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LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Cuerpos de inclusién de E. coli. (A) Secciones transversales de la bacteria
produciendo un factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) bajo microscopio
electrénico de transmision. (B) Cuerpos de inclusién aislados por disrupcién celular en un
homogeneizador y lavados en agua pura bajo microscopio electrénico de barrido
(modificado de Peternel et al., 2008).

Figura 2. Produccién de cuerpos de inclusién y sus aplicaciones. La sobre-expresion de
proteinas recombinantes en E. coli conduce comunmente a la formaciéon de cuerpos de
inclusién (CI). Los CI tienen una composicion heterogénea de proteina (intermediarios
parcialmente plegados, agregados amorfos, conformaciones de tipo amiloide y proteina de
tipo nativa) y se encuentran interaccionando con diversas chaperonas citosoélicas. Se ha
estudiado su potencial como materiales para proliferacién celular en ingenieria de tejidos,
como medios para inmovilizar enzimas, como agentes de liberacion de proteinas
terapéuticas y, principalmente, como materia prima para la recuperacion de proteinas
biol6gicamente activas.

Figura 3. Regulacion molecular del sistema de expresion termoinducible ApL/pR-cl857 de
E. coli. (A) Durante el crecimiento celular a temperaturas por debajo de los 37 °C, el represor
cl857 (en morado) se encuentra unido a través de su dominio amino terminal a las regiones
operadoras (oL1/0R1, oL2/0R2 y oL3/0R3) de los promotores pL y pR, reprimiendo la
transcripcion del gen de la proteina recombinante (en amarillo). (B) Un aumento en la
temperatura por encima de los 37 °C, provoca la liberacién del represor cl875, permitiendo
el reconocimiento de la ARN polimerasa (en verde) para activar la transcripcion del gen
recombinante (adaptado de Restrepo-Pineda et al., 2021).

Figura 4. Modulacién de la respuesta de choque térmico (HSR) en E. coli. (A) A bajas
temperaturas de crecimiento (30 °C), se mantienen en las células niveles basales del factor
032, a través de diferentes mecanismos: 1. La regulacion traduccional del ARNm del gen
rpoH, 2. La regulacién por chaperonas o 3. La degradacién por proteasas. (B) Por encima
de 34 °C, hay un aumento rapido en la traduccion del factor 032 al liberarse la estructura del
ARNmM de rpoH, desencadenando el incremento en las velocidades de sintesis de las
proteinas de choque térmico y el encendido de la respuesta de choque térmico.

Figura 5. Participacion de las chaperonas moleculares en la regulacién de la homeostasis
de las proteinas en el citoplasma de Escherichia coli. Los polipéptidos nacientes del
ribosoma interactlian con el factor TF y con el sistema de chaperonas de plegamiento
DnaK/DnaJ/GrpE para alcanzar una conformacion nativa. Si esto no ocurre, los
intermediarios parcialmente plegados son rescatados por un segundo sistema de
plegamiento compuesto por GroEL y GroES o enviados a desagregacion por ClpB. En el
caso de la sobreexpresion de proteinas recombinantes (lineas rojas punteadas) o
condiciones severas de estrés (lineas rojas solidas), la capacidad de las chaperonas es
limitada, requiriendo la ayuda de un sistema de proteinas de estabilizacion que incluye a
IbpA e IbpB (modificada de Kwon et al., 2016).



Figura 6. Relacién entre los eventos moleculares que ocurren en E. coli durante la
produccién de una proteina recombinante usando el sistema de expresiéon termoinducible
ApL/pR-cI857 (modificado de Restrepo-Pineda et al., 2021).

Figura 7. Representacién de superficie (A) y caricatura (B) de la proteina humana GM-CSF
con base en la estructura disponible en el Protein Data Bank (cédigo PDB: 2GMF;
Rozwarski et al., 1996). Los colores representan los resultados del andlisis de perturbacion
de desplazamiento quimico, en inglés chemical shift pertubation (csp). Los residuos
perturbados significativamente se colorean en gradiente de amarillo a rojo (modificado de
Blech et al., 2012).

Figura 8. Mapa del plasmido pV3/HUGM-CSF y ubicacién de sus elementos genéticos.

Figura 9. Cinética de crecimiento de la cepa E. coli W3110 + rHUGM-CSF en matraces
agitados de 250 ml con 50 ml de medio definido. Se presenta el cambio de la densidad
Optica (DO) a 600 nm en escala exponencial (A) y en escala logaritmica (B) con respecto
al tiempo. Cultivos sin inducir a 30 °C (e) y cultivos inducidos a 42 °C (o). La linea punteada
indica el momento de la termoinduccién, a una DOegg de ~0.9-1.2 u.a. (13 h).

Figura 10. Cinética de crecimiento de la biomasa de E. coli W3110 + rHUGM-CSF en
matraces agitados de 250 ml con 50 ml de medio definido. Se presenta el cambio de la
biomasa en términos del peso seco celular para el cultivo sin inducir a 30 °C (e) y cultivo
inducido a 42 °C (o). La linea punteada indica el momento de la termoinduccion.

Figura 11. Expresion de la proteina rHUGM-CSF (~14-15 kDa) en E. coli W3110 usando
matraces agitados a las 24 h de cultivo. Las proteinas se separaron en un gel de
poliacrilamida al 15 % tefiido con Azul de Coomasie. Carril 1: Marcador de peso molecular
(MW); carril 2: Cuerpos de inclusién (Cl) del cultivo termoinducido a 42 °C; carril 3: Proteina
total soluble (S) del cultivo termoinducido a 42 °C; carril 4: Proteina insoluble (1) del cultivo
sin inducir y carril 5: Proteina soluble (S) del cultivo sin inducir.

Figura 12. Cinética de crecimiento de la cepa E. coli W3110 + rHuGM-CSF sin
termoinduccién en biorreactores de 1.2 L con 800 ml de medio definido. Se presenta el
cambio en la DO a 600 nm tanto en escala lineal (A) como en escala logaritmica (B). Los
cultivos se mantuvieron a 30 °C (circulos negros) o a 34 °C (circulos blancos) a lo largo de
todo cultivo.

Figura 13. Cinética del crecimiento bacteriano (A, B), consumo de glucosa (C,D), y la
produccion de acetato (E, F) de E. coli W3110 + rHUGM-CSF en biorreactores de 1.2 L
termoinducidos. Dos temperaturas de pre-induccién fueron evaluadas: 30 °C (circulos
llenos) y 34 °C (circulos abiertos) con posterior termoinduccion a 42 °C. Las lineas
punteadas indican el inicio del aumento de temperatura (7 h para 30 °C y 4 h para 34 °C),
que corresponden a una DO de ~2.0 u.a. Se muestra el promedio y la desviacién estandar
de tres experimentos independientes.

Figura 14. Comportamiento de la tension de oxigeno disuelto (A, B) y pH (C, D) de cultivos
de E. coli W3110 + rHUGM-CSF en biorreactores de 1.2 L. Dos temperaturas de pre-



induccién fueron evaluadas: 30 °C (panel izquierda) y 34 °C (panel derecha) con posterior
termoinduccién a 42 °C. Las lineas punteadas indican el inicio del aumento de temperatura
(7 h para 30 °C y 4 h para 34 °C), que corresponden a una DO de ~2.0 u.a. Se muestra el
promedio y la desviacidén estandar de tres experimentos independientes.

Figura 15. Cinética de crecimiento de la cepa silvestre E. coli W3110 en biorreactores de
1.2 L con 800 ml de medio definido a 30 °C. Se presenta el cambio en la DO a 600 nm tanto
en escala lineal (A) como en escala logaritmica (B), representando el promedio de tres
réplicas bioldgicas con sus respectivas desviaciones estandar.

Figura 16. Lisados celulares totales de E. coli W3110 + rHUGM-CSF obtenidos en
biorreactores a 30 °C (A) y 34 °C (B) a diferentes tiempos después de la induccién a 42 °C.
Las proteinas separaron en un gel de poliacrilamida al 15 % tefido con azul de Coomasie,
gue fue cargado volumétricamente. Las flechas sefialan una banda entre ~14-15 kDa, que
corresponde presumiblemente a rHUGM-CSF.

Figura 17. Expresion de la proteina rHUGM-CSF (~14-15 kDa) en la proteina soluble y los
cuerpos de inclusion de E. coli W3110 recombinante usando biorreactores. Dos
temperaturas de pre-induccion diferentes fueron evaluadas: 30 °C (A) y 34 °C (B) en un gel
de poliacrilamida al 15 % tefiido con azul de Coomasie. Las muestras corresponden a la
proteina soluble (S) y los cuerpos de inclusién (Cl) a diferentes tiempos después de la
termoinduccién (1 h, 5 hy 18/20 h). Se usaron como controles negativos la cepa sin inducir
(rE. colia 30 °C 0 34 °C) y la cepa silvestre (WT E. coli). El gel se cargd volumétricamente.
Las flechas sefialan una banda entre ~14-15 kDa, que corresponde presumiblemente a
rHUGM-CSF.

Figura 18. Expresion de la proteina rHUGM-CSF (~14-15 kDa) en los cuerpos de inclusion
de E. coli W3110 recombinante usando biorreactores. Dos temperaturas de pre-induccion
diferentes fueron evaluadas: 30 °C (A) y 34 °C (B) en un gel de poliacrilamida al 15 % tefido
con azul de Coomasie. Se presentan los cuerpos de inclusion (CI) con 20 pg de proteina a
diferentes tiempos después de la termoinduccion (1 h, 3 h, 5 h'y 18/20 h). Se usaron como
controles negativos, la cepa sin inducir (rE. coli a 30 °C 0 34 °C) y la cepa silvestre (WT E.
coli). El control positivo es el estandar de referencia para Molgramostim (Molgra).

Figura 19. Concentracién de la proteina celular total (A), la proteina en los CI (B) y rHHUGM-
CSF en los CI (C) de cultivos de E. coli W3110 recombinante bajo diferentes temperaturas
de pre-induccién: 30 °C (barras negras) y 34 °C (barras blancas) con posterior
termoinduccién a 42 °C. Se muestra el promedio y la desviacidbn estandar para tres
repeticiones bioldgicas.

Figura 20. Inmunodeteccion de las chaperonas GroEL, GroES, DnaK y DnaJ en los Cl de
la proteina rHUGM-CSF provenientes de cultivos bajo diferentes temperaturas de
crecimiento: 30 °C (A) y 34 °C (B), termoinducidos a 42 °C. Carriles 1A y 1B: lisados de la
cepa recombinante sin inducir a 30 °C o 34 °C, respectivamente. Carriles 2A y 2B: lisados
de la cepa silvestre. Carril MW: marcador de peso molecular. Se presentan los Cl a
diferentes tiempos post-induccion (1, 3, 5, 10 y 18/20 h) bajo las dos condiciones evaluadas.



Las flechas indican las bandas correspondientes a DnaK (~70 kDa, panel 1), DnaJ (~41
kDa, panel 2), GroEL (~60 kDa, panel 3) y GroES (~15 kDa, panel 4).

Figura 21. Inmunodeteccion de GroES y DnaJ en la proteina total soluble proveniente de
cultivos bajo diferentes temperaturas de crecimiento: 30 °C (A, C) y 34 °C (B, D),
termoinducidos a 42 °C. Carril 1: lisados de E. coli W3110 recombinante sin inducir a 30 °C
0 34 °C, respectivamente; Carril 2: lisados de la cepa E. coli W3110 silvestre; Carril MW:
marcador de peso molecular. Se muestra la proteina total soluble a diferentes tiempos post-
induccién (1, 3, 5, 10 y 18/20 h) a las dos condiciones evaluadas. Las flechas indican las
bandas correspondientes a GroES en ~15 kDa (A, B) y DnaJ en ~41 kDa (C, D).

Figura 22. Segunda derivada de los espectros de absorcion obtenidos por ATR-FTIR para
los CI provenientes de cultivos pre-inducidos a 30 °C (A) y 34 °C (B). Los CI fueron
cosechados en diferentes momentos después de la termoinduccién a 42 °C: 1 h (linea
sélida), 3 h (linea guién), 5 h (linea punto), 10 h (linea guién-punto) y 18/20 h (linea doble
guién-punto). Los espectros representan el promedio de tres réplicas bioldgicas y fueron
normalizados con respecto al pico de tirosina (~1508 cm™). Se sefialan los picos
correspondientes a las estructuras hélice a/’random coil” (~1654 cm), hojas B (~1637 cm-
1) y agregados (~1625 cm™).

Figura 23. Comparacion de los minimos de la segunda derivada correspondientes a hélices
a/’random coil” (A), hojas B (B) y agregados amiloides (C) de los CI provenientes de cultivos
preinducidos a 30 °C (barras negras) y a 34 °C (barras blancas). Los CI fueron recolectados
a diferentes tiempos post-induccion (1, 3, 5, 10 y 18/20 h). El promedio y la desviacién
estandar son mostrados para tres experimentos independientes.

Figura 24. Espectros de fluorescencia de la union de Th-T a los Cl de rHUGM-CSF,
obtenidos bajo dos temperaturas de pre-induccién: 30 °C (A) y 34 °C (B) después de la
termoinduccién. Los Cl se recolectaron a diferentes tiempos post-induccion: 1 h (linea sélida
delgada), 3 h (linea guion-punto), 5 h (linea punto), 10 h (linea guién) y 18/20 h (linea sélida
gruesa). El espectro del colorante Th-T sin proteina se utiliz6 como control (linea punteada
cercana a cero) y se presenta el promedio de dos réplicas biolégicas por condicion.

Figura 25. Cinética de la digestién proteolitica con proteinasa K (PK) de los Cl de rHUGM-
CSF obtenidos a partir de cultivos pre-inducidos a 30 °C (A) y 34 °C (B) y posterior
termoinduccién a 42 °C. Los IB se recolectaron en diferentes momentos después de la
induccién: 1 h (cuadrados negros), 3 h (cuadrados blancos), 5 h (triangulos), 10 h (circulos
blancos) y 18/20 h (circulos negros). Para la degradacion se emple6 PK a una
concentracion final de 25 pg/ml. Se presentan los promedios normalizados de dos réplicas
biologicas.

Figura 26. Perfiles de solubilizacién de los ClI de rHUGM-CSF obtenidos de cultivos
preinducidos a 30 °C (barras negras) y 34 °C (barras grises) y posterior termoinducciéon a
42 °C (1, 3,5, 10y 18/20 h). La gréfica muestra la cantidad de proteina solubilizada (mg/ml)
después de 24 h de incubacion con diferentes concentraciones de GndHCI: 1 M (A), 3 M
(B) y 5 M (C). Se presentan los promedios y la desviacion estandar de tres experimentos
independientes.



Figura 27. Purificacibn de rHUGM-CSF por HPLC de fase reversa (A). La solucién de
proteina plegada (~ 10 pg) proveniente de cultivos creciendo a 30 °C (linea continua) o a
34 °C (linea punteada) después la termoinduccion a 42 °C fue analizada por HPLC con una
longitud de onda del detector de 214 nm. Curva estandar (en el recuadro superior) del
estandar de referencia para el GM-CSF humano de la Farmacopea Europea
(Molgramostim). Espectro de dicroismo circular en el UV lejano de la proteina rHUGM-CSF
purificada (B). Se muestra el promedio de tres escaneos, tanto para la proteina derivada de
ClI obtenidos de cultivos creciendo a 30 °C (circulos negros) o a 34 °C (circulos blancos)
después de la termoinduccién a 42 °C.
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RESUMEN

Cuando se sobre-expresan proteinas recombinantes en Escherichia coli existe una
tendencia generalizada de la bacteria a formar agregados proteicos llamados cuerpos de
inclusién. Son particulas insolubles y electrodensas que estan enriquecidas de proteina
recombinante. La formacion de los cuerpos de inclusion se ha convertido en un obstéculo
en aquellos casos donde el propdsito es obtener proteina soluble y, por lo tanto, diferentes
estrategias se han formulado para evitarlos. Sin embargo, en las Ultimas décadas se ha
descubierto la posibilidad de recuperar proteina con actividad biolégica a partir de estos
agregados, lo que ha incrementado el interés cientifico en comprender su organizacion
molecular y su potencial uso en diversos campos de la biomedicina y biotecnologia. El
efecto de las condiciones del bioproceso en los rendimientos de recuperacion y en las
caracteristicas estructurales de los cuerpos de inclusion también se ha estudiado.

A nivel industrial, una de las estrategias ampliamente desarrolladas para la produccion de
proteinas recombinantes, es el sistema de expresién termoinducible ApL/pR-cI857 de E.
coli, que se basa en una etapa de crecimiento celular a 30 °C y una etapa posterior de
induccién por encima de 37 °C. Las ventajas de este sistema incluyen la regulacion fina de
los promotores, se evita la adicion de inductores quimicos y, se minimizan riesgos de
contaminacion. A pesar de esto, el incremento en la temperatura junto con la produccién de
una proteina recombinante, pueden provocar cambios en el metabolismo y fisiologia celular,
desencadenar la respuesta de choque térmico y conducir a la formacion de cuerpos de
inclusién. Dichos eventos moleculares que ocurren en un sistema inducido por temperatura
se han estudiado en contextos separados, pero coinciden en la participacion de chaperonas
y proteasas, que se encargan de mantener la homeostasis de las proteinas.

Basandonos en que un aumento de la temperatura por encima de los 34 °C induce en E.
coli la respuesta de choque térmico, aqui nos planteamos estudiar el efecto de la
temperatura de pre-induccion (30 °C vs 34 °C) en los rendimientos de proteina
recombinante, la expresién de chaperonas y la estructura de los cuerpos de inclusion. La
proteina modelo fue el factor estimulante de colonias de granulocitos y macr6fagos humano
(rHUGM-CSF) de gran relevancia terapéutica y con tendencia a la agregacion. Se llevaron
a cabo cultivos de E. coli recombinante en biorreactores a 34 °C y 30 °C, los cuales fueron
inducidos posteriormente a 42 °C. La temperatura de pre-induccion de 34 °C aceleré el
crecimiento bacteriano, presentando un incremento de hasta el 69% en la velocidad
especifica de crecimiento y favoreciendo la acumulacién de rHUGM-CSF en los cuerpos de
inclusién, en comparacion con los cultivos que crecieron a 30 °C. Posteriormente, los
estudios de expresién de las chaperonas usando inmunodeteccion, permitieron identificar
la presencia de las dos principales chaperonas de plegamiento, DnaK y GroEL, en los
agregados, mientras que sus co-chaperonas, DnaJ y GroES, se encontraron en la fraccion
soluble. Tras la evaluacion de las propiedades estructurales de los cuerpos de inclusion
usando el ensayo de union a tioflavina-T y espectrometria infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR), se encontré que los cuerpos de inclusién de cultivos que crecieron a una
temperatura de pre-induccién de 30 °C presentaron mayor contenido estructural de tipo
amiloide y fueron mas resistentes a la protedlisis por proteinasa K. Del trabajo realizado se
concluyd que una mayor temperatura de pre-induccion (34 en vez de 30 °C) en un sistema
termoinducido, permite obtener mayor cantidad de proteina recombinante asi como reducir
el contenido amiloide de los cuerpos de inclusion.
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ABSTRACT

When recombinant proteins are overexpressed in Escherichia coli, there is a tendency of
the bacterium to form protein aggregates called inclusion bodies. They are insoluble and
electron-dense particles that are enriched for recombinant protein. The formation of
inclusion bodies has become an obstacle in those cases where the purpose is to obtain
soluble protein and, therefore, different strategies have been formulated to avoid them.
However, in recent decades the possibility of recovering biologically active proteins from
these aggregates has been discovered, which has increased scientific interest in
understanding their molecular organization and their potential use in biomedicine and
biotechnology. The effect of bioprocess conditions on recovery yields and structural
characteristics of inclusion bodies has also been studied.

At the industrial level, a widely used strategy for the production of recombinant proteins in
E. coli is the ApL/pR-cI857 thermoinducible expression system, which is based on a cell
growth stage at 30 °C and a subsequent induction stage above 37 °C. The advantages of
this system include the fine regulation of promoters, the addition of chemical inducers is
avoided and contamination risks are minimized. Despite this, the increase in temperature
together with the production of a recombinant protein can cause changes in metabolism and
cell physiology, triggering the heat shock response and the formation of inclusion bodies.
These molecular events that occur in a temperature-induced system have been studied in
separate contexts, but they coincide in the participation of chaperones and proteases, which
are responsible for maintenance of protein homeostasis.

Based on the fact that an increase in temperature above 34 °C induces the heat shock
response in E. coli, we study the effect of the pre-induction temperature (30 °C vs 34 °C) on
the recombinant protein yields, the expression of chaperones and the structure of inclusion
bodies. The model protein was the human granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (rHUGM-CSF) of great therapeutic relevance and with tendency to aggregation.
Recombinant E. coli cultures were carried out in bioreactors at 34 °C and 30 °C, which were
subsequently induced at 42 °C. The pre-induction temperature of 34 °C accelerated bacterial
growth, presenting an increase of up to 69 % in the specific growth rate and promoting the
accumulation of rHUGM-CSF in inclusion bodies, compared to cultures that grew at 30°C.
Subsequently, chaperone immunodetection studies allowed us to identify the presence of
the two main folding chaperones, DnaK and GroEL, in the aggregates; while their co-
chaperones, DnaJ and GroES, were found in the soluble fraction. Evaluation of the structural
properties of inclusion bodies was performed using the thioflavin-T binding assay and
Fourier transform infrared (FTIR) spectrometry. Inclusion bodies from pre-induced cultures
at 30 °C presented higher amyloid-type structure and were more resistant to proteolysis by
proteinase K in comparation with inclusion bodies harvested with pre-induction of 34 °C.
From this work, we concluded that a higher pre-induction temperature (34 instead of 30 °C)
in a thermoinducible system allows obtaining greater amount of recombinant protein as well
as reducing the amyloid content of the inclusion bodies.



1. INTRODUCCION

1.1. Produccién de proteinas recombinantes en E. coli

Desde el nacimiento de la tecnologia del ADN recombinante, una enorme variedad de
proteinas de interés farmacéutico han sido producidas en grandes cantidades y a bajos
costos, convirtiéendose en una estrategia ampliamente usada tanto a nivel de laboratorio
como a nivel de desarrollo industrial (Neubauer y Winter, 2001; Modak et al., 2022). La
bacteria Escherichia coli es una de las plataformas biol6égicas mejor caracterizadas para la
produccion de proteinas recombinantes, puesto que ofrece innumerables ventajas,
incluyendo su rapido y abundante crecimiento en sustratos econémicos, el amplio
conocimiento de su genética y metabolismo, la posibilidad de realizar fermentaciones de
alta densidad celular y, la vasta disponibilidad de promotores inducibles (Chen, 2012;
Baeshen et al., 2015; Sanchez-Garcia et al., 2016; Rosano et al., 2019).

A pesar de la importancia de las células de mamifero por su capacidad para realizar
modificaciones postraduccionales en las proteinas, E. coli sigue siendo un hospedero de
continuo uso para la generacion de diversos productos bioldgicos terapéuticos (Castifieiras
et al.,, 2018). Hasta finales de julio de 2018, 316 productos biofarmacéuticos fueron
aprobados por agencias regulatorias de Estados Unidos y de la Unién Europea, de los
cuales ~22 % fueron producidos en E. coli, siendo el doble de la cantidad (~17,900 Kg)
obtenida a partir de células de mamiferos (Walsh, 2014, 2018; Restrepo-Pineda et al.,
2021). Ademas, en el mercado de los biofarmacos antitumorales, el ~69 % son proteinas
procedentes de E. coli, especificamente destinadas a minimizar los efectos secundarios de
la quimioterapia y radioterapia (Sanchez-Garcia et al., 2016).

Una aparente desventaja de la produccion de proteinas heterélogas en E. coli, es la
tendencia de la bacteria a formar agregados proteicos conocidos como cuerpos de inclusion
(De Marco et al., 2019). Por muchos afos, los cuerpos de inclusién se consideraron un
obstaculo en la obtencién de proteinas recombinantes solubles y activas. Actualmente,
diversos estudios han demostrado que tanto polipéptidos con caracteristicas amiloides
como proteinas con estructura similar a la nativa, coexisten dentro de los cuerpos de
inclusién, otorgandoles funcionalidad biolégica y estabilidad mecénica (Gonzalez-
Montalban et al., 2007; Cano-Garrido et al., 2013; Rinas et al., 2017; Singhvi et al., 2020).
Este progreso en la percepcion de los cuerpos de inclusion bacterianos, ha incrementado
el interés cientifico en el estudio de su organizacion molecular y su aplicacién en diversas
areas como biotecnologia, biomedicina, biocatdlisis, entre otras (Rinas et al.,, 2017;
Pesarrodona et al., 2019; Jager et al., 2020).

Con el objetivo de mejorar la produccion de proteinas recombinantes en E. coli, han surgido
en las ultimas décadas novedosas herramientas de ingenieria genética y de biologia
molecular, que han contribuido con la creacion de diferentes cepas hospederas, plasmidos,
promotores y, demas elementos regulatorios de un sistema de expresion (Huang et al.,
2012; Riggs, 2018). Uno de los pasos criticos para maximizar los niveles de expresion
génica en una célula huésped, es la eleccion 6ptima del promotor, el cual debe permitir un
control estricto y eficiente de la transcripcion, sin efectos negativos sobre la viabilidad
celular o la calidad del producto esperado (Jajesniak y Wong, 2015; Duzenli y Okay, 2020).
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La actividad de un promotor suele estar regulada por un factor fisico o quimico, por ejemplo,
la adicion/ausencia de un nutriente (como arabinosa, ramnosa o triptéfano; Marschall et al.,
2017), la modificacion de la temperatura (Valdez-Cruz et al., 2010), el pH (Chou et al., 1995)
o la tension de oxigeno disuelto (Baez et al., 2014). El promotor del fago T7, asi como los
promotores lac, tac y trc se encuentran dentro de los més usados para producir proteinas
recombinantes en E. coli y son inducidos por la adicion de isopropil-3-D-1-
tiogalactopiranosido (IPTG) en el medio de cultivo (Donovan et al., 1996; Browning et al.,
2019). Aunque altos niveles de expresion pueden lograrse con el uso de este sistema, en
ciertos estudios se ha relacionado al IPTG con inestabilidad del plasmido, pérdida de
viabilidad celular, disminucion de la velocidad especifica de crecimiento y estrés fisioldgico
(Kosinski et al., 1992; Miroux y Walker, 1996; Dvorak et al., 2015). Sumado a esto, el IPTG
0 cualquier otro compuesto quimico, debe ser retirado de los productos para fines
terapéuticos, lo que aumenta los pasos de purificacion y los costos del bioproceso (Donovan
et al., 1996). Por otro lado, estan los promotores araBAD y rhaBAD inducidos por la adicion
de l-arabinosa o |-ramnosa, respectivamente (Giacalone et al., 2006), y el promotor trp
inducido por la limitacién de tript6fano (Bass y Yansura, 2000). Este grupo de promotores
pueden ocasionar limitaciones metabdlicas y de crecimiento en las células, debido a las
heterogeneidades durante la alimentacion del inductor en biorreactores a gran escala
(Siegele y Hu, 1997; Sgrensen y Mortensen, 2005).

Para aliviar estos inconvenientes, una alternativa son los promotores pL y pR derivados del
bacteriéfago A, los cuales son finamente regulados por el represor termolabil cl857 e
inducibles por un aumento de la temperatura del cultivo (Villaverde et al., 1993; Valdez-Cruz
et al., 2010; Riggs, 2018). En este sistema de expresidén, no es necesaria la adicion de
inductores quimicos como el IPTG, se alcanzan niveles de proteina similares a los
promotores T7 y tac; ademas, se reducen los riesgos de contaminacién por manipulacion
del cultivo (Makrides, 1996; Valdez-Cruz et al., 2010; Valdez-Cruz et al., 2011). Sin
embargo, elevar la temperatura durante la induccion puede ser complicado para grandes
volumenes de cultivo y, el estrés generado por las altas temperaturas, conduce a menudo
a la insolubilidad de las proteinas (Caspeta et al., 2009). A pesar de la extensa aplicaciéon
del sistema termoinducible ApL/pR-cl857 a nivel industrial, las respuestas fisiolégicas,
metabdlicas y moleculares de E. coli durante la sobreproduccion de proteinas
recombinantes usando induccién térmica, han sido escasamente estudiadas (Valdez-Cruz
et al., 2010; Restrepo-Pineda et al., 2021). Un desafio actual es comprender la relaciéon
entre la modificacién de las condiciones de cultivo, la respuesta de choque térmico y el
impacto en la agregacion de las proteinas recombinantes. Asi como también, desarrollar
estrategias de termoinduccién que permitan ajustar las caracteristicas estructurales de los
cuerpos de inclusibn para recuperar proteinas activas biolégicamente y mejorar los
rendimientos de producto.

Con este trabajo buscamos comprender como la temperatura durante la etapa de
crecimiento del cultivo (antes de la termoinduccion) puede impactar en la respuesta de
choque térmico de E. coli, evaluada en términos de la expresion de algunas chaperonas.
Evaluamos el efecto de diferentes temperaturas de pre-inducciéon (30 °C y 34 °C) en el
crecimiento de E. coli W3110 produciendo un factor estimulante de colonias de granulocitos
y macrofagos (rHUGM-CSF) y su efecto en la estructura de los cuerpos de inclusion usando
el sistema termoinducible ApL/pR-cl857. El diferencial de 34 a 42 °C en comparacion con el
de 30 a 42 °C puede generar cambios importantes en la dindmica molecular de la bacteria,
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ya que a 34 °C se enciende la repuesta al estrés térmico, los procesos biolégicos se
aceleran y hay sobre expresién de muchas moléculas. Esto a su vez, puede modificar la
produccién de las proteinas recombinantes y las propiedades de los cuerpos de inclusion.

2. ANTECEDENTES

2.1. Cuerpos de inclusion

Los cuerpos de inclusién se conocen comunmente como agregados insolubles, generados
durante la produccién de proteinas recombinantes en E. coli (Williams et al., 1982). Son
complejos macromoleculares que contienen proteina heter6loga en diferentes
conformaciones (de tipo nativa y no nativa), asi como también en menor proporciéon
proteinas celulares, restos de lipidos y 4cidos nucleicos (Valax y Georgiou, 1993; Jirgen et
al., 2010). Estas particulas electrodensas pueden observarse facilmente bajo el microscopio
electrénico distribuidas en el citoplasma o periplasma de E. coli (Figura 1), presentando
formas esféricas/pseudo-esféricas y diametros entre 50 a 800 nm (Bowden et al., 1991;
Peternel et al., 2008; Margreiter et al., 2008; De Marco et al., 2019).

Figura 1. Cuerpos de inclusién de E. coli. (A) Secciones transversales de la bacteria
produciendo un factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) bajo microscopio
electronico de transmision. (B) Cuerpos de inclusion aislados por disrupcion celular en
un homogeneizador y lavados en agua pura bajo microscopio electronico de barrido
(modificado de Peternel et al., 2008).

La agregacion proteica es un evento biologico frecuente que tienen en comun las bacterias,
las levaduras y los animales (Tyedmers et al., 2010). En bacterias, ocurre principalmente
durante la sobre expresion de proteinas recombinantes, pues la alta concentracién de
polipéptidos en el citosol favorece las interacciones especificas entre superficies
hidrofébicas expuestas, incrementando las posibilidades de agregacién (Baneyx y Mujacic,
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2004; Wang et al., 2010; Carratala et al., 2021). También las condiciones de estrés pueden
generar un desequilibro de la homeostasis celular, conduciendo a una escasez de
chaperonas y proteasas y, consecuentemente, al plegamiento ineficiente de las proteinas
(Carri6 y Villaverde, 2003; Hartl et al., 2011; Schramm et al., 2020).

Durante muchos afios, se pensaba que los cuerpos de inclusién estaban formados
exclusivamente por proteinas mal plegadas o desplegadas, las cuales constituian un
“cluster” proteico no funcional excluido del control de la calidad celular (Rinas et al., 2017).
Por lo tanto, se consideraban un obstaculo para tener proteinas solubles y activas, lo que
impulsoé la creacién de diferentes estrategias para evitar la agregacién proteica (Bhatwa et
al., 2021). Sin embargo, en las Ultimas décadas, diversos grupos de investigacion se han
dedicado a ampliar el conocimiento sobre los cuerpos de inclusion, buscando entender la
relacién entre su origen, sus propiedades y sus posibles aplicaciones (Villaverde y Carrio,
2003; Rinas et al., 2017; De Marco et al., 2019).

Actualmente, los cuerpos de inclusion se definen como una mezcla entre diferentes
subpoblaciones de proteinas: proteinas plegadas de forma similar a la nativa, que les
brindan actividad biolégica y especies proteicas con caracteristicas amiloides, que les
confieren resistencia mecanica (Gonzalez-Montalban et al., 2007; Cano-Garrido et al.,
2013; Rinas et al., 2017; Singhvi et al., 2020). Numerosos estudios han demostrado que los
cuerpos de inclusion no sélo tienen un alto grado de organizacion interna, sino que también
comparten caracteristicas estructurales y biolégicas con las fibrillas amiloides (Carri6 et al.,
2005; Wang et al., 2008; De Groot et al., 2009). Los amiloides son depdésitos celulares de
proteinas que se ensamblan formando fibras insolubles resistentes a la degradacion, estan
compuestos predominantemente por una estructura rica en hojas 3 entrecruzadas y se
asocian con enfermedades neurodegenerativas (Rambaran y Serpell, 2008; Willbold et al.,
2021). Andlisis de los cuerpos de inclusién usando FTIR han revelado la coexistencia tanto
de una fraccion de hojas B altamente ordenadas, similar a los amiloides, como también de
una fraccién significativa de estructura secundaria de tipo nativo y conformaciones
desordenadas (Ami et al., 2005; Singh et al., 2020; Restrepo-Pineda et al., 2022a). Datos
de dicroismo circular (CD) y difraccién de rayos X, también respaldan la formacién de
estructuras de tipo amiloide en los cuerpos de inclusion (Wang et al., 2008; De Groot et al.,
2009). Finalmente, ensayos de unién de los cuerpos de inclusién bacterianos a diferentes
colorantes que son especificos para amiloides, como la tioflavina T (Th-T) y el rojo congo,
prueban la estructura altamente ordenada de los mismos (Carrié et al., 2005; Wang et al.,
2008; Upadhyay et al., 2012; Castellanos-Mendoza et al., 2014; Singh et al., 2020). Dichas
evidencias sobre el contenido de estructuras de tipo amiloide en los cuerpos de inclusion,
impulsan el uso de modelos bacterianos para explorar los determinantes moleculares de la
agregacion de proteinas en sistemas bioldgicos simples (Caballero et al., 2022).

La presencia de actividad biolégica entre las subpoblaciones de proteinas que forman parte
de los cuerpos de inclusion ha cambiado por completo el concepto de este tipo de material,
pasando de ser un remanente del proceso a convertirse en un material biocompatible de
gran interés en diferentes areas de biomedicina y biotecnologia (Rinas et al., 2017; De
Marco et al., 2019; Belkové et al., 2022). Como ilustra la Figura 2, los cuerpos de inclusion
se han usado como materiales de soporte para proliferacion celular y regeneracion de
tejidos (Garcia-Fruitos et al., 2010; Diez-Gil et al., 2010). Otros enfoques han explorado su
potencial en biocatélisis como medios para inmovilizar enzimas (Jager et al., 2020) e
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inclusive como nanopatrticulas de liberacién de proteinas terapéuticas (Pesarrodona et al.,
2019; Barguilla et al., 2022).

Al mismo tiempo, el estudio de la relacion entre la estructura y la funcion de las proteinas
en los cuerpos de inclusion bacterianos, ha impulsado el desarrollo de métodos de
aislamiento, solubilizacion, replegamiento y purificacibn mas eficientes para la recuperacién
de proteinas bioactivas (Figura 2). Desde métodos para lisar a las células bacterianas
manteniendo la integridad de los cuerpos de inclusién, hasta el desarrollo de enfoques
combinatorios basados en agentes para la desnaturalizacion suave, condiciones de
replegamiento personalizadas y esquemas de cromatografia multimodal, que han permitido
obtener altos rendimientos de recuperacion de proteina sin afectar su calidad (Singhvi et
al., 2020; Seras-Franzoso et al., 2022). En muchos bioprocesos, los cuerpos de inclusién
no necesariamente son un obstaculo, al contrario son deseables para la purificacion inicial
de la proteina de interés, ya que son facilmente recuperables por rompimiento celular y
centrifugacion.

Sobre-produccion de Usos:
proteinas recombinantes Cuerpo de
ireilision /+ Materiales en ingenieria de tejidos
o
o 23 5
t 2y )O;A
* Biocatalsis: inmovilizacién de enzimas
N’VS‘ 0 e
- Solubilizacién ey
* Replegamiento el
*  Purificacion » Agentes de liberacién de proteinas

Proteina en una
conformacion de

tipo nativa \\\‘\\
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Figura 2. Produccién de cuerpos de inclusién y sus aplicaciones. La sobre-expresion de
proteinas recombinantes en E. coli conduce comiunmente a la formacién de cuerpos de
inclusion (ClI). Los CI tienen una composicion heterogénea de proteina (intermediarios
parcialmente plegados, agregados amorfos, conformaciones de tipo amiloide y proteina
de tipo nativa) y se encuentran interaccionando con diversas chaperonas citosolicas. Se
ha estudiado su potencial como materiales para proliferacion celular en ingenieria de
tejidos, como medios para inmovilizar enzimas, como agentes de liberacion de proteinas
terapéuticas y, principalmente, como materia prima para la recuperacion de proteinas
biol6gicamente activas.
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En diversos reportes se ha asociado la actividad y calidad de los cuerpos de inclusién con
las condiciones de los bioprocesos (De Groot y Ventura, 2006; Margreiter et al., 2008,
Upadhyay et al.,, 2012; Castellanos-Mendoza et al., 2014; Valdez-Cruz et al., 2017
Calcines-Cruz et al., 2018; De Marco et al., 2019; Restrepo-Pineda et al., 2019, 2022a,
2022b). Durante la produccion de proteinas recombinantes, diferentes parametros del
cultivo como el pH, la temperatura, la agitacion, el tiempo de cultivo, entre otros, pueden
tener un impacto considerable en la composicién y en las caracteristicas fisico-quimicas de
los cuerpos de inclusion, por ejemplo en su tamafo, estructura interna, contenido de
proteina activa y potencial para ser solubilizados (Tabla 1).

Se ha descrito que el tamafio de los cuerpos de inclusion incrementa con respecto al tiempo
de cultivo después de la induccién (Margreiter et al., 2008, Upadhyay et al., 2012). También,
la estructura interna de los agregados se modifica, a pesar de que no se han reportado
cambios morfolégicos importantes (Upadhyay et al., 2012). Con el tiempo de cultivo, los
cuerpos de inclusion se vuelven mas resistentes a la actividad de la proteinasa K y aumenta
su unién a colorantes amiloidogénicos, lo que esta indicando una progresion temporal en la
estructuracion amiloide (Castellanos-Mendoza et al., 2014).

En el mismo sentido, el pH del cultivo tiene un impacto en la formacion de los cuerpos de
inclusion y en sus caracteristicas fisicoquimicas. Castellanos-Mendoza y colaboradores
(2014) reportaron que los cuerpos de inclusion obtenidos en biorreactores bajo condiciones
controladas de pH (pH=7.5) presentaron mayor resistencia a agentes desnaturalizantes,
menor degradacién por proteinasa K y mayor contenido de estructura de tipo amiloide, en
comparacion con aquellos formados bajo condiciones de pH no controladas (pH>8.5)
(Castellanos-Mendoza et al., 2014). Resultados similares se encontraron cuando se
produjeron cuerpos de inclusién bajo un pH constante de 8.5, utilizando una proteina
modelo y un fondo genético diferentes (Calcines-Cruz et al., 2018).

El tipo de agitacion asi como las condiciones de la aireacion en matraces agitados pueden
modificar el tamafio de los agregados, obteniendo cuerpos de inclusién mas pequefios y
mas faciles de solubilizar cuando se usa un sistema de mezclado por resonancia acustica
a altas velocidades (20 x g), en comparacion con el sistema tradicional de agitacién orbital
a 200 rpm (Valdez-Cruz et al., 2017).

En cuanto a la influencia de la temperatura en la formacion y calidad de los cuerpos de
inclusion, los primeros estudios defendian el uso de bajas temperaturas (entre 16 °C y 30
°C) durante el crecimiento de E. coli para minimizar la produccion de cuerpos de inclusién
0 en algunos casos para enriquecerlos con proteinas parcial o totalmente plegadas,
permitiendo asi mantener su actividad biolégica (Jevsevar et al., 2005; De Groot y Ventura,
2006; Peternel et al., 2008). De la misma forma, reportaron que el porcentaje de
recuperacion de proteina recombinante de los cuerpos de inclusién obtenidos a bajas
temperaturas, era mayor en comparacion a los cultivos mantenidos por encima de 37 °C,
luego de los pasos de solubilizacion y renaturalizacion (Strandberg y Enfors, 1991; Jevsevar
et al., 2005; Peternel et al., 2008). Mas recientemente, diferentes investigaciones han
demostrado que a temperaturas elevadas de inducciéon (>37 °C) es posible recolectar
cuerpos de inclusion enriquecidos de proteinas recombinantes, las cuales presentan
estructura similar a la nativa y mantienen su actividad bioldgica (Restrepo-Pineda et al.,
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2019; Singh et al., 2020; Restrepo-Pineda et al., 2022a, 2022b). Particularmente, cuerpos
de inclusion de la asparaginasa Il producidos a altas temperaturas se caracterizaron por
una mayor actividad enzimatica y menor contenido amiloide (Singh et al., 2020). Asimismo,
cuerpos de inclusién de proteinas de uso terapéutico como ESAT-6 y GM-CSF obtenidos
de cultivos termoinducidos a 39°C, fueron mas susceptibles a procesos de degradacién por
proteinasa K y mostraron un contenido enriquecido de hélices alfa, en comparacion con
aguellos obtenidos a 42 °C (Restrepo-Pineda et al., 2019; Restrepo-Pineda et al., 2022b).
De este modo, el impacto de la temperatura de induccién en las propiedades de los cuerpos
de inclusién depende de la naturaleza de la proteina recombinante, lo que implica que se
debe evaluar el efecto de este parametro de cultivo para cada caso en particular.

Actualmente, cuando una proteina de interés no puede expresarse en gran cantidad en
forma soluble, los cuerpos de inclusion se consideran una valiosa opciéon como fuente de
proteina recombinante, abarcando en algunos casos hasta el 90 % de su contenido (Carrio
y Villaverde, 2003; Belkova et al., 2022). El hecho de tener a las proteinas reunidas en estos
reservorios biolégicos les brinda estabilidad quimica, resistencia a ataques proteoliticos por
proteasas celulares y, su recuperacion llega a ser rentable econdmicamente en bioprocesos
a gran escala (Carrid y Villaverde, 2002; Lee et al., 2006; Upadhyay et al., 2012; Kaur et al.,
2018).

Tabla 1. Efecto de los parametros del cultivo en las propiedades de los cuerpos de
inclusion.

Parametros Caracteristicas de los Cl Referencias

Margreiter et al., 2008;
Upadhyay ef al, 2012;
Castellanos-Mendoza et
al, 2014.

A mayor tiempo de cultivo luego de la induccion,
aumenta el diametro de los Cl, asi como su contenido
amiloide (mayor unidon a colorantes amiloidogénicos).
Llegan a ser mas resistentes a protedlisis vy
desnaturalizacion.

+  Tiempo de cultivo

Cl formados a pH alcalino presentan mayor contenido | Strandberg y Enfors

estructural de tipo helicoidal, son menos resistentes a
protedlisis vy disminuye su uniébn a colorantes
amiloidogénicos, en comparacion con los Cl obtenidos
a pH éacido.

1991; Castellanos-
Mendoza et al., 2014,
Calcines-Cruz et al.,
2018.

« Temperatura

A bajas temperaturas de induccion. Cl con proteina
activa, menos impurezas, rapida solubilizacion. A mayor
temperatura de induccion: aumenta la tasa de
agregacion; tambien puede enconfrarse proteina activa.

De Groot y Ventura,
2006; Restrepo-Pineda
efal, 2019; Singh ef al.,
2020.

« Agitacion

En cultivos de matraces bajo agitacion con resonancia
acustica (20 x g), se forman Cl mas pequefios y son
mas susceptibles a la degradacion proteolitica en
comparacion con los Cl formados bajo agitacion orbital
(200 rpm).

Valdez-Cruz et al,, 2017.




2.2. Sistemade expresion termoinducible ApL/pR-cI1857

Para obtener altos rendimientos durante la produccién de proteinas recombinantes, una de
las estrategias mas comunes es el uso de los promotores termoinducibles pL y pR derivados
del bacteriéfago A (Villaverde et al., 1993; Valdez-Cruz et al., 2010; Valdez-Cruz et al., 2011;
Restrepo-Pineda et al.,, 2021). Estos promotores fuertes y finamente regulados, son
controlados por el represor termolabil cI857, el cual surgié a partir de una mutacion de la
Ala66 por Thr en la secuencia del represor cl del bacteriéfago A, que provoco la inactivacion
del represor entre 40-45 °C y la induccién del profago (Lieb, 1966). Este hallazgo abrid la
posibilidad de regular fisicamente la unién del represor Acl a los promotores pL/pR y darle
un uso biotecnoldgico para la produccion de proteinas recombinantes (Villaverde et al.,
1993; Valdez-Cruz et al., 2010).

El sistema termoinducible ApL/pR-cI857 de E. coli es llevado a cabo usualmente en dos
etapas de cultivo: la etapa de crecimiento celular a 28-30 °C (Figura 3A) vy la etapa de
produccion donde la temperatura se incrementa por encima de los 37 °C (Figura 3B)
(Restrepo-Pineda et al., 2021). La expresion del gen es eficientemente reprimida por cl857
a temperaturas por debajo de 37 °C, el cual interactia a través de su dominio amino terminal
con tres regiones operadoras (0L3/0R3, oL2/0R2 y oL1/0R1) de los promotores pL y pR,
formando un “loop” de ADN que bloquea la transcripcion (Dodd et al., 2005; Lewis et al.,
2016). Al elevar la temperatura del cultivo, por arriba de 37 °C, se libera el represor cl857
permitiendo la transcripcién del gen de la proteina de interés a partir de los promotores
pL/pR (Caulcott y Rhodes, 1986; Villaverde et al., 1993; Dodd et al. 2004; Valdez-Cruz et
al., 2010).

Con este sistema de expresion se evita el uso de medios especiales o la adicion de
inductores quimicos como el IPTG, el cual ademas de ser costoso y toxico para las células,
debe ser eliminado del producto final, implicando mas pasos y costos en los procesos de
purificacién (Donovan et al., 1996; Palomares et al., 2004). Asimismo, se alcanzan niveles
similares de proteina a los reportados para sistemas basados en los promotores T7 o tacy,
los riesgos de contaminacion por manipulacion del cultivo se reducen al controlar la
temperatura externamente (Makrides, 1996; Valdez-Cruz et al., 2010; Valdez-Cruz et al.,
2011).

En la industria biotecnol6gica, algunos trabajos han destacado el riguroso control de la
expresion génica en sistemas termoinducibles, en comparaciéon con otros modelos de
expresion (Caspeta et al., 2009; Valdez-Cruz et al., 2010; Caspeta et al., 2013; Restrepo-
Pineda et al.,, 2019). Aunque en sistemas que contienen el promotor lac o trp los
rendimientos son altos, la cantidad de proteina represora sintetizada puede no ser
suficiente, por tanto hay un control ineficiente que conduce a fugas en la expresion génica
(O'Farrell et al., 1978; Caulcott y Rhodes, 1986). La combinacion de los promotores pL/pR
con el represor termolabil cI857 da como resultado una poderosa herramienta de expresion,
que permite la fina represion de los promotores por debajo de 37 °C (Caulcott y Rhodes,
1986; Villaverde et al., 1993). Hasta la fecha, se han producido diferentes proteinas
recombinantes mediante termoinduccion, siendo la mayoria ellas de interés terapéutico
humano, como por ejemplo, el factor de necrosis tumoral (Menart et al., 2003; Singha et al.,
2018), la insulina (Schmidt et al., 1999), la preproinsulina (Caspeta et al., 2009; Caspeta et
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al., 2013), la hormona del crecimiento humano (Tabandeh et al., 2004; Ortiz-Enriquez et al.,
2016), el antigeno ESAT-6 de Mycobaterium tuberculosis (Restrepo-Pineda et al., 2019), el
factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (Restrepo-Pineda et al., 2022a,
Restrepo-Pineda et al., 2022b), entre otras.

A) Etapa de crecimiento celular / \
| Produccion dei
i proteina !
| recombinante |
=
Represor

{ O9 uBd -

.
—_— . oL3/oR3 l oL2/oR2 . oL1/oR1 . —_——

<37 °C \ Sin transcripcion i Promotores /

L/bR
" pL/pl

B) Etapa de produccion

/
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Figura 3. Regulacion molecular del sistema de expresiéon termoinducible ApL/pR-cI857
de E. coli. (A) Durante el crecimiento celular a temperaturas por debajo de los 37 °C, el
represor cl857 (en morado) se encuentra unido a través de su dominio amino terminal a
las regiones operadoras (oL1/oR1, oL2/0R2 y oL3/0R3) de los promotores pL y pR,
reprimiendo la transcripcién del gen de la proteina recombinante (en amarillo). (B) Un
aumento en la temperatura por encima de los 37 °C, provoca la liberacién del represor
cl875, permitiendo el reconocimiento de la ARN polimerasa (en verde) para activar la
transcripcion del gen recombinante (adaptado de Restrepo-Pineda et al., 2021).

Durante la produccion de proteinas recombinantes usando un sistema de induccion por
temperatura, una serie de eventos moleculares y cambios fisiolégicos se desencadenan en
E. coli en respuesta a la exposicion prolongada al calor y a la alta tasa de sintesis de
proteinas (Hoffmann y Rinas, 2000; Valdez-Cruz et al., 2010; Valdez-Cruz et al., 2011;
Restrepo-Pineda et al., 2021). Las células bacterianas activan ciertos procesos celulares
tales como la respuesta de choque térmico, la respuesta SOS y la respuesta estricta para
contrarrestar las condiciones estresantes (Straus et al., 1987; Gill et al., 2000; Hoffmann y
Rinas, 2004). En las mismas circunstancias, ocurren ajustes en los flujos del metabolismo
central del carbono debido a la carga metabdlica y a la acumulacién de acetato, lo que va
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acompafiado de cambios fisiolégicos como relajacién en el ADN y modificacion en las
membranas celulares (Weber et al., 2002; Hoffmann et al., 2002; Lépez et al., 2000; Mejia
et al., 1995; Restrepo-Pineda et al., 2021).

A través de los afios se han desarrollado diferentes estrategias para mejorar los
rendimientos de proteina en el sistema ApL/pR-cI857 y para evitar deterioros drasticos en
las células debido al incremento de la temperatura (Restrepo-Pineda et al., 2021). Las
primeras investigaciones reportaban un 2.0-6.6 % de proteina recombinante con respecto
a la proteina total celular usando el promotor pL (Bernard et al., 1979). Pero mas adelante,
algunas modificaciones como la reduccion en el nimero de nucleétidos entre el promotor
pL y el gen recombinante, o la insercion del sitio Nut para evitar la terminacion dentro del
promotor pL, condujeron a un enriquecimiento de casi el 30 % de proteina recombinante
(Remaut et al., 1981). Posteriormente, como alternativa para la induccién por calor, se
disefid un plasmido conteniendo el promotor pL y el represor nativo Acl, en lugar del represor
termolabil cI857 (Mott et al., 1985). El uso de agentes quimicos como mitomicina C o acido
nalidixico activaron la transcripcion del promotor mediante la inactivacion de la proteina
RecA, lo que resulté en sobreproduccion de proteina recombinante a niveles de ~40 % de
la proteina total celular (Mott et al., 1985).

A pesar de los altos rendimientos reportados, también es ampliamente conocido que la
exposicion de las células a temperaturas elevadas por periodos de tiempo prolongados,
pueden causar una disminucién en el crecimiento, segregacién de plasmidos, acumulacion
de chaperonas y proteasas y formacién de cuerpos de inclusién (Hoffmann y Rinas, 2001,
Hoffmann y Rinas, 2004; Harcum y Haddadin, 2006). Por lo tanto, algunos grupos de
investigacion han disefiado estrategias de termoinduccién que permitan mantener cultivos
bacterianos viables y mejorar la fase productiva (Chao et al., 2004; Aucoin et al., 2006;
Caspeta et al., 2009; Caspeta et al., 2013; Mansey et al., 2014). En matraces agitados, un
choque térmico de 30 a 42 °C durante 2 min y posterior disminucién de la temperatura a 37
°C, resulto6 ser favorable para extender la fase exponencial de crecimiento y aumentar hasta
18 veces la concentracion y actividad de la B-galactosidasa bajo la regulacion del promotor
pL (Gupta et al., 1999). Sin embargo, un choque térmico de 2 min puede ser improbable
para los procesos a gran escala, debido a las limitaciones de la transferencia de calor en
biorreactores (Aucoin et al., 2006; Caspeta et al., 2009). En este sentido, algunos grupos
de investigacion han llevado a cabo cultivos termoinducidos usando dos biorreactores
interconectados, donde el primer biorreactor se mantiene por debajo de 37 °C, reprimiendo
los promotores pL/pR para acumular biomasa, mientras que el segundo biorreactor funciona
a 40 °C para inducir la produccion de la proteina recombinante (Hortacsu y Ryu, 1991; Chao
et al.,, 2004). Usando esta configuracién, se produjo un 30 % mas de proteina en
comparacion con el cultivo tradicional, mejorando la productividad y la estabilidad del
plasmido (Chao et al., 2004).

Los cultivos por lote alimentado o “fed-batch” también se ha implementado en sistemas
termoinducibles, con el objetivo de alcanzar altas densidades celulares y prolongar el
periodo de produccién después de la termoinduccién (Aucoin et al., 2006; Caspeta et al.,
2009; Caspeta et al., 2013). Un cultivo alimentado de 20 L basado en dos ciclos de
induccién de 37 a 42 °C 0 30 a 42 °C durante 1 h, resulté en una produccion volumétrica
tres veces mayor de la proteina GFP en comparacion con la induccion simple y, en un
incremento en la velocidad especifica de crecimiento (Aucoin et al., 2006). Similarmente,
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Caspeta y colaboradores (2013) plantearon un esquema de induccion oscilatoria con pulsos
entre 37 a 42 °C 0 30 a 42 °C por periodos de 2 h, en combinacién con una estrategia de
alimentacién tanto exponencial como lineal. En el primer caso se alcanz6 una biomasa 2.3
veces mayor y 1.3 veces mas proteina recombinante, mientras que con una alimentacion
lineal, se obtuvo 4.0 veces mas biomasa y 1.7 mas proteina recombinante, en contraste
con un sistema en lote usando induccion convencional a 42 °C (Caspeta et al., 2013).

A pesar del extenso uso del sistema de expresion ApL/pR-cI857 a nivel industrial y de los
avances en las estrategias de cultivo, ain queda por estudiar a profundidad la comunicacion
entre las respuestas moleculares, fisiolégicas y metabdlicas en E. coli durante la
termoinduccién (Restrepo-Pineda et al., 2021). Si bien es cierto que no hay un protocolo
anico o estandar que indique cudl es el mejor esquema de induccion, es importante
continuar estudiando la influencia de diversos factores como la naturaleza de la proteina
recombinante, las condiciones de operacion de cultivo, la escala de cultivo, la concentracion
de glucosa, el esquema de alimentacion, la estrategia de termoinducciéon (punto,
temperatura y duracion de induccién), entre otros, para obtener altos rendimientos de
producto sin afectar el crecimiento celular (Makrides, 1996; Valdez-Cruz et al., 2010;
Valdez-Cruz et al., 2011).

2.3. Respuestade choque térmico en E. coli

Las bacterias cuentan con un complejo sistema de procesos celulares para sensar y
responder a condiciones de estrés, con el fin de mantener la integridad y viabilidad de sus
componentes (Kortmann y Narberhaus, 2012; Schumann, 2016). Particularmente, la
exposicion de las células a altas temperaturas puede afectar el correcto plegamiento de las
proteinas y conducir a su agregacion, lo que activa una extensa red de chaperonas
moleculares y proteasas (Gomes y Simao, 2014).

La respuesta de choque térmico (HSR, por sus siglas en inglés) es la forma en la que las
células se manifiestan ante un aumento de la temperatura para proteger a las proteinas de
la desnaturalizacion (Yamamori et al., 1978). La HSR es una estrategia universal
caracterizada por la rapida inducciébn de un conjunto de proteinas conservadas
evolutivamente, que se conocen como proteinas de choque térmico (HSPs), las cuales
monitorean y mantienen la homeostasis del proteoma celular (Guisbert et al., 2004; Balchin
etal., 2016). Precisamente, la homeostasis de las proteinas se refiere al trabajo cooperativo
de chaperonas y proteasas para mantener la calidad conformacional, estabilidad y
caracteristicas funcionales de las proteinas en todos los compartimentos celulares (Clausen
etal., 2019). En E. coli, la produccién de las HSPs es controlada por el factor 632 (gen rpoH),
que regula la expresion de al menos 120 genes a través de su union a la ARN polimerasa
(Straus et al., 1987; Grossman et al., 1987; Nonaka et al., 2006). La mayoria de estos genes
codifican para chaperonas, promoviendo el plegamiento correcto de las proteinas y otras
actlan como proteasas, degradando proteinas dafiadas o no plegadas; el resto de genes
esta relacionado con proteinas que desempefian un papel importante frente a condiciones
adversas como dafos en el ADN, estrés oxidativo, escasez de nutrientes, entre otros
(Rosen y Ron, 2002; Baneyx y Mujacic, 2004; Nonaka et al., 2006; Richter et al., 2010).
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La concentracion celular del factor 0%? es estrictamente regulada por una compleja cascada
de mecanismos transcripcionales, traduccionales y postraduccionales (Lim y Gross, 2011).
A bajas temperaturas de crecimiento (30 °C), la cantidad de o%?en las células se mantiene
en un nivel basal (~50 moléculas por célula), a través de diferentes procesos (Straus et al.,
1987; Schumann, 2016). El control traduccional de 0% es mediado por la estructura
secundaria del ARN mensajero (ARNm) del gen rpoH, que actia como un termémetro de
ARN (Morita et al., 1999; Kortmann y Narberhaus, 2012). A 30 °C (Figura 4A) se forma una
estructura por emparejamiento intramolecular entre dos segmentos de la region codificante
de rpoH, muy cerca del coddn de inicio AUG, inhibiendo casi por completo el acceso al sitio
principal de acoplamiento del ribosoma y, por tanto, la iniciacion de la traduccién (Grossman
et al., 1987; Nagai et al., 1991; Morita et al., 1999).

A)30°C B) 234 °C

ARNm de rpoH Ribosoma Ribosoma

\/ ARNm de rpoH

El sitio de inicio AUG esta accesible y
Estabilizacion del sitio de inicio hay una eficiente union del ribosoma
AUG y pobre union del ribosoma

| o) "i o

Incremento en

Niveles basales ‘ los niveles del
del factor 6% ‘ ‘ factor 62

DnaK / ‘ \‘ ARN polimerasa ‘
Regulacion de
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Figura 4. Modulacion de la respuesta de choque térmico (HSR) en E. coli. (A) A bajas
temperaturas de crecimiento (30 °C), se mantienen en las células niveles basales del
factor 0*2, a través de diferentes mecanismos: 1. La regulacién traduccional del ARNm
del gen rpoH, 2. La regulacion por chaperonas o 3. La degradacion por proteasas. (B)
Por encima de 34 °C, hay un aumento rapido en la traduccién del factor o*? al liberarse
la estructura del ARNm de rpoH, desencadenando el incremento en las velocidades de
sintesis de las proteinas de choque térmico y el encendido de la respuesta de choque
térmico.

-14 -



Por otro lado, cuando la concentracién de proteinas mal plegadas es poca, las chaperonas
libres DnaK y DnaJ pueden unirse e inactivar a 032, mediante la formacién de un complejo
estable o*2-DnaK-DnaJ limitando su unién a la ARN polimerasa (Liberek et al., 1992; Bukau,
1993; Arsene et al., 2000). También, pueden conducir a su degradacion por proteasas
localizadas en la membrana como FtsH (Blaszczak et al., 1999; Guisbert et al., 2004) o
proteasas citosélicas como CIpAP, ClpQY y Lon (Kanemori et al., 1997).

Tras un aumento de la temperatura por encima de 34 °C (Figura 4B), los niveles de sintesis
y la actividad de 02 incrementan rapidamente, ya que la estructura secundaria del ARNm
de rpoH se relaja, permitiendo su traduccién (Morita et al., 1999; Yura y Nakahigashi, 1999).
Paralelamente, las chaperonas se unen a sus sustratos (proteinas desplegadas o mal
plegadas) y el factor 0% queda libre para unirse a la ARN polimerasa y favorecer la
produccién de mas HSPs (Chakraborty et al., 2014). Ambos mecanismos resultan en el
aumento vertiginoso de los niveles de 0%? de hasta 17 veces y el incremento en la velocidad
de sintesis de las HSPs, lo que sefiala el encendido de la respuesta de choque térmico
(Straus et al., 1987). Se ha demostrado que el desencadenamiento de la respuesta de
choque térmico a temperaturas superiores a los 34 °C es esencial para el crecimiento de E.
coli, pues cepas con mutaciones en el gen rpoH experimentan una deficiencia en el
crecimiento a partir de los 34 °C (Yura et al., 1984; Yano et al., 1990).

Hasta el dia de hoy, la respuesta de choque térmico sigue siendo un proceso critico para la
supervivencia de los microorganismos expuestos a estrés por calor y, a pesar, de décadas
de estudio y de ser ampliamente descrita, siguen llevandose a cabo investigaciones sobre
su potencial aplicacion en diversas areas. Por ejemplo, enfoques de biologia sintética, han
propuesto el uso de los promotores nativos de choque térmico de E. coli para la induccion
de moléculas en respuesta a condiciones estresantes, ya sea para detectar un
contaminante en el agua, para regular y optimizar la produccion de un compuesto con
relevancia industrial o para administrar un agente terapéutico in vivo (Rodrigues y
Rodrigues, 2018).

En adicion a la respuesta de choque térmico, las células bacterianas activan otras
respuestas moleculares como la respuesta estricta y la respuesta SOS, para contrarrestar
las condiciones estresantes causadas por la elevada sintesis de proteina recombinante, la
prolongada exposicidn a altas temperaturas y la entrada a la fase estacionaria (Valdez-Cruz
et al., 2010; Restrepo-Pineda et al., 2021). La alta tasa de produccion de proteinas puede
causar el rdpido agotamiento de precursores de biosintesis como esqueletos de carbono y
aminoacidos (Hoffmann y Rinas, 2004). En la fase estacionaria, cuando los aminoacidos
estan presentes en concentraciones limitantes, se activa la produccién de alarmones,
guanosina pentafosfato o tetrafosfato (pppGpp y ppGpp) (Atkinson et al., 2011; Steinchen
y Bange, 2016). Estos alarmones regulan la traduccion a través de EF-2 y promueven la
respuesta estricta, deteniendo la sintesis de tRNA y rRNA, y causando la degradacion de
ribosomas (Traxler et al., 2008; Bennison et al., 2019).

Del mismo modo, se ha revelado que la expresion de genes recombinantes a partir de los
promotores pL/pR activa el sistema SOS en las células bacterianas (Aris et al., 1998). La
exposicion de E. coli a agentes o condiciones que dafian el ADN o interfieren con la
replicacion del ADN da como resultado la induccién de la respuestas SOS (Janion, 2008).
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Bajo termoinduccion, la elevada sintesis de proteinas y las altas temperaturas, pueden
inducir tanto a la agregacion de intermediarios proteicos como a una excesiva protedlisis
de los productos (Kosinsky y Bailey, 1991; Aris et al., 1998). Estos eventos tienen efectos
nocivos sobre las células y provocan la respuesta SOS, con una notable inhibicion de la
division celular (Aris et al., 1998; Hoffmann y Rinas, 2004).

2.3.1. Mecanismos de las chaperonas moleculares

Las chaperonas moleculares constituyen un conjunto de proteinas que interaccionan,
estabilizan y ayudan a otras proteinas a adquirir su conformacion funcionalmente activa,
formando redes de cooperacién para mantener la homeostasis celular (Hartl y Hayer-Hartl,
2009; Hartl et al., 2011). Los miembros de esta familia de proteinas hacen parte de las
HSPs y, a menudo se conocen como proteinas de estrés, ya que se regulan a la alza en
condiciones de estrés, como por ejemplo durante la produccion de proteinas
recombinantes, donde el aumento en la concentracion de los intermediarios proteicos
incrementa la posibilidad de agregacion (Becker y Craig, 1994; Tyedmers et al., 2010;
Fatima et al., 2021). Lo que discrimina a una proteina nativa de su contraparte no nativa o
no plegada, es un incremento en la exposicion de amino acidos hidrofobicos, caracteristica
gue es reconocida por la chaperonas moleculares, que pueden unirse ya sea a parches
hidrofébicos, secuencias especificas o elementos estructurales (Richter et al., 2010).

Las chaperonas estan involucradas en una multitud de funciones de mantenimiento del
proteoma, incluido el plegamiento de novo, el replegamiento de proteinas desnaturalizadas
por estrés, el ensamblaje oligomérico, el trafico de proteinas y la asistencia en la
degradacion proteolitica (Voth y Jakob, 2017). Segin su mecanismo de accién, las
chaperonas pueden clasificarse como de plegamiento, de estabilizacibn o de
desagregacion (Baneyx y Mujacic, 2004). El primer grupo incluye a los complejos
moleculares DnaK/DnalJ/GrpE y GroEL/GroES, que participan en el plegamiento y
replegamiento de proteinas de novo, a través de ciclos de union y liberacién a sus sustratos
regulados por ATP (Langer et al., 1992; Ellis, 2006). Luego estan las “small heat shock
proteins” (sHSPs), que incluyen a lbpA/lbpB y funcionan como amortiguadores de la
agregacion durante situaciones de estrés severo (Mogk y Bukau, 2017). Finalmente, estan
las desagregasas como ClpB, miembro de la familia de Clp ATPasas y cuya funcién
principal es solubilizar proteinas dafiadas que no pudieron ser rescatadas por las
chaperonas, mediante la interaccion con las sHSPs y el sistema DnaK/DnaJ (Doyle et al.,
2015).

En E. coli, el “Trigger factor” o TF es la primer chaperona en contacto con las cadenas
polipeptidicas nacientes del ribosoma (Figura 5). La mayoria de las proteinas pequefias
(~70 % del total) pueden plegarse rdpidamente sin requerir ayuda adicional, sin embargo,
las cadenas mas largas interactian posteriormente con DnaK 'y DnaJ (Wegrzyn y Deuerling,
2005). DnaK trabaja en conjunto con su co-chaperona DnaJ, la cual activa la unién al
sustrato al desencadenar la hidrdlisis del ATP unido a DnaK; mientras que la liberacién del
sustrato esta controlada por el intercambio de ADP/ATP catalizado por el factor GrpE
(Bhandari y Houry, 2015).
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Figura 5. Participacion de las chaperonas moleculares en la regulacion de la
homeostasis de las proteinas en el citoplasma de Escherichia coli. Los polipéptidos
nacientes del ribosoma interacttan con el factor TF y con el sistema de chaperonas de
plegamiento DnaK/DnaJ/GrpE para alcanzar una conformacién nativa. Si esto no ocurre,
los intermediarios parcialmente plegados son rescatados por un segundo sistema de
plegamiento compuesto por GroEL y GroES o enviados a desagregacion por ClpB. En
el caso de la sobreexpresion de proteinas recombinantes (lineas rojas punteadas) o
condiciones severas de estrés (lineas rojas solidas), la capacidad de las chaperonas es
limitada, requiriendo la ayuda de un sistema de proteinas de estabilizaciéon que incluye

a IbpA e IbpB (modificada de Kwon et al., 2016).
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Después de multiples ciclos de plegamiento, la proteina puede alcanzar una conformacion
nativa, transferirse al sistema GroEL/GroES que maneja alrededor del 10 % de las proteinas
recién sintetizadas o, en definitiva, ser dirigida al sistema de desagregacion de ClpB (Mayer,
2010). Durante este proceso, una linea de defensa adicional que se despliega cuando las
células experimentan estrés intenso, es la presencia de proteinas estabilizadoras, como
IbpA e IbpB, que exhiben una actividad independiente de ATP, previniendo la formacion de
grandes agregados sin promover activamente su remodelacion (Mogk y Bukau, 2017
Mayer, 2010).

Una de las aplicaciones que se le ha dado a las chaperonas moleculares, ha sido la co-
expresion con algunas proteinas recombinantes para mejorar su solubilidad y actividad,
pero esto dependera de la naturaleza y propiedades de cada proteina recombinante
(Martinez-Alonso et al., 2010). Al mismo tiempo, diferentes trabajos han reportado que las
chaperonas se asocian a los cuerpos de inclusién, ejerciendo una funcién de remodelacion
de los agregados, ya sea mediante su disolucion o la prevencion de su agregacion (Rinas
et al., 2007). Incluso, la morfologia de los cuerpos de inclusion también se puede modificar
dependiendo de la ausencia o presencia de HSPs especificas (Garcia-Fruités et al., 2010).

2.3.2. Convergencia de las respuestas de estrés asociadas con la
produccion de proteinas recombinantes termoinducidas

En un sistema de expresion termoinducible, las respuestas celulares provocadas por el
aumento de la temperatura y por la acumulacién de proteinas recombinantes, son eventos
gue a pesar de ocurrir simultaneamente, se han estudiado durante muchos afios en
contextos separados. El aumento de temperatura requerido para inducir la produccién de
una proteina recombinante activard la HSR y, por lo tanto, la sobreproduccién de
chaperonas, que a su vez son necesarias para asistir en el plegamiento correcto de
proteinas heterdlogas, previniendo la formacién de cuerpos de inclusién (Hoffmann y Rinas,
2000; Carrid y Villaverde, 2003; Valdez-Cruz et al., 2010).

La comunicacion intracelular entre las respuestas moleculares que se producen durante la
termoinduccién es una red compleja que incluye simultaneamente la respuesta al choque
térmico, la sobreexpresion de proteinas recombinantes y la formaciéon de cuerpos de
inclusién. La Figura 6 ilustra la relacion de estos eventos moleculares en E. coli. En cultivos
a 30 °C, la expresion de la proteina recombinante es inhibida por la interaccién del represor
cl857 con los promotores pL/pR, y los niveles basales de proteinas de choque térmico
controlan la actividad de 0% a través de una regulacion negativa (Straus et al., 1990; Valdez-
Cruz et al.,, 2010). Por encima de 34 °C, se libera la estructura secundaria del ARN
mensajero (ARNm) de rpoH (Morita et al., 1999), activando la HSR vy, por lo tanto, la
produccion de genes que codifican para proteinas de choque térmico (Yamamori y Yura,
1980; Caspeta et al., 2009; Valdez-Cruz et al., 2010).
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Figura 6. Relacion entre los eventos moleculares que ocurren en E. coli durante la
produccion de una proteina recombinante usando el sistema de expresion
termoinducible ApL/pR-clI857 (modificado de Restrepo-Pineda et al., 2021).

En un sistema termoinducible, la temperatura continla aumentando a 37 °C, donde la
inactivacion del represor ¢l857 da inicio a la transcripcion del gen recombinante a partir los
promotores pL/pR (Villaverde et al.,, 1993). Después de la induccion, las altas
concentraciones de proteina recombinante que se alcanzan en este sistema pueden
favorecer la formacion de cuerpos de inclusion (Hoffmann y Rinas, 2004; Caspeta et al.,
2009), en cuyo proceso van a participar las chaperonas moleculares también sobre
expresadas (Gill et al.,, 2000). En consecuencia, ambas respuestas convergen en la
activacion de genes que codifican para proteinas de choque térmico (Valdez-Cruz et al.,
2010; Valdez-Cruz et al., 2011).

En trabajos previos se ha reportado que en cultivos termoinducidos aumentan
significativamente los niveles de ARNm de genes que codifican para algunas chaperonas
(Harcum y Haddadin, 2006; Caspeta et al., 2009). En los primeros 5-6 minutos después de
la induccién térmica incrementan gradualmente hasta 9 veces los niveles de ARNm de
DnaK, DnaJ y GroEL y después de 30-40 minutos, los niveles tienden a normalizarse
(Valdez-Cruz et al., 2011, Straus et al., 1987).

Aunque hay diferentes reportes que han descrito la respuesta molecular de un sistema
termoinducible a nivel del comportamiento de los ARNm de algunos genes de proteinas
asociadas a choque térmico, son pocos los trabajos que analizan el comportamiento de los
niveles de proteina. Hoffmann y Rinas (2000) estudiaron la cinética de la respuesta de
choque térmico y la formacion de cuerpos de inclusion después de la termoinduccion de la
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proteina recombinante hFGF-2 en E. coli, encontrando que a los 30 minutos después de la
induccién a 42 °C se alcanza la velocidad maxima de sintesis de proteinas de choque
térmico y que este punto, corresponde con el momento en el que la proteina recombinante
comienza a presentarse mayoritariamente en forma soluble. En la prote6mica de los
agregados, 1 h post-induccion a 42 °C, observaron la presencia de DnaK y GroEL junto
con las proteinas pequefias IbpA e IbpB (Hoffmann y Rinas, 2000). Esta asociacion se ha
relacionado con la funcion de las chaperonas en el proceso de ensamble y desensamble
de los cuerpos de inclusion durante la induccion térmica de la proteina hFGF-2. DnaK es
esencial para la disolucién de agregados, mientras que GroEL se ha sugerido que esta
involucrada en promover plegamiento de proteinas mal o parcialmente plegadas (Rinas et
al., 2007).

Recientemente en nuestro laboratorio, se encontré en geles de electroforesis de una
dimensidn que las chaperonas DnakK, DnaJ, GroEL y GroES se asocian diferencialmente a
la fraccién soluble y a los ClI de la proteina recombinante dependiendo de las condiciones
de cultivo. DnaK se detecto en las fracciones de la proteina soluble, mientras que GroEL se
acumulé principalmente dentro de los agregados, tanto en matraces como en biorreactores
(Restrepo-Pineda et al., 2019). Sin embargo, hasta ahora no existe un reporte que describa
el comportamiento cinético de los niveles de proteinas de choque térmico y su interaccion
con los cuerpos de inclusion en un sistema termoinducido, asi como el posible papel de las
chaperonas en las caracteristicas estructurales y funcionales de los cuerpos de inclusién, e
incluso en la obtencién, rendimiento y calidad de la proteina recombinante de interés.

2.4. Proteina modelo: Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y
Macrofagos

La proteina que se empleé como modelo durante el desarrollo de este proyecto es el Factor
Estimulante de Colonias de Granulocitos y Macrofagos humano (HuGM-CSF). Esta
molécula pertenece a un grupo de factores estimulantes de colonias (CSF), que son
esenciales para la proliferacién, diferenciacion, maduracion y activacion funcional de células
madre hematopoyéticas (Francisco-Cruz et al., 2014; Hamilton, 2020). El gen que codifica
para la proteina GM-CSF esta localizado en el brazo largo del cromosoma 5 (5g31), junto
con los genes para algunas interleucinas como IL-4, IL-5, IL-9, IL-12 y otros CSF (Metcalf,
2008). La estrecha disposicion de los genes codificando para diversas citocinas y sus
receptores, ha dilucidado el papel de estas moléculas en el desarrollo de células
hematopoyéticas y en la regulacion de una gran variedad de respuestas inflamatorias
(Dougan et al., 2019).

GM-CSF se sintetiza como una proteina precursora con 144 aminoacidos, la cual es
procesada para producir una proteina madura de 127 aminoacidos con una masa molecular
predicha de 14.4 kDa (Ghosh et al., 2007). Esta formada por cuatro hélices a y dos hojas 3
antiparalelas (Figura 7; Walter et al., 1992; Rozwarski et al., 1996). Contiene dos sitios
consenso de N-glicosilacion (44 y 54) y cuatro sitios de O-glicosilacion (22, 24, 26 y 27)
cerca al extremo N-terminal de la molécula (Schrimsher et al., 1987). Ademas, tiene cuatro
cisteinas involucradas en la formacion de dos enlaces disulfuro: Cys54-Cys96 y Cys88—
Cys121 (Schrimsher et al., 1987; Walter et al., 1992).
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(A) (B)

Figura 7. Representacién de superficie (A) y caricatura (B) de la proteina humana GM-
CSF con base en la estructura disponible en el Protein Data Bank (cédigo PDB: 2GMF;
Rozwarski et al., 1996). Los colores representan los resultados del analisis de
perturbacion de desplazamiento quimico, en inglés chemical shift pertubation (csp). Los
residuos perturbados significativamente se colorean en gradiente de amarillo a rojo
(modificado de Blech et al., 2012).

La neutropenia es un condicion inmunolégica que consiste en la reduccion del recuento de
neutrdéfilos viables en sangre, la cual aumenta el riesgo y la gravedad de infecciones
bacterianas y micéticas en pacientes que estan sometidos a tratamiento por
quimio/radioterapia, que sufren sindrome mielodisplasico o que han tenido trasplantes de
médula 6sea (Klastersky y Meert, 2016). Un estudio de Sobrevilla-Calvo y colaboradores
(2016) en México, reporta que la mayoria de los esquemas de quimioterapia para varios
tipos de cancer son altamente mielotoxicos y generan un riesgo mayor del 20% para
desencadenar neutropenia, por lo que se recomienda administrar al mismo tiempo un CSF
de manera profilactica (Sobrevilla-Calvo et al., 2016). Ya se ha demostrado que la
administracion de G-CSF (filgrastim) y GM-CSF (molgramostim) recombinantes reduce la
incidencia, duracién y severidad de la neutropenia inducida por quimioterapia en diferentes
tipos de cancer, disminuyendo el riesgo de infecciones bacterianas (Cebon y Morstyn, 1990;
Sung et al., 2007). De ahi que la proteina GM-CSF se considere una molécula de relevancia
terapéutica.

GM-CSF se ha expresado y purificado de manera recombinante en diferentes plataformas
biolégicas, incluyendo células de mamifero (CHO), levaduras (Pichia pastoris vy
Saccharomyces cerevisiae) y bacterias como E. coli. Se ha observado que la forma no
glicosilada que se produce en E. coli, conocida como molgramostim es biolégicamente
activa (Okamoto et al., 1991; Chen et al., 2006). Incluso, fibroblastos y células endoteliales
humanas pueden sintetizar y secretar naturalmente GM-CSF funcional que carece de todas
las formas de modificacion de carbohidratos (Kaushansky et al., 1992). A pesar de las
modificaciones post-traduccionales que contiene la proteina nativa, el rHuGM-CSF
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producido en E. coli conserva su actividad como inmunomodulador (Burgess et al., 1987).
Recientemente, la forma recombinante (rHUGM-CSF) se ha utilizado como terapia en
proteinosis alveolar pulmonar autoinmune (Trapnell et al., 2020) y se est4 probando en
ensayos clinicos contra COVID-19 (Lang et al., 2020; Bonaventura et al., 2020).
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3. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Algunos trabajos han demostrado que es posible controlar las condiciones de cultivo para
aumentar los rendimientos de produccién de una proteina recombinante de interés. En los
sistemas termoinducidos se han modificado la temperatura y el tiempo de induccién, e
incluso se han disefiado esquemas de oscilaciones de temperatura que han mejorado de 2
a 4 veces la acumulacion de biomasa y disminuido en ~50% la acumulacion de &cidos
organicos en comparacion a la induccién convencional (Caspeta et al., 2013). Sin embargo,
hasta ahora no se ha descrito como la estrategia de termoinduccion afecta la dinamica de
la respuesta de choque térmico y, cdmo ésta a su vez puede afectar la composicion proteica
y la estructura de los Cl de E. coli en un sistema inducido por temperatura. Tampoco se ha
hecho énfasis en el cambio a nivel proteémico de los ClI con respecto al tiempo del cultivo
termoinducido.

Desde que se comenzd a estudiar la respuesta de choque térmico en E. coli, se demostré
que el incremento en los niveles del factor 0% ocurre tras un choque térmico de 30 °C a 34
°C (Straus et al., 1987; Nagai et al., 1991). A temperaturas de crecimiento por debajo de 34
°C (generalmente 30 °C), la region codificante 5’ del ARNm de rpoH forma una estructura
secundaria que oculta el sitio de union del ribosoma y el codén de inicio, afectando la
eficiencia de la traduccion (Yuzawa et al., 1993). Por encima de los 34 °C, la
desnaturalizacion parcial de la estructura secundaria del ARNm permite la entrada del
ribosoma y mejora el inicio de la traduccion del factor 032 y de las proteinas de choque
térmico (Morita et al., 1999).

Segun esto, nos preguntamos si al cultivar una cepa de E. coli recombinante a 34 °C (y no
a 30 °C) e inducir a 42 °C, se va a madificar la HSR y, esto a su vez, cambiara la
composicion y la arquitectura de los Cl de la proteina rHUGM-CSF. Se esperaria que los
resultados proteémicos y estructurales de los Cl obtenidos a 30 °C contra 34 °C sean
significativamente diferentes, con el fin de traducirlos en una propuesta metodoldgica util
para las industrias que producen proteinas biofarmacéuticas en forma de CIl usando
sistemas termoinducidos. Simplemente variando la temperatura de crecimiento o pre-
induccién, se podrian tener Cl con caracteristicas deseadas, por ejemplo, enriquecidos de
proteina recombinante y chaperonas y, de manera mas importante, mas faciles de
solubilizar, lo que disminuiria los costos del bioproceso.

En el presente trabajo, se evalud el crecimiento, la expresion de las principales chaperonas
de plegamiento y las propiedades estructurales de los Cl a diferentes horas después de la
termoinduccién, variando el parametro de la temperatura de pre-induccién: 30 °C vs 34 °C.
La importancia de encontrar parametros que permitan obtener una mayor cantidad de
proteina recombinante activa de los cuerpos de inclusion, podria permitir el desarrollo de
un bioproceso mejorado para producir proteinas terapéuticas en sistemas termoinducibles.
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4. HIPOTESIS

La temperatura de pre-induccion (30 °C vs 34 °C) modifica la expresion de chaperonas y
las caracteristicas estructurales de los cuerpos de inclusién del factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos recombinante humano (rHUGM-CSF) en un sistema
termoinducible de E. coli.

5. OBJETIVOS

5.1.

Objetivo general

Evaluar cinéticamente el efecto de la temperatura de pre-induccion (30 °C vs 34 °C) sobre
el crecimiento celular, la expresiéon de chaperonas de plegamiento y las caracteristicas
estructurales de los cuerpos de inclusién durante la termoinduccién de la proteina rHUGM-
CSF en E. coli.

5.2.

Objetivos especificos

Caracterizar cinéticamente el crecimiento de la cepa E. coli W3110 productora de la
proteina rHUGM-CSF en biorreactores con medio de cultivo definido, variando la
temperatura de pre-induccién (30 y 34 °C) con posterior induccién a 42 °C.

Cuantificar el consumo de la fuente de carbono y la produccién de acetato durante
los cultivos termoinducidos.

Comparar los rendimientos de produccion de la proteina recombinante rHUGM-CSF
bajo ambas temperaturas de pre-induccidn, tanto en los lisados celulares, como en
las fracciones de proteina soluble y en los cuerpos de inclusion.

Identificar la presencia de las principales chaperonas de plegamiento DnaK, DnaJ,
GroEL y GroES en los cuerpos de inclusion, evaluando su cinética de expresion
durante la termoinduccién.

Determinar las caracteristicas estructurales de los cuerpos de inclusion de la

proteina rHUGM-CSF, tras su recuperacion de cultivos con diferentes temperaturas
de pre-induccién.
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6. METODOLOGIA

La estrategia metodolégica que se plantea para cumplir cada uno de los objetivos
propuestos se divide en tres etapas. La etapa inicial consiste en la caracterizacién de la
cinética de crecimiento de la cepa recombinante, la evaluacion del consumo de la fuente de
carbono y la acumulacion de &acidos organicos durante los cultivos. La siguiente parte
consta del uso de las técnicas de biologia molecular para analizar la expresion de la
proteina recombinante y algunas proteinas de choque térmico. A la par de la segunda etapa,
se llevara a cabo la ultima parte del proyecto, que incluye las técnicas de andlisis estructural
de los cuerpos de inclusién obtenidos bajo dos temperaturas de pre-induccién diferentes:
30 °C y 34 °C con posterior induccién a 42 °C.

6.1. Materiales

6.1.1. Cepas bacterianas

Cepa _recombinante: Los experimentos se realizaron con una cepa recombinante de
Escherichia coli W3110 (ATCC® 27325™) productora de la proteina rHUGM-CSF, la cual
tiene una copia del gen del represor termolabil cI857 en el cromosomay lo expresa de forma
constitutiva (Product sheet: Escherichia coli Castellani and Chalmers ATCC® 27325™).
Esta cepa recombinante fue donada generosamente para este proyecto por el Dr. Néstor
O. Pérez de la empresa mexicana PROBIOMED S.A. de C.V.

Cepa silvestre: Como control negativo, se utilizé la cepa silvestre de Escherichia coliWw3110
(ATCC® 27325™), proveniente del laboratorio del Dr. Guillermo Gosset del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM.

6.1.2. Plasmido

La cepa de E. coli W3110 (ATCC 27325) fue transformada con el plasmido de expresion
pV3/HUGM-CSF que contiene el gen codificante para la proteina GM-CSF humana. Este
plasmido posee 5,123 pares de bases (pb), cuenta con el promotor fuerte pL del
bacteriéfago A y con un gen de seleccion de resistencia a la kanamicina (Figura 8, Tabla
2).

6.1.3. Medio de cultivo

Se emple6 un medio de cultivo definido con glucosa como principal fuente de carbono, el
cual fue modificado a partir de la composicion descrita anteriormente por Caspeta et al.
(2013), también para cultivos de E. coli recombinante usando un sistema termoinducido.

La composicion del medio se presenta en la Tabla 3, donde se describe la solucién base
(KH2PO4, (NH4),HPO. y &cido citrico), que se prepara y esteriliza antes de cada cultivo.
Ademas, se presentan las soluciones de elementos traza (1000X), tiamina (1000X),
kanamicina (1000X), MgS0Oa4 (400 g/L), glucosa (500 g/L) y casaminoacidos (500 g/L), que
fueron preparadas previamente y adicionadas a la solucion base antes de inocular. Se
agregdé 1 ml por L de medio de la solucién stock de elementos traza 1000X conteniendo
(g/L): Citrato de hierro Ill (100.8); ZnS04-2H>0 (22.5); MnCl,-4H,O (15.0); EDTA (14.1);
HsBOs3 (3.0); CoClz-6H20 (2.5); NaxM00O4-2H,0 (2.1); CuCl»-2H,0 (1.5), descrita en Caspeta

-25-



et al, 2013. Las soluciones de tiamina, kanamicina, glucosa y casaminodcidos se
esterilizaron por filtracion usando membranas de acetato de celulosa de 0.22 um (Millipore).
La solucion base fue ajustada a un pH de 7.0 con NaOH 1M y se esteriliz6 a 121°C y 22
psig por 30 minutos en un autoclave Tomy ES-215 (Sterilizers).

Puull 4552

fval 4473 Rval 537

OriR100

Aval 4185

Puull 1273
pv3 + rHuGM-C5F

5123 hp kanR

copB nl 1624

X

par Pyull 1633

TT rHuGM-CSF pL

Banl 1918
BamHl 2792 -~ Banl 2002
Hindlll 2683 \ Xbal 2327

Aval 2392 Banl 2371

Figura 8. Mapa del plasmido pV3/HUGM-CSF y ubicacién de sus elementos genéticos.

La idea de adicionar casaminoacidos al medio se basé en algunos reportes que los
proponen como una buena fuente de nitrégeno, proveen nutrientes y cofactores requeridos
para el correcto crecimiento de las cepas recombinantes, ademas poseen un alto grado de
digestion y una rapida asimilacién por parte de las bacterias (Fishov et al., 1995). Jung
(2006) reportd que al utilizar casaminoacidos como fuente de nitrdgeno organico a una
concentracion entre 3.0 y 3.2 g/L, se pueden obtener rendimientos de interferén-a
recombinante de hasta 10 mg/g usando un reactor de 1.0 L en cultivos de E. coli (Jung.,
2006). Ademas, se puede incrementar la velocidad especifica de crecimiento de las células
(Marr y Ingraham, 1962).
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Tabla 2. Elementos genéticos del plasmido pV3.

Elemento genético Funcioén Posicién
OriR100 Origen de replicacion 6-520
KanR Resistencia a kanamicina para 714-1508

seleccionar bacterias recombinantes
par Secuencia de particion 1878-2245
Promotor termoinducible controlado por

pL la proteina cl857 2262-2307

RBS Sitio de unién a ribosoma 2334-2368
Codifica para el gen optimizado de

rHUGM-CSF HUGM-CSF 2369-2755

TT Terminador transcripcional 2765-2786

copB M{;mtlgne bajo el nUmero de copias del 3283-3543

plasmido
repAl Proteina iniciadora de la replicacion 3833-4690

Tabla 3. Composicion del medio de cultivo definido (modificado de Caspeta et al., 2013).

Solucién base (g/L) Solu_c,|on_es il .
(concentracion final en el medio)
(NH4)2HPO4 4.0 MgS0a.7H.0 1.2 g/L
KH2PO4 13.3 Tiamina 0.045 g/L
Acido citrico 1.7 Kanamicina 0.03 g/L
Glucosa 17.5g/L
Elementos traza 1X
*Casaminoacidos 3.0g/L

*Casaminoacidos: Modificacion de la formulacion original del medio.

6.2. Métodos

6.2.1. Generacion del banco maestro de la cepa E. coli W3110 productora
de rHUGM-CSF

Se realiz6 un banco maestro con el fin de tener una coleccién de células genéticamente
homogéneas. De la cepa recombinante E. coli W3110 + HUGM-CSF crecida en una caja de
Petri con agar LB (proveniente de la empresa PROBIOMED S.A. de C.V.), se tomaron
directamente dos colonias y se inocularon por separado en matraces Erlenmeyer de 250 ml
con 50 ml de medio LB y 50 pyL de kanamicina (concentracion final: 30 pg/ml). Se dejaron
en incubacién a 30 °C y 250 rpm en una incubadora New Brunswick Scientific Classic C25,
hasta alcanzar una densidad éptica (DO) de 1.3 unidades de absorbancia (u.a.) a 600 nm.
Para conservar las células se utilizé 40 % de glicerol puro estéril, haciendo 50 alicuotas de
1000 pL, las cuales se almacenaron a -75 °C.
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6.2.2. Generacion del banco de trabajo de la cepa E. coli W3110 productora
de rHUGM-CSF

Para el banco de trabajo, se inocularon 500 pL de un criovial del banco maestro en tres
matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio LB y 50 yL de kanamicina
(concentracion final: 30 pug/ml). Se dejaron en incubaciéon a 30 °C y 250 rpm en una
incubadora New Brunswick Scientific Classic C25, hasta alcanzar una DO de 1.09 unidades
de absorbancia (u.a.) a 600 nm. Para conservar las células se utilizd 40 % de glicerol puro
estéril, haciendo 50 alicuotas de 1000 pL, las cuales se almacenaron a -75 °C.

6.2.3. Cinética de crecimiento de E. coli W3110 productora de rHUGM-CSF
en matraces agitados

Se hicieron cultivos de la cepa recombinante E. coli W3110 + rHUGM-CSF en matraces
agitados con medio de cultivo definido. Se utilizaron matraces Erlenmeyer convencionales
de 250 ml con 50 ml de volumen de llenado. A cada matraz conteniendo solucion base se
le agregaron las cantidades correspondientes de las soluciones stock que se especificaron
en la Tabla 3 y se inocularon con 500 pL provenientes de un criovial del banco de trabajo.
Los matraces se incubaron a 30 °C (New Brunswick Scientific Classic C25, USA) y se hizo
la induccion subiendo la temperatura hasta 42 °C al alcanzar la fase pre-estacionaria (DO
de ~0.9-1.2. u.a.). Como control se mantuvieron matraces sin inducir (30 °C). En todos los
casos la agitacion fue constante a 200 rpm y se tomaron muestras para la medicion de la
DO y andlisis de la expresion de la proteina recombinante. Todas las cinéticas se realizaron
por triplicado.

6.2.4. Preparacion de pre-indculos para los cultivos en biorreactor

Para que todos los cultivos en biorreactor comenzaran con una misma DO (0.1 u.a.), se
emplearon matraces agitados como pre-inéculos. Cada pre-indculo se preparé con 500 pL
provenientes directamente de un criovial del banco de trabajo de E. coli W3110 + rHuGM-
CSF mas 50 pL de kanamicina usando matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio.
Los pre-in6culos se dejaron durante toda la noche (~14 h) a 30 °C y 200 rpm (New
Brunswick Scientific Classic C25). Se midié la DO y se calcul6 el volumen que debia
tomarse para alcanzar la concentracién deseada, usando la ecuacioén [1]:

(C1+V1) = (C2V2) [1]

donde C1 es el valor de la DO medida, C2 corresponde a 0.1 u.a., V2 es el volumen final
del cultivo y V1 es el volumen que debe tomarse desde el pre-indculo para inocular el
cultivo.

Todos los pre-indculos se prepararon utilizando el mismo medio en el que se iba a poner el
cultivo, para evitar cualquier tipo de variacion metabdlica por adaptacion a un medio nuevo
(Trujillo-Roldan et al., 2003). En cada caso, después de inocular se midi6 la DO (muestra
del tiempo cero), para verificar que se comenzaba con valores cercanos a 0.1 u.a.
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6.2.5. Cinética de crecimiento de E. coli W3110 productora de rHUGM-CSF
en biorreactores

Se realizaron cultivos de la cepa recombinante E. coli W3110 + rHuGM-CSF en
biorreactores de 1.2 L (Applikon, Netherlands) con un volumen de operacién de 800 ml de
medio de cultivo definido. Todos los cultivos se iniciaron a una DO de ~0.1 u.a. usando
cultivos en matraces como pre-inéculos. Los biorreactores se instrumentaron con sensores
de pH, oxigeno disuelto y temperatura, haciendo un seguimiento en linea con el programa
de adquisicion de datos BioXpert® de Applikon, Netherlands. La tension de oxigeno disuelto
(TOD) fue controlada a 35 % con respecto a la saturacién del aire, usando cascada de
agitacion entre 100-1000 rpm y aireacion de 1.0 vwm. El pH del medio fue mantenido en
~7.0 mediante la adicibn de NaOH 3 M o HCI 3 M y la temperatura fue controlada ya sea
con una camisa de calentamiento o por medio de un sistema circulacién de agua. Para el
control del nivel de espuma se adicionaron 100 pL de un agente antiespumante estéril
cuando fue necesario durante el cultivo.

Los cultivos en biorreactor se dejaron en crecimiento a las dos temperaturas evaluadas, ya
sea 30 °C o 34 °C, hasta alcanzar la fase pre-estacionaria (DO de ~2.0-3.0 u.a.). En este
punto, se hizo la induccion de la proteina recombinante aumentando la temperatura hasta
42 °C para ambos casos. Se mantuvo la misma aireacién y se continué con el control de
TOD y pH. Se hizo un seguimiento del crecimiento midiendo la DO del cultivo. Al mismo
tiempo se tomaron muestras de 1 ml, se centrifugaron a 4 °C/10,000 x g/10 min y se guardd
tanto sobrenadante como pellet a -20°C para la determinacion de la expresion de la proteina
recombinante, medicion de la glucosa y acidos organicos. Todas las cinéticas se realizaron
por triplicado.

6.2.6. Medicion de la absorbancia del cultivo

El crecimiento del cultivo de E. coli W3110 + rHUGM-CSF se determind midiendo la
densidad 6ptica (DO) a 600 nm en un espectrofotometro Spectronic Genesys™ 5 (Thermo,
USA). Las muestras se midieron directamente en el equipo hasta alcanzar concentraciones
de 0.7-0.9 u.a. Por encima de estos valores se hicieron diluciones (1:10 o de 1:20) con el
mismo medio de cultivo para que la absorbancia medida estuviera dentro del intervalo de
respuesta lineal del equipo, siguiendo la ley de Beer-Lambert (Koch, 1970; Toennies y
Gallant, 1949; Myers et al., 2013).

6.2.7. Determinacién de la biomasa como peso seco

Se secaron membranas nuevas de acetato de celulosa de 0.22 ym de tamafio de poro
(Millipore) a 90°C en un horno Precision (Equipar), luego se pesaron en una balanza
analitica Sartorius CP225D y se almacenaron en desecador. Se realiz6 una cinética de
crecimiento de la cepa recombinante en matraces agitados de 250 ml con 50 ml de medio
de cultivo definido a 30 °C y 200 rpm, por duplicado. Se hizo seguimiento de la DO y se
tomaron muestras de 10 ml que se fueron centrifugaron a 4 °C/8,000 rpm/10 min. El
sobrenadante se descart6d cuidadosamente y el pellet se resuspendié en 5 ml de PBS 1X,
filtrando cada vez. La pasta celular himeda sobre los filtros pre-pesados se llevé a secar a
90 °C y se peso6 periddicamente hasta obtener un peso constante. La concentracién de la
biomasa (g/L) se calculé como la diferencia entre el peso de los filtros vacios y los filtros
con la biomasa seca, teniendo en cuenta el volumen de muestra. Finalmente, se hizo una
correlacion lineal entre el peso seco de la biomasa y la DO a 600 nm, para encontrar un
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factor de equivalencia entre ambas medidas (Lawrence y Maier, 1977; Toennies y Gallant,
1949).

6.2.8. Cuantificacion de glucosa

Las muestras obtenidas en cada punto de la cinética se centrifugaron a 4 °C/10,000 x g/10
min. Los sobrenadantes provenientes de 1 ml de cultivo se usaron para medir la glucosa en
un equipo Biochemistry Analyzer YSI 2900D. Para los lavados y la medicion se empleé el
buffer de fosfatos YSI N°2357, la membrana de glucosa oxidasa YSI N°2365 y una solucion
calibradora con 2.5 g/L de glucosa preparada en buffer de fosfatos (40 g/L de NaH;PO. y
10 g/L de Na2HPO,) como indica el proveedor.

La medicion que realiza este analizador bioquimico est4 basada en un proceso enzimatico
acoplado a un proceso electroquimico, en el cual la enzima (glucosa oxidasa) se inmoviliza
en una membrana que se encuentra entre dos peliculas, una de policarbonato y otra de
acetato de celulosa. El sustrato es oxidado al pasar por la membrana de la oxidasa
inmovilizada, produciendo peréxido de hidrégeno, el cual a su vez pasa a través de la
membrana de acetato de celulosa para interactuar con el &nodo de platino, generando
electrones. El flujo de electrones es proporcional a la concentracién de peroxido de
hidrégeno vy, por tanto, a la concentracion de sustrato (YSI Life Sciences, USA).

6.2.9. Cuantificacion de acetato

La concentracién de acetato se cuantificé mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC, por sus siglas en inglés). Se empled un equipo Shimadzu© compuesto de una
unidad de bombas LC-20AT, un detector UV a 210 nm SPD-20A y un regulador de
temperatura por circulaciéon de aire CTO-104. Los sobrenadantes provenientes de cada
cultivo se pasaron por filtros de 0.20 ym y luego se inyectaron 100 yL de muestra en el
equipo. La separacion se llevé a cabo usando una columna cromatografica Aminex® HPX-
87H (300 x 7.8 mm) de BIO-RAD y para la cuantificacion de los metabolitos se emple6 una
solucion estandar comercial (No. catadlogo 125-0586 BIO-RAD). Como fase mdvil se usé
H.SO, 0.008N a una velocidad de flujo de 0.6 ml/min y 50°C. Los datos obtenidos fueron
procesados en el programa LC Solution (Shimadzu, Kioto, Japon).

6.2.10. Recuperacion y purificacion de los cuerpos de inclusion

Las muestras obtenidas en cada punto del cultivo se centrifugaron a 4 °C/10,000 x g/10
min. El pellet proveniente de 1 ml de cultivo se resuspendié en Buffer de lisis celular a pH=
7.5 (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1mM e inhibidor de proteasas 0.1mM). La
suspension celular fue sonicada en un equipo Soniprep150 (SANYO-GallenKamp, UK) a 8
micrones de amplitud por 1 minuto en 3-5 ciclos, dejandola en frio (4 °C) entre cada ciclo.
El lisado se centrifug6 a 4 °C/14,000 x g/15 min, pero en este caso se recuperé tanto el
sobrenadante, que contiene la proteina total soluble (S) como el pellet celular
correspondiente a la proteina insoluble (I).

La fraccion insoluble se incubé en buffer de lisis con 1 % del detergente no iénico IGEPAL
(octylphenoxypolyethoxyethanol) durante 30 min en agitacion a 4 °C (cuarto frio).
Posteriormente, se centrifugd a 4 °C/14,000 x g/15 min, descartando el sobrenadante. El
pellet se lavd con buffer de Triton X-100 al 0.5 % por 1 hora a 4 °C. Nuevamente, se
centrifugd a 4 °C/14,000 x g/15 min, se descart6 el sobrenadante y se lavo el pellet entre 3

-30-



a 5 veces consecutivas con agua desionizada, centrifugando entre cada lavado. Después
de la dltima centrifugacion se eliminé el sobrenadante y se almacené el pellet a -20 °C, el
cual corresponde a los cuerpos de inclusién (Cl) purificados (Rodriguez-Carmona et al.,
2010; Castellanos-Mendoza et al., 2014; Calcines-Cruz et al., 2018).

6.2.11. Cuantificacion de proteina

La concentracion de proteina se determiné por el método estandar de Bradford (N°5000006
de BIO-RAD), que se basa en la unidn del colorante azul brillante de Coomasie G-250 a los
aminoacidos basicos y aromaticos de las proteinas (Bradford, 1976). Se realizaron curvas
de calibracion con estandares de albumina de suero bovino (BSA N°BAC65 de Equitech-
Bio), en un intervalo de concentracién de 8 a 500 pg/ml. Las muestras se solubilizaron en
IEF 1:5. Placas de 96 pozos de fondo plano se usaron para medir la absorbancia a 600 nm
en el lector Stat Fax 4200 de Awareness Technology, Inc. Tanto las muestras como los
estandares se prepararon por duplicado.

6.2.12. Andélisis de proteina por electroforesis en geles de poliacrilamida

Para confirmar la expresion de la proteina de interés y obtener informacién sobre su tamafio
molecular y pureza, se llevé a cabo una electroforesis en geles de poliacrilamida o SDS-
PAGE (Sambrook et al., 1989). Los CI se disolvieron en un agente desnaturalizante, SDS
(dodecilsulfato sédico) al 2.5%, en una proporcién 1:4 durante 12 h a temperatura ambiente.
El gel separador se prepar6 al 15% de poliacrilamida y fue precedido por un gel
concentrador al 4%. La cantidad de la muestra cargada a cada pozo fue volumétrica (30
uL). Para la corrida del gel se utiliz6 una camara de electroforesis (Hoefer Inc.), a corriente
constante (80-100 voltios). Los geles fueron tefiidos con azul de Coomasie durante toda la
noche y posteriormente el exceso de colorante se retiré con una solucion de destefiido que
contenia 7 % de &cido acético, 70 % de metanol y se afor6 con agua. Las imagenes del gel
se digitalizaron en un equipo Gel Doc™ EZ Imager (BIO-RAD), utilizando el programa
Image Lab 5.2. Con este mismo programa, se realizd un analisis densitométrico de los geles
para determinar los niveles de expresion de proteina en cada condicion. Este es un método
semi-cuantitativo y sencillo que mide las intensidades de bandas especificas. La densidad
de cada banda se representa como un area bajo la curva y se le asigna un porcentaje con
respecto al total de las densidades de un carril. De esta manera, fue posible determinar el
porcentaje que representa la proteina recombinante con respecto a la cantidad de proteina
total y a la proteina en cuerpos de inclusion.

6.2.13. Inmunodeteccion de chaperonas por Western Blot
Los geles SDS-PAGE fueron transferidos a una membrana de PVDF (Immobilon™ de
Millipore) previamente activada con metanol puro, usando un sistema semi-himedo con
buffer de transferencia (Tris-Glicina 1X; Metanol 20%) durante 40 minutos a 23 voltios
(Transblot, BIO-RAD).

A cada membrana transferida se le realizé un bloqueo de 40 min en agitacion suave a
temperatura ambiente con una solucion de leche descremada en polvo al 5 % disuelta en
TBS. Después del blogueo, se hicieron dos lavados consecutivos de la membrana con una
solucion de lavado (TBS + Tween 20 al 0.06%) durante 10 min cada uno. Luego se incubd
con el anticuerpo primario respectivo (anti-DnaK/DnaJ/GroEL/GroES) preparado a la
concentracion indicada en la Tabla 4. La membrana se lavé tres veces y se incub6 con el
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anticuerpo secundario. Finalmente, se hicieron dos lavados mas y la membrana se trato
con luminol acoplado a peroxidasa (Kit Supersignal West PICO N°34080+ FEMTO
N°34095/Chemiluminescent Substrate de Pierce, Thermo-Scientific). El revelado se hizo
por quimioluminiscencia en un equipo C-Digit acoplado al programa Image Studio Digits
3.1. Se us6 un marcador de quimioluminiscencia que es visible en las imégenes.

Tabla 4. Anticuerpos anti-chaperonas de E. coli usados para realizar Western blot de
cultivos termoinducidos.

Anticuerpo primario CEMEENIEGIIN .Tiempo.(?e Anticuerpo secundario
(en TBS 1X) incubacion - .
e g | 1750 | somn | Mo So
o tto, | 1200 | aznasc | Minende Son
e I L B
Scences NADLSPAZI0, | 1750 somin | e AT,

Con el fin de poder usar la misma membrana para buscar diferentes proteinas, es necesario
remover los anticuerpos primario y secundario de la membrana de Western blot. Se emple6
el protocolo de “stripping for reprobing” de Abcam, usando un buffer de “stripping” suave a
pH=2.2 (Glicina, SDS, Tween 20).

6.2.14. iTRAQ: Marcaje isobarico para la cuantificacion absoluta y

relativa de proteinas

El iITRAQ es una estrategia de protedmica “shotgun” para la identificacion y cuantificacion
de péptidos usando espectrometria de masas en tandem, la cual permite el analisis
protedmico en paralelo de mas de dos muestras (Filler y Morris, 2012). Este método utiliza
reactivos isobdricos especificos para etiquetar las aminas de péptidos provenientes de
cuatro u ocho muestras biolégicas diferentes, dependiendo de kit que se elija para trabajar.
Los péptidos marcados de cada muestra se mezclan, se separan usando cromatografia
liguida bidimensional y se analizan utilizando espectrometria de masas en tandem
(Aggarwal et al., 2006).

Para llevar a cabo esta técnica se empleé el kit TRAQ™ Reagent Multi-Plex (N°94404 de
Applied Biosystems, USA) disefiado para analizar cuatro muestras simultaneamente. Este
kit contiene los reactivos o banderas para el marcaje (114, 115, 116 y 117), un buffer de
disoluciéon, un agente bloqueador de cisteinas, un agente reductor, un agente
desnaturalizante (SDS 2 %) y etanol. El protocolo fue suministrado por el proveedor. Las
muestras seleccionadas para el marcaje fueron los cuerpos de inclusion obtenidos de los
cultivos a 30 °C (1 hy 5 h después de inducir) y 34 °C (1 h y 5 h después de inducir). En
resumen, el primer paso fue solubilizar y desnaturalizar 100 ug de los Cl con 0.1% de SDS
durante 12 horas. Luego, las proteinas fueron reducidas con ditiotreitol (DTT) y tratadas con
yodoacetamina, un agente bloqueador de las cisteinas. Se digirieron con la enzima tripsina
a 37 °C durante toda la noche. Las muestras digeridas fueron marcadas con los cuatro
reactivos del kit, incubando por minimo 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, se
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hizo la combinacion de los péptidos marcados en un mismo tubo para el posterior andlisis
por espectrometria de masas. Todo el procedimiento de iTRAQ fue llevado a cabo en el
Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN) de la Ciudad de México.

6.2.15. Espectrometria de masas acoplada a HPLC
La mezcla que se obtuvo al final del procedimiento de iTRAQ conteniendo los péptidos
marcados de las cuatro condiciones experimentales, se tratd con puntas ZipTip (Millipore,
MA). Estas puntas tienen acoplada internamente una columna C18, la cual permite una
extraccion en fase soélida para la concentracion de la muestra y la remocion de sales que
pudieron quedar después del proceso de digestién y marcaje.

Luego, la muestra limpia y concentrada se resuspendié en la solucién movil del HPLC (5 %
de acetonitrilo con 0.1 % de acido férmico) que esta acoplado al espectrémetro de masas.
El equipo que se usO para la separacion por fase reversa fue un UHPLC (Ultra High
Performance Liquid Chromatography) Ultimate 3000 acoplado a un espectrémetro de
masas Q Exactive Plus Hybrid Quadrupole-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, USA) de la
Unidad de Protedmica del Centro de Ciencias Gendmicas (CCG) de la UNAM. El
espectrometro de masas Q Exactive Plus es un hibrido que fusiona el alto poder de
resolucion de un analizador de masas Orbitrap y la selectividad del Quadrupolo. Por lo tanto,
el equipo arroja datos reproducibles de alta calidad para la caracterizacién de una amplia
variedad de compuestos con mayor confianza; ademas mejora la cuantificacion de iones
de baja abundancia en muestras complejas (Solliec et al., 2015).

Los datos obtenidos a partir del espectrémetro de masas fueron analizados en el programa
Proteome Discoverer™ 2.1 SP1 (Thermo Fisher Scientific, USA). Este programa utiliza
flujos de trabajo para procesar datos de espectrometria de masas y compararlos con la
informacion de una base de datos, logrando identificar proteinas a partir de los fragmentos
digeridos. El flujo de trabajo se fue construyendo segun las caracteristicas del experimento
realizado (ver resultados). Este programa es manejado en conjunto por la Unidad de
Protedmica del INMEGEN y por la Unidad de Proteémica del CCG, los cuales nos facilitaron
amablemente el acceso para el procesamiento de los datos. Como alternativa, se uso
Scaffold (Proteome Software, USA), que es una herramienta bioinformatica mas simple de
entender y manipular que el Proteome Discoverer para visualizar y validar experimentos de
proteémica por espectrometria de masas. Igualmente, el acceso a la aplicacién fue
facilitado por la Unidad de Prote6mica del INMEGEN.

6.2.16. Espectroscopiainfrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
Para el andlisis de la estructura secundaria se utilizaron ClI purificados en fresco, los cuales
se secaron previamente a temperatura ambiente en un rotoevaporador durante 30-40
minutos. Se us6 un espectrofotdbmetro infrarrojo IRAffinity-1S (Shimadzu, Kioto, Japén)
acoplado a un dispositivo de reflexion total atenuada (ATR) para obtener los espectros de
las muestras en estado solido. Un total de 40 interferogramas fueron recolectados y
promediados con una resoluciéon de 2 cm™ en el rango de 1500-1700 cm™. Se realizé la
segunda derivada de los espectros de absorbancia de la region amida | después de un
suavizado de 13 puntos, usando el programa IR LabSolutions (Shimadzu, Kioto, Japén).
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Esta segunda derivada se dividi6 por el valor absoluto del pico de tirosina (~1508 cm™) para
evitar variaciones por diferentes cargas de proteinas sobre el ATR (Ami et al., 2005).
Finalmente, las frecuencias en las que se ubicaron los diferentes componentes espectrales
se utilizaron para la asignacién de la estructura secundaria en los Cl (Valdez-Cruz et al.,
2017).

6.2.17. Ensayo de fluorescencia con Tioflavina T

El contenido de estructura de tipo amiloide en los CI, se evalué mediante un ensayo de
union al colorante tioflavina T (Th-T). Se resuspendi6 una concentraciéon de ClI de 50 pg/ml
en PBS, pH 7.5 y se mezclaron con Th-T 75 uM (Sigma-Aldrich, USA) incubando durante
30 minutos a 25 °C. La longitud de onda de excitacion fue de 440 nm, y los espectros de
emision se registraron entre 450 y 560 nm en un espectrofotdmetro de fluorescencia Cary
Eclipse (Agilent Technologies, USA). Como control se midi6 la fluorescencia base del Th-T
(75 pM) en PBS (Calcines-Cruz et al., 2018; Castellanos-Mendoza et al., 2014; Upadhyay
et al., 2012).

6.2.18. Digestion proteolitica con proteinasa K

Los CI fueron digeridos usando Proteinasa K (BIOLINE, UK) a una concentracion final de
25 pg/ml. La digestion se llevo a cabo con 50 pug/ml de proteina de Cl purificados, que fueron
diluidos en un buffer amortiguador (50 mM de Tris-HCl y 150 mM de NacCl, pH 8.0) para un
volumen final de 1 ml. Los cambios en la absorbancia se monitorearon a 350 nm durante
100 min en un espectrofotometro UV/Vis DU®730 (Beckman coulter, USA). Los resultados
de absorbancia se normalizaron respecto al valor inicial de DOss justo después de la
mezcla con la proteinasa K (Calcines-Cruz et al., 2018; Castellanos-Mendoza et al., 2014,
Upadhyay et al., 2012; De Groot y Ventura, 2006).

6.2.19. Estabilidad en cloruro de guanidinio (GndHCI)

Se determind la estabilidade los Cl en presencia de diferentes concentraciones de GndHCI
(0, 1, 3, 5 M) durante 24 h a temperatura ambiente en agitacion. Las soluciones del agente
caotropico fueron preparadas en buffer Tris-HCI 10 mM a pH 7.5 y se almacenaron a 4 °C.
La concentracion final de proteina en las soluciones de desnaturalizante fue de 0.20 mg/ml,
para un volumen final de 100 pyL. Después de 24 h de incubacion, la suspension fue
centrifugada a 8000 g durante 10 min y los sobrenadantes conteniendo la proteina
solubilizada se cuantificaron por el método de Bradford (Castellanos-Mendoza et al., 2014;
De Groot y Ventura, 2006; Espargaré et al., 2008).

6.2.20. Solubilizacién, plegamiento y purificacion

Los CI purificados de rHUGM-CSF se resuspendieron en una solucion de solubilizacion (6
M de GndHCI, 50 mM de 2-mercaptoetanol en Tris base de 100 mM, pH 8.2, ajustado con
HCI 3 M) a 700 rpm, 1 h'y 25 °C usando una concentracion final de proteina de 1.0 mg/ml.
Luego, se llevo a cabo el proceso de plegamiento a 25 °C, 100 rpm y 4 h adicionando gota
a gota (1:10) el producto solubilizado en una soluciéon tampoén de Tris base (20 mM, pH 8.2).
La reaccion se detuvo agregando acido acético 4 M h (Burgess et al., 1987; Belew et al.,
1994; Thomson et al., 2012). La solucion de proteina plegada se purificé por HPLC de fase
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reversa en un Shimadzu LC-20AT (Shimadzu, Kioto, Japon) utilizando una columna Zorbax
Eclipse XDB-C8 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.). Se realizdé una curva
estandar con la molécula GM-CSF de referencia de la Farmacopea Europea
(Molgramostim, Y0000251, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), usando
concentraciones de 1.345 mg/ml, 0.672 mg/ml y 0.336 mg/ml. La muestra de proteina
plegada (~ 10 pg) fue cargada a la columna del HPLC a 50°C con una longitud de onda del
detector de 214 nm y una presion de columna maxima de 3000 psig. Para la elucion en
gradiente lineal a una velocidad de 1.2 ml/min se utilizaron soluciones de &cido
trifluoroacético (TFA) al 0,1% v/v en agua (fase mévil A) y TFA al 0.1 % v/v en acetonitrilo
al 90 % (fase movil B) (Nicola et al., 1983; Das et al., 2011).

6.2.21. Espectroscopia de dicroismo circular (DC)

Se registraron espectros de dicroismo circular de la proteina rHUGM-CSF en la regién de
UV lejano a 37 °C con un espectropolarimetro JASCO J-720 (Jasco Inc., Easton, MD).
Soluciones de proteinas de ~ 0,05 mg/ml se pusieron en una celda de cuarzo de 0.1 cm de
longitud. Cada espectro correspondid al promedio de tres escaneos. Las elipticidades se
expresan como elipticidad residual media, [6]nw Y €l contenido de estructura secundaria se
calculo a partir de espectros de DC utilizando el programa de deconvolucion K2D3 (Louis-
Jeune et al., 2012).

6.2.22. Andlisis estadisticos
Para determinar si los parametros de cultivo calculados para cada condicién eran o no
significativamente diferentes, se llevd a cabo un analisis de varianza (ANOVA), seguido por
la prueba de Tukey. Los resultados cuantitativos se expresan como media + error estandar
de la media. Un valor P< 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

-35-



7. RESULTADOS

7.1. Cinética de crecimiento de E. coli recombinante en matraces agitados

Se caracterizé el crecimiento de la cepa recombinante E. coli W3110 productora de la
proteina rHUGM-CSF en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio definido. Los
cultivos se mantuvieron a 30 °C hasta alcanzar la fase pre-estacionaria (DO de ~0.9-1.2.
u.a.; Figura 9A). En este punto, se aumenté la temperatura hasta 42 °C para inducir la
expresion de la proteina recombinante, con una velocidad de calentamiento de 0.26 °C/min.
Como control, se crecié la cepa recombinante en matraces sin induccion (30 °C).
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Figura 9. Cinética de crecimiento de la cepa E. coli W3110 + rHUGM-CSF en matraces
agitados de 250 ml con 50 ml de medio definido. Se presenta el cambio de la densidad
Optica (DO) a 600 nm en escala exponencial (A) y en escala logaritmica (B) con respecto
al tiempo. Cultivos sin inducir a 30 °C (e) y cultivos inducidos a 42 °C (o). La linea
punteada indica el momento de la termoinduccion, a una DOgoo de ~0.9-1.2 u.a. (13 h).
Las barras de error representan la desviacion estandar de un triplicado.
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El aumento de la temperatura fue llevado a cabo en la fase pre-estacionaria de crecimiento,
con el objetivo de tener gran cantidad de células viables para la produccion de la proteina.
La induccién a una biomasa alta permite la separacion de las fases de crecimiento y de
produccién, para favorecer que los recursos metabdlicos se canalicen hacia la acumulacién
de la proteina recombinante (Overton, 2014). Ademas, en este punto del crecimiento no se
han desencadenado las respuestas de estrés asociadas a la fase estacionaria, por escasez
de nutrientes o presencia de metabolitos secundarios (Craig y Gross, 1991; Hengge-Aronis,
1993).

En la Figura 9A se muestra el comportamiento de la DO de la cepa recombinante en
matraces agitados con respecto al tiempo. La medicién en cada punto se hizo por triplicado
y se muestran sus respectivas desviaciones estandar. A las 21 h de la cinética, se observo
que tanto los cultivos sin inducir como los termoinducidos a 42 °C alcanzaron una DO similar
(3.02 £+ 0.09 ua. y 3.13 + 0.17 u.a., respectivamente). Sin embargo, los cultivos
termoinducidos presentaron al final de la cinética una caida en la DO del ~16 % (2.62 + 0.30
u.a.) comparados con los cultivos no inducidos que continuaron creciendo (3.45 £ 0.19 u.a.).

Las velocidades especificas de crecimiento (u) fueron similares para ambos cultivos,
alcanzando valores de 0.49 + 0.09 h en los matraces sin inducir y 0.46 + 0.05 h para los
matraces termoinducidos. Este resultado era de esperase, pues la y se calculé antes de la
termoinduccién, tomando los primeros puntos de la cinética donde ambos cultivos se
encontraban a 30 °C (Figura 9B).

Como se menciond en la metodologia, se hizo una curva de calibracién que correlaciona la
medicion de la DO y la biomasa en peso seco, resultando que 1 unidad de DO (00 nm) fue
equivalente a 0.32 + 0.04 g/L de peso seco celular para E. coli W3110 productora de
rHUGM-CSF. Dicha correlacion fue lineal durante toda la cinética de crecimiento,
obteniendo un R cuadrado de 0.9982. Es importante mencionar que esta correlacion se hizo
Unicamente con la cepa recombinante creciendo a 30 °C, no para la cepa creciendo a 34
°C o bajo induccién a 42 °C. En otros trabajos donde se realizaron cultivos con diferentes
cepas de E. coli recombinante, se alcanzaron valores semejantes: para E. coli W3110
recombinante, 1 DO (00 nm) cOrrespondié a 0.32 g/L (Sandoval-Basurto et al., 2004); para E.
coli BL21 (DE3) recombinante, 1 DO (o0 nm) correspondioé a 0.39 g/L (Glazyrina et al., 2010)
y para una cepa derivada de E. coli K-12 en un sistema termoinducido, 1 DO oo nm) fue
equivalente a 0.28 g/L (Mansey et al., 2014).

De esta manera, con base en la correlacién encontrada, se tiene que en matraces sin inducir
(30 °C) se alcanz6 una biomasa maxima (Xmax) de 1.10 £ 0.04 g/l a las 24 h de cultivo,
mientras que para los matraces termoinducidos a 42 °C, se llegd a una Xmax de 0.84 + 0.07
g/l alas 21 h (Figura 10). La misma correlacion se emple6 para obtener la biomasa de los
cultivos en biorreactores.
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Figura 10. Cinética de crecimiento de la biomasa de E. coli W3110 + rHUGM-CSF en
matraces agitados de 250 ml con 50 ml de medio definido. Se presenta el cambio de la
biomasa en términos del peso seco celular para el cultivo sin inducir a 30 °C (e) y cultivo
inducido a 42 °C (o). La linea punteada indica el momento de la termoinduccion. Las
barras de error representan la desviacion estandar de un triplicado.

7.2. Expresion de la proteina rHUGM-CSF en matraces agitados

Se determind la expresion de la proteina rHUGM-CSF en la fraccion soluble (S), insoluble
(I) y cuerpos de inclusion (Cl) de los cultivos termoinducidos a 42 °C. Como control negativo,
se evalud si habia expresion en los cultivos sin inducir (mantenidos a 30 °C). La fracciéon
insoluble (1) se refiere a las proteinas enddgenas agregadas sin haber inducido la expresion
de una proteina recombinante. Mientras que los cuerpos de inclusion (Cl) son los agregados
aislados y purificados, que se forman tras la induccién y que se espera contengan en su
mayoria a la proteina heteréloga. Las muestras fueron recolectadas al final de cada cultivo
(24 h) y las proteinas fueron separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida al 15
% (Figura 11).

En el carril de los Cl obtenidos tras la induccion a 42 °C en matraces, se observa una banda
mayoritaria de un peso molecular entre los 14-15 kDa (Carril 2, Figura 11), que
presumiblemente corresponde a la proteina rHUGM-CSF. Esta banda no esté presente en
la fraccion soluble (Carril 3, Figura 11), lo que demuestra que la proteina recombinante se
esta agregando durante la termoinduccién, acumulandose exclusivamente en los CI.

Por otro lado, en las fracciones | y S de los cultivos no inducidos (Carriles 4 y 5
respectivamente, Figura 11) no se observl la banda correspondiente a la proteina
recombinante. Esto demuestra que el sistema esta finamente regulado y que el represor
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cl857 es suficiente para mantener bloqueada la expresion de la proteina a temperaturas
por debajo de 37 °C.

Induccién a Sin inducir
42 °C (30 °C)
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Figura 11. Expresion de la proteina rHUGM-CSF (~14-15 kDa) en E. coli W3110 usando
matraces agitados a las 24 h de cultivo. Las proteinas se separaron en un gel de
poliacrilamida al 15 % tefiido con Azul de Coomasie. Carril 1: Marcador de peso
molecular (MW); carril 2: Cuerpos de inclusién (Cl) del cultivo termoinducido a 42 °C;
carril 3: Proteina total soluble (S) del cultivo termoinducido a 42 °C; carril 4: Proteina
insoluble (1) del cultivo sin inducir y carril 5: Proteina soluble (S) del cultivo sin inducir.

7.3. Cinéticade crecimiento de E. coli recombinante en biorreactores

Previo a realizar la termoinduccién en biorreactores de 1.2 L, se evalué el cambio en la DO
de la cepa recombinante en cultivos sin inducir, es decir, manteniéndolos a 30 °C 0 a 34
°C, para luego comparar y evaluar el impacto del aumento de la temperatura en el
crecimiento (Figura 12). Los parametros de oxigeno disuelto, pH y temperatura se
mantuvieron controlados durante todo el cultivo.

En la cinética de crecimiento a 30 °C sin induccion, se alcanz6é una DO maxima de 14.49 +
0.01 u.a. (Figura 12A) y una velocidad especifica de crecimiento (u) de 0.56 + 0.02 h.
Mientras que en los cultivos a 34 °C sin induccion, la DO méaxima fue de 17.42 + 1.18 u.a.
(Figura 12A) y la p de 0.81 + 0.03 h%, esta Ultima aumentando en un ~45% con respecto al
crecimiento a 30 °C.
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Figura 12. Cinética de crecimiento de la cepa E. coli W3110 + rHUGM-CSF sin
termoinduccién en biorreactores de 1.2 L con 800 ml de medio definido. Se presenta el
cambio en la DO a 600 nm tanto en escala lineal (A) como en escala logaritmica (B). Los

cultivos se mantuvieron a 30 °C (circulos negros) o a 34 °C (circulos blancos) a lo largo
de todo cultivo. Las barras de error representan la desviacién estandar de un triplicado.

Posteriormente, se realiz6 la caracterizacion del crecimiento de E. coli W3110 productora
de rHUGM-CSF en biorreactores probando las dos temperaturas de crecimiento propuestas:
30 °C vs 34 °C con posterior induccién a 42 °C (Figura 13). Se tomaron muestras cada
hora para la medicion del peso seco celular, glucosa, acetato y proteina. Para todos los
casos, la termoinduccion se llevo a cabo durante la fase pre-estacionaria de crecimiento,
cuando las células alcanzaron una DO de ~2.0-3.0 u.a.

En la Figura 13 se comparan la acumulacion de biomasa, el consumo de la fuente de
carbono y la produccion de acetato bajo termoinduccion. En primer lugar, se observa que
los cultivos a una temperatura de pre-induccién de 30 °C con posterior induccién a 42 °C,
alcanzaron una biomasa maxima (Xmax) de 3.48 + 0.19 g/l (21 h; Figura 13A), mientras que
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para la condicion de crecimiento a 34 °C con induccién a 42 °C, Xmax fue de 3.48 £ 0.31 g/l
(15 h; Figura 13B). A pesar de que las biomasas maximas alcanzadas en ambas
condiciones de cultivo fueron similares, las velocidades especificas de crecimiento (l1) antes
de la termoinduccién presentaron diferencias significativas (P>0.05). Para el caso de 30
42 °C, se calculé una p de 0.53 + 0.01 h! y para los cultivos de 34 -42 °C, la u fue de
0.90 £ 0.07 h'%, indicando que hubo un aumento del ~69 % cuando es mayor la temperatura
de pre-induccién (Tabla 5).

4
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Figura 13. Cinética del crecimiento bacteriano (A, B), consumo de glucosa (C,D), y la
produccion de acetato (E, F) de E. coli W3110 + rHUGM-CSF en biorreactores de 1.2 L
termoinducidos. Dos temperaturas de pre-induccién fueron evaluadas: 30 °C (circulos
llenos) y 34 °C (circulos abiertos) con posterior termoinduccion a 42 °C. Las lineas
punteadas indican el inicio del aumento de temperatura (7 h para 30 °C y 4 h para 34
°C), que corresponden a una DO cercana a 2.0 u.a. Se muestra el promedio y la
desviacion estandar de tres experimentos independientes.
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Como se observa en las Figuras 13C y 13D, la glucosa se consumié completamente
alcanzando valores cercanos a cero después de las 18 horas del cultivo. De igual manera,
el acetato se acumulo6 en el medio, con concentraciones méaximas de 6.59 + 0.69 g/L (Figura
13E) y 6.38 £ 0.63 g/L (Figura 13F) para los cultivos con temperaturas de pre-induccion de
30 °C y 34 °C, respectivamente. De manera interesante, el rendimiento de biomasa por
glucosa (Yxs) y el de acetato por biomasa (Yacix) No presentaron diferencias significativas
entre los cultivos bajo ambas temperaturas de pre-induccién (30 °C vs 34 °C, Tabla 5). No
obstante, cultivos creciendo a 34 °C consumieron la fuente de carbono mas rapido, lo que
se vio reflejado en una velocidad especifica de consumo de glucosa (gs) 1.5 veces mayor
(3.74 £ 0.34 g/g-h) comparada con los cultivos a una temperatura de pre-induccién de 30
°C (gs de 2.64 + 0.20 g/g-h; Tabla 5). Estos resultados indican que a pesar de que las
células a 34 °C consumieron mas rapido la glucosa, no implica que necesariamente la
utilicen para la formacién de acetato, sino que puede derivarse a la produccién de proteina
recombinante o proteinas de choque térmico.

Por otro lado, la velocidad especifica de produccion de acetato (gp) fue ~65 % mas alta en
cultivos creciendo a 34 °C, en comparaciéon con aquellos que crecieron a 30 °C (Tabla 5).
Si bien es cierto que las concentraciones maximas de acetato y biomasa fueron similares
para ambas condiciones, es valido mencionar que la g, se calcul6é con la p antes de la
induccién, que fue significativamente mayor a 34 °C en comparacion con 30 °C (Tabla 5),
por eso los valores de gp variaron aunque los rendimientos Yacix hayan sido similares.

Tabla 5. Comparacion de los pardmetros cinéticos de E. coli W3110 + rHUGM-CSF en
biorreactores a 30 °C y 34 °C con posterior termoinduccién a 42 °C.

s Crecimiento a 30 °C>42 °C Crecimiento a 34 °C—>42 °C
Parametros® -
Antes de inducir Después de inducir® Antes de inducir Dgspue§3de
inducir
u (hl) a b c b
0.53+0.01 0.14 £ 0.03 0.90 + 0.07 0.11 £0.01
td (h) a b
1.30+0.03 0.78 £ 0.08
X nax Gpen/L) 348+0.19 3.48+031
4 a a
Yys Ooen! 960 0.20 + 0.02 0.25 + 0.03
5 a b
9, 9. /9pcw ™ 2.64 + 0.20 3.74+0.34
a a
Y aox Gpc 9o’ 1.61+0.76 1.56 +0.20
a b
Op (9,/95cy M) 0.86 + 0.41 1.41+0.20

u: velocidad especifica de crecimiento; td: tiempo de duplicacion; Xmax: concentracion de biomasa
celular méxima; CDW: Cell Dry Weight (biomasa en peso seco); GLC: Glucosa; AC: Acetato; Yxs:
Rendimiento de biomasa por sustrato; Yac/x: Rendimiento de acetato por biomasa; gs: Velocidad
especifica de consumo de sustrato; gr: Velocidad especifica de formacion de acetato.

2Se presenta el promedio y la desviacién estandar para tres experimentos independientes. Un
resultado no estadisticamente significativo (P >0.05) se representa con la misma letra, y un
resultado estadisticamente significativo (P <0.05) se representa con una letra diferente.

3u después de la induccion se calculd a partir del punto de la induccion hasta el comienzo de la fase
estacionaria.
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4Yxis Yy Yacix se calcularon utilizando las concentraciones de glucosa y acetato en la Xmax.
5gs ¥ gp se calcularon utilizando la y antes de la induccion y los rendimientos obtenidos en la Xmax.

La tensién de oxigeno disuelto en el medio (TOD) fue controlada a través de un sistema de
control Pl (proporcional integral), ya que el derivativo se mantuvo en cero. Se observa en
las Figuras 14A y 14B que los valores de la TOD siempre estuvieron oscilando alrededor
del “set point” de 35 %, manteniendo el oxigeno en un rango entre 60-20 % de saturacion
de aire. Aunque el control no fue estricto, se confirma que no hubo limitacién de oxigeno en
los cultivos en biorreactor. Para mejorar el control, se podrian ajustar los parametros del
sistema a los valores 6ptimos, disminuyendo el valor del proporcional y afiadiendo una
accion derivativa, para hacerlo PID. En el caso del pH del medio, se mantuvo controlado
cercano a 7.0 mediante un sistema on/off de adicion automética de NaOH 3 N o HCI 3 N
(Figuras 14Cy 14D).
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Figura 14. Comportamiento de la tension de oxigeno disuelto (A, B) y pH (C, D) de
cultivos de E. coliW3110 + rHUGM-CSF en biorreactores de 1.2 L. Dos temperaturas de
pre-induccién fueron evaluadas: 30 °C (panel izquierda) y 34 °C (panel derecha) con
posterior termoinduccion a 42 °C. Las lineas punteadas indican el inicio del aumento de
temperatura (7 h para 30 °C y 4 h para 34 °C), que corresponden a una DO de ~2.0 u.a.
Se muestra el promedio y la desviacién estandar de tres experimentos independientes.

-43-



7.4. Cinética de crecimiento de la cepa silvestre E. coli W3110

Se caracterizé el crecimiento de la cepa silvestre E. coli W3110 (“Wild type”) en
biorreactores de 1.2 L con 800 ml de medio de cultivo definido (Figura 15).

Los cultivos se llevaron a cabo a 30 °C, manteniendo ademas el control de los parametros
de pHen 7.0y la TOD en 35 %. El objetivo principal de realizar estos cultivos fue tomar
muestras para la recuperacion de la biomasa y asi obtener los lisados celulares. Dichos
lisados celulares se usaron como control negativo de la expresién de la proteina
recombinante en geles SDS-PAGE, junto con los lisados de la cepa recombinante sin
inducir (a 30 °C o0 34 °C).

A

DO 00 nm (u.a.)

0.1 4

Log DO 00 nm (u-a.)
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Figura 15. Cinética de crecimiento de la cepa silvestre E. coli W3110 en biorreactores
de 1.2 L con 800 ml de medio definido a 30 °C. Se presenta el cambio en la DO a 600
nm tanto en escala lineal (A) como en escala logaritmica (B), representando el promedio
de tres réplicas bioldgicas con sus respectivas desviaciones estandar.
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La DO maxima fue de 15.16 + 0.08 u.a. a las 21 h de cultivo (Figura 15), levemente mayor
a la obtenida en los cultivos en biorreactores a 30 °C (no inducidos) de la cepa recombinante
(14.49 + 0.01 u.a, Figura 12). Ademas, la velocidad especifica de crecimiento de la cepa
de E. coli W3110 silvestre fue p=0.48 + 0.02 ht.

7.5. Expresion de la proteina rHUGM-CSF en biorreactores

7.5.1. Comparacion de la expresion en las fracciones de proteina total

Para determinar la expresion de la proteina recombinante, se hizo en primer lugar una
electroforesis en geles de poliacrilamida al 15 %, usando las fracciones de proteina total.
Para esto se cargaron los lisados celulares totales de la cepa recombinante E. coli W3110
productora de rHUGM-CSF, creciendo a dos temperaturas de pre-induccion diferentes, 30
°C 0 34 °C, con posterior induccion a 42 °C (Figura 16). Como controles negativos se
emplearon: la muestra justo antes del aumento de la temperatura (0 h), los lisados celulares
de la cepa E. coli W3110 recombinante sin termoinducir, creciendo a 30 °C 0 34 °C y, los
lisados de la cepa E. coli W3110 silvestre (WT) que creci6é a 30 °C.

Este fue uno de los primeros resultados que nos confirmé la produccién de la proteina de
interés tras la termoinduccion a 42 °C en biorreactores, tanto en cultivos creciendo a 30 °C
(Figura 16A) como a 34 °C (Figura 16B). En los cultivos que crecieron a 34 °C (Figura
16B), se observa una banda intensa a la altura esperada de la proteina rHUGM-CSF (entre
~14-15 kDa) justo 1 h después de la termoinduccién a 42 °C, mientras que a 30 °C (Figura
16A), esta misma banda comienza a ser visible a las 3 h de termoinduccién.

A Después de inducir B Después de inducir
A
rE.coli WT MW A ) rE.coli WT MW [ 1
30°C E.coli (kba) Oh 1h 3h 5h 18 h 34°C E.coli (kba) Oh 1h 3h 5h 20 h

Figura 16. Lisados celulares totales de E. coli W3110 + rHUGM-CSF obtenidos en
biorreactores a 30 °C (A) y 34 °C (B) a diferentes tiempos después de la inducciéon a 42
°C. Las proteinas separaron en un gel de poliacrilamida al 15 % tefiido con azul de
Coomasie, que fue cargado volumétricamente. Las flechas sefialan una banda entre
~14-15 kDa, que corresponde presumiblemente a rHUGM-CSF.
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Como era de esperarse, no se observo la banda de la proteina recombinante en la hora
cero justo antes de la termoinduccion, confirmando la estricta regulacion del sistema por el
represor cl857 antes del cambio de la temperatura. Lo cual es acorde con los resultados
observados en la evaluacion de la expresion de la proteina en matraces agitados (Figura
11).

El andlisis densitométrico del gel correspondiente a la proteina celular total (Tabla 6) indica
gue 1 h después de inducir a 30 °C, la banda de la proteina rHUGM-CSF representa un ~11
% del carril, mientras que a 34 °C representa el ~22 %. Conforme pasé el tiempo de la
termoinduccion, fue aumentando el tamafio de la banda, indicando la acumulacion de la
proteina de interés rHUGM-CSF (Figura 16). Al final del cultivo, la proteina recombinante
fue ~34 % del carril a una temperatura de pre-induccién de 30 °C y ~30 % para 34 °C. Esto
se traduce en una produccién de 0.34 = 0.10 mg/ml de rHUGM-CSF a 30 °C y 0.26 + 0.04
mg/ml de rHUGM-CSF a 34 °C. Nuestros resultados corresponden con lo reportado por
trabajos anteriores, donde se indica que usando un sistema de expresion regulado por
temperatura, es posible alcanzar altos rendimientos cercanos al 30 % de la proteina
recombinante con respecto a la proteina celular total (Remaut et al., 1981; Makrides, 1996;
Valdez-Cruz et al., 2010; Restrepo-Pineda et al., 2021).

7.5.2. Comparacion de la expresion de la proteina en cuerpos de inclusion

Después de analizar la produccién de proteina total en los lisados celulares, el objetivo fue
contrastar la expresion en las fracciones soluble e insoluble, para identificar en cual de ellas
se estaba acumulando la proteina rHUGM-CSF. Se obtuvieron por separado las fracciones
de proteina soluble (S) y proteina insoluble. Esta dltima fraccion fue procesada para la
recuperacion y purificacion de los cuerpos de inclusion (Cl). Se compararon las muestras
obtenidas a diferentes tiempos después de la termoinduccion (1 h, 5 h y tiempo final) en un
gel de poliacrilamida al 15 % (Figura 17). En este caso se usaron dos controles negativos,
los lisados celulares de la cepa E. coli W3110 recombinante sin termoinducir, creciendo a
30°C 034 °Cylos lisados de la cepa E. coli W3110 silvestre (WT) cultivada a 30 °C.

En la Figura 17, se observa una banda cercana a los 14-15 kDa, Gnicamente en los carriles
de los Cl después de la termoinduccion, tanto a 30 °C como a 34 °C. Esta misma banda
gue puede corresponder al factor rHUGM-CSF, no aparece en ningun carril de las fracciones
solubles, lo que significa que la proteina recombinante inevitablemente forma cuerpos de
inclusién después de la termoinduccién. Este mismo resultado se obtuvo para los matraces
agitados (Figura 11), es decir, que independiente de la escala de cultivo, la proteina tiende
a agregarse.

Para ambas condiciones evaluadas, la expresion de la proteina rHUGM-CSF fue mayor a
las 5 h después del aumento de la temperatura a 42 °C. En congruencia con los resultados
de la proteina total, la expresion de la proteina recombinante fue levemente mas intensa 1
h después de inducir bajo la temperatura de pre-induccion de 34 °C (Figura 17B) en
comparacion con 30 °C (Figura 17A). La banda de interés no se presento en las muestras
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de los lisados provenientes del cultivo bacteriano sin termoinducir (rE. colia 30 °C 0 34 °C)
0 en el cultivo de la cepa sin transformar (WT E. coli) para ambos casos.

Después de inducir Después de inducir
A | B A
Ecoi WT Mw —1b 3h 18“‘ ool WT MW | —1b 5h 20h
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Figura 17. Expresién de la proteina rHUGM-CSF (~14-15 kDa) en la proteina soluble y
los cuerpos de inclusion de E. coli W3110 recombinante usando biorreactores. Dos
temperaturas de pre-induccién diferentes fueron evaluadas: 30 °C (A) y 34 °C (B) en un
gel de poliacrilamida al 15 % tefido con azul de Coomasie. Las muestras corresponden
a la proteina soluble (S) y los cuerpos de inclusion (CI) a diferentes tiempos después de
la termoinduccion (1 h, 5 h y 18/20 h). Se usaron como controles negativos la cepa sin
inducir (rE. coli a 30 °C o0 34 °C) y la cepa silvestre (WT E. coli). El gel se cargd
volumétricamente. Las flechas sefialan una banda entre ~14-15 kDa, que corresponde
presumiblemente a rHUGM-CSF.

R | ]
[
L

n
)
t

Posteriormente, para deducir los rendimientos de produccién de rHUGM-CSF en los Cl, se
realizaron geles cargados a la misma cantidad de proteina (cuantificada por el método de
Bradford). Se emplearon 20 g de los CI obtenidos cinéticamente después de la induccién
a42°C(1h,3h,5h10hy18/20 h), provenientes de los cultivos que crecieron tanto a 30
°C como a 34 °C (Figura 18). Para los controles negativos huevamente se utilizaron los
lisados provenientes del cultivo bacteriano sin termoinducir (rE. colia 30 °C 0 34 °C) y la
cepa sin transformar (WT E. coli). El estandar de referencia de la farmacopea europea para
el GM-CSF humano o Molgramostim (catdlogo N°Y0000251), se utiliz6 como control
positivo. Dicho estandar es una preparacion pura de la proteina, que no contiene albumina
y es producido de forma recombinante en E. coli, usando un inserto que contiene la
secuencia del GM-CSF humano. Se carg6 1 ug de dicho estandar en cada gel.

En la Figura 18, se puede ver que la banda sefialada cerca a los ~14-15 kDa coincide con
la banda que representa al estandar de referencia para Molgramostim (forma no glicosilada
de GM-CSF producida en E. coli), lo que comprueba electroforéticamente que esta banda
es la proteina recombinante de interés: rHUGM-CSF. También hay una banda inferior que
esta presente cuando se visualizan los Cl, la cual podria corresponder, con base a su peso
molecular, a las proteinas de choque térmico pequefias IbpA e IbpB. Dichas proteinas
suelen agregarse en los cuerpos de inclusién junto con la proteina recombinante. Ademas,
se hareportado ampliamente que el complejo IbpA-1bpB se asocia con proteinas agregadas
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para estabilizarlas y protegerlas de la desnaturalizacion irreversible y la protedlisis extensa
durante el choque térmico (Allen et al., 1992; Kuczynska-Wisnik et al., 2002; Lethanh et al.,
2005). En nuestro caso, el complejo IbpA-IbpB puede resultar indispensable para contender
el estrés generado debido a la termoinduccién prolongada.

Adicionalmente, se observd la acumulacién de rHUGM-CSF dentro de los CI conforme
aumenté el tiempo de termoinduccion, con algunas diferencias notables segun la
temperatura de pre-induccién. En los Cl obtenidos de cultivos que crecieron a 30 °C (Figura
18A), la méxima acumulacion de rHUGM-CSF en los Cl ocurri6 a las 5 h después de la
induccion a 42 °C y luego disminuyé levemente con el tiempo de cultivo. Mientras que para
los CI obtenidos de los cultivos que crecieron a 34 °C (Figura 18B), la cantidad de proteina
recombinante fue incrementando hora tras hora hasta finalizar la cinética. Un gel de
poliacrilamida al 15 % se realiz6 con las muestras correspondientes a las réplicas biol6gicas
de los CI (Anexo 2), con el fin de calcular los rendimientos de produccion de la proteina
recombinante.

A Después de inducir B Después de inducir
l & A &
rE.coli WT MW ] S rE.coli WT MW [ O
30°C E.coli (kDa) 1 h 18h I 34°C E.coli (kDa) 1h 10h 20h $’

ii LT li
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Figura 18. Expresion de la proteina rHUGM-CSF (~14-15 kDa) en los cuerpos de
inclusion de E. coli W3110 recombinante usando biorreactores. Dos temperaturas de
pre-induccién diferentes fueron evaluadas: 30 °C (A) y 34 °C (B) en un gel de
poliacrilamida al 15 % tefiido con azul de Coomasie. Se presentan los cuerpos de
inclusién (Cl) con 20 pg de proteina a diferentes tiempos después de la termoinduccion
(1 h,3h,5h 10 hy 18/20 h). Se usaron como controles negativos, la cepa sin inducir
(rE. colia 30 °C 0 34 °C) y la cepa silvestre (WT E. coli). El control positivo es el estandar
de referencia para Molgramostim (Molgra).

Para determinar los porcentajes correspondientes al factor rHUGM-CSF, tanto en la
proteina total como en los ClI, se llevaron a cabo analisis densitométricos en funcion del
tiempo (Tabla 6) usando el programa Image Lab (Version 5.2 de BIO-RAD). Se presentan
los porcentajes de banda respecto a cada carril, que fueron obtenidos de la densitometria
de los geles de proteina total y proteina en cuerpos de inclusiébn. Se comparan los
contenidos de proteina proveniente de cultivos a dos temperaturas de pre-induccién
diferentes: 30 °C y 34 °C.
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Tabla 6. Andlisis densitométrico de la proteina rHUGM-CSF en la proteina total y en los Cl
a diferentes tiempos después de la termoinduccion.

Tiempo post- rHUGM-CSF en la proteina total (%) rHUGM-CSF en los CI (%)

induccion (h)
30°C>42°C 34°C>42°C 30°C>42°C 34°C>42°C

1 11+1 22+3 32+2 34+2

3 28+ 2 31+3 35+2 38+5

5 3514 33+2 49+ 1 45+ 2

10 - - 47+3 51+2

18/20 34+3 30+4 45+ 2 53+3

La influencia de la temperatura de pre-inducciéon en las concentraciones de la proteina
celular total, proteina agregada en los Cl y rHUGM-CSF en los Cl durante la termoinduccion,
se ilustra en las Figuras 19A, 19B y 19C, respectivamente.
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Figura 19. Concentracion de la proteina celular total (A), la proteina en los CI (B) y
rHUGM-CSF en los CI (C) de cultivos de E. coli W3110 recombinante bajo diferentes
temperaturas de pre-induccion: 30 °C (barras negras) y 34 °C (barras blancas) con
posterior termoinduccién a 42 °C. Se muestra el promedio y la desviacion estandar para
tres repeticiones bioldgicas.

-49-



Cuando las células crecen a una temperatura de pre-induccion de 30 °C, la concentracion
de la proteina total al final del cultivo termoinducido fue ~18 % mayor que la concentracién
de la proteina total obtenida a 34 °C (Figura 19A). Sin embargo, la cantidad de la proteina
total agregada fue mayor en aquellos cultivos bajo una temperatura de pre-induccion de 34
°C (Figura 19B). De igual manera, la acumulacion de la proteina recombinante rHUGM-
CSF (Figura 19C), fue significativamente mas alta a 34 °C (0.36 = 0.05 mg/ml) que a 30 °C
(0.21 + 0.01 mg/ml), si se compara la Ultima hora del cultivo.

En la Tabla 7, se indica la proporcién de rHUGM-CSF en la proteina total y en los ClI al final
de cada cultivo, bajo ambas temperaturas de pre-induccion, asi como los rendimientos de
proteina total por biomasa (Ye7x) ¥ €l rendimiento de proteina recombinante por biomasa
(Yerix). Segun los resultados de la densitometria, la proteina rHUGM-CSF representa el 45
+ 2%y 53+ 3% de los Cl obtenidos al final de cultivos termoinducidos que crecieron a 30
°C y 34 °C, respectivamente (Tabla 6). A pesar de que el rendimiento de la proteina total
con respecto a la biomasa (Yerx) fue similar bajo ambas condiciones evaluadas, el
rendimiento de rHUGM-CSF por biomasa (Yrr/x) fue dos veces superior para los cultivos a
una temperatura de pre-induccién de 34 °C->42 °C (0.12 + 0.02 g/g) comparados con los
de 30 °C>42 °C (0.06 £ 0.03 g/g) (Tabla 7).

Tabla 7. Comparacion de los rendimientos de la proteina rHUGM-CSF bajo diferentes
temperaturas de pre-induccién, 30 °C y 34 °C, con posterior termoinduccién a 42 °C.

Parametros Crecimiento a 30 °C>42 °C Crecimiento a 34 °C>42 °C
Proteina total, PT (mg/ml) 1014010 0.85 + 0.03 b
rHUGM-CSF en PT (mg/mi) 034+0.10 0.26+0.04

Yerix 9rp/95cw) 0.29+0.08 0.24+0.05
rHUGM-CSF en Cl (mg/mi) 0.21+0.01 0.36+0.05
Y orx Grp/9pcw) 0.06 +0.03 0.12+0.02

PT: proteina total; Cl: cuerpos de inclusién; PR: proteina recombinante; Ypmx: rendimiento de
proteina total por biomasa; Yrrix; rendimiento de proteina recombinante, rHuGM-CSF, por biomasa.
Se presenta el promedio y la desviacidon estandar para tres experimentos independientes. Un
resultado no estadisticamente significativo (P>0.05) se representa con la misma letra, y un
resultado estadisticamente significativo (P <0.05) se representa con una letra diferente.

Yrmx ¥ Yerix S€ calcularon usando los valores maximos de las concentraciones de proteina.

7.6. Identificacion de chaperonas DnakK, DnaJ, GroEL y GroES

Interesados en analizar la expresion diferencial de las principales proteinas de choque
térmico de E. coli bajo las dos temperaturas de pre-induccion, 30 °C y 34 °C, se realizaron
inmunodetecciones de las chaperonas de plegamiento DnaK, DnaJ, GroEL y GroES en los
Cl obtenidos de cultivos termoinducidos en biorreactores (Figura 20).
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Figura 20. Inmunodeteccion de las chaperonas GroEL, GroES, DnaK y DnaJ en los ClI
de la proteina rHUGM-CSF provenientes de cultivos bajo diferentes temperaturas de
crecimiento: 30 °C (A) y 34 °C (B), termoinducidos a 42 °C. Carriles 1A y 1B: lisados de
la cepa recombinante sin inducir a 30 °C o 34 °C, respectivamente. Carriles 2A y 2B:
lisados de la cepa silvestre. Carril MW: marcador de peso molecular. Se presentan los
Cl a diferentes tiempos post-induccion (1, 3, 5, 10 y 18/20 h) bajo las dos condiciones
evaluadas. Las flechas indican las bandas correspondientes a DnaK (~70 kDa, panel 1),
DnaJ (~41 kDa, panel 2), GroEL (~60 kDa, panel 3) y GroES (~15 kDa, panel 4).
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El gel SDS-PAGE cargado con la misma cantidad de proteina (20 ug) en la Figura 18, se
transfiri6 a una membrana de PVDF para llevar a cabo los Western blot correspondientes
de cada chaperona. También se realizaron los Western blot usando los geles
correspondientes a las réplicas biologicas (Anexo 3).

Todas las chaperonas se lograron identificar en los controles positivos, es decir, en los
lisados de la cepa E. coli W3110 recombinante creciendo a 30 o 34 °C sin termoinduccion
y en los lisados de la cepa silvestre, como era lo esperado (Carriles 1y 2, Figura 20). La
banda de la chaperona DnaK fue observada cerca a los 70 kDa, lo cual corresponde con
su peso molecular reportado (Bardwell y Craig, 1984). DnaK se encontré débilmente
expresada en las primeras horas (1 y 3 h) después de la termoinduccion a 42 °C, pero la
intensidad de la banda aument6 significativamente a las 5 h y volvié a su nivel inicial, tanto
en los cuerpos de inclusién provenientes de cultivos a 30 °C (Figura 20A, Panel 1) como a
34 °C (Figura 20B, Panel 1). Es notable que la intensidad de la banda de DnaK fue mayor
en los Cl después de las 5 h de termoinduccion en los cultivos a 34 °C>42 °C, en
comparacion con los del 30 °C->42 °C. En el caso de GroEL, cuyo peso molecular es de
aproximadamente 60 kDa (Hayer-Hartl et al., 2015), se observé una banda en los ClI
obtenidos tanto a una temperatura de pre-induccién de 30 °C (Figura 20A, Panel 3) como
a 34 °C (Figura 20A, Panel 3). Dicha banda fue de intensidad similar durante todo el tiempo
después de la termoinduccién a 42 °C.

Seguidamente, se realiz6 la deteccidn de las co-chaperonas Dnal y GroES, que se conocen
por actuar como acompaiantes de DnaK y GroEL en el plegamiento, respectivamente. De
manera interesante, las bandas correspondientes a DnaJ con ~41 kDa (Figura20, Panel 2)
y GroES con ~15 kDa (Figura 20, Panel 4) Unicamente en los controles positivos. Es decir,
gue DnaJ y GroES no estan asociadas a los CI bajo ninguna de las dos temperaturas de
pre-induccién probadas, sin embargo, podriamos suponer que pueden quedar en la fraccion
de proteina soluble después de la termoinduccién a 42 °C.

Para corroborar esta suposicion, incubamos las membranas obtenidas a partir de los geles
de la proteina total soluble con los anticuerpos especificos para GroES y DnaJ. GroES fue
identificada entre los 10-15 kDa, en la fraccién de proteina total soluble de cultivos creciendo
tanto a 30 °C como a 34 °C (Figuras 21A y 21B). Asimismo, se detect6é una banda a una
altura aproximada de 41 kDa, que corresponde a la proteina DnaJ en la proteina total
soluble (Figura 21C y 21D). La presencia de estas bandas, como era de esperarse, no se
restringié a los controles de la cepa sin inducir 0 a la cepa silvestre, sino que también se
observan en las muestras de los cultivos termoinducidos a 42 °C. El comportamiento fue
similar tanto para los cultivos a 30 °C como a 34 °C siendo un poco mas intensas las bandas
bajo la temperatura de pre-induccion de 34 °C—>42 °C.
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Figura 21. Inmunodeteccién de GroES y DnaJ en la proteina total soluble proveniente
de cultivos bajo diferentes temperaturas de crecimiento: 30 °C (A, C) y 34 °C (B, D),
termoinducidos a 42 °C. Carril 1: lisados de E. coli W3110 recombinante sin inducir a 30
°C 0 34 °C, respectivamente; Carril 2: lisados de la cepa E. coli W3110 silvestre; Carril
MW: marcador de peso molecular. Se muestra la proteina total soluble a diferentes
tiempos post-induccién (1, 3, 5, 10 y 18/20 h) a las dos condiciones evaluadas. Las
flechas indican las bandas correspondientes a GroES en ~15 kDa (A, B) y DnaJ en ~41
kDa (C, D).

7.7. Protedmica parcial de los Cl de rHUGM-CSF usando iTRAQ

Un acercamiento sobre la composicién proteica de los cuerpos de inclusion de rHUGM-CSF
obtenidos en cultivos de E. coli, fue llevado a cabo usando una técnica de prote6mica
“shotgun” conocida como iTRAQ (etiquetas isobaricas para la cuantificacién relativa y
absoluta). Esta técnica implica una serie de procesos experimentales que van desde la
digestion y el marcaje de péptidos, hasta el uso de cromatografia liquida (LC),
espectrometria de masas en tandem (MS/MS) y algoritmos de bldsqueda en bases de datos,
para la identificacion y cuantificacion simultdneas de proteinas (Aggarwal et al., 2006).

Para la identificacion de las proteinas se trabaj6 con la plataforma Proteome Discoverer™
2.1 SP1 (Thermo Fisher Scientific, USA), la cual requiere que el usuario ajuste los
parametros del flujo de trabajo para la busqueda. En resumen, se comienza seleccionando
la carpeta (archivos.raw) que contiene la informacion resultante del espectrémetro de
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masas, asi como la base de datos contra la cual se va a comparar. En este caso usamos
la base de datos de E. coli de Uniprot en formato FASTA. A continuacion, se indica la
enzima utilizada para escindir las proteinas (tripsina) y se pueden especificar una serie de
modificaciones estandar a los péptidos que resultan de la digestion triptica y el tratamiento
de la muestra. Los protocolos generalmente aconsejan seleccionar la oxidacion de la
metionina porque el ambiente no es inerte, asi como la acetilacion y la carbamilacion de la
cisteina cuando se emplea un protocolo iTRAQ. Es importante indicarle al programa los
denominadores que se van a usar, es decir, con qué reactivos o banderas se marcaron las
muestras (114, 115, 116 y 117). Finalmente, se puede ingresar otras especificaciones que
van a permitir hacer la busqueda mas especifica y eliminar falsos positivos. Por ejemplo, se
puede indicar una tolerancia de masa deseada para controlar qué tan cerca estan las
coincidencias entre los valores m/z experimentales y los m/z calculados, que en este caso
fue de 0.9 Da para las masas de los fragmentos. Luego del analisis en el programa
Proteome Discoverer™, se identificaron Unicamente 12 proteinas que coincidian con la
base de datos de E. coli (Tabla 8). Por supuesto este no era el resultado esperado, pues
es un numero muy bajo de identificaciones para la cantidad de datos que se pueden obtener
con esta técnica.

Como alternativa se propuso hacer una nueva busqueda usando otro de los programas
disponibles, Scaffold (Proteome Software, USA), insertando los mismos datos del programa
anterior. El procesamiento de la informacién arrojé la identificacion de 1,028 proteinas, de
las cuales 23 presentaron un porcentaje de cobertura en la secuencia de 100 %. La
cobertura se refiere al porcentaje de la secuencia de una proteina que fue cubierto por los
péptidos identificados; es decir, qué tanto de la secuencia de una proteina se logré
identificar con confianza luego de la proteémica. Dentro de las chaperonas identificadas se
encontré nuevamente a IbpA con 100 % de cobertura, ClpB con 68 %, FimC (chaperona
periplasmatica) con 54 % y ProQ (chaperona de unién a RNA) con 20 %. Sin embargo, no
se encontré a DnakK, DnaJ, GroEL ni GroES.

Tabla 8. Proteinas identificadas en los Cl usando Proteome Discoverer™ 2.1 SP1 (Thermo
Fisher Scientific, USA).

Descripcién de proteinas Cobertura (%)
30S ribosomal protein S7 OS=Escherichia coli (strain K12 / DH10B) 20.67
30S ribosomal protein S10 OS=Escherichia coli 0157 14.56
50S ribosomal protein L2 OS=Escherichia coli 8.79
50S ribosomal protein L27 OS=Escherichia coli 17.65
Threonine synthase OS=Escherichia coli 3.27
50S ribosomal protein L6 OS=Escherichia coli 5.65
50S ribosomal protein L13 OS=Escherichia coli 6.59
Small heat shock protein IbpA OS=Escherichia coli 8.03
Uncharacterized protein OS=Escherichia coli 8.77
50S ribosomal protein L30 OS=Escherichia coli 25.42
Transketolase OS=Escherichia coli 1.04
Phosphate acetyltransferase OS=Escherichia coli 2.09
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De las pocas proteinas que se lograron identificar, se resalta la presencia de IbpA, la cual
se ha asociado ampliamente con el crecimiento microbiano a temperaturas elevadas y ClpB
involocrada en la desagregacion de los Cl (Laskowska et al., 1996; Mogk et al., 2019). IbpA
junto con IbpB hacen parte de la primera linea de defensa contra las condiciones de estrés
que pueden afectar la estabilidad del proteoma (Allen et al., 1992; Carra et al., 2017). En E.
coli, se ha observado antes que IbpA, IbpB y ClpB hacen parte de los CI tras la
sobreproduccién de proteinas recombinantes (Hoffmann y Rinas, 2000; Jurgen et al., 2010),
lo que justifica su presencia en nuestros resultados.

Para mejorar la cantidad y la calidad de los datos protedmicos, se modificaron varias veces
los pardmetros de busqueda de ambos programas, pero en general, los resultados fueron
similares. Esto nos llevé a pensar que tal vez no eran los parametros del programa, sino la
preparacion de la muestra antes de la digestion y el marcaje. Segun la busqueda realizada,
en la mayoria de los trabajos protedmicos basados en el uso de iTRAQ, se utiliza el conjunto
de proteinas solubles de alguna muestra; en ningun caso se han utilizado cuerpos de
inclusiéon. Durante el procesamiento de nuestra muestra, 100 ug de los Cl se incubaron con
0.1 % de SDS para su solubilizacion. La adicién de este detergente posiblemente no es
compatible con los pasos posteriores de digestién y marcaje, afectando la resolucion de la
identificacion. Para un proximo experimento de proteGmica cuantitativa se sugiere no sélo
encontrar los parametros que mas se ajusten a las condiciones experimentales utilizadas,
sino también buscar alternativas para el tratamiento adecuado de la muestra,
especialmente en el paso de la solubilizacion de los Cl. La metodologia de los geles 2D
acoplada a MALDI-TOF es una opcion viable para reforzar los resultdos de la protedmica
de los CI.

7.8. Caracterizacion estructural de los Cl de la proteina rHUGM-CSF

7.8.1. Analisis de la estructura secundaria por ATR-FTIR

El efecto de la temperatura de pre-induccion (30 °C o0 34 °C) en el contenido de la estructura
secundaria de los ClI de rHuGM-CSF obtenidos después de la termoinduccion, fue
analizado por ATR-FTIR (Figuras 22y 23).

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (ATR-FTIR) es una técnica
sensible para determinar la estructura secundaria de las proteinas y estudiar la formacion
de agregados (Miller et al., 2013). FTIR funciona incidiendo radiacion infrarroja sobre una
muestra. Cada molécula tiene un conjunto caracteristico de bandas de absorcion en el
infrarrojo. Las bandas caracteristicas que se encuentran en los espectros infrarrojos de
proteinas y polipéptidos incluyen la amida | y la amida Il (Gallagher, 2009). Particularmente,
la frecuencia de la banda amida | (1500-1700 cm) informa sobre la vibraciéon del enlace
C=0, que esté involucrado en el enlace de hidrégeno presente en diferentes elementos de
la estructura secundaria como hélices a, hojas 3 y conformaciones desordenadas (Miller et
al., 2013).
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Las segundas derivadas de los espectros se utilizaron para identificar las bandas
principales y asignarlas a los principales componentes de la estructura secundaria de la
proteina. Dicha transformacién también sirve para hacer una cuantificacion relativa ya que
el minimo de la segunda derivada de cada componente es proporcional al maximo de su
absorcion (Ami et al., 2005).

1.0 A
2 0.5 51 |
~ £ fi !
3 ; ! a4 ﬁ’;‘m}\ {
g 0.04 - 1 ﬁ if w k’
E it Mi v
o i \75 _
s -0.5 \ |
™ 4 "Hojas  \Agregados
Hélices a/
random coil
'1-0 L) T T 1
1700 1650 1600 1550 1500
Numero de onda (cm'1)
1.0+ B
- f
3 0.5- (
] ‘\/J\
o g0
£ 0.0 J\J N
mU -0.54 + ‘Agregados
™ '
Hélices of H0Jas P
random coil
-1.0 T T T 1
1700 1650 1600 1550 1500
Numero de onda (cm™)

Figura 22. Segunda derivada de los espectros de absorcion obtenidos por ATR-FTIR
para los CI provenientes de cultivos pre-inducidos a 30 °C (A) y 34 °C (B). Los ClI fueron
cosechados en diferentes momentos después de la termoinduccion a 42 °C: 1 h (linea
sélida), 3 h (linea guidn), 5 h (linea punto), 10 h (linea guion-punto) y 18/20 h (linea doble
guién-punto). Los espectros representan el promedio de tres réplicas bioldgicas y fueron
normalizados con respecto al pico de tirosina (~1508 cm™). Se sefialan los picos
correspondientes a las estructuras hélice a/’random coil” (~1654 cm™), hojas B (~1637
cm™) y agregados (~1625 cm™).
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Con base en la literatura, se asignaron los elementos de la estructura secundaria a las
bandas mayoritarias obtenidas del ATR-FTIR. La banda principal a 1654 cm fue asignada
como hélices a-"random coil”’, mientras que las bandas en 1636 cm™ y 1625 cm™ fueron
designadas como hojas B en estructura nativa (hojas B) y estructuras 3 intermoleculares
relacionadas con la conformacion amiloide (agregados), respectivamente (Ami et al., 2005;
Singh et al., 2020). En la Figura 22 se comparan las segundas derivadas de los espectros
de absorbancia en la regién amida | (1500-1700 cm™) para los CI formados a 42°C
provenientes de cultivos con pre-inducciones de 30 °C (Figura 22A) y a 34 °C (Figura
22B) a diferentes tiempos después de la termoinduccion (1, 3, 5, 10 h y 18/20 h). Ambas
figuras estan normalizadas con respecto al pico de tirosina (~1508 cm).

En los espectros obtenidos para los Cl de rHUGM-CSF recuperados a ambas temperaturas
de pre-induccién (Figura 22), se identifica la presencia de los tres componentes
estructurales asignados. Se observa que el tamafio de los picos correspondientes a las
hélices a/’random coil” en 1654 cm™ y a las hojas B en 1636 cm™ no difieren entre las
temperaturas de pre-induccion. Sin embargo, los Cl de rHUGM-CSF de cultivos creciendo
a 30 °C—>42 °C (Figura 22A) exhibieron una mayor intensidad espectral de la banda a 1625
cm?asignada para los agregados, en comparacién con los ClI de cultivos que crecieron a
34 °C—>42 °C (Figura 22B). Es decir, que para una mayor temperatura de pre-induccién, el
contenido de agregados que tienen una conformacion de tipo amiloide es menor. Es
importante mencionar que en este tipo de grafica no es posible observar diferencias claras
entre los espectros con respecto al tiempo post-induccion.

Con el objetivo encontrar cambios en la estructura secundaria bajo las condiciones
evaluadas con respecto al tiempo, se muestran los minimos de la segunda derivada para
cada componente estructural (Figura 23). El contenido de agregados amiloides fue mayor
para los Cl obtenidos de cultivos creciendo a 30 °C desde la primera hora después de la
termoinduccién (Figura 23C), comparado con los Cl a 34 °C que mostraron poco
enriguecimiento en estas estructuras durante todo el cultivo. El contenido de hélices
a/’random coil” (Figura 23A) y hojas 8 (Figura 23B) fue similar en todos los Cl de rHUGM-
CSF, independientemente de la temperatura previa a la induccion y del tiempo de post-
induccion.

7.8.2. Ensayo de fluorescencia con tioflavina T (Th-T)

Se empled un método alternativo para la determinacién del contenido estructural de los Cl,
gue se basa en el uso de colorantes de diagndstico amiloide, como por ejemplo, la tioflavina
T (Carri6 et al., 2005; Wang et al., 2008; De Groot et al., 2009; Singh et al., 2020). La
tioflavina T (Th-T) ha sido descrita como un marcador especifico para estudiar la
conformacion laminar de la estructura amiloide, ya que se une particularmente a la
superficie de los canales formados por hojas B entrecruzadas en los agregados (Biancalana
et al., 2008; Wu et al., 2009). La intercalacién de Th-T en una hoja extendida de estructuras
amiloides en los Cl, se mide a través del incremento en la emision maxima de fluorescencia
comparada con el colorante libre. De esta manera, una mayor fluorescencia indica un mayor
contenido de estructura amiloide (LeVine, 1993; Castellanos-Mendoza et al., 2014).
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Figura 23. Comparacion de los minimos de la segunda derivada correspondientes a
hélices a/’random coil” (A), hojas 8 (B) y agregados amiloides (C) de los CI provenientes
de cultivos preinducidos a 30 °C (barras negras) y a 34 °C (barras blancas). Los ClI fueron
recolectados a diferentes tiempos post-induccion (1, 3, 5, 10 y 18/20 h). El promedio y la
desviacion estandar son mostrados para tres experimentos independientes.
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Se evalué el cambio en los espectros de fluorescencia de Th-T después de la incubacion
con los Cl de rHUGM-CSF, obtenidos en diferentes momentos post-induccion (Figura 24).
En todos los casos, el control utilizado fue una solucion de Th-T en buffer sin adicion de
proteina. La emision maxima de fluorescencia fue de alrededor de 485 nm, tanto en las
muestras de Cl obtenidos de cultivos preinducidos a 30 °C como a 34 °C, lo cual es una
caracteristica tipica de los agregados amiloides (Singh et al., 2020).

Los CI recolectados a partir de los cultivos que crecieron a 30 °C—>42 °C mostraron un
aumento gradual en la intensidad de fluorescencia con respecto al tiempo de induccién
(Figura 24A), indicando que la cantidad de estructura amiloide fue mayor al final del cultivo
(18 h de termoinduccidn). Mientras que para los Cl obtenidos a 34 °C—>42 °C estos cambios
en relacion con las horas de cultivo no fueron evidentes (Figura 24B).
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Figura 24. Espectros de fluorescencia de la unién de Th-T a los Cl de rHUGM-CSF,
obtenidos bajo dos temperaturas de pre-induccion: 30 °C (A) y 34 °C (B) después de la
termoinduccion. Los Cl se recolectaron a diferentes tiempos post-induccion: 1 h (linea
sélida delgada), 3 h (linea guion-punto), 5 h (linea punto), 10 h (linea guién) y 18/20 h
(linea sélida gruesa). El espectro del colorante Th-T sin proteina se utilizé como control
(linea punteada cercana a cero) y se presenta el promedio de dos réplicas bioldgicas por
condicion.

Al mismo tiempo, es posible observar que las intensidades de fluorescencia fueron
significativamente mayores para los Cl a 30 °C—>42 °C (Figura 24A), con valores maximos
cercanos a 28-30 unidades arbitrarias de fluorescencia, en comparacion con los Cl a 34
°C—>42 °C (Figura 24B). Esta menor seial de fluorescencia de Th-T para los CI de cultivos
a 34 °C, sugiere una pobre estructuracion amiloide.
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7.8.3. Degradacion proteolitica con proteinasa K (PK)

La evaluacion de la resistencia de los Cl a la degradacién proteolitica con proteinasa K (PK)
ha sido util para caracterizar la organizacion molecular y la estabilidad de los agregados,
asi como dar una indicacién de su contenido de amiloide (Castellanos-Mendoza et al., 2014;
Calcines-Cruz et al., 2018; Restrepo-Pineda et al., 2019; Singh et al., 2020). La PK es una
serin-proteasa que exhibe poca actividad en regiones estructuralmente dominadas por
hojas B, tipicas de las fibrillas amiloides, pero es altamente activa en dominios hidrofilicos
enriquecidos por hélices a o regiones desordenadas (De Groot et al., 2009; Vazquez-
Fernandez et al., 2012; Macedo et al., 2015). Mientras menor contenido de estructura de
tipo amiloide tenga un ndcleo de proteina, sera menos resistente a la PK y se vera una
disminucidn significativa en la absorbancia (Upadhyay et al., 2012).

Para entender el efecto de las diferentes temperaturas de pre-induccién en la organizacion
molecular de los Cl, se realiz6 el seguimiento de la actividad enzimatica de la PK durante
100 min de reaccion, midiendo la absorbancia a 350 nm (Figura 25). Se presenta el valor
medio de dos réplicas con sus desviaciones estandar. Todos los experimentos comenzaron
con la misma cantidad de proteina en los CI (50 ug/ml) y se normalizaron los valores de las
absorbancias obtenidas.
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Figura 25. Cinética de la digestién proteolitica con proteinasa K (PK) de los Cl de
rHUGM-CSF obtenidos a partir de cultivos pre-inducidos a 30 °C (A) y 34 °C (B) y
posterior termoinduccién a 42 °C. Los IB se recolectaron en diferentes momentos
después de la induccién: 1 h (cuadrados negros), 3 h (cuadrados blancos), 5 h
(triangulos), 10 h (circulos blancos) y 18/20 h (circulos negros). Para la degradacion se
emple6 PK a una concentraciéon final de 25 pg/ml. Se presentan los promedios
normalizados de dos réplicas biologicas.

Se observo que los Cl provenientes de cultivos a una temperatura de pre-induccion de 34
°C (Figura 25B) fueron mas propensos al ataque proteolitico por PK que los CI de cultivos
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a 30 °C (Figura 25A), ya que presentan una pendiente mas pronunciada ante la digestion
con PK. Ademas, en las primeras horas después de la termoinduccién, los Cl de cultivos a
30 °C—>42 °C presentaron mayor susceptibilidad a la digestibn con PK que aquellos
recolectados durante las Ultimas horas del cultivo (Figura 25A). El mismo comportamiento
se observd bajo la condicion de 34 °C->42 °C, donde los Cl recuperados alas 1,3y 5h
después de la termoinduccién, mostraron menor resistencia a la actividad PK que los
cosechados a las 10 y 20 h (Figura 25B), demostrando que los CI de rHUGM-CSF se van
haciendo mas resistentes frente a la PK conforme aumenta el tiempo de induccion.

7.8.4. Solubilizacion con cloruro de guanidinio

Para continuar con la caracterizacion estructural, se determinaron los perfiles de
solubilizacién de los Cl de rHUGM-CSF obtenidos en cultivos inducidos a 42°C con pre-
inducciones a 30 °C como a 34 °C, usando concentraciones crecientes de cloruro de
guanidinio (GndHCI) para la misma concentracion inicial de proteina (Figura 26).

El GndHCI es un agente caotropico fuerte cuya naturaleza idnica provoca la
desnaturalizacion de las proteinas globulares y, proporciona una estimacion de la
estabilidad conformacional de los Cl (Monera et al., 1994; Del Vecchio et al., 2002;
Castellanos-Mendoza et al., 2014). En la Figura 26, se observa que los agregados de la
proteina rHUGM-CSF obtenidos tras la termoinduccion fueron sensibles a la solubilizacion
guimica. Dichos perfiles de solubilizacién de los Cl exhiben una tendencia similar para las
dos temperaturas de pre-induccion evaluadas (30 °C vs 34 °C).

La cantidad de proteina solubilizada a bajas concentraciones de GndHCI (Figura 26A) fue
muy poca. Sin embargo, al incrementar las concentraciones del agente caotropico a 3y 5
M (Figuras 26B y 26C, respectivamente), la cantidad de proteina solubilizada aumento
entre 4 y 6 veces en comparacion con los valores que se obtuvieron a 1 M. Ademas, se
puede notar que para el tratamiento a 3 y 5 M de GndHCI, aquellos CI producidos durante
las ultimas horas después de la termoinduccién (10 y 18/20 h), fueron ligeramente mas
susceptibles comparados con los Cl obtenidos en las primeras horas post-induccién (1y 3
h). Finalmente, los valores maximos de proteina solubilizada se alcanzaron a una
concentracion de 3 M de agente caotropico (0.555 + 0.088 mg/ml para 30 °Cy 0.451 + 0.104
mg/ml para 34 °C).

7.9. Purificacion de rHUGM-CSF plegada y andlisis por dicroismo circular

Finalmente, se presentan los resultados obtenidos por HPLC (Figura 27A) y dicroismo
circular (DC, Figura 27B) para estudiar si los procesos de solubilizacién de los Cl, asi como
el plegamiento y purificacion afectan la estructura secundaria de rHUGM-CSF. EI DC es una
herramienta muy utilizada para identificar cambios en la estructura secundaria de las
proteinas (Kelly y Price 2000; Kelly et al., 2005).
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Figura 26. Perfiles de solubilizacién de los Cl de rHUGM-CSF obtenidos de cultivos
preinducidos a 30 °C (barras negras) y 34 °C (barras grises) y posterior termoinduccion
ad42 °C (1, 3,5, 10y 18/20 h). La gréfica muestra la cantidad de proteina solubilizada
(mg/ml) después de 24 h de incubacién con diferentes concentraciones de GndHCI: 1 M
(A), 3M (B) y 5 M (C). Se presentan los promedios y la desviacion estandar de tres
experimentos independientes.
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Anteriormente, el DC se ha aplicado para estudiar la estructura de proteinas después de la
desnaturalizacion y el replegamiento y, saber bajo qué rango de condiciones son retenidas
sus propiedades bioldgicas (Kelly y Price, 1997).

Los resultados demostraron efectivamente que no hay cambios en el contenido de
estructura secundaria de la proteina tras el plegamiento y purificacion, pues los espectros
de DC de la proteina rHUGM-CSF bajo pre-induccion a 30 o 34 °C fueron similares (Figura
27B). Una conformacidn helicoidal tipica con dos hombros negativos a ~208 y ~220 nm fue
observada y los célculos de la estructura secundaria sugieren un contenido de 36 % de
hélices a y 15 % de hojas B para ambas condiciones, lo cual concuerda con valores
reportados anteriormente de ~30 % de hélices a para GM-CSF recombinante en el UV
lejano (Malekian et al., 2019; Wingfield et al., 1988). Es decir, que usando ambas
temperaturas de pre-induccién con posterior induccion a 42 °C, es posible recuperar
proteinas replegadas con estructuras secundarias similares a las nativas a partir de los CI.
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Figura 27. Purificaciéon de rHUGM-CSF por HPLC de fase reversa (A). La solucion de
proteina plegada (~ 10 ug) proveniente de cultivos creciendo a 30 °C (linea continua) o
a 34 °C (linea punteada) después la termoinduccion a 42 °C fue analizada por HPLC con
una longitud de onda del detector de 214 nm. Curva estandar (en el recuadro superior)
del estandar de referencia para el GM-CSF humano de la Farmacopea Europea
(Molgramostim). Espectro de dicroismo circular en el UV lejano de la proteina rHUGM-
CSF purificada (B). Se muestra el promedio de tres escaneos, tanto para la proteina
derivada de CI obtenidos de cultivos creciendo a 30 °C (circulos negros) o a 34 °C
(circulos blancos) después de la termoinduccién a 42 °C.

-63-



8. DISCUSION

8.1. Cinética de crecimiento de E. coli recombinante en matraces agitados

El crecimiento de la cepa recombinante E. coli W3110 productora de la proteina rHUGM-
CSF fue caracterizado en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio definido
(Figura 9A). Durante la fase de crecimiento exponencial, los cultivos se mantuvieron a 30
°C con una agitacion orbital de 200 rpm; posteriormente, fueron termoinducidos a 42 °C en
la fase pre-estacionaria (Figura 9B). Los cultivos de la cepa recombinante creciendo en
matraces sin inducir (30 °C), se usaron como control.

Tanto los cultivos sin inducir como los termoinducidos a 42 °C alcanzaron una DO similar
(3.02 £ 0.09 u.a. y 3.13 + 0.17 u.a., respectivamente) en la hora 21 de la cinética (Figura
9A). Sin embargo, los cultivos termoinducidos experimentaron una disminucion del ~16 %
en la DO (2.62 + 0.30 u.a.) comparados con los cultivos que continuaron creciendo a 30 °C
(3.45 £ 0.19 u.a.). Se ha reportado previamente que el incremento de la temperatura hasta
42 °C en cultivos termoinducidos, desencadena no sélo la produccion de proteina
recombinante, sino que también activa la respuesta de choque térmico y la sintesis de
chaperonas y proteasas (Hoffmann y Rinas, 2000; Rinas et al., 2007). Estas respuestas
moleculares resultan en un incremento de la demanda energética celular, que a su vez
puede generar una disminucién en el crecimiento y alteraciones en el metabolismo central
del carbono (Wittmann et al., 2007; Hoffmann y Rinas, 2004; Valdez-Cruz et al., 2010;
Valdez-Cruz et al., 2011; Restrepo-Pineda et al., 2021). Este comportamiento indica que
los recursos celulares son re-direccionados desde la formacién de biomasa hacia la
produccién de proteina recombinante tras la termoinduccion (Hoffmann et al., 2002; Weber
et al., 2002).

8.2. Expresién de la proteina rHUGM-CSF en matraces agitados

La expresion de la proteina rHUGM-CSF se compar6 en la fraccion soluble (S) y los cuerpos
de inclusién (Cl) de los cultivos termoinducidos a 42 °C. Para esto, se evaluaron las
muestras obtenidas en el tiempo final de cada cultivo (24 h) y se separaron las proteinas
en geles de poliacrilamida al 15 % (Figura 11). Como control, se evalué si habia expresion
en los cultivos sin inducir (mantenidos a 30 °C) tanto en la fraccién soluble (S) como
insoluble (1).

En los ClI de los cultivos termoiducidos a 42 °C, se destaca una banda de aproximadamente
14-15 kDa (Carril 2, Figura 11) que presumiblemente corresponde a la proteina rHUGM-
CSF, la cual no se observo en la fraccion soluble (Carril 3, Figura 11). Esto indica que la
proteina recombinante de interés se agrega formando cuerpos de inclusién tras la
termoinduccién. La formacién de cuerpos de inclusion de la proteina GM-CSF es un
fendmeno ampliamente documentado, que se ha observado cuando se expresa en
diferentes cepas de E. coli y bajo diferentes sistemas de induccién. Los primeros estudios
sobre la produccion del factor GM-CSF en bacterias, se basaron en plasmidos inducibles
por un cambio de temperatura de 28 a 42-48 °C (DeLamarter et al., 1985; Burgess et al.,
1987). Se reportd que tanto el GM-CSF murino (DeLamarter et al., 1985) como el GM-CSF
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humano (Burgess et al., 1987) formaron agregados cuando se expresaron en E. coli, lo que
concuerda con nuestros resultados. Este conocimiento fue confirmado posteriormente
usando induccion con IPTG (Schwanke et al. 2009; Thomson et al. 2012) o autoinduccion
metabdlica (Malekian et al., 2019). La tendencia a la agregacion convierte al factor GM-CSF
en una proteina ideal para estudiar el comportamiento estructural de los Cl obtenidos en
cultivos termoinducidos.

En el caso del control, es decir, en las fracciones | y S de los cultivos no inducidos (Carriles
4 y 5 respectivamente, Figura 11), no se observé la banda correspondiente a la proteina
recombinante. La ausencia de esta banda en el cultivo sin inducir, corrobora que el sistema
se encuentra regulado de manera estricta, pues el represor cl857 esta inhibiendo de
manera eficaz la expresion de la proteina a temperaturas por debajo de 37 °C.

Una gran variedad de estudios han demostrado que los promotores pL y pR son finamente
regulados a través de la termosensibilidad del represor cl857 (Remaut et al., 1981;
Villaverde et al., 1993; Nauta et al., 1997). En el bacteriéfago A, la estricta regulacion del
represor cl depende de la formacién de un “loop” de ADN a través de la octamerizacion de
dimeros de Acl (Dodd et al., 2001). Un par de dimeros de Acl unidos cooperativamente a
las regiones oR1 y oR2 pueden interactuar con otro par de dimeros unidos a oL1 y olL2,
formando un “loop” de 2.4 kb (Figura 3) para mantener el estado lisogénico (Dodd et al.,
2001, 2004; Stayrook et al., 2008; Lewis et al., 2016; Restrepo-Pineda et al., 2021). Sumado
a esto, aunque cl857 es inactivado de manera eficiente a 42 °C, las moléculas de represor
gue se encuentran parcialmente desestabilizadas a temperaturas inferiores a 42 °C, son
capaces de auto-activar su propia transcripcién para contribuir a una fuerte represion
(Jechlinger et al., 2005).

8.3. Cinéticade crecimiento de E. coli recombinante en biorreactores

La caracterizacion cinética del crecimiento de la cepa E. coli W3110 productora de rHUGM-
CSF en biorreactores se llevo a cabo bajo dos temperaturas de pre-induccion: 30 °C y 34
°C con posterior induccién a 42 °C, monitoreando los cambios en las concentraciones de la
biomasa, glucosa y acetato durante todo el cultivo (Figura 13).

Para ambas temperaturas de pre-induccion, las biomasas maximas fueron similares con
una Xmax de 3.48 £ 0.19 g/l a 30 °C (Figura 13A) y de 3.48 £ 0.31 g/ a 34 °C (Figura 13B).
Sin embargo, dicha biomasa maxima cayé levemente al final de la fermentacién para ambas
condiciones, posiblemente a causa de la carga metabdlica generada tras la termoinduccion.

Las velocidades especificas de crecimiento (i) antes de inducir fueron significativamente
diferentes (P>0.05; Tabla 5), con un incremento de ~69 % en la p de los cultivos cuando
crecieron a 34 °C (0.90 + 0.07 ht), en comparacién con los que crecieron a 30 °C (0.53 +
0.01 h'l), lo que demuestra que una mayor temperatura de pre-induccién permite obtener
un crecimiento celular mas rapido. Previamente se reportd la influencia de diferentes
temperaturas (30, 37 y 40 °C) en la velocidad especifica de crecimiento de E. coli W3110IQ
productora de un antigeno viral. Cultivos a 37 °C alcanzaron la mayor p con un valor de
0,93 hl, que es 45 % y 30 % mas alto que a 30 °C y 40 °C, respectivamente (Tey et al.,
2004). Dicha correspondencia entre la p bacteriana y la temperatura ha sido descrita
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mediante la ecuacion de Arrhenius, que permite relacionar la temperatura con las
velocidades de las reacciones quimicas a través de su accion sobre las enzimas celulares
(Huang et al., 2012; Noll et al., 2020). De esta manera, se ha sefialado que bajas
temperaturas inhiben la actividad enzimatica y disminuye la velocidad del metabolismo
celular y, consecuentemente, del crecimiento; mientras que temperaturas demasiado altas,
pueden provocar la desnaturalizacién irreversible de las enzimas intracelulares (Tey et al.,
2004; Daniel et al., 2008; Noll et al., 2020).

También se compararon los valores de las DO méaximas promedio obtenidas en los cultivos
sin termoinduccion (14.49 + 0.01u.a.a30°Cy 17.42 + 1.18 u.a. a 34 °C; Figura 12) versus
las DO maximas promedio de los cultivos termoinducidos (9.95 + 1.73 u.a. para 30 °C>42
°Cy 10.87 + 1.19 u.a. para 34 °C—>42 °C; Anexo 1). Se encontr6 que en los biorreactores
termoinducidos, hubo una disminucién de ~40 % a 30 °C y de ~60 % a 34 °C en la
acumulacién de biomasa, en comparacién con los biorreactores que no fueron inducidos.
Las células bacterianas modificadas para la produccion de proteinas recombinantes sufren
diversos cambios fisioldgicos y metabdlicos importantes. Después de la induccién de una
proteina recombinante, se ha reportado un descenso en la velocidad especifica de
crecimiento y en la biomasa, asi como un aumento en la produccién de diéxido de carbono
(Jensen y Carlsen, 1990; Hofmann y Rinas, 2004). La reduccion en la velocidad de
crecimiento se ha relacionado con la carga metabdlica, la cual ocurre cuando los nutrientes
y la energia se desvian desde el metabolismo de la célula hospedera hacia la sintesis de la
proteina recombinante (Bentley et al., 1990). Especificamente, la carga metabdlica en
sistemas inducidos por temperatura es el resultado de las altas tasas de sintesis de proteina
recombinante y proteinas de choque térmico, lo que aumenta los requerimientos
energéticos en E. coli (Hoffmann y Rinas 2001). Para aliviar la demanda energética elevada,
hay un reajuste en los flujos de las rutas metabdlicas que permite mantener las reservas de
ATP (Hoffmann y Rinas, 2004; Hoffman et al., 2002; Wittmann et al., 2007; Restrepo-Pineda
et al., 2021). En un sistema terminducido produciendo la proteina hFGF-2 en E. coli, se
encontré un aumento en el flujo de rutas catabélicas como la via Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP), el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) y la fosforilacion oxidativa (Weber et al.,
2002). Al mismo tiempo, hubo una reduccién en el flujo de la via de las pentosas fosfato,
sintesis de aminoacidos y metabolismo de los lipidos (Weber et al., 2002). Adicionalmente,
un estudio del fluxoma y metaboloma de E. coli en respuesta a la termoinduccién, reveld
que el flujo a través de la glucdlisis fue ~20% mayor durante la fase de produccién que en
la fase de crecimiento, lo que condujo a una acumulacién significativa de los subproductos
acetato, piruvato y lactato (Wittmann et al., 2007).

Dichas alteraciones metabdlicas, junto con los eventos moleculares asociados al estrés,
pueden estar generando no sélo la diferencia de la DO en los cultivos termoinducidos
comparados con los no inducidos, sino también la caida que se observa en la biomasa al
final de los biorreactores termoinducidos (Figuras 13A y 13B).

Para las dos temperaturas de pre-induccion evaluadas, la fuente de carbono se fue
agotando conforme aumentaba el crecimiento celular (Figuras 13C y 13D) v,
simultdneamente, el acetato se fue acumulando (Figuras 13E y 13F). Debido a que las
concentraciones maximas de acetato y biomasa fueron similares para ambas condiciones,
los rendimientos de biomasa por glucosa (Yxs) y el de acetato por biomasa (Yacix) no
presentaron diferencias significativas (Tabla 5). Mientras que la velocidad especifica de
consumo de glucosa (gs) y la velocidad especifica de produccion de acetato (qp), fueron
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significativamente mayores para los cultivos a una temperatura de pre-induccion de 34 °C
(Tabla 5).

El comportamiento proporcional entre el crecimiento, el consumo de la glucosa y la
acumulacién de acetato en cultivos de E. coli, se ha reportado en numerosos trabajos. La
velocidad a la que se forma el acetato esté directamente relacionada con la velocidad a la
que crecen las células y la velocidad a la que consumen la fuente de carbono (Eiteman y
Altman, 2006; Pinhal et al., 2019). En este trabajo, encontramos que la temperatura de pre-
induccion tiene un importante efecto en dichas velocidades, pues los cultivos bacterianos a
una temperatura de pre-induccion de 34 °C no so6lo crecen a una velocidad mayor, sino que
también aceleran los procesos metabodlicos. Esto se ve reflejado en unos valores de gs y qQp
mas altos en comparacion con los cultivos a una temperatura de pre-induccion de 30 °C.

En cultivos por lotes bajo condiciones aerébicas con glucosa como Unica fuente de carbono,
E. coli acumula acetato (Basan et al., 2015; Han y Eiteman, 2019). A altas concentraciones
de glucosa (~20 g/L), el consumo de sustrato se da a una alta velocidad, generando un
desbalance de la via glicolitica y la via de los acidos tricarboxilicos, lo cual lleva a la
produccion de acetato; a este fenébmeno se le conoce como sobreflujo metabdlico (Xu et
al., 1999; Shiloach y Rinas, 2009). El sobreflujo metabdlico ocurre debido a que la velocidad
de sintesis de la acetil coenzima A (AcCoA) sobrepasa la capacidad del ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA) para consumir el metabolito (Luli y Strohl, 1990; Bernal et al., 2016).
Debido a esto, la cantidad de AcCoA no consumida por el TCA es llevada a la ruta de
fosfotransacetilasa-acetato cinasa (Pta-Ack) en donde se sintetiza acetato (Dittrich et al.,
2005; Eiteman y Altman, 2006).

Se ha sugerido que la formacién de acetato correlaciona con la velocidad especifica de
consumo de glucosa (Han y Eiteman, 2019). Al iniciar la transicién entre el crecimiento
exponencial y la fase estacionaria, la fuente de carbono es consumida rapidamente hasta
llegar a un umbral, donde la formacién de acetato es maxima (Wolfe, 2005). En este trabajo,
la acumulacion de acetato fue consistente con el agotamiento de la glucosa en el medio
(Figura 13). Como era de esperarse, hubo una disminucién en la velocidad especifica de
crecimiento en la entrada a la fase estacionaria para ambos cultivos (Figuras 13A y 13B,
Tabla 5), lo cual coincide con el inicio de la disminucion de la glucosa (Figura 13C y 12D)
y el aumento en las concentraciones de acetato (Figura 13E y 13F). Para los cultivos que
crecieron a 30 °C, la entrada a la fase estacionaria ocurrié entre las 8-10 h, mientras que
para los cultivos a una temperatura de pre-induccion de 34 °C, la fase estacionaria comenzo
entre las 6-8 h (ver escala logaritmica, Figuras 13A y 13B); esto se debe justamente a que
a mayor temperatura de pre-induccién se presentd un crecimiento bacteriano acelerado,
consumieno mas rapido los nutrientes (mayor qs), deteniendo la produccién de biomasa y

generando a una mayor velocidad el acetato (mayor qP).

En trabajos anteriores, se ha reportado la acumulacion de acetato durante la produccién de
proteinas recombinantes bajo el sistema termoinducible ApL/pR-cl857, obteniendo valores
cercanos a 4.0 g/l en E. coli BL21 (Caspeta et al., 2009, 2013); 0.2 g/l en E. coli K-12
(Mansey et al., 2014); 3.5-7.4 g/l en E. coli 53606 (Restrepo-Pineda et al., 2019) y ~6.5 g/l
en E. coliWw3110 (este trabajo). Se ha reportado que bajo termoinduccién hay un incremento
en el flujo del ciclo del TCA acompafiado por un aumento drastico en el flujo glucolitico y en
la produccién de &cidos organicos, tras el cambio de la temperatura (Hoffmann et al., 2002;
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Wittmann et al., 2007). Harcum y Haddadin (2006) hallaron que en cultivos fed-batch de 4
L sometidos a doble estrés por choque térmico e induccién quimica, algunos genes
implicados en la sintesis de acetato, pertenecientes a la familia aldH (aldehido
deshidrogenasa) son sobre expresados entre 2.1 y 3.8 veces comparados con cultivos sin
estrés. Estos resultados demuestran que ademas del sobreflujo metabdlico, el choque
térmico también contribuye al aumento en la acumulacion de acetato en sistemas
termoinducidos.

Es importante mencionar que la produccion de acetato es un evento indeseado en cultivos
bacterianos, ya que representa un derroche de esqueletos carbonados, incrementa la
presidbn osmatica interna e interfiere con la biosintesis de la metionina; ademas se ha
asociado con la disminucién en el contenido de plasmido en E. coli (Roe et al., 2002;
Eiteman y Altman, 2006; Han y Eiteman, 2019). Al mismo tiempo, el acetato a
concentraciones mayores a 2.0 g/L puede inhibir la produccién de proteina recombinante
(Shiloach et al., 1996; Jensen y Carlsen, 1990). Por lo tanto, se han explorado diversas
estrategias de optimizacion de las condiciones del proceso, el disefio de medios de cultivo
y la modificacién genética de cepas, con el objetivo de disminuir la produccién de acetato y
asi, mejorar la produccion de proteinas recombinantes (Eiteman y Altman, 2006; De Mey et
al., 2007).

8.4. Expresioén de la proteina rHUGM-CSF en biorreactores

En primer lugar, se evalud la expresion de la proteina recombinante en los lisados totales
de E. coli W3110 productora de rHUGM-CSF mediante geles de poliacrilamida al 15 %,
observando una banda cercana a los 14-15 kDa (Figura 16), que puede corresponder a la
proteina de interés. En los cultivos que crecieron a 34 °C (Figura 16B), esta banda se
aprecia de manera intensa justo 1 h después de la termoinduccién a 42 °C, mientras que a
30 °C (Figura 16A) apenas comienza a ser perceptible, aumentando su intensidad a partir
de la tercera hora de termoinduccion. Se puede deducir entonces, que un cultivo a 34 °C
que viene creciendo mas rapido, con un estado metabdlico diferente al cultivo a 30 °C y con
una respuesta de choque térmico encendida, va a desencadenar la expresion de la proteina
recombinante inmediatamente después de la termoinduccién a 42 °C. Mientras que en un
cultivo que viene creciendo a 30 °C, la expresion de la proteina heteréloga se retrasa y llega
a ser significativa a partir de la tercera hora después de inducir.

Consecutivamente, se analiz6 la acumulacion de la proteina rHUGM-CSF en los ClI
provenientes de cultivos que crecieron tanto a 30 °C como a 34 °C. Se realizaron geles de
poliacrilamida al 15 % con 20 pg de los CI obtenidos a diferentes tiempos (1 h, 3 h, 5h 10
h y 18/20 h) después de la induccién a 42 °C (Figura 18). Para ambas condiciones, se
observé una banda alrededor de los ~14-15 kDa que corri6 electroforéticamente a la misma
altura del estandar de referencia para Molgramostim. Ademas, se observo la acumulacion
de rHUGM-CSF dentro de los ClI conforme aumentd el tiempo de termoinduccion, con
algunas diferencias segun la temperatura de pre-inducciéon. A una temperatura de pre-
induccién de 30 °C, la proteina rHUGM-CSF represento el 45 + 2 % de los Cl al final del
cultivo, mientras que a 34 °C correspondio al 53 + 3 % de los ClI (Tabla 6). En términos de
concentracion, se obtuvo un ~70 % mas de rHUGM-CSF en los Cl de cultivos que crecieron
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a 34 °C (0.36 = 0.05 mg/ml a las 20 h), en comparacion con los cultivos que crecieron a 30
°C (0.21 £ 0.01 a las 18 h). Esto se vio reflejado en un aumento del doble en el rendimiento
de rHUGM-CSF por biomasa (Yrrix) a 34 °C (Tabla 7).

Segun estos resultados, el crecimiento bacteriano a 34 °C favorecié la acumulacién de la
proteina rHUGM-CSF en los cuerpos de inclusion durante la termoinduccion, en
comparacion con una pre-induccion de 30 °C. Las células bacterianas cultivadas a 34 °C
experimentaron una aceleracion en sus procesos celulares, lo cual fue confirmado por una
mayor velocidad especifica de crecimiento en contraste con 30 °C (Tabla 5). Esto puede
estar asociado con un incremento en la tasa de traduccion de la proteina recombinante,
una mayor concentracion de polipéptidos nacientes en el citosol y, por lo tanto, aumenta la
probabilidad de interacciones estéreo-especificas que conducen a la agregacion de rHUGM-
CSF a mayor temperatura (Singh et al., 2020; Adachi et al., 2015). Al mismo tiempo, es
posible que las células bajo pre-induccién a 30 °C requieran mas recursos para hacer frente
al estrés por el aumento de la temperatura. Es decir, que pueden estar consumiendo las
reservas energéticas y la biomasa preferiblemente para la generacion de proteinas de
choque térmico (Hoffmann y Rinas, 2004). Mientras que las células que crecieron a una
temperatura de pre-induccion de 34 °C, de alguna manera tienen una pre-adaptacion
fisiologica y metabdlica al estrés térmico, favoreciendo la productividad (Bukau, 1993;
Sandberg et al., 2014; Kim et al., 2020). En consecuencia, la temperatura de pre-induccion
esta modificando no sélo la velocidad especifica de crecimiento, sino también la velocidad
de sintesis de la proteina recombinante y su acumulacion en los ClI.

Anteriormente, la velocidad de crecimiento celular se ha relacionado con la cantidad de
proteina recombinante contenida en los Cl y su actividad bioldgica. lafolla y colaboradores
(2008) encontraron que a una velocidad de crecimiento rapida (tiempo de duplicacion de 45
min), la correlacion entre la cantidad de Cl y la proteina EGFP activa fue casi 5 veces mayor
gue a una velocidad de crecimiento lenta (80 min). A bajas velocidades de crecimiento los
Cl fueron menos abundantes y con menos proteina activa (lafolla et al., 2008; De Marco et
al., 2019).

En un sistema termoinducido basado en el promotor pL y el represor cl857, se encontrd
que la expresion de la proteina recombinante depende de la velocidad especifica de
crecimiento antes de la induccién. En este trabajo, se evalu6 el efecto de la velocidad
especifica de crecimiento sobre la sintesis del interferén a(IFN-a) en E. coli K-12. Se utilizd
un quimiostato para controlar la p previa a la induccion y, asi, diferentes tasas de dilucion
(D) que van desde 0.025 h'* a 0.2 h! fueron investigadas. Los rendimientos del IFN-a con
respecto a la biomasa fueron 4 veces mas altos cuando la ‘D’ pre-induccion se incremento
de 0.025 h* a 0.2 h' (Curless et al., 1994).

8.5. Identificacion de chaperonas DnaK, DnaJ, GroEL y GroES

Para la identificacion de las principales chaperonas moleculares de E. coli (DnaK, DnaJd,
GroEL y GroES) en los Cl obtenidos de cultivos a temperaturas de pre-induccién de 30 y
34 °C, se realizaron inmunodetecciones con anticuerpos especificos. Todas las chaperonas
se presentaron en los lisados de la cepa recombinante sin termoinducir y en los lisados de
la cepa silvestre (Carriles 1y 2, Figura 20), que se usaron como controles de expresion.
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La expresion de DnaK en los Cl fue aumentando desde las primeras horas de
termoinduccién (1 y 3 h) hasta alcanzar su maxima intensidad a las 5 h y volvi6é a su nivel
inicial al final del cultivo, tanto en los CI provenientes de cultivos a 30 °C (Figura 20A, Panel
1) como a 34 °C (Figura 20B, Panel 1). Ademas, parece que su expresion fue mayor en los
Cl a 34 °C. Esto significa que la expresion de DnaK en los Cl puede verse modificada por
la temperatura de pre-induccién y por el tiempo de termoinduccién. En el caso de GroEL,
se observd una expresion constante durante todo el tiempo post-induccién, tanto a una
temperatura de pre-induccién de 30 °C (Figura 20A, Panel 3) como de 34 °C (Figura 20A,
Panel 3). DnaJ y GroES no fueron identificadas en los Cl, pero se hallaron en las fracciones
de proteina total soluble de cultivos creciendo tanto a 30 °C como a 34 °C (Figura 21).

E. coli cuenta con un robusto sistema de control para ayudar al plegamiento de las proteinas
recién sintetizadas en el citosol y mantener la homeostasis celular, incluyendo a la
chaperona DnaK con sus acompafantes DnaJd y GrpE, y a la chaperona GroEL con su co-
chaperona GroES (Bhandari y Houry, 2015). En este trabajo, las chaperonas se asociaron
diferencialmente a las fracciones de proteina tras la termoinduccion, detectando a DnaK y
GroEL en los CI (Figura 20), mientras que DnaJ y GroES se encontraron en la proteina
soluble total (Figura 21). Esto nos demuestra que la interaccion de las chaperonas con los
agregados es un proceso dindmico, que puede ir fluctuando segun los mecanismos de
accion de las familias de chaperonas y las condiciones del ambiente citosélico de E. coli.

Como una manera de relacionar nuestros resultados con la informacion reportada en la
literatura, se propone que la localizacion o asociacion de las chaperonas, ya sea a la
fraccion soluble de proteina o a los agregados, depende de la secuencia en el
procesamiento de los sustratos. Durante el plegamiento existe una cooperacion dentro de
la red de chaperonas, que implica la formacién y disociacién constante de complejos
proteicos (Hartl et al., 2011; Kumar y Sourjik, 2012). La comprension actual de la actividad
de chaperonas intracelulares indica que DnaJ y GrpE se unen secuencialmente a DnaK
(Langer et al., 1992; Doyle et al., 2015). DnaJ promueve la afinidad al sustrato de DnaK al
estimular la hidrélisis de ATP, luego la liberacion es facilitada por GrpE, que reduce la
afinidad de DnaK por el sustrato al mediar el intercambio de ADP a ATP (Genevaux et al.,
2007). Asi, DnaK queda libre para cooperar con otras chaperonas, como |bpA/B y ClpB,
gue se han encontrado asociadas a los agregados de proteina (Hoffman y Rinas 2000;
Jurgen et al., 2010), pudiendo ser ésta la razén de encontrar a DnaK asociada a los cuerpos
de inclusion y no a DnaJ.

Previamente, experimentos de FRET en E. coli expresando chaperonas fusionadas con
proteinas fluorescentes para dilucidar la red de interacciones durante el plegamiento,
revelaron que GroES es una proteina de poca interaccion. Ademas de la interaccion
consigo misma, sélo se reportd unién cooperativa con GroEL. Esto significa que funciona
en gran medida de manera independiente de otras chaperonas (Kumar y Sourjik, 2012).
Ademas, GroES se recluta en una etapa posterior del ciclo de las chaperoninas y no puede
participar en la transferencia de sustrato a GroEL (Kerner et al., 2005), lo que puede explicar
su preferencia por la fraccion soluble, sin vinculo con los CI.

Las diferencias en la expresién de DnaK debido a la temperatura de pre-induccion sugieren
gue DnaK se requiere preferentemente a temperaturas elevadas para mantener el
crecimiento celular viable y otras multiples funciones bacterianas (Mayer, 2021). La
importancia de DnaK para el crecimiento de las células a altas temperaturas ya se ha
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reportado. Bajo condiciones de estrés como choque térmico a 42 °C, células de E. coli con
mutaciones nulas en el gen de dnak pueden crecer lentamente a 30 °C y 37 °C, pero a 42
°C pierden la capacidad de formar colonias después de 2 h de exposicidn, debido a una
rapida inhibicion de la sintesis de ADN y ARN y a un bloqueo en la division celular (Paek et
al., 1987). Lo que coincide con el hecho de que la expresion de DnaK aumente con el tiempo
de exposicion a la temperatura de induccién (Figura 20A y 20B, Panel 1), manteniendo
viable el crecimiento celular y la expresion de la proteina recombinante.

Por el contrario, la produccién constante de GroEL durante la etapa de termoinduccion,
bajo las dos temperaturas de pre-induccién evaluadas (Figura 20A y 20B, Panel 3),
corrobora su importancia como regulador central de la viabilidad celular bajo todas las
condiciones de crecimiento (Hartl et al., 2011; Hayer-Hartl et al., 2015). Algunos estudios
han reportado que GroEL cumple un trabajo de proteccion del crecimiento bacteriano en
una amplia gama de temperaturas, desde bajas (17 a 30 °C; Fayet et al.,, 1989) hasta
temperaturas normales/altas (20 a 40 °C; Kusukawa y Yura, 1988). En resumen, GroEL
parece actuar como una pieza clave para apoyar el crecimiento a temperaturas fisiol6gicas
normales, mientras que DnaK podria ser esencial principalmente a temperaturas altas.

Haciendo una revision bibliogréfica, algunos trabajos han analizado la composicién de los
cuerpos de inclusién aislados de E. coli después de la induccién por IPTG o tras el aumento
de la temperatura. Se ha revelado la presencia de chaperonas como DnakK, GroEL, GrpE,
HtpG, IbpA e 1bpB, pero no de DnaJ ni GroES (Valax y Georgiou, 1993; Hoffmann y Rinas,
2000; Carrio y Villaverde 2005; Jirgen et al., 2010). La ausencia de éstas dos Ultimas no
fue discutida, probablemente porque se supone que permanecen en la fraccién soluble
como la mayoria de las proteinas de choque térmico (> 90 %; Hoffmann y Rinas, 2000).

Ademas de las proteinas de choque térmico, en el proteoma insoluble de E. coli después
de un cambio de 30 °C a 42 °C, también se encuentra el represor cl857, el factor de
elongaciéon Tu (EFTu), proteinas de membrana externa como OmpA, OmpC y OmpF vy
proteinas relacionadas con el metabolismo, como la succinato deshidrogenasa (Sdh), la
dihidrolipoamida deshidrogenasa (LpdA), la D-tagatosa-1,6-bisfosfato aldolasa (GatY) y la
triptofanasa (TnaA) (Rinas et al., 2007). Recientemente, en nuestro laboratorio se report
la presencia de la chaperona DnaK destacadamente en la fraccion de proteina soluble de
cultivos a dos temperaturas diferentes de induccion (39°C y 42 °C). Mientras que GroEL se
presento tanto en la fraccién soluble como insoluble (Restrepo-Pineda et al., 2019). En otras
palabras, tanto la temperatura de pre-inducciéon como la de induccién, pueden impactar en
la interaccion de las chaperonas de plegamiento con los cuerpos de inclusién cuando se
usa un sistema termoinducible en E. coli.

8.6. Caracterizacion estructural de los Cl de la proteina rHUGM-CSF

En los ultimos afos, diversos estudios han revelado que los CI no son simples depdsitos
amorfos de proteinas agrupadas (Wang et al., 2008; De Groot et al., 2009; De Marco et al.,
2019). La proteina recombinante dentro de los Cl puede existir en diferentes estados de
estructuracion, encontrando tanto especies proteicas amiloides como especies que
conservan estructura de tipo nativa (Garcia-Fruitos et al., 2005; De Marco et al., 2019). Se
ha sugerido que el grado de organizacion interna de los Cl va a impactar en los rendimientos
de los protocolos de replegamiento y solubilizacién, los cuales a su vez, son importantes
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para la recuperacion de una proteina recombinante biolégicamente activa (Rodriguez-
Carmona et al., 2010; Singhvi et al., 2020).

Los cambios estructurales de los Cl dependen no sélo de la dinamica de agregacién y la
naturaleza de la proteina recombinante, sino también de las condiciones del bioproceso
como la temperatura, la agitacion, el pH del cultivo, entre otros (De Groot y Ventura, 2006;
Castellanos-Mendoza et al., 2014; Valdez-Cruz et al., 2017; Calcines-Cruz et al., 2018;
Restrepo-Pineda et al., 2019; De Marco et al.,, 2019). Por tanto, la caracterizacion
estructural de los Cl bajo diversos parametros del cultivo ha ganado interés en los ultimos
afios.

Con el objetivo de estudiar el efecto de la temperatura de pre-induccion (30 y 34 °C) en el
contenido de la estructura secundaria de los Cl de rHUGM-CSF se realizaron ensayos de
ATR-FTIR. Los espectros de absorbancia y los minimos de la segunda derivada para cada
componente estructural (Figuras 22 y 23), indican un contenido similar de hélices
a/’random coil” en 1654 cm™ y hojas B en 1636 cm™ para ambas temperaturas de pre-
induccién. Sin embargo, los Cl de rHUGM-CSF de cultivos creciendo a 30 °C exhibieron
una mayor intensidad espectral de la banda a 1625 cm™ asignada para agregados
amiloides, revelando un mayor contenido amiloide en comparacion con los Cl a 34 °C
(Figura 23C). El ensayo de unién de Th-T a los Cl de rHUGM-CSF (Figura 24) confirmé
estos resultados, pues se demostré6 que las intensidades de fluorescencia fueron
significativamente mayores para los Cl a 30 °C (Figura 24A), en comparacién con los Cl a
34 °C (Figura 24B), lo que sugiere mayor estructuracion amiloide. Sin embargo, es
importante mencionar que en algunos casos, este colorante amiloidogénico puede ser
incapaz de unirse a los agregados cuando éstos son demasiado compactos y pequefos
(Carri6 et al., 2005). Seria necesario complementar estos resultados con la informacion que
ofrecen algunos ensayos de caracterizacion de tamafio de los ClI, tales como microscopia
electrénica de transmision y dispersion dindmica de luz (DLS), para obtener una idea del
tamafio de los Cl bajo ambas temperaturas de pre-induccion.

El estudio de resistencia a la protedlisis usando PK, demostré que los Cl provenientes de
cultivos a una temperatura de pre-induccion de 34 °C (Figura 25B) fueron menos
resistentes al ataque proteolitico por PK que los CI de cultivos a 30 °C (Figura 25A). Si
relacionamos este resultado con el obtenido en el ATR-FTIR (Figura 23) y en el ensayo
con Th-T (Figura 24), podriamos plantear que los Cl a 34 °C tienen un ndcleo con menor
proporcion de estructura de tipo amiloide y, por tanto, son mas sensibles a la digestién con
PK, en comparacion con los Cl a 30 °C. Adicionalmente, se encontr6 una relacion
directamente proporcional entre la resistencia de los Cl de rHUGM-CSF frente a la PK y el
tiempo de induccion (Figura 25), lo cual puede deberse a la estructuracion progresiva que
van adquiriendo los ClI durante el cultivo. Para los Cl de la hormona del crecimiento humano
se describié un comportamiento similar, observando un aumento gradual de la resistencia
de los Cl frente a la PK con el tiempo de termoinduccion (Upadahyay et al., 2012).

Estudios previos han reportado que la temperatura de induccion también afecta la
disposicion estructural de los agregados proteicos y, al mismo tiempo, su resistencia a la
digestion enzimatica. Para dos sistemas diferentes, se obtuvieron efectos contrastantes.
Los Cl de la asparaginasa Il obtenidos en un sistema inducido por IPTG a altas
temperaturas (37 y 42 °C) fueron mas susceptibles a la digestiéon con PK en comparacion
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con los producidos a bajas temperaturas (20 y 30 °C) (Singh et al., 2020). Por otro lado, en
nuestro laboratorio, los Cl de la proteina rHUGM-CSF obtenidos tras induccién térmica a
39°C fueron menos resistentes a la protedlisis en comparacion con los Cl formados en
cultivos inducidos a 42 °C (Restrepo-Pineda et al., 2022b). En otras palabras, es importante
mencionar que no solo los parametros de cultivo (en este caso la temperatura de induccién)
pueden impactar en las propiedades estructurales de los cuerpos de inclusion, sino que las
respuestas dependen también de la naturaleza de la proteina recombinante y el sistema de
expresion.

Para finalizar el andlisis estructural de los Cl de rHUGM-CSF, se realizaron pruebas de
solubilizacién con el agente caotrépico, GndHCI, a diferentes concentraciones (1, 3y 5 M).
Los Cl de rHUGM-CSF se solubilizaron de manera efectiva en una concentracion intermedia
(3 M) de GndHCI (Figura 26), sin observar diferencias significativas entre las dos
temperaturas de pre-induccion estudiadas. Por lo general, altas concentraciones de urea o
GndHCI (6-8 M) se utilizan en la solubilizacién de los Cl, lo que puede causar una alteracién
importante en la estructura nativa de la proteina recombinante y genera bajos rendimientos
de recuperacion de proteinas bioactivas (Upadhyay et al., 2012, 2016; Singhvi et al., 2020).
Los resultados de la solubilizacién obtenidos en este estudio, se pueden considerar como
una ventaja para los procesos posteriores de purificacion a nivel industrial, evitando el uso
de altas concentraciones de agente caotrépico. Cuando los Cl se pueden solubilizar con las
menores concentraciones posibles de desnaturalizante, las proteinas recuperadas a partir
de ellos conservan parte de su estructura plegada, haciendo mas eficientes los procesos
de recuperacion después de la solubilizacion (Singh et al., 2015).

8.7. Purificacion de rHUGM-CSF plegada y andlisis por dicroismo circular

Con el propésito de demostrar la influencia de la temperatura de pre-induccién (34 y 30 °C)
en la bioactividad de la proteina obtenida tras la solubilizacién de los Cl y el plegamiento,
se realizé el estudio de la estructura secundaria de la proteina rHUGM-CSF purificada
mediante espectroscopia de dicroismo circular (DC). Los espectros de DC de rHUGM-CSF
bajo pre-induccién a 30 o 34 °C fueron similares (Figura 27B), comprobando que no hay
cambios en el contenido de estructura secundaria de la proteina tras el plegamiento y
purificaciéon. Estos resultados sugieren que se conserva la actividad biolégica de rHUGM-
CSF usando ambas temperaturas de pre-induccién con posterior induccion a 42 °C, pues
fue posible recuperar proteina plegada con estructura secundaria similar a la nativa a partir
de los CI.

Algunos trabajos han demostrado que la proteina recombinante GM-CSF producida en E.
coli bajo diferentes sistemas de expresion conserva su actividad bioldgica después de la
recuperacion y replegamiento de los Cl (Burgess et al., 1987; DeLamarter et al., 1985;
Schwanke et al., 2009; Thomson et al., 2012). El GM-CSF humano producido en E. coli bajo
la regulacion de un promotor termoinducible presentd una actividad especifica de 2.9 x 107
unidades/mg con células de médula 6sea (Burgess et al., 1987). EIl GM-CSF recombinante
derivado de murino estimul6 el crecimiento de colonias de granulocitos y macréfagos de
células de la médula 6sea de raton (DeLamarter et al., 1985). Finalmente, el rHUGM-CSF
purificado a partir de Cl promovié el crecimiento celular en una linea de células
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hematopoyéticas humanas de manera similar a la proteina comercialmente disponible
(Schwanke et al., 2009; Thomson et al., 2012). Los resultados anteriores confirman que la
ausencia de glicosilacion no afecta la bioactividad de la proteina rHUGM-CSF obtenido en

una plataforma bacteriana.

-74 -



9. CONCLUSIONES

Las condiciones de los bioprocesos influyen en las propiedades de los Cl y en el rendimiento
de recuperacion de las proteinas recombinantes. En este trabajo, se analizé el efecto de la
temperatura de pre-induccion (30 °C vs 34 °C) sobre el crecimiento, la produccion de
proteina recombinante, la expresion de chaperonas y la estructura de los cuerpos de
inclusién, usando el sistema termoinducible ApL/pR-cl857 en E. coli.

Se encontrd6 que la temperatura de pre-induccién de 34 °C aceler6 el crecimiento
bacteriano, observando un incremento de hasta el 69 % en la velocidad especifica de
crecimiento, con respecto a aquellos que crecieron a 30 °C. A pesar de que ambos cultivos
alcanzaron biomasas maximas similares, hubo un aumento significativo en las velocidades
de consumo de glucosa y de produccién de acetato (qsy ge, respectivamente) a mayor
temperatura de pre-induccién. Al mismo tiempo, el crecimiento bacteriano a 34 °C favoreci6
la acumulacién de la proteina recombinante en los Cl durante la termoinduccion a 42 °C,
obteniendo al final del cultivo un ~70 % mas de rHUGM-CSF en los Cl, en comparacién con
los cultivos que crecieron a 30 °C.

Las chaperonas DnaK y GroEL se asociaron a los Cl durante la termoinduccion, mientras
gue sus co-chaperonas correspondientes, DnaJ y GroES, se encontraron en la fraccion de
la proteina soluble.

Durante la evaluacion de las propiedades estructurales usando el ensayo de fluorescencia
con Tioflavina-T y ATR-FTIR, se encontré que los Cl derivados de cultivos que crecieron a
una temperatura de pre-induccion de 30 °C, presentaron mayor contenido estructural de
tipo amiloide. En congruencia con lo anterior, los Cl obtenidos a una mayor temperatura de
pre-induccién (34 °C) fueron mas sensible a la degradacién proteolitica por proteinasa K,
gue aquellos obtenidos en cultivos que crecieron a 30 °C. También se encontré que los ClI
de rHUGM-CSF fueron solubilizados de manera efectiva con bajas concentraciones de
cloruro de guanidinio (3 My 5 M), lo cual es importante en procesos de purificacién a nivel
industrial.

Finalmente, los espectros de dicroismo circular de los cuerpos de inclusién provenientes de
ambas temperaturas de pre-induccién fueron comparables con la conformacién helicoidal
tipica de la proteina, dando nocién sobre la relacion entre su estructura y actividad biolégica.

Del trabajo realizado se concluye que un aumento de la temperatura de pre-induccion de
30 °C a 34 °C, permite obtener mayor cantidad de proteina recombinante, asi como reducir
el contenido estructural de tipo amiloide de los agregados. Esto conduce no sélo a mejorar
los rendimientos y costos de recuperacion de las proteinas a partir de los Cl, sino que
también brinda la posibilidad de tener una proteina recombinante activa usando el sistema
termoinducible en E. coli. Es preciso insistir en que los Cl han dejado de ser un
inconveniente en muchos bioprocesos, para convertirse en una materia prima valiosa para
la obtencién de proteinas recombinantes. Las afirmaciones obtenidas en este estudio
podrian servir como una propuesta metodoldgica para producir proteinas de uso
farmacéutico en cuerpos de inclusion bacterianos, utilizando sistemas termoinducidos.
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Anexo 1. Cinética del crecimiento bacteriano de E. coli W3110 + rHUGM-CSF en
biorreactores de 1.2 L termoinducidos. Dos temperaturas de pre-induccion fueron
evaluadas: 30 °C (A) y 34 °C (B) con posterior termoinduccién a 42 °C. Las lineas
punteadas indican el inicio del aumento de temperatura (7 h para 30 °Cy 4 h para 34 °C).
Las escalas logaritmicas para el cultivo pre-inducido a 30 °C (C) y a 34 °C (D) también se
presentan. Se muestra el promedio y la desviacidon estandar de tres experimentos
independientes.
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Anexo 2. Réplica biolégica de la expresion de la proteina rHUGM-CSF (~14-15 kDa) en E.
coli W3110 recombinante usando biorreactores. Dos temperaturas de pre-induccién
diferentes fueron evaluadas: 30 °C (A) y 34 °C (B) en un gel de poliacrilamida al 15 % tefiido
con azul de Coomasie. Se presentan los cuerpos de inclusion (CI) con 20 pg de proteina a
diferentes tiempos después de la termoinduccién (1h, 3 h, 5 h y tiempo final). Se usaron
como controles negativos, la cepa sin inducir (rE. Coli a 30 °C 0 34 °C) y la cepa silvestre
(WT E. coli). El control positivo es el estandar de referencia para Molgramostim (Molgra).
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Anexo 3. Réplica biologica de la inmunodeteccién de las chaperonas GroEL, GroES, DnaK
y DnaJ en los CI de la proteina rHUGM-CSF provenientes de cultivos bajo diferentes
temperaturas de crecimiento: 30 °C (A) y 34 °C (B), termoinducidos a 42 °C. Carriles 1A'y
1B: lisados de la cepa recombinante sin inducir a 30 °C o0 34 °C, respectivamente. Carriles
2Ay 2B: lisados de la cepa silvestre. Carril MW: marcador de peso molecular. Se presentan
los CI a diferentes tiempos post-induccién (1, 3, 5, 10 y 18/20 h) bajo las dos condiciones
evaluadas. Las flechas indican las bandas correspondientes a DnaK (~70 kDa, panel 1),
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DnaJ (~41 kDa, panel 2), GroEL (~60 kDa, panel 3) y GroES (~15 kDa, panel 4).
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Abstract

The overproduction of recombinant proteins in Escherichia coli leads to insoluble aggregates of proteins called inclusion bodies
(IBs). IBs are considered dynamic entities that harbor high percentages of the recombinant protein, which can be found in
different conformational states. The production conditions influence the properties of IBs and recombinant protein recovery
and solubilization. The E. coli growth in thermoinduced systems is generally carried out at 30 °C and then recombinant protein
production at 42 °C. Since the heat shock response in E. coli is triggered above 34 °C, the synthesis of heat shock proteins
can modify the yields of the recombinant protein and the structural quality of IBs. The objective of this work was to evaluate
the effect of different pre-induction temperatures (30 and 34 °C) on the growth of E. coli W3110 producing the human
granulocyte—macrophage colony-stimulating factor (tHuGM-CSF) and on the IBs structure in a ApL/pR-cI857 thermoinducible
system. The recombinant E. coli cultures growing at 34 °C showed a~69% increase in the specific growth rate compared to
cultures grown at 30 °C. The amount of rHuGM-CSF in IBs was significantly higher in cultures grown at 34 °C. Main folding
chaperones (DnaK and GroEL) were associated with IBs and their co-chaperones (DnaJ and GroES) with the soluble protein
fraction. Finally, IBs from cultures that grew at 34 °C had a lower content of amyloid-like structure and were more sensitive to
proteolytic degradation than IBs obtained from cultures at 30 °C. Our study presents evidence that increasing the pre-induction
temperature in a thermoinduced system allows obtaining higher recombinant protein and reducing amyloid contents of the IBs.

Key Points

e Pre-induction temperature determines inclusion bodies architecture

e In pre-induction (above 34 °C), the heat shock response increases recombinant protein production
e Inclusion bodies at higher pre-induction temperature show a lower amyloid content

Keywords Growth temperature - Recombinant protein - Thermoinduction - Inclusion body - Chaperones, rHuGM-CSF
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biomedicine. To achieve high product yields, make bio-
processes efficient, and minimize production costs, different
biological platforms, expression systems, culture medium
designs, and purification strategies have been explored
(Assenberg et al. 2013; Terol et al. 2021; Kumar et al. 2020;
Kaur et al. 2018). Escherichia coli as a host for recombinant
protein production has numerous advantages compared to
other bacteria, yeasts, or mammalian cells (Baeshen et al.
2015; Sanchez-Garcia et al. 2016). E. coli can grow on
inexpensive substrates in a short time, it is a well-known
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organism, high cell density cultures can be easily reached,
and the accumulation of the recombinant protein can repre-
sent 30% or more of the total cellular protein (Huang et al.
2012; Rosano and Ceccarelli 2014; Rosano et al. 2019).
Additionally, within the biopharmaceuticals approved
through 2018, ~22% were produced in E. coli (Walsh 2018).

When recombinant proteins are overexpressed in E. coli,
the bacteria tend to form protein aggregates called inclu-
sion bodies (IBs) (Baneyx and Mujacic 2004; Williams
et al. 1982). IBs are recombinant protein-enriched deposits
with spherical or pseudo-spherical shapes and diameters
between 50-800 nm (De Marco et al. 2019; Margreiter et al.
2008; Castellanos-Mendoza et al. 2014). Its formation is a
dynamic phenomenon that occurs mainly due to the inter-
actions between partially folded or misfolded polypeptide
chains during the overexpression of recombinant proteins,
stressful conditions, or the shortage of heat shock proteins
(HSPs), which are responsible for maintaining the cell pro-
teome homeostasis (Baneyx and Mujacic 2004; Fahnert
et al. 2004; Carri6 and Villaverde 2003; Hartl and Hayer-
Hartl 2009). Although IBs were considered an obstacle in
obtaining soluble and active recombinant proteins, recent
studies have shown that proteins with native-like structure
and polypeptides with amyloid characteristics coexist within
IBs, giving them both biological functionality and mechani-
cal stability (Gonzalez-Montalban et al. 2007; Cano-Garrido
et al. 2013; Rinas et al. 2017; Singhvi et al. 2020). This
progress in the perception of IBs has increased the scien-
tific interest in the study of their molecular organization and
application in various areas as materials for cell proliferation
(Garcia-Fruitds et al. 2010), drug release agents (Villaverde
et al. 2012; Pesarrodona et al. 2019) and biocatalysts (Jager
et al. 2020). Nowadays, it is known that bioprocess condi-
tions such as pH (Castellanos-Mendoza et al. 2014; Calcines-
Cruz et al. 2018), temperature (de Groot and Ventura 2006;
Peternel et al. 2008; Restrepo-Pineda et al. 2019), agitation
(Valdez-Cruz et al. 2017), among others, can determine the
formation, composition, and structure of IBs (De Marco et al.
2019). However, the effect of different induction strategies on
its properties, for example, the use of a temperature-induced
system, is a subject that remains poorly explored.

The ApL/pR-cI857 thermoinducible expression system is
a widely applied strategy in the industry to produce recom-
binant proteins in E. coli (Valdez-Cruz et al. 2010, 2011;
Restrepo-Pineda et al. 2021). The use of this system avoids
the addition of chemical inducers such as isopropyl-p-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG), the possibilities of contami-
nation are minimized through the external control of temper-
ature, and target recombinant protein yields of at least 30%
can be obtained regarding the total protein (Remaut et al.
1981; Caspeta et al. 2013; Singha et al. 2018). Below 37 °C,
recombinant protein expression is regulated by the binding
of the cI857 thermolabile repressor to the operator regions
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of the pL and pR promoters derived from bacteriophage A,
facilitating the formation of a DNA loop that inhibits RNA
polymerase activity (Dodd et al. 2004; Lewis et al. 2016).
By raising to 37 °C, cI857 is released and allows the tran-
scription of the gene of interest (Caulcott and Rhodes 1986;
Villaverde et al. 1993; Valdez-Cruz et al. 2010). However, it
has been reported that above 34 °C, E. coli initiates the heat
shock response (HSR) to cope with heat stress and maintain
cellular homeostasis (Yamamori et al. 1978; Morita et al.
1999; Yano et al. 1990; Yura 2019). HSR is controlled by the
transcription factor 6> (RpoH), which regulates the expres-
sion of an extensive network of chaperones and proteases
involved in folding of nascent proteins and the removal of
damaged/unfolded proteins (Guisbert et al. 2004, 2008;
Baneyx and Mujacic 2004; Balchin et al. 2016). The tem-
perature upshift during recombinant protein synthesis also
involves a metabolic adaptation, reflected in the reduction
of the specific growth rate, accumulation of organic acids,
mainly acetate, and a readjustment in metabolic fluxes (Hoff-
mann and Rinas 2004; Hoffman et al. 2002; Wittmann et al.
2007; Restrepo-Pineda et al. 2021). Recombinant protein
production typically follows a two-phase strategy; initially,
cells are grown at 30 °C (in batch or feed-batch cultures), and
then recombinant protein expression is induced at a constant
temperature between 38 °C and 42 °C (Caspeta et al. 2009,
2013; Valdez-Cruz et al. 2010; Restrepo-Pineda et al. 2021).

In a thermoinduced system in addition to HSR, recombi-
nant protein overexpression and the IBs formation co-occur
(Valdez-Cruz et al. 2010, 2011; Restrepo-Pineda et al. 2021).
Also, HSPs are overexpressed in response to elevated tem-
perature and recombinant protein accumulation (Gill et al.
2000; Carrié and Villaverde 2003). During thermoinduc-
tion, the mRNA levels of heat shock genes (dnaK, dnaJ, and
groEL) increase between 2 and 9 times compared with 30 °C
(Valdez-Cruz et al. 2011). At the proteomic level, Hoffmann
and Rinas (2000) found that just 30 min after thermoinduc-
tion at 42 °C, HSPs reach their maximum synthesis rate, and
IBs analyzed one-hour post-induction contains chaperones
such as DnaK, GroEL, IbpA, and IbpB. Previous findings in
our laboratory revealed that using a thermoinducible system,
GroEL is present in both the soluble protein fraction and in
the IBs. At the same time, DnaK predominated in the soluble
fraction (Restrepo-Pineda et al. 2019). The presence of these
chaperones in IBs has been related to their function in the
dissolution of these aggregates or preventing their aggrega-
tion during thermoinduction (Rinas et al. 2007). Moreover,
the assembly and morphology of IBs can also be modified
depending on the absence or presence of specific HSPs
(Garcia-Fruito6s et al. 2010). Furthermore, IBs harvested
from E. coli cultures induced by IPTG at high temperatures
(39 or 42 °C) were more accessible to be solubilized in urea
than those obtained at lower temperatures (20 and 30 °C)
(Singh et al. 2020).
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Granulocyte—macrophage colony-stimulating factor (GM-
CSF) is a protein whose primary function is to stimulate
germinal hematopoietic cells for the formation of the differ-
entiated myeloid lineage and takes part in regulating a wide
variety of inflammatory responses (Francisco-Cruz et al.
2014; Wicks and Roberts 2016; Hamilton 2019; Dougan
et al. 2019). GM-CSF has been recombinantly expressed
in mammalian cells, yeasts, and bacteria, receiving FDA
(Food and Drug Administration) approval in 1991 for the
treatment of neutropenia (Mehta et al. 2015; Dougan et al.
2019). Even though the human GM-CSF contains O- and
N- glycosylation sites (Walter et al. 1992), the non-glyco-
sylated form produced in E. coli is biologically active and
has therapeutic relevance (Okamoto et al. 1991; Cumming
1991). Recent studies have elucidated the protective role of
GM-CSF in autoimmune diseases such as pulmonary alveo-
lar proteinosis (Trapnell et al. 2020; Zhang et al. 2020), its
use in oncolytic immunotherapies, and adjuvant in cancer
vaccines (Kaufman et al. 2014) as well as its possible admin-
istration in treatments against COVID-19 (Lang et al. 2020;
Bonaventura et al. 2020).

Although some studies revealed the influence of induction
temperature and induction time on IBs structure using a ther-
moinducible system (Caspeta et al. 2009, 2013; Restrepo-
Pineda et al. 2019), this report aimed to elucidate the effect
of growth (or pre-induction) temperature on the subsequent
formation process, protein composition and structural char-
acteristics of IBs from an E. coli bacterial culture produc-
ing the recombinant human GM-CSF (rHuGM-CSF). Here,
bioreactor cultures of E. coli W3110 grown at either 30 or
34 °C were subsequently thermoinduced at 42 °C. Growth
curves, carbon source consumption, and acetate production
were analyzed. SDS-PAGE evaluated the expression kinet-
ics of the rHuGM-CSF protein in the total protein fraction
and IBs. Changes in the expression of some HSPs (DnaK/J,
GroEL/ES) were identified by western blot. The structural
analysis of the aggregates was carried out using attenuated
total reflection-Fourier transform infrared spectroscopy
(ATR-FTIR), binding to an amyloidogenic dye, proteolytic
digestion, and denaturation with a chaotropic agent. Finally,
the secondary structure of the refolded and purified rHuGM-
CSF from IBs was studied by circular dichroism (CD) to
elucidate its biological activity indirectly.

Materials and methods

Strain, media composition, and bioreactor
conditions

E. coli W3110 (ATCC® 27325™) was used as a host to
produce the recombinant human granulocyte—macrophage
colony-stimulating factor (rHuGM-CSF). The coding

sequence for the rHuGM-CSF (GenBank accession num-
ber OL419360) was cloned in the pV3 plasmid containing
the gene of the cI857 thermolabile repressor and the pL
promoter from bacteriophage A (Lowman and Bina 1990).
pV3 is a low copy number plasmid based on the RepA-
CopB from R100 plasmid (Olsson et al. 2004) and the par
sequence to increase plasmid stability from plasmid pSD101
(Miller et al. 1983). A working cell bank containing ali-
quots of 1 ml at an optical density at 600 nm (ODyg) of
1.09 absorbance units (AU) was generated with 40% (v/v)
glycerol and stored at -75 °C (Restrepo-Pineda et al. 2019).

For inoculums and bioreactor cultures, a defined culture
medium was prepared as described in Restrepo-Pineda et al.
(2019), as follows (in g/1): 4.0 (NH,),HPO,; 13.3 KH,PO,;
1.7 citric acid; 1.2 MgSO,-7H,0; 0.045 thiamine; 0.1 kana-
mycin; 17.5 glucose; 3.0 casamino acids and trace elements
(2.0 ml/1 of 500X stock). Glucose, MgSO,, and trace ele-
ments stocks were separately sterilized at 121 °C and 22 psig
for 30 min (ES-215 sterilizer, Tomy Digital Biology, Tokyo,
Japan). Thiamine, casamino acids, and kanamycin solutions
were sterilized using 0.22-pum-pore-size filters (Merck Mil-
lipore, Billerica, MA, USA) and added before inoculation.
The pH of the culture medium was adjusted to 7.0+ 0.1 with
3 N NaOH and 8 N HClL.

For preparing the inoculum, 500 pl of the working cell
bank was cultured in conventional 250-ml Erlenmeyer flasks
with 50 ml filling volume. Cells were incubated overnight
(~ 14 h) at 30 °C and 200 rpm (New Brunswick Scientific
Classic C25, Enfield, CT, USA). The inoculum volume was
decided based on the OD,, measurement to start the bio-
reactor experiments with the same cell concentration (~0.1
AU). The batch cultures were carried out in 1.2-1 bioreactors
(Applikon, Delft, Netherlands) with a working volume of
800 ml. Dissolved oxygen tension (DOT) was controlled at
35% with respect to air saturation by a cascade of agitation
between 100—-1000 rpm and constant airflow rate (1 vvm,
volume of air per volume of culture medium). Medium pH
in bioreactors was maintained at 7.0+ 0.1 by adding 3 N
NaOH or 3 N HCI. The temperature was controlled to either
30 or 34 °C (42 °C for induction) using a heating/cooling
circulating water bath (PolyScience, Niles, IL, USA). To
avoid foaming, a sterile antifoam agent was added manually
when necessary. pH, DOT, and temperature were monitored
and controlled online with the BioXpert software (Applikon,
Delft, Netherlands).

Cell concentration estimation

Growth of the strain E. coli W3110 producing rHuGM-
CSF was determined by following the ODg, (Spectronic
Genesys 5, Thermo Electron Corporation, Westmont, IL,
USA). ODg,, measurements were converted to dry cell
weight (DCW) through a linear correlation standard curve.
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Briefly, 10 ml samples from three independent cultures
were centrifuged at 8,000 X g for 10 min. The cell pellet
was washed with 1X PBS (pH 7.5) twice and filtered using
0.22-pm-pore-size filters (Merck Millipore, Billerica, MA,
USA). The wet cell paste was dried at 90 °C for 48 h. After
complete drying, the filters were weighed again. The differ-
ence in mass was used to calculate the DCW. 1.0 AU was
equivalent to 0.33 +£0.04 g/l of DCW.

Recombinant protein thermoinduction

Bioreactor cultures were grown at either 30 or 34 °C until
reaching the pre-stationary phase (ODg, of 2.0-3.0 AU). At
this point, the thermoinduction of rtHuGM-CSF production
was carried out by increasing to 42 °C, maintaining DOT
and pH control (Restrepo-Pineda et al. 2019). The heating
rate was the same in both conditions (0.5 °C/min). Samples
of 1.0 ml were taken at different post-induction times (1, 3,
5, 10, and 18/20 h) and centrifuged at 10,000 X g for 10 min.
Supernatants were used for glucose and acetate estimation,
while pellets were stored at -20 °C for further analysis. All
experiments were performed in triplicate.

Glucose and acetate quantification

Supernatants were filtered using sterile syringe filters with a
0.22-um-pore-size before injection. Glucose concentration
was determined in a biochemistry analyzer YSI 2900D (YSI
Inc, Yellow Springs, OH, USA) equipped with a glucose
oxidase membrane (YSI 2365), a buffer solution (YSI 237),
and a standard calibrator solution (2.5 g/l of glucose). The
concentrations of acetate were determined by high-perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) in a Shimadzu LC-
20AT (Shimadzu, Kyoto, Japan) using an Aminex HPX-87H
column (300X 7.8 mm; 9-pm internal diameter, Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). The mobile phase consisted of 0.008 N
NH,SO, with 0.6 ml/min at 50 °C and 215 nm UV absorb-
ance. A commercial standard solution was used for acetate
(No. 125-0586, Bio-Rad), and data obtained were processed
in the LC Solution software (Shimadzu, Kyoto, Japan).

Recovery and purification of IBs

For IBs isolation, the method described in Calcines-Cruz
et al. (2018) was followed with minor modifications. Briefly,
the cell biomass pellets from 1 ml culture were diluted in
lysis buffer (50 mM Tris—HCI, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA,
pH 7.5) containing protease inhibitor (0.1 mM PMSF, phe-
nylmethylsulfonyl fluoride). Each sample was disrupted by
sonication using a Soniprep150 (Sanyo Gallenkamp PLC,
Loughborough, UK) at 8 pm amplitude in 3—10 cycles of
30 s, keeping on ice. The lysed cell mixture was centrifuged
at 14,000 x g for 15 min at 4 °C, and both the supernatant
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with the total soluble protein and the pellet with the insolu-
ble protein (IBs) were recovered. Insoluble protein fraction
was incubated in lysis buffer with 1% (v/v) IGEPAL (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 30 min under agitation
at 4 °C and centrifuged at 14,000 X g for 5 min. The pellet
was resuspended in lysis buffer containing 0.5% (v/v) Triton
X-100 and centrifuged at 14,000 X g for 15 min. Finally, the
pellet was washed 3 to 5 times with deionized water, centri-
fuged between each wash (14,000 X g for 15 min), and the
purified IBs were stored at -20 °C.

Protein quantification, rHuGM-CSF identification,
and chaperones immunodetection

The concentration of total soluble protein and protein in the
IBs was measured by Bradford assay (Bio-Rad, Hercules,
California, USA) according to supplier recommendations.
Insoluble proteins were previously solubilized in isoelectric
focusing (IEF) buffer (final 1:5 dilution) at room temperature
for at least 3 h. Calibration curves with bovine serum albu-
min (BSA, Equitech-Bio, Kerrville, TX, USA) were made.
Both samples and standards were prepared in triplicate, and
ODg, was measured on a Stat Fax 2100 Microplate Reader
(Awareness Technology Inc., Palm City, FL, USA).

Samples collected were used to analyze the production
of the total soluble protein and rHuGM-CSF accumulation
in IBs on 15% sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). Previously, equal amounts of
protein were solubilized using 2.5% SDS for 12 h at room
temperature, and 20 pg of protein was loaded in each lane.
Gels were stained with Coomassie Brilliant Blue R-250
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA), and the percentage of
rHuGM-CSF in IBs was determined by densitometry using
the Image-Lab software and Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA).

The specific detection of chaperones was carried out by
western blot, as reported by Restrepo-Pineda et al. (2019).
Proteins in the polyacrylamide gels were transferred to a
polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Immobilon,
Millipore, Bedford, MA, USA) by a semi-wet approach via
Trans-Blot system (Bio-Rad, Hercules, California, USA).
Membranes were blocked for 40 min with 1X TBS plus
5% skim-milk at room temperature and gentle shaking.
Two washes for 10 min each were made with wash buffer
(1X TBS plus 0.06% Tween-20), and primary antibodies
(mouse DnaK ADI-SPA-880 dilution 1:7500, rabbit GroEL
ADI-SPA-875 dilution 1:7500, rabbit Dnal ADI-SPA-410
dilution 1:2000, and rabbit GroES ADI-SPA-210 dilution
1:7500; Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA) were
added for 1 h at room temperature. Later, membranes were
washed three times, followed by incubation with the cor-
responding secondary antibodies (goat anti-mouse IgG
A9044 dilution 1:2500 and goat anti-rabbit IgG A0545
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dilution 1:2500, HRP-conjugated, Merck-Sigma-Aldrich,
St. Louis, MI, USA) for 1 h at room temperature. Three
more washes were done, and the proteins were detected by
chemiluminescence using SuperSignal West Pico and Femto
substrates (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
in a C-DIGIT blot scanner (LI-COR, Lincoln, NE, USA). A
homemade chemiluminescence marker was used to reveal
the images, and the membranes were incubated with mild
stripping buffer (glycine, SDS, Tween-20, pH 2.2) to remove
the antibodies.

ATR-FTIR spectroscopy

The components of the secondary structure of IBs were
identified by attenuated total reflection (ATR)-Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopy (Valdez-Cruz et al.
2017; Calcines-Cruz et al. 2018; Singh et al. 2020; Gil-
Garcia et al. 2020). Freshly purified IBs were dried at room
temperature for 1 h using a speed vacuum concentrator and
placed on Specac Quest ATR diamond accessory (Specac
Limited, Slough, UK) coupled to an infrared spectrometer
IR Affinity-1S (Shimadzu, Kyoto, Japan). Each sample con-
sisted of 40 acquisitions with a resolution of 2 cm™" in the
range of 1500-1700 cm™! and subsequently averaged. After
13 points of smoothing, the second derivatives of the spec-
trum of the amide I region were determined with the IR
LabSolutions program (Shimadzu, Kyoto, Japan) and nor-
malized with respect to the absolute value of the tyrosine
peak (~ 1508 cm™!) (Ami et al. 2005). The analysis of the
location frequencies indicated the abundance of the different
elements of the secondary structure in the IBs.

Thioflavin T binding assay

The amyloidogenic properties of IBs were evaluated by
measuring the fluorescence after binding to the thioflavin
T (Th-T) dye (Castellanos-Mendoza et al. 2014; Calcines-
Cruz et al. 2018; Singh et al. 2020; Gil-Garcia et al. 2020).
50 mg/ml of protein in IBs were resuspended in phosphate
buffer (pH 7.5) containing 75 uM of Th-T (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA) and incubated for 1 h at 25 °C. The
fluorescence signal was measured in a Cary Eclipse Fluores-
cence Spectrophotometer (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, USA) with an excitation wavelength of 440 nm and
5 nm bandwidth. The emission spectrum was recorded from
450 to 560 nm with a spectral resolution of 5 nm. Each spec-
trum was acquired five times, averaged, and smoothed. The
spectrum of Th-T without protein was obtained as a control.

Proteinase K digestion

The resistance of the IBs to enzymatic degradation was
determined by incubating 50 mg/ml of sample with 25 pg/ml

of proteinase K (PK, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).
The proteolytic digestion was carried out in 1 ml of buffer
(50 mM Tris—HCI and 150 mM NacCl, pH 8.0) at room tem-
perature. Changes in absorbance were monitored at 350 nm
for 100 min in a UV/Vis DU®730 spectrophotometer (Beck-
man Coulter Inc., Brea, CA, USA) mixing by pipetting every
minute. Data were normalized with respect to the initial
absorbance value (Upadhyay et al. 2012; Castellanos-Men-
doza et al. 2014; Valdez-Cruz et al. 2017; Calcines-Cruz
et al. 2018; Singh et al. 2020).

Stability in guanidinium chloride

The stability of IBs against chemical solubilization was
examined by adding 1.0 mg/ml of protein in IBs to 100 pl
of 10 mM Tris—HCI buffer (pH 7.5) containing different
concentrations (0, 1, 3 and 5 M) of guanidinium hydrochlo-
ride (GndHCI, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). After
24 h of gentle shaking at room temperature, the samples
were centrifuged at 8000 X g for 10 min. The supernatants
were recovered, and the solubilized protein was quantified
by the Bradford method described above. The solubility pro-
files of the IBs harvested at different times after induction
were obtained by plotting the soluble protein concentration
against GndHCI concentration (De Groot and Ventura 2006;
Espargaro et al. 2008; Castellanos-Mendoza et al. 2014).

IBs solubilization, refolding, and purification
of rhGM-CSF

Purified IBs of rtHuGM-CSF were resuspended in a solu-
bilization buffer (6 M GndHCl, 50 mM 2-mercaptoethanol
in 100 mM Tris base, pH 8.2, adjusted with 3 M HCI) at
700 rpm, 1 h and 25 °C to a final protein concentration of
1.0 mg/ml. Then, the protein folding process was carried out
at 25 °C, 100 rpm, and 4 h by drop-by-drop dilution (1:10)
of the solubilized product in a Tris base bufter (20 mM, pH
8.2). The reaction was stopped by adding 4 M acetic acid to
a final concentration of 0.2 M (Burgess et al. 1987; Belew
et al. 1994; Thomson et al. 2012).

The folded protein solution was purified by reverse-phase
HPLC in a Shimadzu LC-20AT (Shimadzu, Kyoto, Japan)
using a Zorbax Eclipse XDB-C8 column (Agilent Tech-
nologies, Santa Clara, CA, USA). A standard curve of the
European Pharmacopoeia reference standard for human GM-
CSF (Molgramostim, Y0000251, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA) was carried out at 1.345 mg/ml, 0.672 mg/ml,
and 0.336 mg/ml. The folded protein sample (~ 10 pg) was
loaded in the HPLC at 50 °C with a detector wavelength of
214 nm and a maximum column pressure of 3000 psig. Solu-
tions of 0.1% v/v trifluoroacetic acid (TFA) in water (mobile
phase A) and 0.1% v/v TFA in 90% acetonitrile (mobile
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phase B) were used for the linear gradient elution at a flow
rate of 1.2 ml/min (Nicola et al. 1983; Das et al. 2011).

Circular dichroism (CD) spectroscopy

CD spectra of purified rtHuGM-CSF in water were recorded
at 37 °C in the far-UV region with a JASCO J-720 spec-
tropolarimeter (Jasco Inc., Easton, MD) described elsewhere
(Luviano et al. 2019). Protein solutions of ~0.05 mg/ml
were loaded into a quartz cell of 0.1-cm length path. Each
spectrum corresponded to the average of three repetitive
scans and was corrected by the buffer signal. Ellipticities
are reported as mean residue ellipticity, [0].,. Secondary
structure content was calculated from CD spectra using the
deconvolution software K2D3 (Louis-Jeune et al. 2012).

Statistical analysis

Statistically significant differences between the data were
calculated using analysis of variance (ANOVA), followed
by Tukey’s test. The quantitative results are expressed as
mean + standard error of the mean. A p-value <0.05 was
considered statistically significant.

Results

Pre-induction temperature affects the specific
growth rate (p) in thermoinduced E. coli cultures.

Cultures of E. coli W3110 were grown at either 30 or 34 °C
until reaching the pre-stationary phase of growth (OD,, nm
of 2.0-3.0 AU). Thermoinduction (at 42 °C with a heating
rate of 0.50 °C/min) was done in the pre-stationary phase
to have a large number of viable cells and take advantage
of the fact that the stress responses associated with enter-
ing the stationary phase, due to nutrients limitation or the
presence of secondary metabolites, has not been triggered
(Hengge-Aronis, 1993; Overton, 2014). The dry cell weight
(DCW) determination indicated that 1.0 AU was equivalent
to 0.33+0.04 g/l of DCW, similar to that reported in other
works: 0.32 g/l for recombinant E. coli W3110 (Sandoval-
Basurto et al. 2004); 0.31+0.05 g/l for recombinant E.
coli 53,606 (Restrepo-Pineda et al. 2019) and 0.28 g/l for a
recombinant strain derived from E. coli K-12 (Mansey et al.
2014). Figure 1 compares the kinetics of biomass, the con-
sumption of the carbon source, and the production of ace-
tate. The maximum biomass (X,,,,) for the cultures grown at
30°C — 42 °C was 3.48+0.19 g/l at 21 h (Fig. 1A, Table 1)
and for those grown at 34 °C — 42 °C was 3.48 +0.31 g/l
at 15 h (Fig. 1B, Table 1).

A significant difference in the specific growth rate (u)
before thermoinduction is observed between cultures of
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30 °C — 42 °C (0.53+0.01 h™!) and cultures of 34 °C
— 42 °C (0.90+0.07 h™") as shown in Table 1. This
represents an increase of ~69% in the y of recombinant E.
coli growing at a higher temperature (34 °C). Glucose was
consumed entirely in both cases, reaching values close to
zero after 20 h of culture (Fig. 1C, D). Interestingly, no
significant differences were observed in the biomass per
glucose yield (Yy,s) and the acetate per biomass yield
(Yc/x) between cultures with different pre-induction
temperatures (30 and 34 °C; Table 1). However, cultures
growing at 34 °C — 42 °C consumed the carbon source
faster, yielding a specific glucose consumption rate (q,)
of 3.74 +0.34 g/g-h, which is 1.5 higher than for cultures
grown at 30 °C — 42 °C with q, of 2.64 +0.20 g/g-h
(Table 1). Similarly, the specific acetate production rate
(q,) was ~65% higher in the cultures at 34 °C — 42 °C
than at 30 °C — 42 °C (Table 1). Acetate reached similar
maximum concentrations of 6.58 +0.39 g/l at 30 °C —
42 °C and 6.38 +0.63 g/l at 34 °C — 42 °C after 17 h of
culture (Fig. 1E, F).

The DOT was controlled in the bioreactors through a
proportional—integral-derivative (PID) control algorithm
(Trujillo-Roldén et al. 2001). DOT oscillated around the
setpoint of 35%, confirming no oxygen limitation in the
cultures (Supplemental Fig. S1A, B). Likewise, the pH of
the medium was kept close to 7.0 +0.1 using an automatic
addition system of 3 N NaOH or 3 N HCl (Supplemental
Fig. S1C, D).

rHuGM-CSF is preferentially accumulated in IBs
using a thermoinducible system, and the amount

of recombinant protein within IBs increased to 34 °C
— 42°C

To determine the amount of rHuGM-CSF produced after
thermoinduction, fractions of total protein obtained from
cultures growing at either 30 °C — 42 °C or 34 °C —
42 °C were analyzed on 15% SDS-PAGE (Supplemental
Fig. S2). Samples of different post-induction times (1, 3, 5,
and 18/20 h) were loaded in gels, and a sample before ther-
moinduction (0 h) was used as a negative control. A band
corresponding to the molecular weight of the rHuGM-CSF
protein (~ 14—15 kDa) was seen after thermoinduction for
both conditions (Supplemental Fig. S2). The densitometric
analysis of the gel 1 h after thermoinduction revealed that
rHuGM-CSF corresponds to ~22% of the total protein for
the 34 °C — 42 °C cultures (Supplemental Fig. S2B), while
for the 30 °C — 42 °C cultures, rHuGM-CSF band repre-
sented ~ 11.5% of the total protein (Supplemental Fig. S2A).
The amounts of recombinant protein increased with the
induction time, reaching at the end of the culture percent-
ages of ~34% of rHuGM-CSF at 30 °C — 42 °C and~30%
of rHuGM-CSF at 34 °C — 42 °C (Supplemental Fig. S2).
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Fig. 1 Kinetics of bacterial growth (A, B), glucose consumption (C,
D), and acetate production (E, F) of E. coli W3110 producing the
rHuGM-CSF protein in 1.2-1 bioreactors. Two pre-induction tempera-
tures were evaluated: 30 °C (filled circles) and 34 °C (open circles)
with subsequent thermoinduction at 42 °C. Vertical dotted lines indi-

Similar final concentrations of 0.34+0.10 g/l at 30 °C —
42 °Cand 0.26+0.04 g/l at 34 °C — 42 °C of rHuGM-CSF
were obtained (Table 1). Our results agree with previous
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cate the start of the temperature increase (7 h for 30 °C and 4 h for
34 °C), which correspond to an ODgy, of ~2.0 AU. The graph pre-
sents the mean with their respective standard deviation of three inde-
pendent experiments

reports, where recombinant protein yields close to 30% of
the total protein were achieved in a thermoinducible expres-
sion system (Remaut et al.1981; Valdez-Cruz et al. 2010).
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Table 1 Comparison of

the kinetic parameters of

E. coli W3110 bioreactor
cultures growing at two
different temperatures: 30 °C
and 34 °C with subsequent
thermoinduction of rHuGM-
CSF at 42 °C. The mean and
standard deviation of three
biological replicates per
condition are presented

Growth at 30 °C
Induction at 42 °C

Growth at 34 °C
Induction at 42 °C

Before induction After induction  Before induction After induction

Ap ™ 0.53+0.012 0.14+0.03° 0.90+0.07 0.11+0.01°
td (h) 1.30+0.03 2 0.78+0.08 °
B X nax (€new/L) 3.48+0.19° 3.48+0.31°
S Yy (Epew/2aic) 0.20+£0.022 0.25+0.032
D g, (2a1.c/gpewh) 2.64+0.20% 3.74+0.34°
EY ox (ac/enew) 1.61+£0.76 2 1.56+0.20%
Fap (gac/2pewh) 0.86+0.41% 1.41+£0.20°
Total protein, TP (g/1) 1.01+0.10*% 0.85+0.03°
G rHuGM-CSF in TP (%) 34+3% 30+4°
rHuGM-CSF in TP (g/1) 0.34+0.102 0.26+0.04 2
Y o (Erp/2pew) 0.29+0.082 0.24+0.05%
"rHuGM-CSF in IBs (%) 45+2° 53+3°

T Y rex (Erp/Encw) 0.06+0.03 % 0.12+0.02°

Abbreviations: u, specific growth rate; td: doubling time; X, .., maximum biomass concentration; DCW,
dry cell weight; GLC, glucose; AC, acetate; Yy,q, biomass per substrate yield; Y,¢/x, acetate per biomass
yield; qg, specific glucose consumption rate; qp, specific acetate formation rate; TP, total protein; IBs,
inclusion bodies; RP, recombinant protein; Yp/x, total protein per biomass yield; Ygpx, THuGM-CSF per

biomass yield; rHuGM-CSF, recombinant human granulocyte—macrophage colony-stimulating factor

Data are presented as mean + standard deviation

A non-statistically significant test result (P>.05) is represented with the same letter, and a statistically sig-
nificant test result (P <.05) is represented with a different note

A: p after induction was calculated from cell growth just after thermoinduction until the beginning of

steady state

B: X,,.x Was reached at 21 h in cultures grown at 30 °C and 15 h in cultures grown at 34 °C

C, E: Yy, and Y, /¢ were calculated using the glucose and acetate concentrations at X,

D, F: g, and q,, were calculated using the p before induction and the yields obtained at X,

G, I Yqp/x and Yypx were calculated using maximum values of protein concentrations

H, J: Percentage of rHuGM-CSF in TP and IBs was based on the densitometric analysis from bands identi-

fied in SDS-PAGE gels

Afterward, IBs from E. coli cultures growing at 30 or
34 °C with induction at 42 °C were purified by multiple
washing steps. The band corresponding to rHuGM-CSF was
visible only in the IBs after the upshift to 42 °C, regardless
of the growth temperature, but not in the soluble protein frac-
tion (Supplemental Fig. S3). Subsequently, to determine the
rHuGM-CSF yields in the insoluble fraction, 20 ug of IBs
obtained at different post-induction times (1, 3, 5, 10, and
18/20 h) from E. coli cultures that grew at 30 or 34 °C were
analyzed on 15% SDS-PAGE (Fig. 2). The European Phar-
macopoeia reference standard for human GM-CSF (Molgra-
mostim) was used as a positive control (Molgra St. in Fig. 2).
The accumulation of rHuGM-CSF in IBs showed differ-
ences depending on the growth (pre-induction) temperature
(Fig. 2). Densitometric analysis of the rHuGM-CSF protein
in IBs indicated the content of ~45 +2% and ~53 +3% of
recombinant protein in thermoinduced cultures, from 5 h to
the end of the culture, that grew at 30 and 34 °C, respectively
(Table 1). Although the total protein concentration at the end
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of cultures was higher in those that follow 30 °C — 42 °C,
(Fig. 3A), the amount of protein (Fig. 3B) and rHuGM-CSF
within the IBs was higher in those 34 °C — 42 °C (Table 1).
The rHuGM-CSF per biomass yield (Ygp/x) Was two times
higher for cultures of 34 °C — 42 °C (0.12+0.02 g/g) than
for those of 30 °C — 42 °C (0.06 +0.03 g/g), demonstrating
that the bacterial growth at 34 °C favored the accumulation
of rHuGM-CSF in IBs during thermoinduction (Table 1).

Main folding chaperones (DnaK and GroEL) are
associated with IBs and their co-chaperones
(DnaJ and GroES) to the soluble protein fraction
during thermoinduction

Here, immunodetection of the main folding chaperones
(DnaK and GroEL) and their co-chaperones (DnalJ and
GroES) was carried out (Fig. 4). As positive controls, total
protein lysates of the recombinant E. coli W3110 growing
at 30 or 34 °C without thermoinduction and whole protein
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Fig.2 Analysis of protein in IBs by 15% SDS-PAGE gel stained with
Coomassie blue. Purified IBs from E. coli W3110 bioreactor cultures
growing at 30 °C (A) or 34 °C (B) with subsequent rHuGM-CSF
thermoinduction at 42 °C are presented. Lane rE. coli 30 °C and lane
rE. coli 34 °C: total protein of the recombinant E. coli W3110 with-
out thermoinduction growing at 30 or 34 °C, respectively; Lane WT
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E. coli: total protein from wild-type E. coli W3110 strain. Lane MW:
molecular weight marker. IBs from different post-induction times
(1, 3, 5, 10, and 18/20 h) to the two conditions evaluated are shown.
Molgra St: Molgramostim reference standard (2 pg). Arrows indicate
the band corresponding to the rHuGM-CSF protein (~ 14 kDa)

Fig.3 The concentration of
total protein (A) and protein in
IBs (B) of E. coli W3110 cul-
tures under different pre-induc-
tion temperatures: 30 °C (black
bars) or 34 °C (white bars)

and subsequent rHu-GM-CSF
thermoinduction at 42 °C. The
mean and standard deviation for
three biological replicates per
condition are shown 1 3 5
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lysates from wild-type E. coli W3110 were used. In both
control fractions, the HSPs mentioned were identified, as
expected (Lanes 1 and 2, Fig. 4). DnaK chaperone with an
approximate molecular weight of 70 kDa (Bardwell and
Craig, 1984) was found weakly expressed 1 and 3 h after
thermoinduction, but the intensity of the band increased at
5 h after thermoinduction and returned to a baseline level
at the end of cultivation, both in IBs from E. coli that grew
at 30 °C — 42 °C (Fig. 4A, Panel 1) and 34 °C — 42 °C
(Fig. 4B, Panel 1). However, at 34 °C — 42 °C the band
for DnaK (Fig. 4B, Panel 1) was noticeably stronger than at
30 °C — 42 °C (Fig. 4A, Panel 1). In the case of the GroEL
chaperone, a band close to 60 kDa was observed in the IBs
obtained either at a growth temperature of 30 °C (Fig. 4A,
Panel 3) or 34 °C (Fig. 4B, Panel 3), being of similar inten-
sity during all time after thermoinduction at 42 °C.

The immunodetection of the co-chaperones Dnal
with~41 kDa (Fig. 4, Panel 2) and GroES with~ 15 kDa
(Fig. 4, Panel 4) was performed, and the bands corresponding

to these two proteins were only observed in lanes 1 and 2,
which belong to the positive controls. That is, DnaJ and
GroES are not associated with IBs under either of the two
pre-induction temperatures tested but remain in the soluble
fractions of the non-induced recombinant and the wild-type
strains. Finally, GroES and Dnal co-chaperones were immu-
nodetected in the total soluble protein from E. coli cultures
growing at 30 °C and 34 °C with thermoinduction at 42 °C
(Supplemental Fig. S4).

The pre-induction temperature influenced
the content of amyloid-like structure in IBs
in a thermoinducible system

The effect of pre-induction temperature (30 or 34 °C) on the
amyloid content of rHuGM-CSF IBs obtained under ther-
moinduction at 42 °C (1 h, 3h, 5 h, 10 h, and 18/20 h) was
analyzed by ATR-FTIR (Fig. 5). ATR-FTIR is a sensitive
technique to determine the secondary structure of proteins
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and studying aggregates formation (Miller et al. 2013).
In particular, the absorbance spectra were obtained in the
amide I region (1,700-1,500 cm™Y), and second derivatives
were used to identify the major bands and assign them to
the protein secondary structure components (Fig. 5A, B).
The major band at 1654 cm™' was assigned as a-helices/
random coil, while the bands at 1636 cm™' and 1625 cm™!
were designated as p-sheets in native structure (p-sheets)
and intermolecular p-structures related to amyloid confor-
mation (aggregates), respectively (Ami et al. 2006; Li et al.
2019; Singh et al. 2020). The rHuGM-CSF IBs from cultures
growing at 30 °C — 42 °C (Fig. 5A) exhibited a higher
spectral intensity of the band at 1625 cm™! compared to IBs
from cultures growing at 34 °C — 42 °C (Fig. 5B), indicat-
ing a decrease in the content of amyloid aggregates when
the pre-induction temperature is increased. The content of
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a-helices and p-sheets in the IBs did not differ significantly
for both pre-induction temperatures. Furthermore, no clear
differences were observed between the ATR-FTIR spectra of
the IBs concerning the post-induction time (Fig. SA, B). The
minima of the second derivative of each structural compo-
nent allow to observe the differences between the secondary
structure content under the evaluated conditions (Fig. 5C, D,
E). From the first hour after thermoinduction, the content of
amyloid aggregates was higher for IBs from cultures grown
at 30 °C than at 34 °C (Fig. SE). Moreover, the content of
a-helices (Fig. 5C) and p-sheets (Fig. 5D) was similar in
rHuGM-CSF IBs, regardless of the pre-induction tempera-
ture and post-induction time.

Alternatively, amyloid-diagnostic dyes are used to deter-
mine amyloid-like structure in IBs (Carri6 et al. 2005; De
Groot et al. 2009; Singh et al. 2020). Thioflavin T (Th-T)
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Fig.5 Amyloid content in rHuGM-CSF IBs by ATR-FTIR. Second
derivatives of the absorbance spectra for IBs from cultures grow-
ing at 30 °C (A) or 34 °C (B) and harvested at different times after
thermoinduction at 42 °C: 1 h (solid line), 3 h (dashed line), 5 h
(dotted line), 10 h (dashed-dotted line) and 18/20 h (dashed double-
dotted line). Data were normalized with respect to the tyrosine peak
(~1508 cm™!), and the major bands were used to identify and assign
structural components as o helix/random coil (~ 1654 cm™"), p sheets

is a specific marker to study the amyloid conformation in
aggregates since it binds to the surface of channels formed
by cross-linked p-sheets (Krebs et al. 2005; Wu et al. 2009).
A higher fluorescence indicates a higher amyloid content
(LeVine 1995; Castellanos-Mendoza et al. 2014). The
change in the fluorescence spectra of Th-T was evaluated
after incubation with the rHuGM-CSF IBs (Fig. 6). The
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(~1636 cm™!), and amyloid aggregates (~1625 cm™). Spectra rep-
resent the average of three biological replicas. Comparison of the
second derivatives minima corresponding to o helix/random coil
(C), P sheets (D), and amyloid aggregates (E) of IBs from cultures at
30 °C (black bars) or 34 °C (white bars) collected at different times
after thermoinduction at 42 °C. The mean and standard deviation are
shown for three independent experiments

maximum emission fluorescence was around 485 nm, both
for IBs from cultures 30 °C — 42 °C and 34 °C — 42 °C,
which is a typical feature of amyloid aggregates (Singh et al.
2020). IBs collected from cultures grown at 30 °C — 42 °C
showed a gradual increase in fluorescence intensity over
time, that is, the amount of amyloid structure was greater at
18 h post-induction (Fig. 6A). In contrast, the fluorescence
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Fig.6 Fluorescence emission spectra of Th-T binding to rHuGM-
CSF IBs obtained under pre-induction temperatures of 30 °C (A) or
34 °C (B) and thermoinduction at 42 °C. IBs were harvested at dif-
ferent times post-induction: 1 h (thin solid line), 3 h (dashed-dotted

signal of Th-T was minimal for the IBs produced in cultures
carried out at 34 °C — 42 °C (Fig. 6B), suggesting either a
lack of amyloid structures in these aggregates or the inability
of binding to them due to greater compaction or a small size
(Carri6 et al. 2005).

Pre-induction temperature impacts the resistance
to proteolytic degradation and solubilization of IBs.

Evaluation of the IBs resistance to proteolytic degradation
with proteinase K (PK) has been helpful to characterize
the molecular organization and stability of aggregates, as
well as an indication of their amyloid content (Castellanos-
Mendoza et al. 2014; Calcines-Cruz et al. 2018; Restrepo-
Pineda et al. 2019; Singh et al. 2020). PK is a serine pro-
tease that exhibits low activity on regions structurally
dominated by f-sheets, typical of amyloid fibrils, but it
is highly active in hydrophilic domains enriched by loops
and a-helices (De Groot et al. 2009; Vazquez-Fernandez
et al. 2012; Macedo et al. 2015). The enzymatic activity
of PK on the IBs was monitored for 100 min at 350 nm
(Fig. 7). IBs from E. coli cultures of 34 °C — 42 °C were
more susceptible to proteolytic attack by PK (Fig. 7B)
than IBs from cultures of 30 °C — 42 °C (Fig. 7A). In
the first hours after thermoinduction, IBs from 30 °C —
42 °C appeared to be more susceptible to PK digestion
than IBs collected during the final hours (Fig. 7A); the
same behavior was observed at 34 °C — 42 °C, where
IBs obtained at 1, 3 and 5 h post-induction showed less
resistance to PK activity than IBs harvested at 10 and 20 h
(Fig. 7B). This means that the pre-induction temperature
and the post-induction time affect the structural arrange-
ment of the protein aggregates and, at the same time, their
resistance to enzymatic digestion.

Solubilization of rHuGM-CSF IBs against increasing
concentrations of guanidinium chloride was determined.
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line), 5 h (dotted line), 10 h (dashed line), and 18/20 h (thick solid
line). The spectrum of Th-T without protein was used as a control
(dotted gray line), and the mean of two biological replicates per con-
dition is shown

GndHCI is a strong chaotropic agent whose ionic nature
causes denaturation of globular proteins and provides an
estimate of the conformational stability of IBs (Monera
et al. 1994; Del Vecchio et al. 2002; Castellanos-Men-
doza et al. 2014). In Fig. 8, the solubilization profiles of
rHuGM-CSF IBs exhibit a similar trend under the two
evaluated pre-induction temperatures (30 and 34 °C).
Protein aggregates obtained after thermoinduction were
sensitive to chemical solubilization. At 1 M GndHClI, the
amount of solubilized protein was small, but it increased
at higher concentrations of GndHCI (3 and 5 M) (Fig. 8).
Statistical analysis indicated that the concentrations of
solubilized protein did not present significant differences
with respect to the post-induction time (Fig. 8).

After IBs solubilization in GndHCI (6 M) and folding pro-
cess, THuGM-CSF was purified by HPLC showing a reten-
tion time of ~24.5 min, in both, 30 °C — 42 °C and 34 °C
— 42 °C (Fig. 9). A similar retention time was observed
when the European Pharmacopoeia reference standard for
human GM-CSF was injected in the HPLC (inset of Fig. 9).
All the small peaks observed before and after the rHuGM-
CSF peak are surely the host cell proteins from the IBs.
Finally, the refolding ability of the solubilized rHuGM-CSF
was assayed by CD spectroscopy. In the far-UV region, the
asymmetric environments of peptide bonds yield CD signals
that are characteristic of each different structural element,
allowing the secondary structure of a protein to be estimated.
As shown in Fig. 10, protein samples obtained from both
thermoinduction regimens showed DC spectra largely over-
lapping each other, exhibiting two minima centered ~ 208
and ~220 nm that are typical of helical-type secondary
structures. Deconvolution analysis of these spectra yielded
a-helix and B-strand contents of 36% and 15%, respectively,
which agree with those of the crystallographic structure of
the protein, a-helix=39% and B-strand =9% (PDB code
lcsg; Walter et al. 1992).
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Fig.7 Kinetics of proteolytic digestion of rHuGM-CSF IBs with
proteinase-K from cultures obtained at different pre-induction tem-
peratures: 30 °C (A) or 34 °C (B) and subsequent thermoinduction at
42 °C. IBs were collected at different times post-induction: 1 h (black

circles), 3 h (white circles), 5 h (triangles), 10 h (white squares) and
18/20 h (black squares). The progressive degradation was followed by
absorbance at 350 nm for 100 min, and data were normalized. Traces
represent the average of at least two independent experiments
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Fig.8 Solubilization profiles of rHuGM-CSF IBs obtained from pre-
induced cultures at 30 °C or 34 °C after different times of thermoin-
duction at 42 °C (1, 3, 5, 10 and 18/20 h). The amount of solubilized
protein (mg/ml) after 24 h of incubation with 1 M (A), 3 M (B), and

Discussion

Innumerable bioprocesses of recombinant protein produc-
tion for therapeutic use are carried out in E. coli, and the
formation of bacterial aggregates has become a common
phenomenon that, contrary to being relegated, has gained
interest in recent years (Garcia-Fruitds et al. 2010; De Marco
et al. 2019; Pesarrodona et al. 2019; Jager et al. 2020). Inclu-
sion bodies (IBs) are enriched reservoirs of recombinant pro-
tein, which can be considered a previous protein purification
step (De Marco et al. 2019; Restrepo-Pineda et al. 2021).
In thermoinducible systems, the recombinant protein over-
expression, the heat shock response, and IBs formation co-
occur in the cells (Valdez-Cruz et al. 2010; Restrepo-Pineda

5 M (C) concentrations of guanidinium chloride is presented. Bars
indicate the mean and standard deviation of the data obtained at each
time from three independent experiments

et al. 2021a). Therefore, understanding the communication
between molecular responses and physiological events in
this system can be useful to design optimized production
bioprocesses that allow higher yields of biologically active
recombinant protein with inexpensive and straightforward
recovery steps from IBs (Rosano et al. 2019; Restrepo-
Pineda et al. 2021).

In thermoinducible systems, the temperature upshifts
and the over synthesis of recombinant proteins and HSPs
cause an increase in energy demand, metabolic alterations,
and a decrease in cell growth (Hoffmann and Rinas 2004;
Restrepo-Pineda et al. 2021). Our study shows the effect of
pre-induction temperature on cell growth, chaperone com-
position, and structural characteristics of IBs collected at
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Fig.9 Purification of the folded
rHuGM-CSF by reverse-phase
HPLC. The folded protein solu-
tion (~ 10 pg) from pre-induced
cultures at 30 °C (continuous
line) or 34 °C (dotted line) after
thermoinduction at 42 °C was
loaded in the HPLC at 50 °C
with a detector wavelength

of 214 nm. A standard curve
(inset) of the European Phar-
macopoeia reference standard
for human GM-CSF (Molgra-
mostim, Y0000251, Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA)
was carried out at 1.345, 0.672,
and 0.336 mg/ml
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different times of thermoinduction from cultures producing
the rHuGM-CSF. E. coli W3110 growing either at 30 °C
or 34 °C reached similar maximum biomass. However, a
significant increase in the specific growth rate (u), the spe-
cific glucose consumption rate (q,), and the specific acetate

formation rate (q,) was evidenced by increasing the pre-
induction temperature (Fig. 1, Table 1). In previous publica-
tions, the production of recombinant proteins under the ApL/
pR-cI857 thermoinducible system was also accompanied by
the acetate accumulation, reporting values near 4.0 g/l in E.

Fig. 10 Far-UV circular dichro-
ism spectra of purified rHuGM-
CSF in water from IBs obtained 5 °
from pre-induced cultures at

30 °C (filled circles) or 34 °C
(open circles) after thermoin-
duction at 42 °C. Each spectrum
corresponded to the average of
three repetitive scans and was
corrected by the buffer signal
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coli BL21 (Caspeta et al. 2009, 2013); 0.2 g/l in E. coli K-12
(Mansey et al. 2014); 3.5-7.4 g/l in E. coli 53,606 (Restrepo-
Pineda et al. 2019) and 5.9-11.3 g/l in E. coli W3110 (this
work). Aerobic E. coli cultures under conditions of excess
glucose (2040 g/1) are accompanied by metabolic overflow,
which can lead to high excretion of acetate and other by-
products (Wittmann et al. 2007; Phue and Shiloach 2004).
This acetate accumulation is due to a flow redirection from
pyruvate dehydrogenase to pyruvate oxidase to remedy the
pyruvate node load during induction (Wittmann et al. 2007;
Shiloach and Rinas 2009). Concentrations above 2.4 g/l of
acetate in the culture medium can generate a decrease in
bacterial growth and inhibit recombinant protein produc-
tion (Dittrich et al. 2005; Eiteman and Altman 2006), which
could be associated with the fall in biomass at the end of
thermoinduced cultures (Fig. 1) as it can also be due to a
complete depletion of the carbon (Restrepo-Pineda et al.
2019).

Bacterial growth at 34 °C favored the accumulation of
rHuGM-CSF in IBs during thermoinduction at 42 °C in
comparison with a pre-induction of 30 °C, possibly due to
those bacterial cells grown at 34 °C have an accelerated rate
of cellular processes, reflected in a higher specific growth
rate compared to 30 °C. This may be associated with an
increased rate of translation, a higher concentration of nas-
cent recombinant polypeptide in the cytosol, and, therefore,
the probability of stereo-specific interactions that lead to
the increase of rHuGM-CSF aggregation (Singh et al. 2020;
Adachi et al. 2015). In addition, it is possible that cells cul-
tivated at 30 °C require more resources to deal with heat
stress; while the cells that grew at 34 °C already have a
physiological and metabolic pre-adaptation to thermal stress,
favoring productivity (Cullum et al. 2001). According to
these, the pre-induction temperature is modifying not only
the specific growth rate but also the post-induction recom-
binant protein synthesis rate and its accumulation in IBs.
The cellular growth rate has been related to the IBs amount,
and biological activity of the recombinant protein produced
in them. Iafolla et al. (2008) found that at the fastest growth
rate, more active EGFP (enhanced green fluorescent protein)
was present in IBs, while at slower growth rate IBs are less
abundant and with less active EGFP (Iafolla et al. 2008).

The tendency of GM-CSF to aggregation makes it
an ideal candidate protein to study the behavior at the
structural and compositional level of IBs obtained from
thermoinduced cultures. The first studies about the GM-
CSF production in bacteria were based on a temperature-
inducible plasmid (from 28 to 42-48 °C). They reported
that both murine GM-CSF (DeLamarter et al. 1985) and
human GM-CSF (Burgess et al. 1987) accumulated in IBs
when produced in E. coli, which agrees with our results.
This knowledge has been corroborated in subsequent
reports using chemical induction with IPTG (Schwanke

et al. 2009; Thomson et al. 2012) or autoinduction (Male-
kian et al. 2019a). However, those did not analyze the
protein secondary structure or the amyloid content of the
aggregates, they only demonstrated the bioactivity of the
recombinant GM-CSF obtained from IBs. The human GM-
CSF produced in E. coli under the regulation of a heat-
inducible promoter showed a specific activity of 2.9 x 10’
units/mg with bone marrow cells (Burgess et al. 1987).
Recombinant Murine-derived GM-CSF stimulated the
growth of granulocyte and macrophage colonies of mouse
bone marrow cells (DeLamarter et al. 1985). The refolded
and purified rHuGM-CSF promoted the cell growth in a
human hematopoietic cell line in a similar way to the com-
mercially available protein (Schwanke et al. 2009; Thom-
son et al. 2012). Notably, these results indicate that the
recombinant protein reaches an active conformation after
recuperation and refolding from IBs and, confirms that
the absence of glycosylation or the addition of an extra
N-terminal methionine residue does not affect the bioac-
tivity of the rHuGM-CSF obtained on a bacterial platform
(Burgess et al. 1987; DeLamarter et al. 1985).

E. coli has robust control systems to assist the folding
of newly synthesized proteins in the cytosol, including the
DnaK chaperone with its Dnal and GrpE co-chaperones,
and GroEL chaperone with its GroES co-chaperone (Houry
2001; Bhandari and Houry 2015). In this work, molecular
chaperones were differentially associated with the protein
fractions, detecting DnaK and GroEL in the IBs. At the same
time, DnaJ and GroES were found in the total soluble pro-
tein, possibly reflecting the order in which they interact with
the protein folding intermediates during aggregation. Differ-
ences in DnaK expression due to pre-induction temperature
suggest that DnaK is preferentially required at elevated tem-
peratures to maintain viable cell growth and other multiple
bacterial functions (Mayer 2021). Previous results indicate
that E. coli cells with dnak null mutations can grow slowly
at 30 °C and 37 °C, but at 42 °C they lose the ability to form
colonies after 2 h of exposure (Paek and Walker 1987). In
contrast, the constant production of GroEL throughout the
thermoinduction stage and under the two growth tempera-
ture conditions evaluated corroborates its importance as a
central regulator for protein folding in E. coli (Hayer-Hartl
et al. 2015). Some studies have reported that GroEL com-
plies a job of protecting the bacterial growth in a wide range
of temperatures, from low (17 to 30 °C; Fayet et al. 1989)
to normal/high temperatures (20 to 40 °C; Kusukawa and
Yura 1988). In brief, GroEL seems to act as a key piece
in supporting growth at normal physiological temperatures,
whereas DnaK might be essential mostly at higher tempera-
ture. Some studies have revealed the presence of chaperones
such as DnaK, GrpE, GroEL, GroES, IbpA and IbpB in IBs
isolated from E. coli after induction by IPTG or temperature
increase, but they did not find DnaJ (Hoffmann and Rinas
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2000; Rinas et al. 2007; Jiirgen et al. 2010). The absence of
DnalJ was not discussed in those reports, probably because
is assumed that it remains in the soluble fraction like most
HSPs (> 90%; Hoffmann and Rinas 2000).

In recent years, it has been proposed that the structural
properties of IBs define the protocols of isolation, solubiliza-
tion, and refolding, mainly during recovery of a biologically
active recombinant protein (Singh and Panda 2005; Singhvi
et al. 2020). Structural changes of IBs depend not only on
the dynamic of aggregation and nature of the recombinant
protein but also on the bioprocess conditions (Castellanos-
Mendoza et al. 2014; Calcines-Cruz et al. 2018; Restrepo-
Pineda et al. 2019; De Marco et al. 2019). Structural anal-
yses by ATR-FTIR and binding to Th-T indicated that at
a higher pre-induction temperature (34 °C), the IBs have
a lower proportion of amyloid-like conformations than at
30 °C (Figs. 5 and 6). Moreover, previous studies revealed
that regions with higher amyloid-like conformation in IBs
are more resistant to proteolysis with by PK (Upadhyay
et al. 2012). Therefore, the degradation profiles in Fig. 7
also confirm the results observed in the secondary structure
analysis by ATR-FTIR and binding to Th-T, suggesting that
the rHuGM-CSF IBs obtained at 30 °C — 42 °C have a
higher proportion of amyloid-like structure compared to IBs
obtained at 34 °C — 42 °C.

Usually, high concentrations of urea or GndHCI (6-8 M)
are used in the solubilization of IBs, which can cause a sig-
nificant disturbance in the structure of the recombinant pro-
tein folded state and result in a low recovery of bioactive
protein (Upadhyay et al. 2012, 2016; Singhvi et al. 2020). In
this study, the rtHuGM-CSF IBs were effectively solubilized
in low concentrations of GndHCI (3 M and 5 M, Fig. 8),
which is important in the downstream process at the indus-
trial level. When IBs can be solubilized at the lowest pos-
sible denaturant concentration, it can result in proteins that
retain part of their folded structure, making refolding pro-
cesses more efficient and consequently recovering biological
activity (Singh et al. 2015). Indeed, the removal of the dena-
turing agent yielded folded proteins with native-like second-
ary structure contents, as revealed by the HPLC purification
recovering the folded rHuGM-CSF (Fig. 9), as also by solu-
tion CD spectroscopy (Fig. 10). CD is a widely used tool
to identify changes in the secondary structure of proteins,
which can impact their mechanism of action or in the regula-
tion of their biological activity (Kelly and Price 2000; Kelly
et al. 2005). The application of CD to analyze the protein
structure after denaturalization, and to associate these data
with the rate of recovery of biological activity is common
(Kelly and Price 1997). In this study, CD spectra of rHuGM-
CSF from E. coli cultures growing either at 30 or 34 °C were
similar (Fig. 10) A typical helical conformation with two
negative shoulders at~208 and ~220 nm was observed. Cal-
culations of the secondary structure suggest 36% o-helix and
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15% B-strand for both conditions, which agrees with previ-
ously reported values of ~30% «-helix content for recombi-
nant GM-CSF by far-UV CD (Malekian et al. 2019b; Wing-
field et al. 1988). The refolded rHuGM-CSF characterization
by CD allowed obtaining valuable insights to understand the
protein structure—function relationship.

The claims obtained in this study could serve as a meth-
odological proposal to produce biopharmaceutical proteins in
IBs using thermoinduced systems. By modifying the growth
or pre-induction temperature, it is possible to have conforma-
tionally different IBs with a high content of recombinant pro-
tein, and easier to solubilize, lowering bioprocesses efforts
and costs. Moreover, the similarity in the secondary structure
content between the recombinant protein isolated from bac-
terial aggregates and the reported structure of rHuGM-CSF
revealed the possibility of obtaining biologically active pro-
tein after solubilization and refolding processes.
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