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Por mecio ce este conducto, le hago llegar el informe final que presenta el Dr. Alvaro R. Lara Rodriguez, en su calidad
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Informe Final del Proyecto Divisional titulado:

ESTRATEGIAS MOLECULARES Y DE CULTIVO PARA MEJORAR LA
PRODUCCION DE VACUNAS DE ADN

Clave: S114-15

Responsable: Alvaro R. Lara, DPT. Participante: Dr. Juan Carlos Sigala Alanis, DPT.

En el presente proyecto se desarrollaron alternativas biotecnolégicas para contender con el
inminente agotamiento de oxigeno en cultivos de alta densidad celular. Se abordé el caso particular
de ADN plasmidico, molécula que ha recobrado interés para su uso como agente de vacunacion y
terapia génica. Se reconfiguré el replicon pUC (alto niimero de copias) para inducir la replicacién del
plasmido mediante el agotamiento de oxigeno. También se disefid un plasmido sintético con los
elementos minimos del replicon R1. El plasmido sintético, denominado miniR1 fue replicado
exitosamente en nuestra cepa modificada de Escherichia coli, alcanzando rendimientos similares a
plasmidos tipo pUC. La cepa modificada consiste en una mutante de E. coli W3110 con inactivacion
del gene recA y la inserciéon cromosomal del gene de la hemoglobina de Vitreoscilla stercoraria. Esta
cepa permite mejorar la calidad del plasmido producido, asi como desempefio metabdlico de la cepa
bajo limitaciones de oxigeno. La conjuncién del redisefio de circuitos de replicacién y la ingenieria
celular de E. coli permite proponer alternativas tecnolégicas para la produccién de ADN plasmidico
en condiciones de proceso.

Enseguida se comparan los productos comprometidos (tomados de la propuesta del proyecto)
respecto a los alcanzados.

Productos comprometidos.

a) 2 Servicios sociales.

La alumna Daniela Velazquez Gallegos (Licenciatura en Ingenieria Biolégica) llevé a cabo su Servicio
Social con el proyecto titulado: “Cuantificacion de ARN mensajero y proteinas de control de la
replicacion de plasmidos R1". El proyecto inicié el 8 de febrero de 2018 y terminé el 8 de agosto de
2018, siendo acreditado el 3 de septiembre de 2018.

La alumna Elisa Alejandra Ramirez Campos (Licenciatura en Ingenieria Biolégica) llevod a cabo su
Servicio Social con el proyecto titulado: Produccién de ADN plasmidico en modo lote alimentado en
matraz agitado empleando cepas de E. coli modificadas genéticamente. El proyecto finalizé el 15 de
abril de 2016.



b) 2 Proyectos Terminales finalizados.

Proyecto terminal de Inés Penella, Licenciatura en Ingenieria Biolégica, terminado el trimestre 18P,
titulado: “Disefio de un vector sintético miniR1 y caracterizacién de su produccién por Escherichia
colr".

Proyecto terminal de Daniela Velazquez, Licenciatura en Ingenieria Biolégica, terminado el trimestre
18P, titulado: “Evaluacion de circuitos sintéticos para incrementar la produccién de ADN plasmidico”.

c) 1 Tesis de Maestria

La Ing. Biol. Janet Galindo Martinez finalizé la redaccion de su Idénea Comunicacién de Resultados,
la cual ha sido aprobada por el Dr. Alvaro R. Lara y se encuentra en revision por parte del Dr. Juan
Carlos Sigala. Se espera que la Ing. Galindo obtenga su grado de Maestra en Ciencias Naturales e
Ingenieria durante antes de noviembre de 2019.

d) 1 Tesis de doctorado.

El Dr. Karim Enrique Jaén Chavez obtuvo su grado el 26 de abril de 2018. El Dr. Jaén obtuvo la
Medalla al Mérito Universitario en 2018 y su tesis fue galardonada con el Premio “Alfredo Sanchez
Marroquin” de la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria en 2019.

e) 6 articulo publicados en revistas indizadas

Se publicaron 11 articulos en revistas de prestigio en el area. Se detallan enseguida:

e.1 Jaen KE, Velazquez D, Sigala JC, Lara AR*. 2019. Design of a microaerobically inducible replicon
for high-yield plasmid DNA production. Biotechnology and Bioengineering. In press. Fl: 4.260.

Describe el disefio del plasmido inducible por microaerobiosis y su produccién en cultivos de alta
densidad celular.

Received: 14 March 2019 | Revised: 7 June 2019 Accepted: 10 June 2019

0O 10.1002/bit.27091

ARTICLE WILEY

Design of a microaerobically inducible replicon for high-yield
plasmid DNA production

Karim E. Jaén | Daniela Velazquez | Juan-Carlos Sigala | Alvaro R. Lara®



e.2 Jaén KE, Velazquez D, Delvigne F, Sigala JC, Lara AR*. 2019. Engineering E. coli for improved
microaerobic pDNA production. Bioprocess and Biosystems Engineering. 42(9): 1457-1466. Fl: 2.371

Describe el disefio de una cepa modificada de segunda generacion para la produccién microaerobia
de ADN plasmidico.

Bioprocess and Biosystems Engineering (2019) 42:1457-1466
https://doi.org/10.1007/s00449-019-02142-5

RESEARCH PAPER ..%-)

Engineering E. coli for improved microaerobic pDNA production
Karim E. Jaén' - Daniela Velazquez' - Frank Delvigne? - Juan-Carlos Sigala® - Alvaro R. Lara®®

Received: 13 January 2019/ Revised: 20 March 2019 / Accepted: 2 May 2019/ Published online: 11 May 2019
& Springer-Verlag GmbH Germany, part of Springer Nature 2019

e3. Lara AR*, Velazquez D, Penella, Islas F, Gonzalez-De la Rosa CH, Sigala JC. 2019. Design of a
synthetic miniR1 plasmid and its production by engineered Escherichia coli. Bioprocess and
Biosystems Engineering. 42: 1391-1397. Fl: 2.371

Describe el disefio del plasmido sintético miniR1, su secuencia, produccién por E. coli y comparacién
con un plasmido pUC.

Bloprocess and Biosystems Engineering
https://dol.org/10.1007/500449-019-02129-2

RAPID COMMUNICATION ' m)

Check for
updates

Design of a synthetic miniR1 plasmid and its production
by engineered Escherichia coli

Alvaro R. Lara'( . Daniela Velazquez® - Inés Penella? - Fabiola Islas? - Claudia H. Gonzélez-De la Rosa’ -
Juan-Carlos Sigala’

Received: 14 January 2019/ Accepted: 8 April 2019
i Springer-Verlag GmbH Germany, part of Springer Nature 2019

ed. Lara AR*, Jaén KE, Folarin O, Keshavarz-Moore E, Buchs J. 2019. Effect of the oxygen transfer
rate on oxygen-limited production of plasmid DNA by Escherichia coli. Biochemical Engineering
Journal. 150: 107303. FI: 3.371

Describe la influencia de la velocidad maxima de transferencia de oxigeno en la produccién de
plasmidos pUC por E. coli silvestre y modificada genéticamente.



Bipchemical Engineering Journal 150 (2019) 107303

Contents lists available at ScienceDirect

BIOCHEMICAL

ENGINEERING
JOURNAL

Biochemical Engineering Journal

journal homepage: www.elsevier.com/locate/bej

Regular article

Effect of the oxygen transfer rate on oxygen-limited production of plasmid =
DNA by Escherichia coli S

Alvaro R. Lara™, Karim E. Jaén®, Olusegun Folarin”, Eli Keshavarz-Moore®, Jochen Biichs®

e5. Lara AR, Jaén KE, Sigala JC, Regestein L, Biichs J. 2017. Evaluation of microbial globin
promoters for Oz-limited processes using E. coli. Journal of Biological Engineering. 11: 39. FI: 5.256

Describe la respuesta dinamica en E. coli de promotores microbianos heterélogos ante el
agotamiento de oxigeno a varias tasas de transferencia de masa.

Lara et al. Journal of Biological Engineering (2017) 11:39
DOI 10.1186/513036-017-0082-3 Journal of

Biological Engineering

Evaluation of microbial globin promoters W) e
for oxygen-limited processes using
Escherichia coli

Alvaro R. Lara "', Karim E. Jaén', Juan-Carlos Sigala', Lars Regestein? and Jochen Biichs™

e.6 Lara AR, Jaén KE, Muhimann M, Sigala JC, Regestein L, Biichs J. 2017. Characterization of
endogenous and reduced promoters for oxygen-limited processes using Escherichia coli. ACS
Synthetic Biology. 6: 344-356. FI: 5.382

SyntheticBiology

pubs.acs.org/synthbio

Characterization of Endogenous and Reduced Promoters for
Oxygen-Limited Processes Using Escherichia coli

Alvaro R Lara ™" Karim E. Jaén,” Juan-Carlos Sigala,” Martina Miihlmann,* Lars Regestein,”
and Jochen Biichs*~



e7. Jaén KE, Olivares R, Sigala JC, Lara AR*. 2017. Heterogeneous oxygen availability affects the

titer and topology but not the fidelity of plasmid DNA produced by Escherichia coli. BMC
Biotechnology. 17:60. FI: 2.605.

Describe el efecto en la produccién y calidad del ADN plasmidico de las conciciones heterogéneas
en reactores industriales.

Jaén et al. BMC Biotechnology (2017) 17:60

DOI 10,1186/512896-017-0378-x BMC BlOt@Ch nOlOgy

Heterogeneous oxygen availability affects @
the titer and topology but not the fidelity

of plasmid DNA produced by Escherichia

coli

Karim E. Jaén', Juan-Carlos Sigala’, Roberto Olivares-Hernandez”, Karsten Niehaus® and Alvaro R. Lara”' @

e.8 Pablos TE, Olivares R, Sigala JC, Ramirez OT, Lara AR. 2016. Toward efficient microaerobic
processes using engineered Escherichia coli W3110 strains. Engineering in Life Sciences. 16(7):
588-597. FI: 1.698.

Describe el disefio de una familia de cepas de primera generaciéon con un mejor desempefio ante
limitaciones de oxigeno.

Engineering

in Life Sciences Eng. Life Sci. 2016, 16, 588-597 www.els-journal.com
Tania E. Pablos’ Research Article
Roberto Olivares?
juan Carlos Sigala? Toward efficient microaerobic processes using

Octavio T. Ramirez’

e engineered Escherichia coli W3110 strains

e.9 Galindo JE, Barron BL, Lara AR*. 2016. Plasmid DNA production in shake flasks is improved by
enzyme-controlled glucose release. Annals of Microbiology. 66(3): 1337-1342. FI; 1.122.



Ann Microbiol @ -
DOL 10.1007/513213-016-1218-2 e

SHORT COMMUNICATION

Improved production of large plasmid DNA by enzyme-controlled
glucose release

Janet Galindo' - Blanea L. Barrén? - Alvaro R. Lara’

e.10 Ramirez EA, Veldzquez D, Lara AR*. 2016. Enhancing plasmid DNA production in shake flask
by enzyme-mediated glucose release and engineered E. coli. Biotechnology Letters. 38(4): 651-657.

Describe el uso de modos de cultivo tipo lote alimentado en matraz agitado empleando cepas
modificadas de E. coli.

Biotechnol Lett (2016) 38:651-657
DOT 10.1007/510529-015-2017-8 CrossMark

ORIGINAL RESEARCH PAP

Enhanced plasmid DNA production by enzyme-controlled
glucose release and an engineered Escherichia coli

Llisa A, Ramirez * Daniela Velazquez -
Alvaro R. Lara

e.11 Cortés T, Flores N, Bolivar F, Lara AR, Ramirez OT. 2016. Physiological effects of pH gradients

on Escherichia coli during plasmid DNA production. Biotechnology and Bioengineering. 113(3): 598-
611. FI: 4.481.

Describe el efecto de variaciones espacio-temporales de pH en la produccion de ADN plasmidico.

A - DTLECHNOLOGY
ARTICLE BIOT,ECHNC
' BIOENGINEERING

Physiological Effects of pH Gradients on
Escherichia coli During Plasmid DNA Production

— ; - T v ; 2 3
José T, Cortés.! Noemi Flores,? Francisco Bolivar,? Alvaro R. Lara,
Octavio T. Ramirez’



f) 1 solicitud de patente.

Se sometid la siguiente solicitud de patente ante el IMPI el 17 de mayo de 2017:

Jaén KED, Veldzquez DL, Sigala JC, Lara AR*. 2017. Plasmidos inducibles por condiciones
microaerobias y su uso. Sometida. Folio Numero MX/E/2017/036457.
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g) 2 presentaciones en congresos

2018. Effect of the oxygen transfer rate on oxygen-limited production of plasmid DNA by Escherichia
coli. Presentado en el congreso: Microbial Engineering. Engineering Conferences International.

Santa Fe, Nuevo México, EUA. El trabajo se presenté gracias a una invitacion y beca otorgada por
la Bill and Melinda Gates Foundation.

2018. Lara AR. High yield plasmid DNA production under oxygen limitation using microaerobically

induced replication. Conferencia plenaria presentada en el 5th BioProScale Symposium, en Berlin,
Alemania.



Resultados esperados

Los resultados esperados de acuerdo al protocolo de proyecto aprobado son:

Productos tecnoldgicos: una cepa de E. coli con un eficiente crecimiento bajo condiciones
microaerobias, un plésmido auto inducible por microaerobiosis, un proceso de produccién de pDNA
inducible por microaerobiosis. Una solicitud de patente nacional.

Productos académicos: Una tesis doctoral, una tesis de maestria, dos proyectos terminales, 6
articulos en revistas indizadas.

Conclusiones.

Se alcanzaron todos los productos comprometidos para el presente proyecto. El nimero de
publicaciones fue casi el doble del propuesto. Se considera que cumplié satisfactoriamente con Ia
ejecucion del mismo.




