“\\«/ ‘\\ / I‘ H

//’

ESTUDIO PROTEOMICO Y ESTRUCTURAL DE LOS CUERPOS DE INCLUSION DE LA
PROTEINA rHuGM-CSF OBTENIDOS USANDO UN SISTEMA TERMOINDUCIBLE EN E. coli

Sara Restrepo-Pinedal, Norma A. Valdez-Cruz!, Néstor O. Pérez?, Mauricio A. Truijillo-Roldan?
1 Unidad de Bioprocesos, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autbnoma de México, C.P.
04510, Ciudad de México. 2 Unidad de Investigacion y Desarrollo, Probiomed S.A. de C.V., Tenancingo, Edo. De
México 52400. E-mail: maurotru@biomedicas.unam.mx

Palabras clave: Sistema de expresion termoinducible, Proteina recombinante, Respuesta de choque térmico.

Introduccion. El sistema de expresion termoinducible
ApL/pR-cI857, tiene gran interés para la produccion de
proteinas recombinantes (PR) en E. coli (1), ya que se
evitan los inductores quimicos y se minimizan riesgos de
contaminacion (2). Sin embargo, aumentos por encima de
los 34°C provocan la activacion de la respuesta de choque
térmico, desencadenando la sintesis de chaperonas
involucradas en el correcto plegamiento de las PR (3). Se
ha reportado que segun la estrategia de termoinduccién
cambia los niveles de mRNA de genes asociados a la
respuesta de choque térmico y de la proteina heteréloga
(4,5), pero pocos trabajos hacen referencia a cambios a
nivel protedmico. El objetivo de este trabajo es estudiar el
efecto de la temperatura de crecimiento (30°C y 34°C)
sobre la respuesta de choque térmico, evaluando los
cambios en el proteoma y en la estructura de los cuerpos
de inclusién (CI) que contienen el Factor Estimulante de
Colonias de Granulocitos y Macréfagos (rHUGM-CSF).

Metodologia. Se realizaron cultivos de la cepa de E. coli
W3110 productora de rHUGM-CSF en biorreactores con
0.8 L de medio minimo a dos temperaturas de crecimiento
(30°C vs 34°C) con induccion a 42°C. Se cuantificé el
consumo de glucosa en el YSI 2900 y la acumulacién de
acetato por HPLC. Se separaron y purificaron los CI para
determinar cambios en los niveles de expresién de
rHUGM-CSF y las chaperonas DnaK/J, GroEL/ES por
SDS-PAGE, Western blot y espectrometria de masas. La
caracterizacion estructural de los Cl se realizara por
microscopia electrénica, FTIR-ATR, desnaturalizacion con
agentes caotrépicos y solubilizacion con proteinasa K.

Resultados. Se alcanzaron biomasas maximas similares
bajo ambas temperaturas de crecimiento, pero a 34°C
hubo un aumento del ~40% en la velocidad especifica de
crecimiento  (0.90+0.07 h') comparada con 30°C
(0.53+0.01 h'Y). En ambos casos, la glucosa se consumio
completamente y se observd produccién de ~6.0 g/L de
acetato (Fig. 1). La proteina de interés rHUGM-CSF (~14
kDa) se expres6 exclusivamente en los Cl, observando
mas proteinas enddgenas a 34°C que a 30°C. No hay
expresién en la cepa sin inducir (s/i) y en la silvestre (wt),
ni en la fraccion soluble (Fig. 2).
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Fig. 1. Cinéticas a 30°C y 34°C con induccion a 42°C de E. coli W3110
productora de rHUGM-CSF en biorreactores. Biomasa (A), escala
logaritmica (B), consumo de glucosa (C) y produccion de acetato (D).
Las lineas punteadas indican la induccién (7 h a 30°C y 4 h a 34°C).
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Flg. 2. Expre5|on de rHUGM-CSF en cultivos de E. coli W3110 a
30°C > 42°C (A) 0 34°C > 42°C (B). Se separaron la fraccion soluble
(S) y los cuerpos de inclusién (Cl) en un gel de poliacrilamida al 15%.
Conclusiones. Cultivos a 34°C aceleran el crecimiento, reflejado

en una mayor p antes de inducir en comparacion a 30°C. rHuGM-
CSF forma ClI en cultivos de E. coli termoinducidos a 42°C.
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