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DESCRIPCION

Procedimiento para determinar la propensién de bacterias a la inestabilidad de oxigeno disuelto.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a un procedimiento mejorado para producir polipéptidos mediante fermentacion bacteria-
na. Mas especificamente, esta invencion se aplica al problema recién hallado de la inestabilidad al oxigeno disuelto
que se manifiesta particularmente en fermentaciones bacterianas a gran escala.

Descripcién de productos relacionados

La produccién de grandes cantidades de polipéptidos y proteinas biolégicamente activos y relativamente puros
es importante econémicamente para la fabricacién de formulaciones farmacéuticas, enzimas, y otras especialidades
quimica para humanos y animales. Las técnicas del ADN recombinante han devenido el procedimiento de eleccién
para la produccién de muchas proteinas, porque pueden expresarse grandes cantidades de proteinas exdgenas, en
bacterias y en otras células huéspedes, libres de otras proteinas contaminantes. La expresion de proteinas mediante
técnicas de ADN recombinante para la produccién de células o partes de células que funcionan como biocatalizadores
es también una aplicacién importante.

Producir proteina recombinante implica transfectar células huéspedes con ADN que codifica la proteina y cultivar
las células en condiciones que favorecen la expresion de la proteina recombinante. La procariota E. coli es favorita co-
mo huésped porque se le puede hacer producir proteinas recombinantes con rendimientos elevados. Existen numerosas
patentes estadounidenses sobre la expresion bacteriana general de ADN que codifica proteinas, incluyendo la patente
estadounidense n° 4.565.786 sobre una molécula de ADN recombinante que comprende un gen bacteriano para una
proteina portadora extracelular o peripldsmica y un gen no bacteriano; la patente estadounidense n°® 4.673.641 sobre
la coproduccién de un polipéptido extrafio con un polipéptido formador de agregados; la patente estadounidense n°
4.738.921 sobre un vector de expresion con un promotor/operador ¢rp y una fusién zrp LE con un polipéptido tal como
el IGF-1; la patente estadounidense n°® 4.795.706 sobre secuencias de control de la expresion para incluirlas con una
protefna ajena; y la patente estadounidense n® 4.710.473 sobre pldsmidos de ADN circular especificos tales como los
que codifican el IGF-1.

La cadena de transferencia electrénica de los organismos bacterianos es capaz de transferir electrones desde sustra-
tos hacia el oxigeno molecular. Los citocromos son un grupo de proteinas que contienen hierro y transfieren electrones
en la cadena de transporte electrénico, que actian de forma secuencial para transferir electrones desde las flavoprotei-
nas hasta el oxigeno molecular. El citocromo terminal de la cadena de transporte electrénico se denomina oxidasa de
citocromo.

Cuando una porcién del fermentador bacteriano experimenta una concentracion baja de oxigeno disuelto (DO,), el
organismo bacteriano es inducido a producir el complejo de la oxidasa del citocromo d. Fu et al., Mol. Gen. Genetics
226:209-213 (1991). Este complejo tiene una mayor afinidad por el oxigeno que el complejo de la oxidasa del cito-
cromo o normalmente usado. Anraku y Gennis, TIBS 12:262-266 (1987). Por tanto, cuando esta presente, el complejo
del citocromo d permite que el organismo continte con la respiracién aerdbica en condiciones de baja concentracién
de oxigeno.

La ubiquinona es el mediador de la cadena de transporte electrénico usado normalmente por las bacterias durante
el crecimiento aerébico vigoroso. Sin embargo, en condiciones definidas con poca exactitud, como la aproximacién
a la fase estacionaria (Poole y Ingledew, “Pathways of Electrons to Oxygen”, en F.C. Neidhart et al. (eds.), Escheri-
chia coli and Salmonella typhimurium: Cellular and Molecular Biology, Vol. 1 (American Society for Microbiology,
Washington, DC, 1987), p. 180), se induce la produccién de un mediador del transporte electrénico alternativo, la
menaquinona. En la mayoria de las fermentaciones a elevada densidad celular, una gran parte del procedimiento se
realiza con las células en una condicién que se aproxima a la fase estacionaria o a la aproximacién a la misma. Esto
podria estar causado por la limitacién de la fuente de carbono/energia para evitar el agotamiento del oxigeno, por las
medidas usadas para inducir la formacién del producto, o por la presencia del producto.

El complejo de la oxidasa de citocromo d tiene una mayor afinidad por la menaquinona que por la ubiquinona (An-
raku y Gennis, ver mds arriba), y presumiblemente usa la menaquinona como su principal mediador en el transporte
electrénico cuando estd presente la menaquinona. Desafortunadamente, los organismos que utilizan la menaquinona
como su mediador del transporte electrénico crecen con una eficiencia mucho mas reducida. El rendimiento del cre-
cimiento aerébico de los organismos que carecen de ubiquinona es aproximadamente del 30% del de un organismo
del tipo salvaje. Wallace y Young, Biochim. Biophys. Acta 461:84-100 (1977). Se mencionan ejemplos de organismos
microbianos con mediadores del transporte electronico mutados, tales como la oxidasa del citocromo d u oxidasa del
citocromo o, en Oden et al., Gene 96: 29-36 (1990); Oden y Gennis, J. Bacteriol. 173:6174-6183 (1991); Kelly et
al., J. Bacteriol. 172:6010-6019 (1990); Iuchi et al., J. Bacteriol. 172:6020-6025 (1990); Soberon et al., J. Bacteriol.
172:1676-1680 (1990); Poole et al., J. Gen. Microbiol. 135:1865-1874 (1989); Fang et al., J. Biol. Chem. 264:8026-
8032 (1989); James et al., FEBS Microbiol. Lett. 58:277-281 (1989); Green et al., J. Biol. Chem. 263:13138-13143
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(1988); Soberon et al., J. Bacteriol. 171:465-472 (1989); Sharma et al., Indian J. Microbiol. 27:26-31 (1987); Yang,
Arch. Microbiol. 144:228-232 (1986); Matsushita y Kaback, Biochemistry 25:2321-2327 (1986); Tamura-Lis y Webs-
ter, Arch. Biochem. Biophys. 244:285-291 (1986); Au et al., J. Bacteriol. 161:123-127 (1985); Mclnerney et al., Eur.
J. Biochem. 141:447-452 (1984); Lorence et al., J. Bacteriol. 157:115-121 (1984); Kranz et al., J. Bacterol. 156:115-
121 (1983); Green y Gennis, J. Bacteriol 154:1269-1275 (1983); Bryan y Kwan, Antimicrob. Agents Chemother., 19
(6):958-964 (1981); Willison et al., FEMS Microbiol. Lett., 10:249-255 (1981); Willison y Haddock, FEMS Micro-
biol. Lett., 10:53-57 (1981); Hoffman et al., Eur. J. Biochem., 105:177-185 (1980); Hoffman et al., Eur. J. Biochem.,
100:19-27 (1979); Haddock y Schairer, Eur. J. Biochem., 35:34-45 (1973); Haltia et al., EMBO J., 8(12):3571-3579
(1989); Dikshit et al., Arch. Biochem. Biophys., 293:241-245 (1992); Lemieux et al., J. Biol. Chem., 267:2105-2113
(1992); Minagawa et al., J. Biol. Chem., 267:2096-2104 (1992); Dassa et al., Mol. Gen. Genet., 229:341-352 (1991);
Williams et al., Biochem. J., 276:555-557 (1991);Puustinen et al., Biochem., 30:3936-3942 (1991); Denis et al., J. Biol.
Chem., 265:18095-18097 (1990); Chepuri et al., Biochim. Biophys. Acta, 1018:124-127 (1990); Andersson y Roth, J.
Bacteriol., 171:6734-6739 (1989); Puustinen et al., FEBS Lett., 249:163-167 (1989); Daldal, J. Bacteriol., 170:2388-
2391 (1988); Poole y Williams, FEBS Lett., 231:243-246 (1988); Georgiou et al., J. Bacteriol., 169:2107-2112 (1987);
O’Brian y Maier, J. Bacteriol., 161:507-514 (1985); Green et al., J. Biol. Chem., 259:7994-7997 (1984); Au et al., J.
Bacteriol., 157:122-125 (1984); Matsushita et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:4889-4993 (1983); Sasarman, Rev.
Can. Biol., 31:317-319 (1972); Van der Oost et al., EMBO J., 11:3209-3217 (1992); Deutch, 92nd General Meeting of
the American Society for Microbiology, Nueva Orleans, LA, 26-30 de mayo de 1992, p. 272, Resumen del Gen. Meet.
Am. Soc. Microbiol. 92:272 (1992); Mogi et al., Biophys. J., 61:A284 (1992); Tron y Lemesle-Meunier, Curr. Genet.,
18:413-420 (1990); Shiot et al., J. Bacteriol., 170:5507-5511 (1988); Oden y Gennis, J. Gen. Biol., 107:624A (1988);
Webster y Georgiou, Fed. Proc., 44: resumen 678 (1985); Terriere et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 111:830-
839 (1983); Green y Gennis, Fed. Proc., 41:resumen 3652 (1982); Tamura-Lis y Webster, Fed. Proc., 41:resumen
2799 (1982); Green et al., Fed. Proc., 40:1669 (1981); Willison y John, J. Gen. Microbiol., 115:443-450 (1979); y
Hashimoto y Hino, J. Sci. of Hiroshima Univ. Ser. B, Div. 2 (Bot), 15:103-114 (1975).

Los fermentadores para cultivar bacterias normalmente se agitan para transferir oxigeno de la fase gaseosa a la
fase liquida (es decir, el medio), y, en segundo lugar, para mantener concentraciones uniformes de los componentes
del medio, incluyendo el DO, a lo largo del tanque del fermentador. La presente invencién se basa en el hallazgo
inesperado de que, mientras que durante el cultivo a pequefia escala para conseguir la expresién del ADN en las
bacterias el medio de fermentacion tiene una concentracién de DO, relativamente estable, durante la fermentacién
bacteriana a gran escala se podrian experimentar cambios inesperados y dramadticos, esencialmente incontrolables, en
la concentracion de DO,. Estos sucesos impiden la progresion exitosa y reproducible de las fermentaciones a gran
escala, haciéndolas inapropiadas para la produccién de proteinas u otros productos de elevada calidad. Cuando los
cultivos se hacen crecer con limitacién de glucosa u otra fuente de carbono/energia, puede programarse el control de
la alimentacion de la fuente de carbono/glucosa para proporcionar una concentraciéon de DO, adecuada en la mayoria
de las circunstancias; sin embargo, se ha encontrado en la presente invencién que en los grandes reactores esta accién
de control no es suficiente para contrarrestar los sucesos bioldgicos repentinos.

En consecuencia, es un objetivo de esta invencién proporcionar un procedimiento efectivo y fiable para evitar el
problema de las inestabilidades del DO, recientemente observadas en las fermentaciones bacterianas.

Es un objetivo particular conseguir una progresion exitosa y reproducible de las fermentaciones bacterianas, es-
pecialmente las fermentaciones a gran escala, para producir polipéptidos de elevada calidad en un proceso GMP
mejorado para su aprobacién por parte de la FDA, y/o producir los polipéptidos con mayor rendimiento.

Es todavia otro objetivo proporcionar un procedimiento para determinar la propension de un cultivo a la inestabi-
lidad del DO, durante el curso de una fermentacién bacteriana.

Estos y otros objetivos serdn evidentes a aquellos con una formacién ordinaria en la técnica.
Resumen de la invencion

Esta invencién se basa en el hallazgo inesperado de que los cambios repentinos en el contenido de DO, tienen
un origen biolégico, y estdn relacionados con el cambio del organismo entre diferentes vias respiratorias. Una com-
prensién concienzuda de estos sucesos sugiere que pueden prevenirse mediante el disefio y operacién cuidadosos del
recipiente de fermentacion y/o del proceso de fermentacion.

Una solucién es garantizar que la regiéon de maximo suministro de oxigeno a la fase liquida, es decir, el fondo del
recipiente, es también la regiéon de maxima entrada de glucosa. Por tanto, el fermentador se disefia para que tenga la
entrada de glucosa en el fondo del mismo.

En una configuracién de fermentador alternativa, los puntos y proporciones de entrada de glucosa pueden dis-
tribuirse a lo largo del recipiente para igualar aproximadamente la proporcién de disponibilidad de oxigeno en las
diferentes regiones del recipiente.

Para las fermentaciones alimentadas en lotes, en las que el volumen creciente de caldo significa a menudo cam-
bios significativos en la relacién geométrica entre las palas del agitador y el volumen de liquido, y en los grandes
fermentadores, es decir, aquellos que tienen al menos aproximadamente 1000 litros de capacidad, preferiblemente

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 326 802 T3

aproximadamente de 1000 a 100.000 litros de capacidad, la solucién preferida al problema tratado por esta invencién
para permitir el uso mds eficiente del recipiente de fermentacién, es mutar el organismo huésped para inactivar un
elemento clave de las vias respiratorias (p. ej., complejo de la oxidasa del citocromo d, complejo de la oxidasa o del
citocromo, menaquinona, o una de las deshidrogenasas NADH) de modo que el organismo ya no puede cambiar entre
las dos vias de transporte del electron.

Especificamente, la presente invencién proporciona un procedimiento para determinar la propension de un cultivo
de células bacterianas para la inestabilidad de DO, en un fermentador a gran escala que comprende (a) cultivar el
cultivo celular en presencia de una fuente de carbono/energia introducida a una velocidad de alimentacién establecida
en un fermentador de pequeiia escala configurado para que la concentraciéon de DO, a través del cultivo celular no
es homogénea durante la fermentacién, (b) tras la produccién de masa celular significativa, incrementa la velocidad
de alimentacion de la fuente de carbono/energia, y (c) determinar si se produce no-linealidad en la pendiente de la
concentracion de DO, respecto al tiempo o si oscilaciones en la concentracién de DO, son inducidas tras el incremento
de la velocidad de alimentacion de la fuente de carbono/energia.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 ilustra la configuracién de un fermentador de 10 litros disefiado para imitar las inestabilidades a gran
escala del DO,.

La Figura 2 ilustra el linaje de la cepa huésped de E. coli W3110 denominada 27C7 con proteasa defectuosa.

Las Figuras 3A y 3B ilustran los esquemas para la mutacién de los genes tonA y phoA, respectivamente, en la cepa
W3110 de E. coli.

La Figura 4 ilustra en detalle la construccion para la eliminacién del gen fonA de W3110.

La Figura 5 ilustra la construccién del plasmido pLS32, un pldsmido intermediario, en la preparacién del pIS32Tsc,
el cual contiene un gen que codifica el IGF-1.

La Figura 6 ilustra la construccién de pAPlamB, otro pldsmido intermediario en la preparacién del pLS32Tsc y en
la preparacion de un pldsmido intermediario adicional, pPLamBIGF.

La Figura 7 ilustra la construccién del pLS32lamB, atin otro pldsmido intermediario en la construccién del
pLS32Tsc.

La Figura 8 ilustra la construccion del pLS33lamB, otro pldsmido intermediario en la construccién del pLS32Tsc.

La Figura 9 ilustra la construccién del pLS32Tsc, otro intermediario en la preparacion del pLS32Tsc y en la del
pBKIGF-2, siendo éste ultimo un pldsmido intermediario en la preparacién de otro vector de expresién usando en los
ejemplos siguientes, a saber, el pBKIGF-2B.

La Figura 10 ilustra la construccién del pLS32Tsc a partir del pLS33Tsc y pLS32lamB.

La Figura 11 ilustra la secuencia de nucleétidos del casete de expresion y la secuencia de aminodcidos codificada
por la secuencia sefial lamB y el gen del IGF-1 en el plasmido pLS32Tsc (SEC. N°ID. 11 y 12 respectivamente).

La Figura 13 ilustra la velocidad de la bomba de glucosa en g/min (Figura 13A) y el porcentaje de DO, (Figura
13B) respecto el tiempo durante una fermentacién de 1000 litros de la cepa 27C7 transformada con pLS32Tsc.

La Figura 14 ilustra el porcentaje de DO, (rombos negros) y la velocidad de 1la bomba de glucosa (circulos vacios)
respecto el tiempo durante una fermentacién de 1000 litros de la cepa 27C7 transformada con pLS32Tsc, en donde la
velocidad de alimentacién de glucosa estd bajo control manual.

La Figura 15 es un diagrama bésico del fermentador de 1000 litros modificado para investigar la inestabilidad del
DO,.

La Figura 16 ilustra un andlisis de la inestabilidad del DO, respecto el tiempo, en el fermentador de 1000 litros,
de la cepa 27C7 transformada con pLS32Tsc, en donde se utilizan la alimentacién de glucosa superior e inferior. El %
de DO, en el fondo del recipiente se representa mediante cuadrados, el % de DO, en la parte superior del recipiente
se representa mediante circulos, y la velocidad de alimentacion de glucosa (3 g/min) se representa mediante una linea
sélida.

La Figura 17 muestra un mapa de restriccién del pldsmido p200, usado para producir el pLamBIGF, un pldsmido
intermediario en la produccién del pLBIGFTsc, usado para preparar el pBKIGF-2.

La Figura 18 ilustra la secuencia de nucleétidos del fragmento EcoRI-EcoRI (entre las posiciones 1149 a 1633)
del p200 que contienen las secuencias de los genes de MF alpha I prepro e IGF-1 (SEC. N° ID. 13).
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La Figura 19 ilustra la construccién del pLamBIGF a partir de tres fragmentos de plasmidos y una pieza de ADN
sintético (SEC. N° ID. 14 y 15). El pLamBIGF es un pldsmido intermediario en la produccién del pLBIGFTSsc, usado
para preparar el pBKIGF-2.

La Figura 20 ilustra la construccién del pldsmido intermediario pLBIGFTsc a partir del pLamBIGF.
La Figura 21 ilustra la construccién del plasmido intermediario pRanTsc usado en la producciéon de pBKIGF-2.
La Figura 22 ilustra la construccién del pBKIGF-2 a partir del pL.S32Tsc, pLBIGFTsc, pLS33Tsc, y pRanTsc.

La Figura 23 ilustra la construccién del pPBKIGF-2A, usado para preparar el pBKIGF-2B, a partir del pLBIGFTsc,
pBKIGF-2 y una pieza de ADN sintético (SEC. N°ID. 16y 17).

La Figura 24 ilustra la construccién del pLamBRan, usado para preparar el pBKIGF-2B, a partir del pLS33LamB,
pRANTES y una pieza de ADN sintético (SEC. N°ID. 18 y 19).

La Figura 25 ilustra la construccién del pPBKIGF-2B a partir del pBKIGF-2, pBKIGF-2A, pLamBRan, y una pieza
de ADN sintético (SEC. N°ID. 20 y 21).

La Figura 26 ilustra el % de DO, (Figura 26A) y la velocidad de la bomba de glucosa (ml/min) (Figura 27B)
respecto el tiempo, en el fermentador de 10 litros modificado mostrado en la Figura 1, con un organismo derivado de
la cepa 27C7, denominado 37D6, transformado con el vector de expresiéon pBKIGF-2B.

Descripcion de las realizaciones preferidas
A. Definiciones

Tal como se usa en ésta, “IGF-1” se refiere al factor del crecimiento parecido a la insulina procedente de cualquier
especie, incluyendo la bovina, la ovina, la porcina, la equina, y preferiblemente la humana, en su secuencia nativa o en
una forma variante, y producido de forma recombinante. En un procedimiento preferido, se clona el IGF-1, y su ADN
se expresa, por ejemplo, mediante el proceso descrito en la EP 128.733, publicada el 19 de Diciembre de 1984.

Tal como se usa en ésta, la frase “fuente de carbono/energia” se refiere a una fuente de carbono y energia para
las células. Los ejemplos de una fuente tal incluyen el glicerol, el succinato, el lactato, y los azicares tales como,
por ejemplo, la glucosa, la lactosa, la sacarosa y la fructosa. La seleccion de la fuente de carbono/energia concreta a
emplear dependerd principalmente de la bacteria que se esté utilizando. La fuente de carbono/energia preferida para la
fermentacién de E. coli es la glucosa.

Tal como se usa en ésta, la frase “cadena de transporte electrénico” o “‘cadena respiratoria” se refiere a la cadena
consistente en una serie de “portadores de electrones” en bacterias, capaz de transferir electrones desde un moléculas
sustrato al oxigeno molecular. Por tanto, estdn implicadas en la via de respiracion aerdbica de, y en la promocion de
la transferencia de oxigeno dentro de, las bacterias. Estos portadores de electrones incluyen, pero no se limitan a, una
deshidrogenasa de NADH, una quinona tal como la ubiquinona y la menaquinona, y un componente del complejo de
la oxidasa del citocromo o o del complejo de la oxidasa del citocromo d.

Un organismo bacteriano con una cadena de transporte electrénico “deteriorada” o “desactivada” se refiere a bac-
terias que se han mutado con objeto de hacer inactivo o desactivar al menos uno de, pero no todos, los portadores de
electrones que constituyen sus cadenas de transporte electrénico. Esta mutacién podria hacerse mediante la supresién
del componente genético que representa un portador de electrones, o, alternativamente, mediante alteraciones en los
nucledétidos del componente genético, de tal forma que ya no funcione de la forma definida mas arriba. Por tanto, por
ejemplo, si el componente genético es la oxidasa del citocromo o o d, el organismo podria producir el producto del
gen de la oxidasa del citocromo o pero no el producto del gen de la oxidas del citocromo d, o el producto del gen de la
oxidasa del citocromo d pero no el producto del gen de la oxidasa del citocromo o. El organismo bacteriano preferido
tiene desactivado un gen de la oxidasa del citocromo d u o, mds preferiblemente un gen de la oxidasa del citocromo o
desactivado, y mds preferiblemente carece de este dltimo gen.

Tal como se usa en ésta, la fermentacién a “gran escala” se refiere a la fermentacién en un fermentador que al
menos tiene aproximadamente 1000 litros de capacidad volumétrica, es decir, de volumen de trabajo, dejando el sitio
adecuado para el espacio superior. La fermentacion a “pequefia escala” se refiere generalmente a la fermentacién en
un fermentador que no tiene mas de aproximadamente 100 litros de capacidad volumétrica, preferiblemente no mas
de aproximadamente 10 litros.

En esta invencién, se usa un aparato de fermentacién especialmente configurado para determinar la propension
de un determinado cultivo de células bacterianas a la inestabilidad del DO, durante el progreso de una fermentacién
bacteriana a gran escala. Este procedimiento de monitorizacién utiliza un fermentador a pequefia escala. El fermen-
tador estd configurado de tal forma que la concentracién de DO, a lo largo del cultivo no es homogénea durante la
fermentacién. Esta no-homogeneidad puede conseguirse por diversos medios. Un medio preferido es equipar el fer-
mentador con una entrada que estd en su parte superior para introducir la fuente de carbono/energia. Otra configuracién
es equipar el fermentador sélo con dos palas impulsoras, en vez de con las tres normalmente usadas, de tal forma que
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halla un mezclado pobre en la parte superior del fermentador. Preferiblemente, se implementan ambas, la entrada de la
fuente de carbono/energia y las dos palas impulsoras, en el aparato fermentador. Otra caracteristica preferida es que el
fermentador no sélo tiene una sonda para el DO,, sino también una sonda redox para medir el potencial redox. Estas
sondas se montan en el fermentador preferiblemente 1o més cerca de la pala impulsora de més abajo.

La realizacion mas preferida usada para este procedimiento es un fermentador de 10 litros, el diagrama del cual se
muestra en la Figura 1. En esta figura, el recipiente (1) estd equipada con dos palas impulsoras, una pala impulsora
inferior (3) y una superior (5), preferiblemente palas impulsoras del tipo Rushton, montadas sobre en eje vertical (7)
operado normalmente a 150-1000 r.p.m. Las dos palas impulsoras estin ubicadas significativamente por debajo (es
decir, por debajo al menos de un cuarto del volumen total) de la superficie (9) del medio de fermentacién. Un medio
(11) de entrada de aire, preferiblemente un difusor de aire con forma de anillo o un difusor de aire rotativo, se usa para
introducir aire en el fondo del fermentador, preferiblemente a aproximadamente 10 litros estdndares por minuto.

Una sonda de DO, (13), preferiblemente montada sobre la pared de el recipiente, cerca de la pala impulsora
del fondo (3), mide la concentracién de oxigeno disuelto en el medio de fermentacién (y, por tanto, asequible al
organismo) en el fondo de el recipiente. Esa sefial se envia preferiblemente a un ordenador de monitorizacién y
control, el cual regula la velocidad de alimentacién de la fuente de carbono/energia para las bacterias (tal como la
glucosa) al fermentador. El tanque estd equipado también con una sonda redox (15) montada preferiblemente sobre la
pared del tanque al mismo nivel que la sonda de DO,, cerca de la pala impulsora inferior (3). Esta sonda redox mide el
potencial redox del medio a través de una sefial para retransmitir la salida de un potencial redox. En esta configuracion,
la fuente de carbono/energia se suministra a través de un medio de entrada de liquido (17), tal como un tubo, hacia la
parte superior del recipiente. No se muestra una linea de alimentacién hacia la parte superior del recipiente que se usa
para afiadir NH,OH bajo demanda para control el pH del caldo. Tampoco se muestra otra linea de alimentacion hacia
la parte superior del recipiente, la cual podria usarse para la alimentacién lenta de nutrientes complejos.

El procedimiento para determinar la propensién de un cultivo de células bacterianas a la inestabilidad del DO,
en fermentadores a gran escala implica el cultivo, en el recipiente descrito mds arriba, de bacterias que contienen el
ADN que se desea expresar en un medio de fermentacion. Durante este paso de cultivo inicial se alimenta una fuente
de carbono/energia para las bacterias, tal como la glucosa, con una velocidad predeterminada, hacia el medio de
fermentacién. En la Figura 1, esta alimentacién ocurrirfa a través del medio de entrada superior (17) del fermentador.
El aire se suministra al fondo del fermentador. En la Figura 1, el aire se suministra al medio de fermentacion a través del
medio de entrada inferior (11). El potencial redox y la concentraciéon de DO, del medio de fermentacién se monitoriza
durante la fermentacién por medio de las respectivas sondas para los mismos (13) y (15).

Cuando se ha acumulado una masa celular significativa, es decir, cuando el cultivo tiene una capacidad de captar de
oxigeno suficiente para exceder la velocidad de transferencia de oxigeno del reactor, es decir, aproximadamente 10-50
gramos por litro de células, en peso seco, la velocidad de alimentacién de la fuente de carbono/energia se incrementa
para llevar el DO, desde su punto de ajuste de control hacia un valor inferior. Este incremento en la velocidad de
alimentacion preferiblemente es sélo un ligero incremento de tal forma que el DO, se disminuye ligeramente. Un
declinar significativo del DO, (es decir, un cambio desde una pendiente gradual a una pendiente rapida en la gréafica de
DO, respecto el tiempo), y/o la capacidad de inducir oscilaciones en el DO, a la velocidad de suministro de glucosa
mas elevada determinada experimentalmente, indican la propensién del cultivo a producir inestabilidades en el DO,.

Los ejemplos siguientes se proporcionan a modo de ilustracién y no a modo de limitacidn.
Ejemplos
Introduccion

Se ha hallado en ésta que, cuando el organismo se habia inducido previamente en presencia de menaquinona y del
complejo de la oxidasa del citocromo d, éste tenia la capacidad de capturar bajas concentraciones de oxigeno pero que
lo hacia ineficientemente. Cuando hay suficiente oxigeno presente, pareceria que a esta via ineficiente no se la deja
funcionar.

Un examen de la estequiometria del crecimiento celular revela las consecuencias de la utilizacion ineficiente del
oxigeno facilitada por la menaquinona. La composicién en C, H, O y N de E. coli es aproximadamente C, ;sH;36N;0,3.
La ecuacién que describe el crecimiento aerdbico puede escribirse como: aC¢H ;506 + bO, + cNH; = dC, 13H; 36N, O, 3
+eCO, + fH,0.

Usando esta ecuacion, pueden estimarse los moles de oxigeno usados por mol de glucosa como una funcién del
rendimiento del crecimiento, tal como se muestra en la tabla siguiente:

Rendimiento del crecimiento moles O,/mol glucosa
(g célula/g glucosa)
0,4 3,1
0,7 5,3
0,0 6,0
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Si un cultivo de E. coli que ha expresado el complejo de la oxidasa del citocromo d y la menaquinona encuentra
una regién de concentracién baja de DO,, el sistema de la oxidasa del citocromo o, con su menor afinidad por el
oxigeno, ya no es capaz de sostener la respiracion aerébica. Por tanto, debe usarse la via de respiracién mediada por la
oxidasa del citocromo d. Este cambio a la via respiratoria ineficiente reduce el aporte de ATP y causa un rendimiento
inferior del crecimiento. Como resultado, el oxigeno usado por mol de glucosa alimentado aumenta. Puesto que el
recipiente ya estd en un estado que permite regiones locales con baja concentracién de DO,, el consumo de oxigeno
incrementado expandird la region de concentracion de DO, baja siempre y cuando el aporte de glucosa permanezca
constante. Esto causa que mas células cambien a la via ineficiente y incrementa atin mas la demanda local y global de
oxigeno.

Por tanto, hay una tendencia hacia un desplazamiento rapido, auto-propagado, hacia velocidades de respiracién
mads elevadas y concentraciones de DO, mds bajas a lo largo de la totalidad del tanque. Esta progresion s6lo cesard
si hay (por medio de incrementar la fuerza que dirige el oxigeno puesto que la concentracién de DO, esta disminui-
da) bastante capacidad de transferencia de oxigeno para soportar la mayor velocidad de utilizacién de oxigeno que
acompafia la respiracién ineficiente. Puesto que es deseable utilizar completamente la méxima capacidad del fermen-
tador para transferir oxigeno, cualquier exceso de capacidad disponible en la operacién normal probablemente no serd
suficiente, y la concentracién de DO, en todo el recipiente serd llevada a cero.

Esta invencién emplea los medios necesarios para superar la tendencia de la operacion a perder eficiencia como
resultado de este cambio auto-propagador.

Se obtuvieron datos reveladores modificando el gran fermentador para seguir el nivel de DO, en ambos, el fon-
do y la parte superior del recipiente. A continuacién se usé un fermentador de 10 litros modificado para replicar las
inestabilidades de DO, en el fermentador grande. Se usaron mutaciones en los complejos de oxidasas de citocromos
para confirmar el cambio entre las vias de respiracién como el origen de las inestabilidades en el DO,. Los huéspedes
mutados se evaluaron también por su conveniencia para producir proteinas recombinantes heter6logas. Sorprenden-
temente, el mutante de la oxidasa del citocromo o se mostré superior al mutante de la oxidasa del citocromo d, y
produjo cantidades equivalentes del producto comparado con el huésped de comparacién isogénico no mutado en un
fermentador de 10 litros no modificado.

Ejemplo 1
Identificacion del problema de inestabilidad del DO, en el fermentador de 1000 [
i. Construccion de la cepa 27C7 de la célula huésped

El huésped usado para producir el IGF-I humano recombinante en la fermentacion descrita en este ejemplo fue un
derivado de E. coli W3110 denominado 27C7. El genotipo completo de 27C7 es tonAA prt3 phoAAE15 A(argF-lac)
169 ompTA degP41kan'. La derivacién de la cepa 27C7 se esquematiza en la Figura 2 y se describe mds abajo. La
cepa 27C7 se deposité el 30 de octubre de 1991 en la American Type Culture Collection como ATCC N° 55.244.

La cepa 27C7 se construy6 en varios pasos usando técnicas que implican transducciones con el fago P1kc, derivado
del P1 (J. Miller, Experiments in Molecular Genetics, (Cold Spring Harbor, N.Y., Cold Spring Harbor Laboratory,
1972)), y la genética de transposones (Kleckner et al., J. Mol. Biol. 116:125-159 (1977)). El huésped de partida
usado fue E. coli K12 W3110, el cual es una cepa K12 que es F-, A- (Bachmann, Bact. Rev. 36:525-557 (1972);
Bachman, “Derivatives and Genotypes of Some Mutante Derivatives of Escherichia Coli K-12”, pp. 1190-1219, en
F.C. Niedhardt et al., ed., Escherichia coli and Salmonella typhimurium: Cellular and Molecular Biology, vol. 2,
American Society for Microbiology. Washington, D.C. (1987)).

Primero, se suprimi6 el gen fonA (fhuA) (Kadner et al., J. Bact. 143:256-264 (1980), Bachmann, Microbiol. Rev.
47:180-230 (1983); Bachman, “Linkage Map of Escherichia coli K-12”, 7% edicién, pp. 807-876, en F.C. Niedhardt
et al., ed., Escherichia coli and Salmonella typhimurium: Cellular and Molecular Biology, vol. 2, American Society
for Microbiology. Washington, D.C. (1987)) de W3110 mediante la insercién y subsiguiente excisién imprecisa de un
transposén Trnl0 en el gen fonA. Esta construccién se esquematiza en las Figuras 3B y 4.

En el primer paso de esta procedimiento, E. coli W3110 se transdujo con A::7n10 para generar un conjunto de salto
Tnl0 de E. coli W3110 (Kleckner et al., J. Mol. Biol., ver mas arriba).

El conjunto de E. coli W3110::Tnl0 se cultivé en medio L a 37°C hasta una densidad de aproximadamente 1
x 10°/ml. Se centrifugaron un total de 5 ml del cultivo y el precipitado se resuspendié en 0,2 ml de un lisado de
Aphi80 que contenia 7,0 x 10° pfu. Se dejo adsorber el fago durante 30 minutos a 37°C. A continuacién se extendid
la suspension sobre placas EMB y se complement6 con tetraciclina (15 pg/ml). Después de una incubacién durante
la noche a 37°C, se juntaron las colonias en 3 ml de medio L, se dejaron crecer durante la noche a 37°C, se lavaron
dos veces, y se resuspendieron en medio L. Se preparé un lisado del bacteriéfago Plkc sobre este cultivo (Miller, J.H.,
Experiments in Molecular Biology. ver més arriba, pagina 304).

Se transdujo E. coli AT982 (no° 4546, E. coli Genetic Stock Center, New Haver, Conn.) a resistente a la tetraciclina
mediante este lisado de Plkc. Los transductantes se seleccionaron sobre placas de medio L complementadas con
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tetraciclina (15 ug/ml) y 40 ug/ml de 4cido diaminopimélico (dap). Los transductantes resultantes se examinaron en
busca de resistencia a la tetraciclina y la regeneracion del gen dap (dap®, tet®). Los transductantes con el genotipo
dap*, tet® se ensayaron a continuacion por su resistencia a Aphi80.

A continuacion se prepararon lisados de Plkc de varias cepas dap*, tef?, Aphi80-resistentes. Los lisados se usaron
para transducir E. coli W3110 a la resistencia a la tetraciclina. Los transductantes se examinaron y seleccionaron por
su resistencia Aphi80.

Se seleccionaron aislados sensibles a la tetraciclina a partir de transductantes tonA::Tnl0-Aphi8OR. (Maloy y Nunn,
J. Bacteriol. 145:1110 (1981)). Estos aislados se comprobaron por su resistencia AphiS80 y sensibilidad a la tetraciclina
después de la purificacién de una colonia individual.

Se aislé el ADN procedente de varios mutantes Aphi8O-resistentes y se digirieron con SsfIl. E1 ADN digerido
con Ssfl se caracterizé mediante el procedimiento de transferencia Southern usando como sonda DNA de A::7Tn 10,
digerido con Ss#II y marcado radiactivamente, para determinar si el 7z 10 habia sido extraido (Davis et al., Advanced
Bacterial Genetics (Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York, 1980)). Se observé que uno de los aislados sensibles
a la tetraciclina habia perdido dos de las bandas de hibridacién del 7n 10 en comparacién con la hibridacién entre
ADN procedente del A::Tn 10y el W3110 tonA::Tnl0 AphiSOR. Una tercera banda de hibridacién tenia una movilidad
alterada, indicando que habia ocurrido una supresion causada por el corte impreciso del 7n 10.

La electroforesis en gel-SDS de preparaciones de la membrana externa procedente de la cepa con una extraccion
de Tn 10 imprecisa revel6 que la banda que se asumia era la proteina codificada por fonA tenia una movilidad electro-
forética alterada en comparacién con la proteina del tipo salvaje codificada por el gen tonA. La proteina resultante no
fue funcional como un receptor del fago Aphi80. Una segunda cepa independiente que también habia experimentado
una extraccién imprecisa del 7n/0 no mostraba proteina alguna codificada por el ronA en el gel con SDS.

Ninguna de estas cepas present6 reversion de la resistencia a la tetraciclina o de la susceptibilidad respecto el
Aphi80, indicando que habia un corte impreciso de la totalidad o parte del transposén Trnl0 junto con una supresion
parcial o completa del gen fonA. Por tanto, la proteina codificada por el gen tonA (PM: 78.000) fue eliminada de la
membrana exterior, haciendo la cepa tonA de W3110 resistente a varios bacteridfagos. La cepa resultante, denominada
1A2, es resistente a los bacteri6fagos T1 y ¢60.

El gen ptr3 (Cheng et al., J. Bacteriol. 140:125-130 (1979)) fue introducido en la 1A2 tal como sigue. Primero, se
aisl6 la mutacion thyA8 en 1 A2 mediante seleccién por resistencia a la trimetoprima para formar la cepa 9E1. Primero,
se aisl6 la mutacidn thyAS en 1A2 seleccionando por la resistencia a la trimetoprima. A continuacién, se transporto
el locus argA81::tn 10 desde 9D9 (obtenida de B. Bachman, E. coli Genetic Stock Center, New Haven, Conn.) a 9E1
mediante transduccién con el fago P1kc para formar 9E3. El locus ptr3 se halla entre thyA8 y argA81. La transduccién
con el fago P1 crecido sobre un mutante ptr3 (9D7, J. Bact. 140:125 (1979)) resulté en la introduccién de la mutacién
ptr3 simultdneamente con la conversion de thyAS 'y argA81::Tnl0 al locus del tipo salvaje. Esta cepa, denominada
9EA4, carece de la proteasa III periplasmica. La conclusién de que la mutacion pr3 estd incluida en 9E4 estd apoyada
por la acumulacion intensamente mejorada de IGF-1 en la cepa resultante.

A continuacion, se transfirieron simultdneamente dos mutaciones por supresion mas, phoAAE15 (Sharthy et al., J.
Bacteriol. 145:288-292 (1981)) y A(argF-lac)169 (Schweizer y Boos, Mol. Gen. Genet. 192:293-294 (1983)), a 9E4
mediante engarce genético con un transposon de resistencia a la kanamicina insertado en un gen biosintético de la
prolina (proC::Tn5), contenido en 6D3, obtenida del Profesor Barry Wanner, Purdue University. Esta construccion se
esquematiza en la Figura 3B.

El transposén se elimind seleccionando en busca de un aislado prototréfico (pro*) sobre placas de agar minimo
con glucosa después de la transduccién P1 con 1A2. La introduccién de la mutacién phoA elimina la expresion de la
fosfatasa alcalina y se reconoci6 puesto que los transductantes forman colonias blancas sobre placas de agar minimo
con glucosa con fosfato 0,2 M y 20 mg/l de 5-bromo-4-cloro-3-indoil-fosfato. De igual forma, la mutacion A(argF-
lac)169 causa la pérdida de la enzima beta-galactosidasa (un fenotipo lac-) y resulta en células que forman colonias
blancas sobre placas de agar MacConkey con lactosa al 1%. La cepa resultante se denominé 27A7.

Se introdujo la supresion ompT (Earhart et al., FEBS Microbiol. Lett. 6:277-280 (1979)) en 27A7 mediante co-
transduccién con P1. Deberia destacarte que esta supresién ompT se extiende hacia el grupo de genes ent vecino que
codifica las proteinas de anclaje para las colicinas B y D. Primero, se inserté una insercién 7n/0 unida en el gen
purE junto a la supresion ompT usando técnicas de transduccién convencionales (intermediarios 3E9 (cepa similar
obtenible de la Dra. Carol Gros, University of Wisconsin), 16B2, 25C9 (J. Bacter. 153:1104-1106 (1983)), y 25D3).
A continuacion, se transdujo el purE::Tnl0 en 27A7. Finalmente, se transdujo esta cepa a prototréfica para la purina
para suprimir el transposén. El mantenimiento del genotipo ompT se confirmé mediante resistencia a la colicina B en
la cepa resultante, la cual se denomind 27C6. Esta cepa carece de la proteasa VII de la membrana externa.

Finalmente, la adiciéon de la mutacion de la proteasa periplasmica, degP41kan’ (Strauch et al., J. Bacteriol.
171:2689-2696 (1989); Harvard Medical School) se transdujo en la cepa 27C6 mediante técnicas estandares. Esta
mutacién se construyd in vitro remplazando una seccién del gen degP con el gen de la kanamicina. Esto no es un
transposon, pero permite la seleccion de la supresién usando la resistencia a la kanamicina.
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Esta cepa final, 27C7, tiene las siguientes caracteristicas: es resistente a los fagos, carece de tres proteasas, no
consigue crecer sobre lactosa, y no consigue producir fosfatasa alcalina a partir del agotamiento del fosfato en el
medio, las mismas condiciones que inducen la produccién de rthIGF-1.

ii. Descripcion/construccion del pldsmido de expresion del IGF-1 pLS32Tsc

El plasmido de secrecion plS32Tsc usado para transformar la cepa 27C7 contiene el gen del IGF-1. Las secuencias
de transcripcidn y traduccidn requeridas para la expresion del gen del IGF-1 en E. coli son proporcionadas por el
promotor de la fosfatasa alcalina y la secuencia Shine-Dalgarno del trp. El terminador lambda t, de la transcripcién
esté situado de forma adyacente al codén de terminacién del IGF-1. La secrecién de la proteina desde el citoplasma
estd dirigida por la secuencia sefial del lamB o, alternativamente, por la secuencia sefial de la STII. La mayoria del
rhIGF-1 se halla en el espacio periplasmico de la célula. El plasmido pLS32Tsc confiere resistencia a la tetraciclina a
partir del huésped transformado.

El plasmido plS32Tsc se construyé en varios pasos usando como intermediarios los plasmidos plS32, pAPlamB,
pLS32lamB, plS33LamB, y pLS33Tsc.

Paso 1: pLS32

El plasmido pL.S32 resulta en la fusién de la secuencia codificante del IGF-1 con la de la secuencia sefial de la
enterotoxina II estable al calor (STII), y se preparé ligando juntos cuatro fragmentos de ADN, tal como se muestra en
la Figura 5. El primero de estos fue el vector pTF2A12 (Paborsky et al., Biochemistry 28:8072-8077 (1989)), del cual
se habfa retirado el pequefio fragmento Nsil-BamHI conteniendo el gen del factor del tejido. La secuencia sefial de la
STII est4 descrita por Picken et al., Infect. Immun. 42:269-275 (1983).

El segundo fragmento fue un dudplex sintético de 55 p.b. que codificaba los primeros 18 aminoacidos del IGF-1
maduro. Este diplex tiene la siguiente secuencia:

5. GGTCCCGAAACTCTGYGCGGTGCTGAACTGGTTIGACGCTCTGCAGTITGTTIGEG. Y
3. ACGTCCAGGGCTTTGAGACACGCCACGACTYGACCAACTGCGAGACGTCAAACAAACGCCACTG-B'

(SEC. N°ID. 1 y 2, respectivamente)

La tercera pieza en la ligacién fue un fragmento BsfEIl-HindlIIl de 154 p.b. procedente de pK1ZZIGF-1 que
codificaba el resto de los aminoacidos 19-70 del IGF-1. El pK1ZZIGF-1 es un pldsmido resistente a la kanamicina
que contiene un promotor lac unido a un promotor de la Proteina A unido a una sefial de la Proteina A, unido a
dos regiones Z consenso procedentes de la Proteina A que unen el IgGs y secretan proteinas, fusionado usando dos
codones que codifican una interfaz Asn-Gly a un gen sintético de del IGF-1, y que también contienen una regién F
para proporcionar un elevado nimero de copias. Este pldsmido es similar al pZZ-IGF-1 mostrado en la Figura 6 de, y
descrito en la publicacién de EP n°® 230.869, publicada el 5 de agosto de 1987, en donde el gen de la ampicilina estd
remplazado por un gen de la kanamicina.

El dltimo fragmento fue un fragmento HindlII-BamHI de 291 p.b. procedente del plasmido pLS8. Este tltimo
fragmento es simplemente la secuencia codificante del inicio del gen de la tetraciclina del pBR322 (Sutcliffe, Cold
Spring Harbor Symposia on Quantitativa Biology, 43:77-90 (1978)) en el cual se disefié un sitio de restriccion HindIIl
inmediatamente cadena arriba respecto el codén de inicio de metionina.

El plasmido resultante, pLS32, expresa y secreta eficientemente el rhIGF-1 al medio. Los siguientes dos pasos de
construccién se hicieron para remplazar la secuencia sefial de la STII con la secuencia sefial de lamB, mejorando el
rendimiento del producto.

Paso 2: pAPlambB

El plasmido pAPlambB se construy, tal como se muestra en la Figura 6, ligando juntos dos fragmentos de ADN,
y resulta en la colocacién de la secuencia codificante de la sefial del lamB cadena abajo respecto el promotor de AP
y de la secuencia Shine-Dalgarno del trp. En la ligacién se incluy6 el vector pRA1, en el cual se habia suprimido el
pequefio fragmento Xbal-BgIIl. Este plasmido es un derivado del phGH1 (Chang et al., Gene 55:189-196 (1987)), éste
ultimo plasmido contiene el promotor de la AP, la sefial de la STII, y el ADN que codifica la hGH. El pHA1 difiere
del phGHI en que contiene el ADN que codifica la cadena A de la relaxina (la secuencia de la cual se describe en la
patente estadounidense n® 4.758.516) en vez de la de la hGH, y en que contiene un préctico sitio de restriccién Bg/1l
cadena abajo respecto el promotor y el sitio de unién del ribosoma. La segunda pieza en la ligacién fue un diplex de
ADN sintético de 80 p.b., el cual codifica la secuencia sefial del lamB, la cual ha sido descrita por Clement y Hofnung,
Cell 27:507-514 (1981):

8 CTAGAATTATGATGATTACTCTGCGCAAACTY SCTCTGGCOLTTGCCGTCGLAGCGGGCATAATGTCIGCTCAGGLCATGGCCA Y
3 -TTAATACTACTAATGAGACGCGTTTGAAGAGACCGCCAACGGCAGLGTCGCCCOCATTACAGACGAGTCCGGTACCGGYCTAGS

(SEC. N°ID. 3 y 4, respectivamente)
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Paso 3: pLS32lamB

El plasmido pLS32lamB resulta de la fusién de la secuencia sefial del lamB a la regién codificante del IGF-1 y se
construyd, tal como se muestra en la Figura 7, mediante la ligacion de tres fragmentos de ADN. El primero de estos
fue el vector pLS32 en el cual se habia suprimido el pequeiio fragmento Xbal-BsfEIl. El segundo fue un fragmento
Xbal-Eael de 75 p.b. procedente del pAPlamB que codifica la secuencia sefial del lamB. El tercero fue un diplex
de ADN sintético de 55 p.b. que codifica los 18 primeros aminoécidos del IGF-1 madura y que tiene la siguiente
secuencia.

8 .6GCCGGTCCCGAAACTCTOTGCGSTGCTGAACTGGTTGACGCTCTGCAGTTTGTITIGEG-3'
3.CCAGGGCTTTGAGACACGCCACGACTTGACCAACTGCGAGACGTCAAACAAACGCCACTG-B'

(SEC. N°1ID. 5y 6, respectivamente)

Los pasos siguientes introduce en el pldsmido el terminador de la transcripcion. Estos cambios en el pldsmido
resultaron en un rendimiento de producto mejorado.

Paso 4: pLS33lamB

El plasmido plS33lamB es un intermediario en la preparacion del pLS32Tsc y se construyd, tal como se muestra
en la Figura 8, ligando juntos tres fragmentos de ADN. El primero de estos fue el vector pLS32 en el cual se habia
suprimido el pequefio fragmento Xbal-BstEIl. El segundo fue un fragmento Xbal-Eael de 75 p.b. procedente del
pAPlamB que codifica la secuencia sefial del lamB. El tercero fue un diplex de ADN sintético que codifica los 18
primeros aminodcidos del IGF-1 madura y que tiene la siguiente secuencia:

5 -GGCCACTCTGTGCGGTGCTGAACTGGTTGACGCTCTGCAGTTTGTTTGCG-3'
3'-TGAGACACGCCACGACTTGACCAACTGCGAGACGTCAAACAAACGCCACTG-5’

(SEC. N°ID. 7y 8, respectivamente)
Las secuencias anteriores codifican los aminoacidos 4-18 del IGF-1 maduro.
Paso 5: pLS33Tsc

El plasmido plS33Tsc resulta en la colocacién del terminador de la transcripcién lambda t, inmediatamente cadena
abajo de la secuencia codificante del IGF-1. Se ligaron juntos tres fragmentos de ADN, tal como se muestra en la
Figura 9, para construir este pladsmido. La primera pieza fue el vector pLS18 en el que se habia suprimido el pequefio
fragmento Xbal-BamH]1. El pLS18 es un derivado del phGH1 (Chang et al., ver més arriba) que contiene el ADN que
codifica la ADNasa humana (tal como se descubre en WO 90/07.572, publicada el 12 de julio de 1990) en vez de la
hGH. El phGH1 podria usarse para genera el mismo fragmento. La segunda parte de la ligacién fue un fragmento Xbal-
HindIlI de 288 p.b. procedente de pLL.S33lamB, en el cual se habia embotado el sitio de restricciéon HindlIll mediante
tratamiento con la polimerasa I del ADN (Klenow). La tercera parte de la ligacion fue un fragmento Stul-BamHI
de 412 p.b. procedente del plasmido pdH108-4. Este fragmento contiene el terminador de la transcripcién lambda t,
(Scholtissek y Grosse, Nuc. Acids Res. 15:3185 (1987)) y los pares de bases 2-375 del pBR322 (Sutcliffe, ver mas
arriba), en donde los pares de bases 2-375 se hallan cadena abajo o 3’ respecto el terminador de la transcripcion. La
secuencia de la regién del terminador de este fragmento es como sigue:

5'-CCTAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATTGTTAA-3
3'-GGATTGCGAGCCAACGGCGGCCCGCAAAAAATAACAATT-5’

(SEC. N°ID. 9 y 10, respectivamente)

Paso 6: pLS32Tsc

El plasmido final pLS32Tsc se construyd, tal como se muestra en la Figura 10, ligando juntos dos fragmentos de
ADN. El primero de estos era el vector pLS33Tsc, del cual se habia suprimido el pequefio fragmento EcoRI-BsfEIl.
El segundo fue un fragmento EcoRI-BstEII de 550 p.b., procedente del pLS32lamB, que contenia el promotor de AP,
la Shine-Dalgarno del trp, y la secuencia codificante de la secuencia sefial del lamB fusionada con los primeros 18
aminodcidos del IGF-1. El pldsmido resultante se analizé mediante digestiéon con endonucleasas de restriccién. El
promotor entero y la secuencia codificante se verificaron mediante secuenciacion del ADN, proporciondndose en la
Figura 11 la secuencia de nucleétidos (SEC. N° ID. 10) y la secuencia de aminoacidos de la fusién de lamB y proteina
IGF-1 (SEC. N°ID. 12).
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iii. Fermentacion y procedimiento de recuperacion
A. Transformacion

Se transformaron células E. coli 27C7 competentes con el pLS32Tsc mediante técnicas de transformacion estan-
dares. Los transformantes se seleccionaron y purificaron sobre placas LB que contenian 20 mg/1 de tetraciclina. Este
medio tenia la composicion siguiente: 10 g/l de Bacto-Tryptona, 5 g/l de extracto de levadura; 10 g/l de cloruro sédico;
y 20 mg/1 de tetraciclina-HCL

Se us6 una colonia transformada para inocular medio LB estéril que contenia 20 mg/1 de tetraciclina. El frasco de
cultivo se incubd a 35-39°C hasta que la densidad 6ptica a 500 nm alcanz6 aproximadamente 1,0. Se aiadi6 DMSO
estéril al cultivo para obtener una concentracion final de DMSO del 10% (v/v). Se dispensaron alicuotas de 1-2 ml en
viales estériles y se almacenaron a -60°C o menos.

B. Indculo de fermentacion

Se prepar6 un inéculo de fermentador de 10 litros inoculando primero un frasco de agitacién de dos litros, que
contenfa aproximadamente 500 ml de medio LB estéril conteniendo tetraciclina, con el vial de cultivo de 1-2 ml recién
descongelado descrito mds arriba. Este frasco se incub6 a 35-39°C durante 8 horas y se transfiri6 a un fermentador de
10 litros que contenfa el medio de produccién descrito en la SECCION D de este Ejemplo. El in6culo del fermentador
de 10 litros se incub6 a 35-39°C a 50-200 r.p.m. durante aproximadamente 5-8 horas, es decir, crecimiento hasta 25 OD.
A continuacion, el indculo se transfiri6 asépticamente al recipiente de fermentacién de 1000 litros de la Figura 12.

C. Aparato de fermentacion

La Figura 12 representa un diagrama del sistema de fermentacién usado para la produccién de productos recom-
binantes derivados de forma bacteriana a la escala de 1000 litros. El recipiente tiene aproximadamente 1500 litros de
volumen total, con un volumen de trabajo nominal (con espacio en cabeza) de 1000 litros. El recipiente estd equipado
con tres palas impulsoras del tipo Rushton montadas sobre un eje vertical, con traccién superior normalmente operada
a 150-300 r.p.m. Se usa un dispersor de aire en forma de anillo para introducir aire en el fondo del fermentador a
aproximadamente 1000 litros estdndares por minuto. Una sonda de DO, montada sobre la pared del recipiente cerca
de la pala impulsora inferior mide la concentracién de oxigeno disuelta en el liquido (y, por tanto, accesible al orga-
nismo). Esa sefial se envia a un ordenador de monitorizacién y control, el cual regula a continuacién la velocidad de
alimentacion de glucosa al fermentador.

En esta configuracion, la glucosa se suministra hacia la parte superior del fermentador para simplificar la esterili-
zacion de la linea de alimentacion de la glucosa. No se muestra una linea de alimentacién hacia la parte superior del
recipiente que se usa para afiadir NH,OH bajo demanda para controlar el pH del medio. Tampoco se muestra otra linea
de alimentacion hacia la parte superior del recipiente, la cual podria usarse para una alimentacion lenta de nutrientes
complejos.

D. Procedimiento de fermentacion

El recipiente de 1000 litros contenia inicialmente 600-800 litros de medio de fermentacién compuesto como sigue:

Ingrediente Cantidad/litro

glucosa* 250-350 g

sulfato aménico 2-6 g

hidréxido amdnico segun se requiera para
controlar el pH de 7,1

a 7,5

fosfato sbédico, monobasico 1-2 g

dihidrato

fosfato potasico, dibéasico 2=-3 g

citrato sdédico, dihidrato 0,5-1,5 ¢g
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Ingrediente Cantidad/litro
:cloruro potésico 1-2 g
25% de Pluronic Polyol L6l inicialmente 0,2 ml vy
segun se requiera para
controlar la formaciédn
de espuma
sulfato magnésico, heptahidrato 1-3 g
tetraciclina HC1 5-20 mg
extracto de levadura** 5-15 g
NZ amina AS** 5-20 g
isoleucina 0-10 g
cloruro férrico, heptahidrato 10-30 mg
sulfato de zinc, heptahidrato 2-5 mg
cloruro de cobalto, heptahidrato % 2-5 mg
molibdato de sodio, dihidrato ! 2-5 mg
sulfato cuprico, pentahidrato | 2-5 mg
acido bdrico 0,5-2 mg
Isulfato de manganeso, monohidrato 1-3 mg

*Inicialmente se arfiadieron 1-5 g/l de glucosa al cultivo.
El resto se suministré al cultivo durante el curso de la
fermentacidn.

**El extracto de levadura y la NZ amina AS pueden
anadirse inicialmente y/o alimentarse durante la

fermentacidn.

El proceso de fermentacion se realizé a 35-39°C a pH 7,1-7,5. La velocidad de agitacién se ajusté a 150-300 r.p.m.
y la velocidad de aireacion a 0,7-1,5 volimenes de aire por volumen de cultivo por minuto. La produccién de IGF-1
ocurri6 después de que se hubiera agotado el fosfato del medio.

Un algoritmo de ordenador usaba un incremento en la lectura de la sonda de DO, para percibir cuando la carga
inicial de glucosa se habia agotado, y afiadir entonces una solucién de glucosa al 50% para mantener el organismo a
una velocidad de crecimiento cercana a su velocidad médxima hasta que la lectura de DO, habia caido hasta el 30% de
saturacion de aire. A continuacion, el ordenador regulaba el suministro de glucosa para mantener la lectura de DO, al
30% usando un algoritmo de control proporcional, integral (PI) estandar.
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Después de aproximadamente 12 horas de incubacién, la carga inicial de fosfato se habia agotado. La velocidad
de suministro de glucosa fue disminuida por el ordenador puesto que se estaba usando menos glucosa para la sintesis
celular y, por tanto, una velocidad de suministro de glucosa inferior producia la velocidad de consumo de oxigeno que
igualaba la velocidad de transferencia de oxigeno y mantenia el DO, al 30%.

IV. Resultados

La Figura 13 presenta la velocidad de la bomba de glucosa (Figura 13A) y la lectura de DO, (Figura 13B) en
funcién del tiempo para la fermentacién de 1000 litro de este ejemplo que produce IGF-1. A las 12 horas, el ordenador
estaba controlando al 30% de DO,, pero poco después, se agoto el fosfato y la velocidad de suministro de glucosa em-
pez6 a disminuir por la accién del algoritmo de control. No obstante, tal como puede observarse, esta transicién dispard
violentas fluctuaciones en la concentracién de DO, que el ordenador no fue capaz de controlar. Incluso después de
que la velocidad de alimentacién de glucosa hubiera disminuido, las inestabilidades continuaron. A aproximadamente
las 16 horas, la velocidad de suministro de glucosa se colocé bajo control manual para mantener una velocidad de su-
ministro constante. La concentracién de DO, permanecié aproximadamente constante, disminuyendo muy lentamente
hasta que alcanzé aproximadamente el 28%. En este punto, hubo una disminucién precipitada en la concentracion de
DO,.

A partir del examen del periodo de tiempo global, parecia existir un patrén comtn en el registro de DO,. Este
se muestra con mds detalle en la Figura 14, la cual presenta las lecturas de DO, y las velocidades de suministro de
glucosa registradas a intervalos de una minuto. Incluso con una velocidad de suministro de glucosa constante, las
concentraciones de DO, cayeron dramdticamente después de disminuir lentamente hasta aproximadamente el 25%.
En dos minutos o menos, la concentracién de DO, callé del 25% a cero.

El fermentador y el equipo de apoyo se examinaron en busca de funcionamientos defectuosos que pudieran causar
tales observaciones. No se hallé ninguno.

Ejemplo I
Uso de dos sondas de DO, y una ubicacion de suministro alternativa para estudiar las inestabilidades del DO,

La Figura 15 presenta un diagrama del fermentador de 1000 litros tal como se modificé para estudiar atin maés las
inestabilidades del DO,. Se mont6 una sonda de DO, cerca de la parte superior del recipiente de forma que estuviera
sumergida justo en el mismo momento en que se agotara el fosfato. La linea de suministro de glucosa se modificé de
forma que el punto de entrada de la glucosa pudiera cambiarse durante la fermentacion de la parte superior al fondo
del fermentador.

La fermentacion se realiz6 tal y como se describié en el Ejemplo I, excepto que el DO, se controlé al 40%
para prevenir las caidas precipitadas del DO,. La glucosa se suministr6 a la parte superior del recipiente. Después
del agotamiento del fosfato, se dejé que la velocidad de suministro de glucosa llegara a su nuevo valor de pseudo-
estado estacionario, y la velocidad de suministro de glucosa se colocd de nuevo bajo control manual. Para ensayar
la inducibilidad reproducible de la inestabilidad del DO,, la velocidad de suministro de glucosa se increment6 a
continuacién lentamente en pequefios incrementos hasta que la lectura de la sonda de DO, disminuy6 hasta cero. A
continuacién, se disminuyd la velocidad de suministro de la glucosa hasta recuperar un nivel positivo, controlable, de
DO,.

Para determinar si el punto de adicién de la glucosa influenciaba en la respuesta del DO, a los incrementos en
el suministro de glucosa, se llevé a cabo una segunda fase del experimento. El punto de suministro de la glucosa
se cambi6 al fondo del tanque y el control del DO, se restableci6 al 40%. La velocidad de suministro de glucosa
se incrementd de nuevo lentamente en incrementos hasta que el DO, alcanzé el cero. La velocidad de suministro de
glucosa se disminuyé de nuevo de forma que el nivel de DO, se recuperara. Esta secuencia completa se repitié a
continuacion.

La Figura 16 muestra los resultados obtenidos a partir del conjunto de ciclos repetido. Los resultados del primer
conjunto de ciclos fueron similares, sugiriendo una inducibilidad reproducible de la inestabilidad del DO,. Primero, el
DO, se llevé bajo control hasta un punto de ajuste del 40% (de acuerdo con la sonda de DO, inferior) con el suministro
de glucosa hacia la parte superior del fermentador. A continuacioén, la velocidad de suministro de glucosa se colocd
bajo control manual y la velocidad de suministro se increment6 en un 8%.

En un reactor homogéneo, esta secuencia de sucesos provocaria un incremento del 8% en la velocidad de captacion
del oxigeno, la cual, a su vez, requeriria un incremento del 8% en la presién de oxigeno para transferir el oxigeno
requerido desde la fase gas hacia la fase liquida. Puesto que se aplicaba una sobrepresion de 1 bar al fermentador, y
puesto que la cabeza de liquido hidrostatico ejerce una presion adicional estimada de 0,2 bares, un sencillo calculo
sugiere que se obtendria un incremento del 8%, en la fuerza que impulsa la concentracion de oxigeno, mediante una
disminucién en la concentracién de DO, desde el 40% hasta aproximadamente el 26%.
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De hecho, la lectura inferior de DO, disminuye desde el 40% hasta aproximadamente el 25%, donde se esperaria
un nuevo equilibrio. Sin embargo, en este punto, la lectura inferior de DO, cay6 hasta cero. Esto reprodujo la obser-
vacion realizada en el proceso descrito en el Ejemplo I. De forma importante, a lo largo de la mayor parte de esta
secuencia, la lectura de la sonda de DO, superior més del 20% inferior a la lectura de la sonda inferior. Esto indica una
heterogeneidad significativa en las concentraciones de DO, a lo largo del volumen de medio de fermentacién. Durante
aproximadamente 15 minutos después del incremento en la velocidad de suministro de glucosa, la lectura de la sonda
superior disminuy6 con aproximadamente la misma velocidad que la lectura de la sonda inferior. Fue cuando la lectura
de la sonda superior alcanzé el cero que se dispar6 la disminucién precipitada de la lectura de la sonda inferior.

Cuando se suministré la glucosa al fondo del recipiente, la coincidencia entre las lecturas de las sonda superior
e inferior sugiri6 una heterogeneidad del DO, mucho menor. De nuevo, el control se estableci6 al 40% de DO, de
acuerdo con la sonda de DO, inferior y la velocidad de suministro de glucosa se incrementé en el 8%. Esta vez,
se alcanzé un nuevo estado estacionario a aproximadamente la lectura de DO, predicha. Cuando la velocidad de
suministro de glucosa se increment6 en otro 8%, las lecturas de DO, disminuyeron de nuevo y se estabilizaron a
aproximadamente el valor predicho. Aparentemente, la operacion estable se establecié a aproximadamente el 10% de
DO,. Finalmente, un incremento adicional del 5% en la velocidad de suministro de glucosa desplazé las lecturas de
DO, a cero, tal como seria predicho a partir de los célculos de utilizacién de oxigeno y de la fuerza impulsora de
oxigeno.

Estos resultados sugieren que las inestabilidades del DO, ilustradas en la Figura 13 pueden prevenirse proporcio-
nando concentraciones de oxigeno disuelto homogéneas a lo largo del recipiente. En este fermentador concreto, el
suministro de glucosa al fondo del fermentador mejor6 significativamente la homogeneidad del DO,. En fermentado-
res mayores y/o mds complejos (por ejemplo, fermentadores con unidades de enfriamiento), serd mucho mas dificil
conseguir la homogeneidad del DO,.

Los resultados sugieren también que los sucesos de inestabilidad del DO, (observados mientras se monitoriza
el DO, en el fondo del fermentador) coinciden con el agotamiento de la concentracién de DO, medible en la parte
superior del medio de fermentacion. Estos resultados sugieren, bien un fendmeno hidrodindmico complejo y muy
rapido, o un suceso biolégico repentino, motivado por concentraciones de DO, muy bajas, que incrementa la velocidad
global de utilizacién del oxigeno.

Ejemplo III
Reproduciendo las inestabilidades del DO, en un fermentador de 10 litros modificado

Aunque los resultados el Ejemplo II fueron bastante informativos, los experimentos a escala de 1000 litros son
dificiles y caros. Por tanto, era deseable desarrollar procedimientos que produjeran el fenémeno de la inestabilidad del
DO, a escala de laboratorio, en un fermentador con un volumen de trabajo de 10 litros.

1. Fermentador

La Figura 1 muestra un diagrama del fermentador de 10 litros modificado usado en ésta. Normalmente, el fermen-
tador utilizaria tres palas impulsoras del tipo Rushton. En esta configuracién modificada, se suprime la pala impulsora
superior y el fermentador se opera con un volumen de liquido relativamente elevado. Esto produce una gran regién
pobremente mezclada en la parte superior del medio de cultivo. La glucosa se suministra en la parte superior del
fermentador (17) para imitar la configuracion de gran escala y para contribuir ain mds a la heterogeneidad del DO,.
Finalmente, se instala una sonda redox (15) ademads de la sonda de DO, polarigrafica normal (13). Como se ver4, esta
proporciona informacién sobre el cultivo cuando la lectura del DO, estd a cero o cerca de cero.

ii. Organismo huésped

El organismo huésped usado fue el mismo que se usé en el Ejemplo I (27C7) excepto por tener una supresion rbs7
(utilizacién de la ribosa, menos) y tener un locus ilvG restaurado. Ambos marcadores se introdujeron mediante una
transduccién P1. El organismo se denomina 37D6.

iii. Descripcion/construccion del pldsmido de expresion del IGF-1 pBKIGF2B

En el plasmido que pBKIGF-2B expresa el IGF-1, la secuencias de trascripcién y traduccién requeridas para la
expresion del gen del IGF-1 en E. coli son proporcionadas por el promotor de la fosfatasa alcalina y la secuencia Shine-
Dalgarno del trp. El terminador de la trascripciéon lambda t, estd situado de forma adyacente al codén de terminacién
del IGF-1. La secrecion de la proteina desde el citoplasma esta dirigida por la secuencia sefial lamB o, alternativamente,
por la secuencia sefial de la STII. La mayoria del rhIGF-1 se halla en el espacio periplasmico de la célula. El plasmido
pBKIGF-2B confiere resistencia a la tetraciclina a partir del huésped transformado.

El plasmido pBKIGF-2B se construy6 en varios pasos usando como plasmidos intermedios el pLS32Tsc, el pL-
BIGFTsc, el pLS33Tsc, y el pRanTsc.
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Paso 1: pIS32Tsc

Este plasmido se construy6 como se describe en el Ejemplo I.
Paso 2: pLBIGFTsc

Paso a: pLamBIGF

Para la primera parte de la ligacion, se aislo el fragmento EcoRI-Psfl del pBR322. Para la segunda parte de la
ligacioén, se aisl6 un fragmento PstI-Ncol de 1244 p.b. del pAPLamB. Para la tercera parte de la ligacidn, se aislo el
fragmento Haell-EcoRI de 196 p.b. que contenia el gen del IGF-1, excepto el extremo 5’ inicial, a partir del plasmido
p200. El p200 es un plasmido derivado del pBR322 que tiene, en el orden 5° a 3’, el promotor de la quelatina, la
secuencia de sefial de la MF alfa 1 prepro, el ADN que codifica el IGF-1 maduro, y el terminador de 2 micrémetros.
Contiene el origen de replicacion del ColE1 para bacterias y el origen de 2 micrémetros para levadura. En la Figura 17
se proporciona un diagrama de enzimas de restriccion del plasmido p200. En la Figura 18 se proporciona la secuencia
de nucleétidos (SEC. N°ID. 13) del fragmento desde EcoRI (empezando en la posicion 1149) hasta EcoRI (empezando
en la posicion 1628) del p200 que contiene la MF alfa 1 prepro y el gen del IGF-1. Los sitios de restriccién Haell, Pstl,
BamH]I, y Sall que también se hallan en el diagrama de la Figura 17 se indican en la secuencia mediante subrayado. Se
preparé una pieza de ADN sintético que conectaba la secuencia sefial al gen del IGF-1 (Ncol a Haell) con la siguiente
secuencia:

5'-CATG GCC GGT CCG GAA ACT CTG TGC GGC GC

(SEC. N° ID. 14)

o

3'-CGG CCA GGC CTT TGA GAC ACG C
(SEC. N°ID. 15)

Los tres fragmentos de pldsmido y el ADN sintético se ligaron juntos para formar el pLamBIGF, tal como se
muestra en la Figura 19.

Paso b: pLBIGFTsc

Se aisl6 el fragmento Xbal-BamHI del vector a partir del pLS18 como el primer fragmento de ligacién. La segunda
parte de la ligacién fue un fragmento Stul-BamHI procedente del plasmido pDH108-4 descrito mds arriba. La tercera
parte de la ligacion se prepar6 mediante digestién con EcoRI del pLamBIGF, seguida por tratamiento con el fragmento
Klenow de la polimerasa del ADN, seguida por una digestién con Xbal. Se aisl6 el fragmento de 302 p.b. resultante.
Estos tres fragmentos se ligaron para rendir el pLBIGFTsc, tal como se muestra en la Figura 20.

Paso 3: pRanTsc

Se aisl6 el fragmento de vector Xbal-BamHI del pLS18 como el primer fragmento de ligacién. La segunda parte
de la ligacién fue un fragmento Stul-BamHI procedente del pldsmido pDH108-4 descrito mas arriba. La tercera parte
de la ligacion se prepar6 a partir del pPRANTES. El pRANTES es un pldsmido basado en el p8R322 que contiene un
fragmento de un conector Xbal seguido por la sefial de la STII, seguido por el cADN que codifica RANTES (tal como
fue publicado por Schall et al., J. Immunol. 141:1018 (1988)), seguido por el conector BamH]1. El tercer fragmento
se preparé mediante digestién del pPRANTES con BamH]1, seguida por tratamiento con el fragmento Klenow de la
polimerasa del ADN, seguido por una digestién con Xbal. Se aisl6 el fragmento de 303 p.b. resultante. Estos tres
fragmentos se ligaron para obtener el pRanTsc, tal como se muestra en la Figura 21.

Paso 4: pBKIGF-2

Tal como se muestra en la Figura 22, se cortaron del pLS32Tsc el fragmento EcoRI-Pstl de 540 p.b. que contiene
el promotor de la fosfatasa alcalina, la secuencia sefial del lamB, y el ADN que codifica los primeros 15 aminoacidos
del IGF-1. Se cort6 del pLBIGFTsc el fragmento Pst-Bsp12861 (~70 p.b.) que contiene el ADN que codifica los
aminodcidos 16-38 del IGF-1. Del pLS33Tsc se cort6 el fragmento Bsp12861-HindlIl (~179 p.b.) que contiene el
ADN que codifica los aminoacidos 39-70 del IGF-1, el terminador lambda, y el promotor Tc. Finalmente, el fragmento
de vector EcoRI-HindllIl de ~4331 p.b. (basado en pBR322) se corté del pRanTsc. Estos cuatro fragmentos se ligaron
para obtener el pBKIGF-2, el cual contiene el promotor de la AP, la secuencia sefial del lamB, el ADN que codifica
la proteina IGF-1 entera, el terminador de la transcripcién, el promotor Tc, y los marcadores de la resistencia a la
tetraciclina y ampicilina.
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Paso 5: pBKIGF-2A

Se digiri6 el pBKIGF-2 con Psfl y Clal y se aislé el fragmento de ~245 p.b.. Este contiene los aminodcidos 16-
70 del IGF-1 y el terminador lambda T,. Se digirié el pLBIGFTsc con Ncol y Clal y se aisl6 el fragmento del vector.
Este fragmento del vector contiene el promotor de la AP, la sefial lamB, y el gen Tet’. Estos dos fragmentos se ligaron
con una pieza de ADN sintético que remplaza, como sigue, el extremo 5’ del ADN del IGF-1, desde Ncol hasta Pstl,
con codones derivados sintéticamente:

$’-CATGGCC GGT CCC GAA ACT CTG TGC GGT GCT GAA CTG GTT GAC GCT CTG CA-3'
3’- CGG CCA GGG CTT TGA GAC ACG CCA CGA CTT GAC CAA CT6 CGA G-5°

(SEC.N°ID. 16 y 17, respectivamente).
El plasmido resultante se denominé pBKIGF-2A. La construccién se muestra en la Figura 23.
Paso 6: pLamBRan

Este plasmido se prepar6 digiriendo pLS33LamB con Ncol y BamHI, y se aisl6 el fragmento de vector. El
pLS33LamB es un pldsmido construido a partir del pBR322, en el cual se han insertado el promotor de la AP, la
sefial del lamB, y el gen del IGF-1. BamHI corta la porcién Tc del plasmido y Ncol corta en el extremo 5’ del gen del
IGF-1. El segundo fragmento se gener6 digiriendo el pPRANTES con BsaJl y BamHI y aislando el fragmento de ~200
p.b. resultante. El tercer fragmento fue una pieza de ADN sintético para conectar el gen RANTES con la secuencia
seflal desde Ncol hasta BsaJl. Este ADN sintético tiene la secuencia:

Neol BsaJl
5'-CATGGCCTCCCCATATTC-3'
3'-CGGAGGGGTATAAGGAGC-b’

(SEC. N°ID. 18 y 19, respectivamente).
El vector resultante se denominé pLamBRan, y su construccién se muestra en la Figura 24.
Paso 7: pBKIGF-2B

La construccién de este pldsmido se muestra en la Figura 25. Se digiri6 el pLamBRan con Ncol y Sphl, y el
fragmento de vector se aislé conteniendo el promotor y la secuencia sefial. Se digirié el pPBKIGF-2 con Ddel y Sphl,
y se aisl6 el fragmento de ~600 p.b. que contenia el terminador de la trascripcién lambda y el extremo 5’ del gen
Tet®. el pBKIGF-2A se digirié con Ncol y Bsp12861 y se aislé el fragmento de ~110 p.b. conteniendo el ADN que
codificaba los aminodcidos 1-38 del IGF-1. Estos tres fragmentos se ligaron juntos con el ADN sintético que codifica
los aminodacidos 39-70 del IGF-1 para proporcionar el pPBKIGF-2B. Este conector sintético tiene la secuencia:

5’ - TCGTCCTGCTCCC CAG ACT GGT ATT GTT GAC GAA TGC TGC
TTT CGT TCT TGC GAC CTG CGT CGT CTG-3’ (SEQ. N°. ID 20)

3’- AGA ACG CTG GAC GCA GCA GAC CTT TAC ATA ACG CGA GGG
GAC TTT GGG CGATTTAGACGAATCTTCGAGG- 5’ (SEQ.N° ID. 21)

iv. Transformacion y Fermentacion

La cepa 37D6 descrita mds arriba se transformé con el pBKIGF-2B usando técnicas de transformacién estdndares.
A continuacidn se hizo crecer de la misma manera descrita en el Ejemplo I, excepto que los 500 ml de medio de cultivo
LB se usaron después para inocular el fermentador de 10 1, la fermentacidn se realiz6 tal como se describi6 para el
fermentador de 1000 1. Ademas, las sales minerales se redujeron al 60% de la concentracién usada en la fermentacién
de 1000 1. Esto resulté en que el fosfato se agotaba aproximadamente dos horas antes en el fermentador de 10 1
modificado en comparacién con el fermentador de 1000 1.

Finalmente, el suministro de un nitrégeno complejo se inicié a 40 OD (A550) para proporcionar una fuente len-

tamente suministrada de aminodcidos y fosfato después del agotamiento de los aminodcidos y fosfato inicialmente
cargados en el fermentador. Este suministro consistié en 290 ml de NZ Amina AS al 20% con 140 ml de extracto de
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levadura al 20%, y se suministré a una velocidad de 0,4 ml/min. El volumen de partida inicial después de la adicién
del inéculo fue de aproximadamente 8 1.

V. Resultados

La Figura 26 presenta los resultados de un experimento realizado en el fermentador de 10 1 modificado. Tal como
puede observarse a partir de esta figura, entre las 10 y 11 horas, la velocidad de suministro de glucosa (Figura 26B)
se disminuy6 bajo control del ordenador para mantener el punto de ajuste del DO, al 30%. Esto sugiere que el fosfato
estaba siendo agotado y que se estaba usando menos glucosa por produccién de masa celular. A aproximadamente las
11,5 horas, la velocidad de suministro de la glucosa se colocé bajo control manual. La velocidad de suministro de la
glucosa se increment6 entonces en incrementos hasta que se llevé el DO, a cero.

En este experimento particular, la sonda de DO, produjo una lectura de aproximadamente el 5% cuando la con-
centracién de DO, real era cero. Aunque el perfil de la curva inicial de disminucién del DO, (Figura 26A) sugeria
una inestabilidad en el DO,, el resultado no era concluyente. Por tanto, la velocidad de la bomba de glucosa (GPR)
se redujo para permitir la recuperacién del DO,y entonces se incremento en pequefios incrementos. Cuando sucedi6
otra caida en el DO, a aproximadamente las 13 horas, la GPR se disminuy6 de nuevo para permitir la recuperacion.
En este punto, un incremento en la GPR de menos del 4% causaba el caracteristico perfil de una disminucidn lenta del
DO, seguida por una disminucién precipitada y mucho mayor de la predicha en la concentracién de DO,.

Cuando se disminuy$ de nuevo la GPR para permitir la recuperacion, sobrevinieron una sorprendente serie de
sucesos. La concentracion de DO, en el fermentador empezé a repetirse de forma reproducible sin estimulos externos.
La irregularidad observada en el patrén de los ciclos de DO, a las 14,2 horas fue causada por una breve interrupcién
en el aporte de glucosa. Aparte de este inico suceso, no se hizo nada para cambiar los pardmetros operacionales de la
fermentacién. Como puede observarse, los ciclos fueron bastante consistentes en amplitud y s6lo variaron en frecuen-
cia, pasando a estar mds separados hasta que se detuvieron a las 17,3 horas. Se estimularon dos series adicionales de
ciclos practicamente idénticos disminuyendo la velocidad de suministro de glucosa a las 20,25 y 22,2 horas.

Estos resultados demuestran una dramadtica inestabilidad en la concentracion de DO, en este fermentador de 10
litros modificado. La forma general de la parte de disminucién del DO, del ciclo es similar a la observada en el fer-
mentador de 1000 1. Esto sugiere que el reactor de 10 1 estd duplicando de forma apropiada los fenémenos observados

primero en el fermentador grande. La velocidad y la regularidad de los ciclos observados en el fermentador pequefio
sugieren un origen biolégico.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para determinar la propension de un cultivo de células bacterianas a la inestabilidad del oxigeno
disuelto en un fermentador a gran escala con al menos 1000 litros de capacidad volumétrica que comprende (a)
cultivar el cultivo celular en presencia de una fuente de carbono/energia introducida a una velocidad de alimentacién
establecida en un fermentador a pequefia escala que no tiene mas de 100 litros de capacidad volumétrica configurado
para que la concentracién de oxigeno disuelta a través del cultivo celular no sea homogénea durante la fermentacion,
(b) cuando el cultivo tiene una capacidad de captar de oxigeno suficiente para exceder la velocidad de transferencia de
oxigeno del reactor, incrementar la velocidad de alimentacién de la fuente de carbono/energia, y (c) determinar si se
produce no-linealidad en la pendiente de la concentracién de oxigeno disuelto respecto al tiempo o si oscilaciones en
la concentracién de oxigeno disuelto son inducidas tras el incremento de la velocidad de alimentacién de la fuente de
carbono/energia.

2. Procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el fermentador tiene una capacidad de 10 litros.

3. Procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el fermentador tiene una entrada en la parte superior del mismo
para introducir la fuente de carbono/energia.

4. Procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el fermentador tiene dos palas impulsoras.

5. Procedimiento de la reivindicacidn 1, en el que el fermentador tiene una sonda para oxigeno disuelto y una sonda
redox.

6. Procedimiento de la reivindicacion 5, en el que las sondas estdn montadas en el fermentador preferiblemente 1o
mads cerca de la pala impulsora de mds abajo.

7. Procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el fermentador tiene un eje vertical dispuesto en su centro al que
se conectan dos palas impulsoras, una encima de la otra, palas impulsoras 3 que estdn localizadas significativamente
por debajo de la superficie del cultivo bacteriano, fermentador que también tiene un medio para la entrada de gas en
la parte de abajo del mismo, una sonda para oxigeno disuelto y una sonda redox ambas conectadas al fermentador lo
mads cerca de la pala impulsora de mds abajo, sondas que se utilizan para medir la concentracién de oxigeno disuelto
y el potencial redox, respectivamente, del cultivo celular, y un medio para la entrada de liquido dispuesto en la parte
superior del fermentador.
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FIG.15
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