu (UA - I'") al llarg del procés i al calcul de
productivitat volumétrica acumulada des de I’inici de la fermentacio (UA - I' - h™),

considerant també el temps invertit en 1’etapa discontinua.

Per poder seguir la discussi6 d’aquests resultats, a la Taula VIL9. es resumeixen els
principals resultats obtinguts en relacio a la produccio de Fuc-1-PA per FB-16 en termes de
productivitats globals i concentracions de Fuc-1-PA assolides al final dels processos.
S’inclouen les velocitats de produccié de Fuc-1-PA maximes, totals (UA - h™) i
especifiques (UA - g PS - h™"). com a valors de referéncia per poder comparar la velocitat
de produccié de Fuc-1-PA activa amb altres processos. Per poder comparar els resultats
obtinguts induint al mateix moment del procés perd amb la possibilitat o no de prorrogar el
creixement induit treballant només amb aire o amb aire enriquit amb oxigen, a la mateixa

taula s’inclouen les mateixes dades ja presentades per la fermentacio FB-14.
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Figura VI1.21. Acumulacié de Fuc-1-PA durant ’etapa induida de la fermentacié FB-16 . E. coli
DH1 lacdapD(pORT1aLfuc). (a) (e) i (m) Biomassa total (g PS) i activitat Fuc-1-PA total (UA) al
vas de fermentacio respectivament; () 1 (") estimacio dels perfils de velocitats de produccio de
biomassa i Fuc-1-PA activa. (b) (A) Concentracié especifica de Fuc-1-PA (UA g' PS) i (V) %
Fuc-1-PA de proteina total intracel.lular. (C) (#) Concentracié volumétrica de Fuc-1-PA (UA I') i (-
---) estimaci¢ al perfil de productivitat volumétrica acumulada
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velocitats produccié max. Concentracions finals Productivitats globals
Especifica Total Especifica Volumétrica Especifica Volumetrica
(UAg' PS-h?) (UAh™) (UA-g* PS) % proteina total (VAT (UA-g" PSh?) (UAIMh™
FB-14 177,1 32250 844,7 27,5 40610 28,6 1376,6
FB-16 94,4 15892 355,9 26,3 12399 13,2 460,1

Taula VI1.9. Dades de produccié de Fuc-1-PA a I’experiment FB-14.

Els resultats obtinguts en FB-16 venen a confirmar que la produccié de Fuc-1-PA en aquest
sistema va associada a creixement. Tot i la limitacié d’oxigen dissolt al medi de cultiu
després de la induccid, €és possible mantenir el creixement exponencial a la velocitat
prefixada per un periode de 4 hores. Durant aquest temps es produeix Fuc-1-PA pero
I’expressi6d s’atura tant punt ho fa el creixement del cultiu (veure Figura VII.21.a i Taula

VILS).

Segons els resultats obtinguts en FB-14, son necessaries unes 6 hores de creixement induit
en condicions Optimes d’oxigenacio per assolir la maxima concentraci6 especifica de Fuc-
1-PA activa al sistema. D’acord amb aquest resultat, la produccié de Fuc-1-PA a FB-16 és
considerablement inferior, inicament al voltant del 42% d’aquesta acumulaci6 intracel.lular
maxima, 355,9 UA/g PS front a 845 UA/g PS (veure Figura VII.21.b i Taula VIL9), perque
el cultiu queda limitat per la disponibilitat d’oxigen abans que 1’aturi 1’efecte de 1I’expressio
recombinant sobre el creixement. En termes de concentraci6 volumeétrica de Fuc-1-PA
activa 1 productivitat volumeétrica acumulada al final del procés, ambdds parametres es

redueixen a una tercera part en FB-16 respecte a FB-14.

L’optimitzacié del criteri d’induccié per maximitzar la produccidé s’ha de fixar sempre
atenent a la disponibilitat de mitjans per dur a terme el procés. Per la produccioé de Fuc-1-
PA en el procés en estudi i quan no es disposa de 1’equipament necessari per 1’enriquiment
de I’aeracid d’entrada al tanc de fermentacid, el criteri d’induccié fixat en FB-16 permet
assolir una concentracid cel.lular a final de creixement, 35 g PS/l, propera a la maxima
assolible en condicions de no induccio, 42 g PS/I, i mantenir el 42% de la concentracid

especifica maxima. Caldria perd determinar si adelantant el moment de la inducci6 seria
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possible mantenir el creixement induit fins assolir la mateixa concentracio cel.lular final, 35
g PS/l. En cas afirmatiu, adelantant la inducci6 entre 2 1 3 hores respecte de FB-16

s’aconseguiria maximitzar la produccid en aquestes condicions de treball.
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VII1.2.4. Escalat a produccié del procés semicontinu per a la produccio de Fuc-1-PA
mitjancant DH 1lacdapD(pORT lal fuc).

Fins aquest punt del treball, s’ha posat a punt una estratégia semicontinua que permet
obtenir CADC de dues soques d’E. coli per la produccié de Fuc-1-PA en base a diferents
sistemes d’expressio: XL.1 Blue MRF’(pTrcfuc) i DH1lacdapD(pORT1alfuc). L’objectiu
d’aquest ultim apartat és determinar la viabilitat d’escalar aquesta estratégia operativa a

nivell de produccio utilitzant la soca DH1lacdapD(pORT laLfuc).

Aquest experiment FB-17 es realitza a la planta de produccié de Cobra Bio-manufacturing
plc. utilitzant I’equip de 75 1 de capacitat maxima 50/75 1 Fermenter (LSL Biolafitte Inc.).
Es fixen exactament les mateixes condicions de treball que per I’experiment anterior a
escala laboratori FB-16. Per I’etapa discontinua, es treballa amb una concentraci6 inicial de
glucosa al medi de 25 g - I" i es manté la reduccié en el factor de consum relatiu de L-
prolina a glucosa a la composicié del medi MD-FB fixant-lo a 0,08 g L-prolina - g glucosa.
Per al control d’addicio6 a ’etapa semicontinua, es fixa la velocitat de creixement en 0,1 h!
1 es corregeix el valor de Yap y/glucosa @ 0,414/- 0,03 g PS-g'1 glucosa, considerant els valors
experimentals d’aquest parametre a les fermentacions previes no induides en que ha estat
possible mantenir p = 0.1 +/- 0,005 h”'. Es manté la composicié de la soluci6 alimentada
dels experiments anteriors: no es contempla I’amoni en la seva formulacié i es manté la
relacié de consum de L-prolina relatiu a glucosa en 0,02 g L-prolina - g ' glucosa. Per
I’aeraci6 del medi de cultiu s’utilitza tinicament aire de xarxa i es fixa el nivell d’oxigen

dissolt a mantenir al medi de cultiu al 20%.

Dels resultats previs obtinguts, FB-14 i FB-16, s’extreu que per maximitzar la produccié de
Fuc-1-PA  amb  aquesta  estratégia  operacional 1 emprant la  soca
DH1lacdapD(pORT1aLfuc), es fa necessari induir havent assolit la maxima concentracio
cel.lular possible perd garantint 6 hores de creixement induit per maximitzar
simultaniament la concentraci6 especifica de Fuc-1-PA. Quan es treballa sense enriquiment
en oxigen de 1’aeracid, després de la induccio ¢€s dificil mantenir el creixement degut a la

limitacié d’oxigen dissolt al medi per efecte de I’augment de temperatura. Segons els
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resultats de FB-16, no és possible mantenir el creixement induit a concentracions cel.lulars
superiors a 35 g PS /1 en aquestes condicions de creixement induit amb limitacio d’oxigen

al medi.

No obstant, en aquest primer experiment a escala productiva, FB-17, es prioritza comprovar
el funcionament de I’estratégia semicontinua de treball per assolir CADC adaptada al nou
equip de treball (50/75 1 Fermenter; LSL Biolafitte Inc.) front a [’optimitzaciéo de
I’expressid recombinant i es decideix mantenir el maxim temps possible el creixement en
condicions de no inducci6. Amb aquest criteri es fixa el moment d’inducci6 a una
concentraci6 cel.lular de 35 g PS/I, al voltant de 3 hores abans que s’aturi el creixement no
induit per limitacié d’oxigen treballant unicament amb aeracié (veure Figura VII.19.; FB-
15). A partir del moment d’induccid, es sobrepressiona el tanc de fermentacid per
augmentar la solubilitat d’oxigen al medi tot i ’augment de temperatura i poder mantenir el
creixement induit per sobre d’aquesta concentracio cel.lular per avaluar la resposta a la

induccio.

A la Figura VIL.22. es resumeixen els resultats obtinguts per aquesta fermentacié FB-17. A
la Figura VII.22.a. es presenten les dades en relacid a creixement i concentracid de
nutrients i de productes de metabolisme al llarg del procés. A la Figura VIL.22.b. es
completa aquesta informacié amb els perfils d’oxigen dissolt, agitaci6 i temperatura al medi
de cultiu durant el procés. S’inclou el perfil de produccid de Fuc-1-PA en termes de

concentracio especifica.

Per poder avaluar el funcionament de [D’estratégia d’alimentacié per al control de
creixement amb [’escalat a produccid, a la Figura VII.22.c. es mostra el grau de
coincidéncia entre el perfil de creixement tedric prefixat per al control de I’alimentaci6 i les

dades experimentals de concentracio cel.lular determinades fora de linia al llarg del procés.

La Taula VII.10. recull els parametres de control per aquesta fermentacio.
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Figura VI1.22. Experiment FB-17. Escalat de ’estratégia semicontinua exponencial per limitacio
de glucosa a produccid. Creixement de DH1lacdapD(pORT1aLfuc) a ’equip 50/75 1 Fermenter
(LSL Biolafitte Inc.). () Biomassa total, (o) D.O. o, (¥) amoni (g/1), (A) acid acetic (g/1), (m)
glucosa(g/l), (¢) Produccié de Fuc-1-PA (UA / g PS).
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Taula VII. 10.
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Com es mostra a la Figura VII.22.a., durant les 12 primeres hores de creixement
semicontinu no induit, I’estratégia de creixement exponencial per limitacié de glucosa
funciona perfectament reproduint exactament els resultats obtinguts a escala de laboratori.
Es manté la velocitat de creixement global per aquest periode a 0,1 h™ (veure també Taula
VIL.10) i la concentracido de glucosa residual al medi per sota del limit de deteccié de
I’assaig (< 0,2 g/l) durant tot el procés. Tampoc es detecten problemes d’acumulaci6 d’acid
acetic al llarg de tot aquest periode i la concentracido d’amoni es manté entre 1 1 1,5 g/l
garantint la seva disponibilitat com a font de nitrogen perd sense assolir concentracions
superiors a 3g/l que poguessin resultar inhibitories per al creixement. No €s possible evitar
la primera fase de creixement alimentat a velocitat de creixement descontrolada (de 11,5 a
14 hores aproximadament) observada préviament a les fermentacions a escala de laboratori
i que es justifica pel consum de fonts de carboni alternatives a la glucosa a I’inici de 1’etapa
alimentada (basicament, L-prolina residual de I’etapa discontinua i I’acumulacié d’acid
acctic fins a 3 g/l al final d’aquesta mateixa etapa). No obstant, aquesta fase ocupa només
2,5 hores i no altera la velocitat de creixement global mantinguda durant el periode
semicontinu no induit (veure TaulaVIIL.10.). A la Figura VII.22.b. es pot comprovar com els
perfils d’oxigen dissolt al medi i1 agitaci6 també son coincidents amb els obtinguts

préviament a escala laboratori per tot aquest periode.

La Figura VIL.22.c. mostra el grau de coincidéncia entre el creixement real del cultiu i el
perfil tedric de creixement en que es basa el control d’addicié i corrobora el bon
funcionament de [’estratégia: durant tota aquesta etapa de creixement no induit no €s

necessari corregir el perfil de creixement prefixat.

A les 24 hores de fermentacio, amb una concentracio6 cel.lular de 34,5 g PS/1 (veure Figura
22.a; D.O.6oonm = 90.0) es procedeix a la induccid de 1’expressid recombinant per increment
de temperatura de 30 a 42°C. Per al canvi de temperatura en aquest equip s’utilitza la
circulacié de vapor d’aigua de linia per la camisa del reactor. Aix0 permet 1’augment de
temperatura de procés de forma homogenia en pocs minuts tal com es mostra a la Figura
VIL.22.b. En canvi, als equips a escala laboratori, aquest canvi es realitza per escalfament

de I’aigua de refrigeracio de la camisa del vas de fermentacio i la transferéncia de calor és
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molt més lenta sent necessaris entre 20 1 30 minuts per assolir la mateixa temperatura. Un
cop assolida la temperatura d’inducci6, la concentracidé d’oxigen dissolt al medi es redueix
drasticament pero es recupera sobrepressionant el tanc gradualment fins a una pressid
maxima de 2 bar corresponent a la maxima sobrepressid permesa per les normes de
seguretat de I’empresa (pressio maxim de treball especificat per al sistema: 3 bar). Tot i
aixi, el nivell d’oxigen dissolt es va reduint gradualment i només és possible retardar 1 hora
les condicions de creixement amb limitacié d’oxigen (veure Figura VII.22.b.). A les 3 hores
de creixement induit es pot considerar completament aturat el creixement (veure també

Taula VII.10) havent-se assolit una concentraci6 cel.lular maxima de 37,2 g PS/I.

En relacio a la producci6é de Fuc-1-PA, a la Figura VII.23. es mostren els resultats obtinguts
per al seguiment d’acumulacié de Fuc-1-PA com a fraccio del total de proteina
intracel.lular. Abans d’induir, 1’expressié constitutiva de Fuc-1-PA es manté al voltant del
7% del total de proteina intracel.lular d’acord amb els experiments previs a escala de
laboratori. El sistema respon rapidament a la inducci6 per augment de temperatura i 3 hores
després de la inducci6 ja s’ha assolit una concentracié especifica de Fuc-1-PA maxima al

voltant de 25% del total de proteina intracel.lular.
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Figura VI11.23. Experiment FB-17. Electroforesi desnaturalitzant SDS-PAGE de mostres al llarg de
la fermentaciod corregides per biomassa. N: no induit, | : induit. M : marcador de pesos moleculars. 1-
13,5h, 2- 15.5h, 3-18.6 h, 4-20.6 h, 5- 23.7 h, 6- 25.0 h, 7- 26.0 h, 8- 27.0 h, 9-28.0 h. En cursiva:
quantificacio densitomeétrica de fraccié de Fuc-1-PA relativa a proteina total intracel.lular.

A la Figura VII.22.b. es mostra el perfil de concentraci6 especifica de Fuc-1-PA activa al
llarg del procés i a la Taula VII.11. els resultats de produccié de Fuc-1-PA al final del
procés en termes de concentracions i productivitats especifiques i volumetriques. A la
mateixa taula s’inclouen els resultats assolits amb el mateix procés de produccid a escala
laboratori, experiments FB-14 i FB-16. El perfil de concentracié d’activitat especifica
(Figura VII.22.b.) corrobora els resultats obtinguts per analisi de fracci6 de proteina total a
la Figura VII.23: a les 3 hores de creixement induit, d’acord amb una cinética de produccid
associada a creixement, s’atura I’expressio recombinant al mateix temps que el creixement
cel.lular. La concentracio d’activitat Fuc-1-PA especifica maxima assolida és de 390 UA/g
PS corresponent al 45% de la maxima assolida en condicions Optimes de creixement post-

induccio, 845 UA/g PS per FB-14.
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Només ¢€s possible mantenir el creixement induit al voltant de 3 hores. Tot i1 aixi, els
resultats de concentracio de Fuc-1-PA activa 1 productivitat volumetrica acumulada al final
del procés son similars als obtingudes per FB-16 en que es possible prorrogar el creixement
induit encara un parell d’hores més. La diferéncia entre les concentracions cel.lulars en el
moment de la inducci6 (35 g PS/l per FB-17 front 25 g PS/I per FB-16) i I’eficiéncia en el
canvi de temperatura per a la induccié en FB-17 (menys de 5 minuts en FB-17 (50/75 1
Fermenter; LSL Biolafitte Inc.) front uns 25 minuts en FB-16 (Applikon de 7 1; FT
Applikon Ltd.)) venen a justificar aquest resultat.

Dels resultats obtinguts s’extreu que ’estratégia semicontinua exponencial per limitacié de
glucosa posada a punt en aquest treball és facilment implementable a escala de produccid
per I’obtencio de Fuc-1-PA amb bons rendiments de produccié. En aquest primer
experiment, FB-17, sense treballar en condicions optimes d’induccio, ja s’obtenen, en una
sola operacio, al voltant de 50g de Fuc-1-PA (corresponents a les 651808 UA totals a final

del proceés).
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S’aprofita aquest experiment FB-17 amb DHllacdapD(pORTlaLfuc) per avaluar
l'estabilitat plasmidica i viabilitat cel.lular de les soques recombinants basades en el sistema
ORT a escala de produccio. A la Figura VIIL.24. es presenten els resultats obtinguts.
L’estabilitat plasmidica s’avalua mitjangant el seguiment de la fracci6 de cel.lules que
mantenen la seva capacitat de divisioé en cultiu en LB amb/sense IPTG al llarg del procés
(Figura VII.24.a.; veure Materials i Métodes 1V.5.4.1.) i també per extracci6 de DNA
plasmidic i estimacid del nimero de copies del plasmid per unitat cel.lular (Figura

VII.24.b.; veure Materials 1 Métodes 1V.5.4.3.).
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Figura VI1.24. Experiment FB-17. Seguiment d’estabilitat plasmidica i viabilitat cel.lular en cultiu
semicontinu de DH1lacdapD(pORT1alfuc) en medi definit MD-FB.
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La viabilitat cel.lular al llarg del procés s’estima quantificant la fraccio de cél.lules
formadores de colonies en medi LB front al total de cel.lules al cultiu (Figura VII.24.c.). No
s’observa perdua de viabilitat cel.lular al llarg del procés, fins 1 tot un cop induit el cultiu es

manté la capacitat de divisio cel.lular per a tota la poblaci¢ fins al final del procés.

Com es mostra a la Figura VII.24.a., el nimero de cel.lules que perden el plasmid i amb ell
la capacitat de créixer en medi no suplementat amb IPTG es minim mantenit-se una
estabilitat plasmidica al llarg de tot el procés al voltant del 100%. Els resultats de
quantificacié de numero de copies per unitat cel.lular, Figura VII.24.b., venen a corroborar
aquest resultat. Abans de la induccié es manté el numero de copies amb la divisio cel.lular,
estimant-se un total de 200 copies del plasmid per unitat cel.lular, i amb la inducci6 térmica
s’accelera I’activitat metabolica incrementant-se aquest contingut fins a 400 copies per
unitat cel.lular. Aquest comportament després de la induccid ha estat ampliament reportat
en sistemes d’expressid recombinant per induccié térmica (Kapralek i col., 1998; Hoffman i

Rias, 2001).

Amb els resultats obtinguts en relacid a 1’estabilitat plasmidica es pot afirmar que el sistema
d’expressio recombinant ORT és realment eficient per al control de segregaci6 plasmidica
en cultius semicontinus a nivell de produccid i, per tant, una alternativa atractiva als

sistemes basats en la suplementacié d’antibiotics com a marcadors de seleccid.
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VI11.3. CONCLUSIONS

Finsalarealitzacio d aquest treball, el sistema ORT, patentat per Cobra Bio-manufacturing
plc., s havia emprat a Cobra Bio-manufacturing plc. Unicament per ala produccié de DNA
plasmidic per a la seva aplicacié en terdpia génica utilitzant estratégies de cultiu
semicontinues en medis complexos molt ricsi assolint concentracions cel.lulars maximes al
voltant de 25 g PS/I. Dels resultats d’ aguest capitol s extreu que aquest sistema ORT és una
bona alternativa as sistemes convencionals basats en la suplementacié d’ antibiotics per
evitar la segregacié plasmidica en processos semicontinus de llarga durada a escala
productiva en medis definits. D’atra banda, shan obtingut molt bons resultats per
I"expressio recombinant de Fuc-1-PA com a primer model de proteina recombinant
produida utilitzant aquest sistema ORT, provant € seu gran potencia també per |’ expressié
de proteines recombinants. De forma addicional, |’ adaptacié de I’ estrategia semicontinua
exponencia per limitacié de glucosa en medi MD-FB ha permeés doblar les concentracions
cel.lulars assolides a final de procés respecte a les estrategies de cultiu emprades fins al

moment a Cobra Bio-manufacturing plc.

S han construit dues noves soques per |’ expressio de Fuc-1-PA basades en € sistema ORT,
DH1lacdapD(pORT1al fuc) i DH1lacdapD(pORT1afuc), i S ha realitzat un primer estudi
comparatiu a nivell de matras Erlenmeyer per determinar la seva capacitat de creixement,
produccié de Fuc-1-PA i estabilitat plasmidica. D’ aquest estudi s extreu que:

- lasoca DH1llacdapD(pORT lafuc), induible en base al promotor lac, no és una bona
alternativa per I'expressio de Fuc-1-PA: els nivells d expressié constitutiva son
baixos amb una acumulacio de Fuc-1-PA a voltant del 10% de la proteina total
intracel.lular i una activitat aldolasica corresponent inapreciable. Independentment
de la naturalesa del medi, complexa o definida, no s observa resposta a la induccio
de I’ expressio recombinant.

- En canvi, la soca DH1lacdapD (pORT laL fuc), induible per temperatura, es presenta
com una molt bona alternativa per I’ expressi¢ de Fuc-1-PA. Es tracta d’un sistema
ben regulat amb nivells d expressié constitutiva minims, a voltant del 5% de la
proteinatotal intracel.lular, i bonaresposta alainduccié amb produccions de Fuc-1-

PA gue suposen al voltant del 32 i e 38% dela proteinatotal intracel.lular afinal de
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creixement, en medi MD i LB respectivament. Aquesta acumulaci6 es tradueix en
nivells d’ activitat especifica maxima a fina de creixement molt superiors en medi
LB que en medi MD, 824 +/- 49 UA/g PS en LB front 404 +/- 24 UA/g PS en MD.
Aquest resultat ve a indicar |’ efecte negatiu de les altes velocitats de creixement
sobre el plegament correcte de les proteines cap a la seva forma soluble activa quan
es treballa en medis de natural esa definida.

- No es detecten problemes d’'inestabilitat plasmidica per cap de les noves soques
recombiants obtingudes basades en € sistema ORT. Aquest resultat s ha corroborat
posteriorment a escala de produccio per la soca DH1lacDapD(pORT 1al fuc).

Emprant €l sistema ORT, quan s utilitza la regulacié basada en el promotor lac tant per a
control de segregaci6 plasmidica com per € control d expressio recombinant, els resultats
no son prometedors amb una expressio recombinant insignificant que es redueix a
I"expressio basal al sistematot i I’addicio d'IPTG. En canvi, € sistema rendeix molt bons
resultats per I’ expressio recombinant quan s utilitzen sistemes de control diferents per cada
un d’aquest aspectes com S extreu dels resultats amb DH1lacDapD(pORTl1al fuc). En
aquesta soca |'expressio de Fuc-1-PA es troba sota € control d' un sistema induible per
temperatura i e sistema ORT per a control de segregacié plasmidica es basa en €
promotor lac. En aquest cas, és possible assolir un bon control de la segregacio plasmidicai

expressié recombinant simultaniament.

La soca DH1lacdapD(pORT1al fuc) és innecessariament auxotrofica per L-prolina. Per a
seu creixement en e medi definit MD-FB, s ha redefinit la composicio del medi introduint
aquest aminoacid segons I’ estimacié del seu coeficient de consum relatiu a glucosa, Y.
prolinalglucosas €N €S condicions de cultiu tant en I’ etapa discontinua com alimentada. Y.

prolinalglucosa €S depenent de la velocitat de creixement.

L’ estratégia semicontinua exponencial per limitacié de glucosa desenvolupada per assolir
CADC per la produccié de Fuc-1-PA emprant la soca XL1 Blue MRF (Trcfuc) ha estat
facilment adaptable a cultiu de DH1llacDapD(pORT1alfuc) tot i les limitacions de

precisié en e nou equipament emprat. També per aquesta soca I’ estrateégia ha permeés
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obtenir CADC a velocitat de creixement controlada i amb resultats reproduibles. La
maxima concentracio cel.lular assolida en condicions de no induccié i treballant amb aire
enriquit al 50% en oxigen ha estat de 50 g PS/I. Es tracta doncs d’ una estrategia robusta i
d aplicacié general que permet ser adaptada facilment a cultiu de noves soques d' E. coli
recombinants mitjancant un nimero reduit d’experiments. primer, per determinar e valor
de Y ap wgiucosa PEr les condicions de treball i velocitat especifica ala que es vol mantenir el
creixement; segon, un cop caracteritzat €l creixement no induit, per determinar les
caracteristiques de I’expressio recombinant a sistema, velocitat/qualitat de produccio i
efecte sobre el perfil de creixement no induit. Aquesta informacié permet determinar el

criteri optim d’inducci6 per maximitzar la produccio.

Aplicant aguesta estratégia semicontinua exponencial per limitacio de glucosa a la
produccié de Fuc-1-PA amb DH1lacdapD(pORT1lal fuc), s ha assolit una concentracio
especifica maxima de Fuc-1-PA intracel .lular activa de 845 +/- 51 UA / g PS en condicions
optimes de creixement post-induccié (tot enriquint I’aire amb oxigen pur a 50%). Aquest
valor doblal’ activitat especifica assolida per a creixement de lamateixa socai en el mateix
medi MD-FB a nivell de matras Erlenmeyer, 404 +/- 24 UA / g PS, quan no és possible
controlar la velocitat de creixement post-induccid i mostra laimportancia de la velocitat de
creixement del cultiu induit en la qualitat de sobreexpressio. Aquesta activitat especifica
maxima assolida amb DH1lacdapD(pORT1alfuc), suposa a voltant del 80% de
I” acumulaci6 especifica maxima de Fuc-1-PA obtinguda utilitzant la soca recombinant XL1
Blue MRF (pTrcfuc) amb regulacié d’ expressio en base a un promotor tipus lac. Aquests
resultats venen a indicar que € sistema ORT té un gran potencial per a la produccio de
proteines recombinants i que cal aprofundir en I’optimitzacié del sistema per la seva
aplicacié en el camp de I’ expressio recombinant basicament provant promotors alternatius

alsdetipuslaci alsd’induccio termica, per a control d’ expressié recombinant.

L’ estrategia és facilment aplicable a nivell de produccio. A escala de produccié de 50 | no
es presenten problemes d'heterogenizitat al medi de cultiu i els resultats obtinguts en
relacio a concentracio cel.lular i produccio de Fuc-1-PA venen areproduir els previament

obtinguts a escala de laboratori fixant les mateixes condicions d operacid. Amb aguesta
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primera prova d’ aplicacio de |’ estrategia desenvolupada a escala productiva, s ha obtingut
la producci¢ de Fuc-1-PA més gran reportada de que es tingui constancia, 50,1 g de Fuc-1-
PA activa, i encara es podria millorar molt la producci¢ disposant d’ oxigen per I’ aeracio del
medi de creixement.
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VIII. CONCLUSIONS GENERALSI FUTURSTREBALLS

Diversos aspectes d'influéncia en |’ expressié de Fuc-1-PA: e sistema d’ expressio, e medi

i I’estratégia de cultiu i les condicions de creixement.

S hatrebalat amb dues soques recombinants basades en sistemes d’ expressi6 diferents per
a la produccié de Fuc-1-PA, XL1 Blue MRF (pTrcfuc) i DH1llacdapD(pORTlalfuc). En
ambdds casos, la sintesi de Fuc-1-PA va associada a creixement: mentre hi ha creixement
cel.lular hi ha producci6 recombinant, per tant, treballar en condicions que permetin
alargar la vida del cultiu induit permetra assolir la maxima concentracio especifica per a
sistema de treball.

Per XL1 Blue MRF (pTrcfuc), induible per IPTG, la composicio definida del medi és un
avantatge per I’ expressio recombinant obtenint-se 3 cops millors resultats en medi definit
que en medi complex LB, 700 +/- 42 UA/g PS front a 200 +/- 12 UA / g PS, en cultius
discontinus a escala de matras Erlenmeyer. Quan sutilitza un medi definit per a
creixement en sistemes semicontinus controlant la velocitat de creixement ap = 0,1 h™ és
possible allargar €l creixement del cultiu induit fins assolir 1a concentracié especifica activa
maxima per a sistema, 1086 +/- 66 UA / g PS.

En canvi, per DH1lacdapD(pORT1aL fuc), induible per temperatura, els nivells d’ expressio
recombinants maxims assolits en I’ estudi a escala de matras Erlenmeyer son molt similars
per ambdds medis amb valors d’ acumulacié especifica maxima a voltant del 35% del total
de proteina intracel.lular pero, en aquest sistema, la composicié complexa suposa un clar
avantaige per a plegament de Fuc-1-PA cap a la seva forma activa soluble amb
concentracions especifiques de Fuc-1-PA activa maximes per a creixement en LB de 824
+/- 50 UA / g PSfront a404 +/- 24 UA/ g PS per al mateix creixement en medi definit. En
els estudis en matras Erlenmeyer, la induccio térmica comporta un increment considerable
de la velocitat de creixement i, I’ aportacio directe d’ aminoacids que poden ser ensamblats
rapidament en la sintesi de proteines evitant la saturacio de les vies sintétiques de I’ hoste
pot explicar aguest comportament. Tot i aixi, es decideix treballar amb una composicié
definida del medi per as estudis de produccié en fermentador. Sembla que el control sobre
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la velocitat de creixement per limitacié de substrat, tot i la induccié termica, permet
controlar I’ activitat metabolica de I’ hoste i comporta una millora molt considerable de la
concentracié especifica de Fuc-1-PA activa assolida en medi definit: mantenint p = 0,1 h*
la concentracio especifica de Fuc-1-PA activa es dobla respecte al’ obtinguda en els estudis
de caracteritzaci6 en Erlenmeyer a pims, = 0,4 h™, passant de 404 +/- 24 UA/ g PS a 845 +/-
51 UA/ g PS, maxima concentracio especifica activa assolida per aguesta soca recombinant

en les condicions detreball i superior al’ obtinguda inicialment en medi LB.

En vista dels resultats obtinguts encara es podria tractar de millorar alguns aspectes per

augmentar la concentracié especifica assolida amb DH1lacdapD(pORT1al fuc) en base al

mateix procés de produccié. Aquests aspectes son:
a) inducci6 a temperatures inferiors a 42°C. Tot i que tradicionament s ha emprat un
salt de temperatura de 30 a 42°C per induir els promotors A P_ i Pr en combinacié amb
el repressor clgs7, I'optimitzacid d'aguests sistemes en relacio a la temperatura
d’induccié ha mostrat increments en els rendiments de produccié a 40°C (Strandberg i
Enfors, 1991b) i fins a 38°C (Harder i col., 1994). Per tant, es podria provar d’ activar la
induccié mitjancant una rampa de temperatura dins €l rang de temperatures optimes de
creixement d'E. coli: entre 30 i 37°C, evitant activar la resposta de xoc termic i al
mateix temps reduint els problemes associats a la reduccié de solubilitat de I’ oxigen en
el medi amb la temperatura. Possiblement, d’ aquesta forma seria factible mantenir el
creixement induit més temps millorant les concentracions especifiques de Fuc-1-PA
activa i, S més no, les concentracions cel.lulars maximes assolides abans de que €l

creixement es limiti per la disponibilitat d’ oxigen al medi després de lainducci6.

b) suplementacio del medi definit amb complements complexos a partir de la induccio
de I'expressié recombinant. Dels estudis de medi de cultiu en matras Erlenmeyer
s extreu que la composicié complexa del medi afavoreix laformacié de Fuc-1-PA cap a
la seva forma soluble activa. Tot i que, controlant la velocitat de creixement i les
condicions de cultiu en I’ estratégia semicontinua, s ha doblat |a producci6 de Fuc-1-PA
activa per unitat cel.lular en medi definit, és possible que I’ addicié d' una suplementacio

complexa després de lainduccié millorés encara més els rendiments del procés.
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L' estratégia semicontinua exponencial per limitacid de glucosa al medi de cultiu com a

eina en |’ optimitzaci6 de sistemes de produccid de proteines recombinants en E. coli.

L’ estrategia semicontinua exponencial per limitacié de glucosa posada a punt en aquest
treball ha permes, primer, assolir CADC per la soca recombinant XL1 Blue MRF
(pTrcfuc) i optimitzar la produccié recombinant en aquest sistema. Posteriorment, s ha
adaptat amb éxit la mateixa estratégia de creixement per assolir CADC de
DH1lacdapD(pORT1al fuc).

Es tracta d'una estratégia de cultiu semicontinu senzilla, que no requereix de control
retroalimentat per a manteniment del creixement a una velocitat de creixement constant
prefixada i facil d'implementar en qualsevol equip de trebal de que es disposi perque
necessita d’ un equipament minim i molt economic i només d’'un programa senzill per al
control daimentacio a sistema. Els resultats mostren que tot i la seva simplicitat,
I estratégia és altament robusta: un cop optimitzat e parametre Y ap ygucosa PEr @ la soca i
condicions de cultiu especifiques, és possible reproduir els resultats obtinguts per una

mateixa soca en diferents equips i escalats de proces.

El fet que I'estratégia permeti assolir resultats reproduibles sense dificultat fa possible
establir una estrategia general per determinar e criteri d’inducci6 més adequat per
maximitzar la producci recombinant segons sigui la soca de treball, e sistema d expressio
que empra i les limitacions d equipament. Aquest procediment general consisteix, primer,
en caracteritzar € creixement no induit segons aquesta estrategia i les condicions de treball
fixades. Aleshores es pot iniciar I’estudi d’induccié amb un experiment en que es fixi €
moment d’induccio al’inici de |’ etapa alimentada. La reproduibilitat respecte dels resultats
de creixement no induit, permet extreure daquest primer experiment d’induccid la
informacié necessaria per conéixer les caracteristiques de I'expressid recombinant al
sistema i fixar un criteri d’induccié. Aquesta informacié és. a) efecte de |'expressio
recombinant sobre €l creixement cel.lular en condicions de no induccid i b) caracteristiques

per a la produccié de la proteina sobreexpressada al sistema: velocitat | qualitat de
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produccié. Amb aquesta informacio és facil triar el moment d’induccio intentant assolir la

concentracio especificamaximai simultaniament, |a maxima concentracio cel.lular.

L'aplicacié d’'aguesta successio de passos per la produccié de Fuc-1-PA treballant amb
dues soques recombinats d’ E.coli basades en sistemes d'expressio diferents ha permes
optimitzar €l procés de produccid en cada cas. No obstant, aquesta extrapolacié de les
condicions d’inducci6 optimes és més fiable en sistemes d' expressié en que la inducci6 de
I”expressio recombinant no altera de forma drastica les condicions de creixement i es pot
preveure el perfil de creixement post-induccié, com és en € cas de XL1 Blue MRF
(pTrcfuc). En canvi, treballant amb DH1lacdapD(pORTaL fuc), la reduccio en la solubilitat

de I’ oxigen post-induccio dificulta aquesta previsio.

Amb aguests resultats, es podria dir que, € que realment s'ha posat a punt en aguest treball,
meés que una estratégia per a cultiu d’'E. coli recombinant per assolir CADC, és una
estratégia senzilla per I’ optimitzacié de processos de produccio de proteines recombinants
en E.coli: rgpid, economicament factible i que permet comparar diferents sistemes
d expressio recombinant en E.coli entre si per triar el sistema més adequat per escalar a
produccié. El sistema permet optimitzar el procés de produccid de proteines recombinants
amb una inversié de temps reduida: smplement ja es disposa d’ un sistema semicontinu
implementat al fermentador de treball i només cal adaptar-lo a la soca de treball en cada
cas. Els resultats obtinguts mostren que, facilment, es poden assolir produccions en |’ escala
de gram en un reactor de dimensions reduides (exemple, Applikon 7 |; Ref.: Z61103CTO07,
FT Applikon Ltd.) i es pensa que la generalitzacio d’ aguesta estratégia ha de permetre
obtenir, en molts casos, prou proteina recombinant per comencar estudis de caracteritzacio

funcional o d’ estructura de proteines d’interes.

Amb aguesta idea, I'aplicacié de forma sistematica d aquesta estratégia de treball per la
produccié de proteines recombinants en E. coli a grup de trebal del Departament
d Enginyeria Quimica de la UAB ha permés accelerar I’ obtencié de quantitats suficients

d altres aldolases del grup d' estudi, aldolases d’ estereoquimica complementaria depenents
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de DHAP (veure Introducci6, 1.1.3.), per comencar els estudis d aplicacié d’ aquest grup
d enzims com a biocatalitzadors.

No obstant, encara es podrien estudiar d altres aspectes per millorar aquesta estratégia de
produccié sistematica de proteines recombinants en E. coli. En agquest treball, s'ha fixat la
velocitat de creixement en |'etapa semicontinua a p = 0,1 h™* per reduir les variables
d operacid que poguessin influir els resultats. Perd un cop optimitzada |’ estratégia
operacional valdria la pena avaluar |’ efecte de la velocitat de creixement prefixada per a
creixement sobre la produccié6 recombinant i e creixement cel.lular Velocitats de
creixement massa altes poden afectar la qualitat en |’ expressié recombinant i €ls rendiments
cel.lulars per I'acumulacio d'acid acetic o altres productes toxics de metabolisme o,
simplement, per reduccié de la concentracié cel.lular maxima assolida per unes
determinades condicions d’ aeracio per a proces. En aquest primer treball, s'ha provat que
I estratégia funciona a velocitats de creixement superiors (a p = 0,2 h™ amb XL1 Blue
MRF (pTrcfuc); veure Capitol VI1.2.3.) pero no s ha avaluat |’ efecte d’ aquest augment de
la velocitat de creixement sobre la produccio de Fuc-1-PA en la seva forma soluble activa.
La comparaci6 del creixement de XL1 Blue MRF' (pTrcfuc) ap=0,1h*i p=02h? fa
evident que a l'augmentar la velocitat de creixement mantenint les mateixes
caracteristiques d aeracié s obtenen menors rendiments cel.lulars ja que la velocitat de
transferencia d’ oxigen del medi de cultiu cap a microorganisme limita abans €l creixement.
Incloure la velocitat de creixement en I’ etapa semicontinua com a variable en |’ estudi,
permetria triar la velocitat de creixement maxima que permetés, simultaniament, el bon
funcionament de I’ estratégia semicontinua assolint concentracions cel.lulars maximes i la
produccié de quantitats raonables de la proteina activa. D’ aguesta forma es podria millorar

considerablement la productivitat volumeétrica acumulada del procés.

Els sistema ORT per |’ expressié de proteines recombinants

Dels resultats del capitol VII d’ aquest treball s'extreu que e sistema ORT té un gran
potencial per I’expressio de proteines recombinants sempre que e control d’expressié no

sigui en base a promotorstipus lac.
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En concret, s ha treballat amb un sistema d’induccio per temperatura. Aquest sistema, que
resulta optim per la produccié de DNA plasmidic (com es mostraaal FiguraVIl.24, amb la
inducci6 del sistema per temperatura es duplica la carrega plasmidica per unitat cel.lular),
té un gran nombre de retractors per la seva aplicacié en sobreexpressio de proteines
recombinants. Basicament aix0 és degut a la forta alteracio del metabolisme cel.lular que
segueix a aquest tipus d’'inducci6 (pergqué es desencadenen respostes propies de xoc termic)
I a que moltes proteines expressades es desactivin per efecte de les altes temperatures de
treball. Aquest era e sistema d’ expressié disponible a Cobra Bio-manufactuirng plc. com
aternativa alaregulacié en base a promotors tipus lac per ala construccio de noves soques

recombinants basades en el sistema ORT i per aquest motiu esvaintroduir al’ estudi.

Tot i els problemes associats a la induccié per temperatura, la utilitzacié de sistemes de
control diferents per I’estabilitat plasmidica i I'activacié d expressié recombinant ha
permes assolir bons resultats per I’ expressio de Fuc-1-PA activa. L’ optimitzacié del sistema
ORT per ala seva aplicacio en processos de produccié recombinant de proteines passaria

per:

a) treballar amb sistemes de regulacio d' expressié induibles per sistemes aternatius a
la induccio térmica i en base al promotor lac. Seria interessant estudiar sistemes
tipus Rha i Ara (veure introduccié capitol VII) amb activacié d expressio per
catabolit. Aquests sistemes faciliten la induccié sense aterar les condicions de
creixement de formadrasticai possiblement, permetin mantenir el creixement induit
per més temps i maximitzar la concentracio cel.lular fina i la concentracio

especifica de Fuc-1-PA alabiomassa generada.

b) La suplementaci6 de L-prolina necessaria per a creixement de
DH1lacdapD(pORTaL fuc) en medis definits dificulta I’ adaptacié de I’ estratégia i
encareix substancialment el cost del procés global. Es fa necessari treballar en €
desenvolupament d’una nova generacio de soques ORT prototréfiques per a L-

prolinai que evitin noves auxotrofies innecessaries.
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Comparacié de la produccié de Fuc-1-PA amb |'estratégia de cultiu discontinu per

limitacié de glucosa segons la soca recombinat de treball.

A laTaulaVIII.1. esrecorden es resultats obtinguts en aguest treball per ala produccié de

Fuc-1-PA segons la soca recombinant emprada.

El fet que e sistema d'agitacio sigui molt més eficag per I'equip Applikon que per a
BiostatB permet assolir concentracions cel.lulars finals similars per ambdds equips
treballant amb condicions d’ aeracié del cultiu diferents (homés amb aire enriquit a 50% en
el primer casi amb oxigen pur en el segon) i facilitala comparacié dels resultats obtinguts
al marge de I’equip de treball. Amb XL1 Blue MRF (pTrcfuc) s assoleix la concentracio
especifica maxima de Fuc-1-PA, 1086 +/- 62 UA/g PS front 845 +/- 51 UA/ g PS per
DH1lacdapD(pORTalL fuc) en FB-14, i també la maxima concentracié volumeétrica de Fuc-
1-PA dl final del procés, 47450 UA / | front 40610 UA / |. Perd, en canvi, la produccio és
meés rapida en e sistema en base a vectors ORT en que s'indueix |’ expressié per augment
de temperatura i aix0 permet que la productivitat volumétrica acumulada del procés sigui
superior per DH1lacdapD(pORTal fuc), 1377 front a1216 UA -1 - ht,

Per sobre d'aquestes petites diferéncies, es pot dir que per ambdues soques €ls resultats
obtinguts per I’ optimitzacio de la produccio de Fuc-1-PA a sistema son molt similars: amb
una concentracio de producte recombinant actiu final entre 48.000 i 40000 UA/I i una
productivitat volumétrica acumulada entre 1400 i 1200 UA - It - h™ en qualsevol dels

Casos.

L’ objectiu inicial d utilitzar el sistema ORT per I'’expressio de Fuc-1-PA no era tant
millorar els rendiments en |’ expressié recombinant com millorar altres aspectes del sistema:
la problematica associada a I’ s d antibiotics com a marcadors de seleccid i també a I’ Us
d' IPTG per al’expressio recombinant a escala productiva. Amb els resultats obtinguts s ha
provat ampliament |’ eficiencia del sistema ORT per assegurar |’ estabilitat plasmidica al
[larg de processos semicontinus i en escala de produccio. En base a aguest sistema, la soca

DH1lacdapD(pORTaLfuc) permet regular I'expressio evitant la suplementacié d'IPTG i
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assolint produccions molt similars a les obtingudes per XL1 Blue MRF (pTrcfuc). Per tant,
es pot concloure que I'Gs del sistema ORT és una molt bona alternativa per |’escalat a

producci6 d aquesta estrategia semicontinua per ala produccié de Fuc-1-PA.
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APENDIX 1.

Regulacio del’opero lac (per ala utilitzacié delactosa en E.coli)

L' operod lac en les cél.lules naturals d’'E. coli consta de tres gens (lacZ, lacY i lacA) que
codifiquen per els enzims necessaris per a metabolisme del sucre lactosa. Aquest operd
esta sotmes a doble regulacio: regulacié positiva per catabolit en preséncia de glucosa i
repressio negativa en absencia de lactosa, de forma que només quan les concentracions de

glucosa son baixesi hi halactosa al medi lacel.lula es capag de metabolitzar aquest sucre.

La transcripcié del promotor lac esta primer regulada pel repressor lac, producte de
transcripcio del gen lacl. En abséncia de inductor (lactosa o IPTG) e repressor lac inhibeix
la transcripci6 perque s'uneix alaregio operador del opero lac. Quan el repressor esta unit
a |’ operador, la seva presencia evita la unié correcta de la RNA-polimerasa a la regi6 del
promotor i no és possible la transcripcio dels gens al’ operd. Perd com existeix un equilibri
entre la forma ocupada i Iliure de I’ operador, aguest no esta ocupat continuament i aixo

permet una baixa expressio basal dels gens de |’ opero.

Quan la cél.lula es troba en un medi amb lactosa o atres galactosids s activa |’ expressio
dels gens per a la seva metabolitzacio. Un cop dins la cél.lula, una petita quantitat de
lactosa es convertida per la concentracié basal de -galactosidasa a un compost intermedi,
allolactosa, que s'uneix a la molécula de repressor lac. Aquesta unié provoca un canvi
conformacional a repressor lac reduint la seva afinitat per a seu lloc d'unié a |’ operador

lac. Sense repressor al’ operador, és possible latranscripcio dels gens de I’ operd lac.

Per altra banda, |’operd esta sotmeés també a repressié per catabolit: per la unié de la
proteina CAP alaregio del promotor. Quan CAP s'uneix a promotor augmenta I’ afinitat
de la RNA polimerasa pel promotor i potencia la transcripcio. L’ afinitat de CAP a

promotor es potencia aixi mateix per la unio d'aguesta a I’enzim adenosina ciclic
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monofosfat (CAMP). La concentracio de CAMP és alta quan la concentracio de glucosa a
medi és baixa.

Aquestes interaccions i conseguencies en la transcripcioé dels gens regulats per |’ opero lac
es mostren a la Figura Ap-1.1. La repressio per catabolit permet a E. coli metabolitzar de
forma preferent glucosa front lactosa i una gran varietat d’ altres sucres. Tot i en preséncia
de I’inductor, concentracions altes de glucosa porten a nivells baixos de transcripcions del
promotor lac.

Concentracio de: Nivel_l dg,
transcripcio:

Glucosa Lactosa cCAMP Regi6 promotor-operador lac

cAMP
Repressor
: _ CAP eﬁ) .
Baixa Baixa Alta ac Baix

| Promotor | Onperador | LacZ

Repressor
lac

Alta Baixa Baixa | _Promotor | Overador | Lacz Baix
Alta Alta Baixa | Promotor | Operador | lac? | Baix
cAMP
CAP
Baixa Alta Alta Alt

| Promotor | Operador | LacZ

RNA polimerasa

Y

Figura Ap-1.1. Efecte de les concentracions de glucosai lactosa (0 €l seu andleg IPTG) a medi de
cultiu en els nivells de transcripcié del promotor lac en E. coli. Adaptacié de Donovanii col., 1996.
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APENDIX 2.

Correlacio entre pes sec i lectura de densitat optica a 600 nm (veure Materials i
meétodes, 1V.5.1.3.).

Es presenten les rectes de correlacio entre les lectures de densitat Optica a 600 nm
corregides pel factor de dilucié aplicat per la mesura espectrofotométrica i la determinaci
experimental del pes sec (g biomassa seca per litre de brou de fermentaci¢) de les mateixes
mostres de creixement per a les soques de treball, E.coli XL1 Blue MRF (pTrcfuc) i E.coli
DH1lacdapD(pORT1aL fuc), en CADC en medi definit MD-FB.

E. coli XL1 Blue MRF' (pTrcfuc) en medi MD-FB

40
30
20 1

10 i

Pes sec (g biomasa /| cultiu)

J T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

D.O

* 600 Nm

Pes sec (g biomasa seca - I de cultiu) = 0,266 - D.O. 00 nm
Cosficient de correlacié = 0,965
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E. coli DH1lacdapD(pORT lal fuc)

60

Pes sec (g biomassa/ | cultiu)

0 ] T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

D.0. 600,

Pes sec (g biomasa seca - I de cultiu) = 0,377 - D.O. 600rm
Coeficient de correlacio = 0,974
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APENDIX 3.

Modéel d’alimentaci6 exponencial per a un procés semicontinu a velocitat de
creixement constant

El model matematic més simple que descriu € creixement microbia en estrategies
semicontinues es basa en les seglients suposicions:

- esconsidera un bioreactor perfectament agitat en el que & creixement ve limitat
anicament per la concentracio del substrat limitant mentre que la resta de
nutrients necessaris es troben, o s aimenten, en unarelacio d exces.

- Només s dimenta un corrent que conté aquest substrat limitant i tota la resta de
components necessarisi no hi haextraccié de cultiu al llarg del procés.

- L’adimentacié del substrat es comenca després d' un periode de creixement
discontinu en que el microorganisme creix activament.

- S e substrat limitant del creixement és al mateix temps font d’ energia, part

d aquest s utilitzara en e manteniment de la biomassa existent.

Les equacions del model son:

d

E(VX)=V/I X (1)
n=1(S) @
dieype 1 dWX)

dt (vs)=Fs; Y, dt mvx ©
div =F+ félcid + fbase + fantiespurmnt - fvap (4)

t

on:

u : velocitat especifica de creixement (hh)
t : tempsde cultiu (h)
V: volum de cultiu a vas de fermentacio (1)
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X: concentraci6 de biomassa al vas de fermentaci6 (g PS - 1)
S: concentracié de substrat limitant al vas de fermentaci6 (g glucosa - ™)
So: concentraci6 de substrat limitant al’ aliment (g substrat - ™)

Y,s: coeficient de rendiment de substrat a biomassa (g PS - g™ substrat)

m: coeficient de consum de substrat limitant per a manteniment de la biomassa
existent (g substrat - g* PS)

F: cabal d’ addicié del corrent alimentat (I - h?)

L’equaci6 (1) descriu € balang de matéria per la biomassa, on p es suposa funcié de la
concentracio del substrat limitant a I’aliment d’acord amb I’ equaci6 (2). L’ equacié (3) és
I’ equaci6 de balang pel substrat limitant de creixement; on I’acumulacio de substrat a vas
de fermentacio s'iguala ala diferencia entre els trams |’ aimentaci6, i consum: generacié de
biomassai manteniment de |a biomassa existent. El balanc global de matéria (4) mostra que
I"increment de volum del cultiu a vas de fermentacio depen de la velocitat d addicio de: e
corrent alimentat, les solucions de base i/o acid per a control de pH, I’ agent antiespumant

utilitzat i I’ evaporacié d' aigua del sistemapel corrent de sortida de gasos.

Les condicions d’aimentacié per mantenir un creixement exponencial a velocitat de
creixement constant es deriven a partir de les equacions del model de creixement anterior

considerant les seguients simplificacions:

- lavariacio del volum a vas de fermentacio corresponent as volums per la correccio
del pH del sistema (faig, frese) | per 1a pérdua d’aigua a corrent de sortida de gasos
(fvap) SON negligibles front la variacié de volum corresponent a corrent alimentat.
Tampoc es té en consideracio la variacié de volum corresponent al mostreig per al
seguiment del procés. L’ Equaci6 (4) es pot simplificar:

dv
o oF (5)



Apéndix 3. 294

- Enl'equacié (3) es considera el consum del substrat limitant del creixement per a
manteniment cel-lular inclos en un terme de rendiment aparent de substrat a

biomassa, Y apyss, i essimplifical’ expressio a

d
E(VS): FS,

—m;m-d(dvt” ©)
- S és possible controlar la velocitat de creixement constant a un valor prefixat,
I"equaci6 (1) pel balang de biomassa del sistema es pot integrar fixant els valors de
concentracio cellular inicial, Xo, i volum inicial del sistema, Vo, atempsinicial del
periode alimentat, to = 0. S obté I’ equacio (7) que descriu € creixement microbiaen

processos semicontinus a p constant:

XV = XV, explut) (7)
Utilitzant aguestes equacions (5), (6) i (7) que definirien un model simplificat de

creixement , i assumint encara que:

- Saimentala quantitat de substrat limitant necessaria en cada moment per mantenir
el creixement prefixat perd no en exces, de forma que la concentraci6 residual al vas
de fermentacio és pot considerar nul.la. Aplicant aguesta condicié a |’ Equacio (6),
es considera una situacio d estat pseudo-estacionari per la concentracio de substrat

limitant al vas de fermentacio i es pot escriure;

d 1 d(vx)
—(S)=0=F5, -~~~/
dt( ) > Yap,,, dt

8
- El rendiment aparent de glucosa a biomassa, Yap s, €S pot aproximar a un valor
constant en €l temps per tot el periode de creixement semicontinu a les condicions

fixades per adur aterme el proces.
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Substituint I’ equaci6 (1) pel balang de biomassaal’ Equacio (8) i un altre cop, I’ equacio (7)
per definir la biomassa a temps t en funcié de la biomassa a temps inicial del periode

alimentat, s arriba a la segiient expressio per a cabal d' alimentacio:

1 XV _H XoVo exp(ut)

= 9
SpYap, SoYapy, s
Substituint I’ expressio al’ Equacio (7) per lavariacié de volum i integrant:
V=V, + XoVy ( t)—M (10)

0 —explu
SOYapx/ s SOYap

x/s

Reorganitzant els termes de I’ Equacio (10) per definir una constant Unica, A, que agrupi els
parametres que queden fixats a valor tedricament constant a definir les condicions de
treball per al procés (Lee i Blanch, 1993b):

(2 + AX, explut)— AX,) o A=_— (11)

v =Y _
Yap, S,

Vo
7

Les Equacions (9) i (11) son expressions que defineixen el perfil del cabal a aimentar i
I"'increment de volum a vas de fermentacid necessaris per tal de mantenir el creixement

exponencial sota les condicions préviament fixades.

Finalment, substituint I'equacié (11) a I’Equacio (7) s obté una expressio per |'increment
de la concentraci6 cel-lular en el temps:

X = HXoexplut) o A= H (12)
(:‘H' AX, eXp(/Ut)_Axo) Yapy,sS,




Apéndix 4. Mapa del vector pTrcfuc

296

APENDIX 4.

Mapa del vector pTrcfuc.

361

413

461

509

557

pTrcHis forward primer

| RBS

AAAATTAAAG AGGTATATAT TA ATG TAT CGA TTA AAT AAG GAG GAA TAA ACC

1 Mini cistron

Met Tyr Arg Leu Asn Lys Glu Glu **»

Polyhistidine (6xHis) region

I
AT@ GGG GGT TCT CAT
Met Gly Gly Ser His

gene 10 leader

1
GGT GGA CAG CAA ATG
Gly Gly Gln Gln Met

BamH 1 Xho 1

T |
CIGA TGG ATC CGA gCT
Arg rp e rg ro

Hin'd u

AAG CTT GGC TGT TTT
Lys Leu Gly Cys Phe

CAT CAT
His His

GGT CGG
Gly Arg

Bgll 1

CGA GAT
Arg Asp

GGC GGA
Gly Gly

1 I
CAT CAT CAT GGT ATG GCT AGC ATG ACT
His His His Gly Met Ala Ser Met Thr

Xpress™ Epitope
1

GAT CTG TAC GAC GAT GAC GAT AAG)CAT
Asp Leu Tyr Asp Asp Asp Asp Lys His

Asp

Psl't ! Ken 1 EcolRl BstIB 1

CTG CA en fucA AAT TCG
Leu G1< d > Asn Ser
TGA GAG AAG ATT TTC AGC CTG ATA CAG

* k&

EK recognition sequence 'I;G\EK cleavage site

En vermell s'indica la mutacié puntual trobada en la seqliencia del vector pTrcfuc, per |’ expressio
de Fuc-1-PA, respecte a la sequéncia descrita per al vector comercial de clonatge pTrchis
(Invitrogen).
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