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Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensién para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO
INTRODUCCION

Biotipos ncp/cp

Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDv) *

Infecciones transitorias o persistentes

Biotipos|no citopatico (ncp)|y citopatico (cp) Infecccién transitoria

Disfunciéon reproductiva
Complicaciones respiratorias

dinbgibig M

Animales persistentemente infectados (PI) " \Wl\““ﬂ'\“ 5““'*“ i ‘\

Principal fuente de contagio Y e -

Pérdidas economicas entre $10 y $40 : = ,, :

@
g Inf Te Aborto
1 i~ nieccion )

millones de USD por rebafio d ereistonte mallormacion

2] Mutacién rara dentro de
. , , . g la misma cepa viral

Industria ganadera, lactea y carnica 2

- X
p ersiggg{‘ggment = Enfermedad hemorrdgica fatal

infectado
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(Lanyon et al., 2014; Peterhans et al., 2003)



Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensién para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

INTRODUCCION

Control y medidas de prevencion

Erradicacion ganado PI Vacunacion

Virus vivo
modificado

@ESPE

Virus muerto

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS
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Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO
INTRODUCCION

Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDv) _
Virus envuelto

ARN monocatenario

—) E2 g i Unico marco de lectura abierto (ORF)
= E2 ¢ummm
Core protein C / =1 Proteinas estructurales y no estructurales

RNA

Envelope

) Ems, E1 y E2 son inmunogénicas
nvelope

Clasificacion genética
BVDv-1 — 21 subgenotipos
BVDv-2 — 4 subgenotipos
BVDv 3 — nueva

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS
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(Al-Kubati et al., 2021; Radtke & Tews, 2017; Yesilbag et al., 2017; Tautz et al., 2015)



Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensién para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

INTRODUCCION

Proteina E2 Bl st antigsni
. . Sitio antigénico 1
Dominio 1
. Sitio antigénico 2
PESO de 55 kDa [ Sitio antigénico 3
o ] B sitio antigénico 4
3 dominios y 5 epitopos

Dominio 2 . Sitio antigénico 5

Entrada del virus a la células huésped
Fusion de membranas

Forma homodimeros E2-E2 Dominio 3
y heterodimeros con E1

Alta capacidad de inducir anticuerpos
neutralizantes
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(Al-Kubati et al., 2021; Koethe et al., 2020; Radtke & Tews, 2017)



Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

INTRODUCCION
Sistemas de expresion para la produccion de proteinas recombinantes

Bacteria Levadura Célula vegetal Célula de insectos Célula de mamiferos
E. coli Pichia pastoris Nicotiana tabacum Combinado con Ovario de hamster

baculovirus ) chino (CHO)

O w43 . "
i +de 100 : . : -glicosilacid
Protelnas : Sin derivados de animales N I ialilacid N_gllcosnamop
no residuos Rehdittishic inferiok O realizan siafliacion Secrecion de proteinas al
glicosiladas de manosa medio de cultivo

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS

(Khan et al., 2017; Mizukami et al., 2018; Tripathi & Shrivastava, 2019) St kb
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Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

INTRODUCCION
Vacunas de subunidades de antigenos recombinantes

Subgenotipo 1a Subgenotipo 1d

Al menos 1 antigeno viral

Mayor seguridad

Vacuna

multlente Amplia proteccion vacunal
W

Subgenotipo 1b

| contra BVDv

|dentificacion del gen, clonaje y expresion

Sistemas heterdlogos

Subgenotipo 1c Subgenotipo 1e

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS
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(Montesino et al., 2019; Ugochukwu et al., 2020; Wang et al., 2016)



Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensién para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en célul

INTRODUCCION

Cultivo de células de ovario de hamster chino (CHO)

Adherencia Suspension

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS
INNDYAECIGM PARA LA EXCELENCIA
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.daranayake & Almo, 2014; Rodrigues et al., 2013; Tihanyi & Nyitray, 2020)



Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

INTRODUCCION
Construccion del vector plasmidico que expresa proteina E2
Bglll ‘BamHl
1000 2000 3000 4000 S000
[ pcMv_ JEBSS s B e2ic | | > [NeorianR > [
| i ' polyA pSV40 ~ poly A
Alb SP T;’l\b SP lGXhIS
6xhis Secuencia blanco de
Secuencia blanco de reconocimiento de
reconocimiento de anticuerpo
anticuerpo
Secuencias
Promotor de o o Marcador de
: : codificantes para Cola de histidina .
citomegalovirus ] seleccion
a proteina E2
Antibioético

Geneticina G418

DHESPE
(AR e~
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(Montesino et al., 2022)
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Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

OBJETIVOS

Objetivo General

Establecer las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del

subgenotipo 1b del BVDv en células CHO.

DHESPE
(AR e~

INNDYAECIGM PARA LA EXCELENCIA



Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

OBJETIVOS

Objetivos Especificos

e Obtener la proteina E2 de células CHO en condiciones de cultivo adherente a
partir del clon productor previamente seleccionado

e Adaptar las células CHO del clon productor de proteina E2, del subgenotipo 1b a
condiciones de cultivo en suspension

e Determinar la productividad de expresion de proteina E2 en cada sistema de

cultivo de células CHO: adherente vs suspension

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS
INNDYAECIGM PARA LA EXCELENCIA




Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

Hipotesis

El rendimiento de produccion de la proteina E2 obtenida de células CHO en condiciones de

cultivo en suspension es mayor en relacion a la obtenida en condiciones adherentes.

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS
INNDYAECIGM PARA LA EXCELENCIA
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Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensién para la expresion de la proteina E2 del

Flujo de trabajo

Cultivo en Adherencia . Purificacion IMAC

Cuantificacion

B

.

Adaptacion a suspension

. 00 4
! L]
_— | 383
QOOOOCO0000e
L=

Analisis SDS-PAGE y WB

No Suplementado
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Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensién para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

METODOLOGIA

Cultivo en Adherencia de células CHO 1b

&37“0 248 h O 5%

Disociacion - 9 - 4 \
enzimatica '. % E‘j‘: — ‘_';j‘:i
o m—— if . ‘l" i I Reemplda_zo de © ‘ - solflz.-sn?dlllante
?\ :1 entri ugacmg @; . medio |
A - e
Medio Completo: N
RPMI + 10% SFB . —
800 RPM ;X 8 min ——
Densidad celular inicial: 6x10* células/mL
Antibiotico penicilina/estreptomicina: 100 U/mL
Antibiotico Geneticina G418: 1200 pg/mL

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS
INNDYAECIGM PARA LA EXCELENCIA

L-glutamina: 2 mM @ESPE

(Rodrigues et al., 2013)



Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

METODOLOGIA
Disefio de tratamientos de adaptacion de celulas CHO 1b a suspension
Adaptacion con reduccion del 10% de medio completo
N° Medio Completo: Tiempode Volumen Medio Volumen Medio Adaptacién con reduccién del 20% de medio completo
Pasaje Medio Ex-Cell cultivo (h) Completo (mL) Ex-Cell (mL)
0 100:0 48 5 0 N° Medio Completo: Tiempode  Volumen Medio Volumen Medio
1 90:10 48 4,5 0,5 Pasaje Medio Ex-Cell cultivo (h) Completo (mL) Ex-Cell (mL)
2 80:20 48 4 1 0 100:0 48 5 0
3 70:30 48 3,5 1,5 1 80:20 48 4 1
4 60:40 48 3 % 2 60:40 48 3 2
5 50:50 72 2,5 2,5 3 40:60 48 2 3
6 40:60 72 2 3 4 20:80 48 1 4
7 30:70 72 1,5 3,9 5 0:100 48 0 S
8 20:80 72 1 4
9 10:90 72 0,5 4,5
10 0:100 72 0 5

Tratamiento rapido
Tratamiento lento

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS
INNDYAECIGM PARA LA EXCELENCIA

(Wu et al., 2021)



Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

METODOLOGIA
Condiciones de adaptacion de células CHO 1b a suspension
No Suplementado Suplementado
, , & < v £ & €  Parametros de adaptacion celular
— I : |
: D-———-—' 1. Densidad celular > 6X105 cells/mL
- 5 2. Viabilidad >90%
~ ¢ | - ¢ |
ﬂ) = 3. Tiempo de <50h
' : P /> duplicacién
Densidad celular inicial: 6x10%4 células/mL
Antibiotico penicilina/estreptomicina: 100 U/mL
Antibiotico Geneticina G418: 1200 pg/mL
L-glutamina: 4 mM

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS

(Wu et a_l., 2021) .u‘:&:ﬂ INNDYAECIGM PARA LA EXCELENCIA




Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensién para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

METODOLOGIA
Purificacion de la proteina
8422 423

=) imidazol , 1 fj proteinas
<C 40 mM
é —

- Imidazol

® 400 mM Proteina
< 1 E2

| | | | »’

Cromatografia de afinidad a 0 5 10 15 20 25 30 35 40

iones metalicos (IMAC) Volumen (mL)
Buffer de Union: Tris HCI 500 mM, NaCl 300 mM y 5mM Imidazol
Buffer de lavado: Buffer de union + 40 mM Imidazol
Buffer de elucion : Buffer de unién + 400 mM Imidazol

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS

(MonteS|nO et al’ 2019) =4 INMOWACIGM PARA LA EXCELENMCIA
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Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspensién para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

RESULTADOS Y DISCUSION

Ceélulas CHO productoras de proteina E21b en condiciones adherentes

Aumento 100X. a) Células CHO observadas en campo claro b) Células CHO fluorescentes excitadas a 550 nm

@ ESPE

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS

(MonteS|nO et al’ 2019) INMOWACIGM PARA LA EXCELENMCIA




Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis de E21b producida en condiciones adherentes

a) b)
kDa PM

100 -

.'- 63'- “h'
T 1 "8 Lal |

35 ..

100 .
‘-

63 e
-

48 %

35

P

a) SDS-PAGE 12,5% y 1,5 mm. b) Western blot, Ac. Primario: Ac. monoclonal anti-histidina de ratdén; Ac. Secundario: Ac. anti-
raton de cabra conjugado a Alexa Fluor® 790. Carriles: PM; Marcador de peso molecular; 1, muestra inicial; 2, muestra no
retenida; 3, muestra de lavado (25 mM imidazol); 4, muestra de lavado (40 mM imidazol); 5, muestra de elucion (400 Mm

imidazol); 6, muestra pass; 7, concentrado de la proteina (3 ug); 8, Control negativo; 9; Control positivo.

& ESPE

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS
INNDYAECIGM PARA LA EXCELENCIA

(Al-Kubati et al., 2021)



Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

RESULTADOS Y DISCUSION

Adaptacion de células CHO 1b a suspension

Analisis de densidad celular, tratamiento lento Analisis de densidad celular, tratamiento rapido
— 1.00%107

TE' p<0,004 - 2x106

= £

o 6 =

o 3.16%10 &\.—i 0<0,0006 81_5x106_

: —

= 1.00%10° =) 6

S o

T 3.16x105 -g 5x105-

2

8 [

1.00%10° — T T T T T T T T = 0 T T T T |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 20 40 60 80 100
Porcentaje Medio EX-CELL (%) Porcentaje Medio EX-CELL (%)

—0- No Suplementado
-# Suplementado
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(Wu et al., 2021; Walther et al., 2016)



Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

RESULTADOS Y DISCUSION
Adaptacion de células CHO 1b a suspension

Analisis de viabilidad, tratamiento lento Analisis de viabilidad, tratamiento rapido

9 9

é1004—-—-—-—-<|:.-;-=!<;:+ = 100

9 ]

S 3

% 90 E 90

-; >

® S

T 80~ o 807
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g ;

8 70- 8 707

o o T T T T 1
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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Porcentaje Medio EX-CELL (%)

—0- No Suplementado
-# Suplementado
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Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

RESULTADOS Y DISCUSION

Adaptacion de células CHO 1b a suspension

Analisis de tiempo de duplicacion, tratamiento lento Analisis de tiempo de duplicacion, tratamiento rapido
— 40
— — p<0,0001 =
:550 ~ j p<0,006
c ~g
:g 40— g 30-
g S 4
%- 30 p<0,0006 a
3 —Q/i 3 207
o 20 /§_ %
© p<0,007
A S
2 10- 3
s 5
=0 T T T T T T T T 1 =0 I I I I I
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 20 40 60 80 100
Porcentaje Medio EX-CELL (%) Porcentaje Medio EX-CELL (%)

—0- No Suplementado
-# Suplementado
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Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

RESULTADOS Y DISCUSION

BglII BamHI
10007 20007 30007 40007 sooo!
. ; o
A A T || T ST ] — e
elulas adaptadas a suspension ply A oo oy A
Ao SP Alb SP
T2A 6xhis
6xhis Secuencia blanco de
Secuencia blanco de reconocimiento de
reconocimiento de anticuerpo
anticuerpo
a) b) c) d)
"\Vx."L O / e ‘O \ 1" o MO n._Y N g 3
(
‘ (\
ol Lol
o0 o
~CS

ay c) Ceélulas CHO en suspension observadas en campo claro. b y d) Células CHO en suspension, fluorescentes excitadas a 550 nm

Reduccion del 20% de
medio completo

& ESPE

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS
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Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de E21b producida en suspension

a) Tto. lento Tto. rapido b) Tto. lento Tto. rapido
kDa PM 1 2 3 4 5 6 kDa PM 1 2 o 4 ) 6
i ' l 100 -

75 | -

63 63 e

- —

48 ) W
35

35’

a) SDS-PAGE, 12,5% y 1,5 mm. b) Western blot, Ac. Primario: Ac. monoclonal anti-histidina de ratén; Ac. Secundario: Ac. anti-raton de
cabra conjugado a Alexa Fluor® 790. Carriles: PM, Marcador de peso molecular; 1, Control negativo; 2 Control positivo; 3, tratamiento

lento no suplementado; 4, tratamiento lento suplementado; 5, tratamiento rapido no suplementado; 6, tratamiento rapido suplementado.

& ESPE

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS
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Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

RESULTADOS Y DISCUSION

Expresion de E21b en el cultivo en suspension

Analisis de pureza y expresion de proteina E21b en el cultivo

Volumen Volumen Concentracion Pureza Concentraciéon Concentracion
Tratamiento Condicion inicial concentrado proteinas totales (%) E21b concentrado E21b en el
(mL) (mL) (Hg/mL) ° (Hg/mL) cultivo (pg/mL)
Cultivo Gultivo 900 2.5 690 62,62 432,08 1,22
adherente adherente
Reduccion No
del 10% de  suplementado 590 2,2 184,54 36,65 67,63 0,25
medio
completo Suplementado 450 3 15,54 28,68 4.46 0,03
Reduccion No
del 20% de suplementado 450 4.1 572,88 14,89 85,3 0,78
medio
completo Suplementado 500 1,5 398,21 27,26 108,55 0,33
Suspension < Pureza < Adherencia Tto. lento < E21b en cultivo < Tto. rapido

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS
INNDYAECIGM PARA LA EXCELENCIA

(Cavallaro et al., 2011; Lee et al., 2012; Nelson et al., 2012; Pande et al., 2005)



Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de E21b concentrada, producida en suspension

a) Tto. lento Tto. rapido b) Tto. lento Tto. rapido
kDa PM 1 2 3 4 5 6 kDa PM 1 2 3 4 5 6
100 « = » 100

75 G . 75

34 1°T o= S0
* =1’ " - (B PO |

a) SDS-PAGE. b) Western Blot. Carriles: PM, Marcador de peso molecular; 1, Control negativo; 2 Control positivo; 3, tratamiento lento

no suplementado; 4, tratamiento lento suplementado; 5, tratamiento rapido no suplementado; 6, tratamiento rapido suplementado

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS
INNDYAECIGM PARA LA EXCELENCIA

(Cavallaro et al., 2011; Lee et al., 2012; Nelson et al., 2012; Pande et al., 2005)



Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

RESULTADOS Y DISCUSION

Productividad especifica de E21b en suspension

3500
o
N 3000-
i)
O = -
T 9 2500 Cultivo adherente
S < 2000-
g o) . “ s
S E 1500 - o Cultlvo.en suspension:
55 Tratamiento lento
o 500 — - Cultivo en suspension:
o Tratamiento rapido
0_

Adh NS S NS S
Condiciones de cultivo

T. lento < Adherencia < T. rapido
Adh: Cultivo en adherencia; NS: Condicién No Suplementada;

S: Condicion Suplementada T E S p E
&)

(Cavallaro et al., 2011; Lee et al., 2012; Nelson et al., 2012; Pande et al., 2005) TWHoVAGIOn Pama ia ExGELENGIA

INNDYAECIGM PARA LA EXCELENCIA
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Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

CONCLUSIONES

e El suplemento de iones Ca*? y Mg*? aumenta parcialmente la densidad celular y disminuye el
tiempo de duplicacion durante la adaptacion del cultivo a suspension uUnicamente en el

tratamiento lento.

e Eluso de suplemento en el medio de cultivo libre de suero no repercute significativamente en
la expresion de la proteina E21b producida en ceélulas CHO adaptadas a condiciones en

suspension.

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS
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Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

CONCLUSIONES

e La productividad especifica de expresion de proteina E21b es mayor en células adaptadas a
suspension con un tratamiento rapido en relacion al cultivo en adherencia y al tratamiento de

adaptacion lento.

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADOALS
INNDYAECIGM PARA LA EXCELENCIA
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Establecimiento de las condiciones de cultivo en suspension para la expresion de la proteina E2 del subgenotipo 1b del BVDv en células CHO

RECOMENDACIONES

e Evaluar concentraciones de CO, superiores a 5% por la influencia directa en la expresion de proteinas
recombinantes producidas por células CHO cultivadas en condiciones en suspension.

e El esquema de purificacion por cromatografia de afinidad a iones metalicos (IMAC) puede ser optimizado
utilizando mayores concentraciones de imidazol en el buffer de uniéon y en la muestra, en conjunto
con mas pasos de elucion que permitan eliminar la mayor cantidad de contaminantes.

e A partir de las células adaptadas a suspension se recomienda aumentar el volumen de cultivo para

corroborar la productividad especifica de la proteina E21b.
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