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Resumen
Las proteinas tienen una amplia gama de propiedades como resultado de la evolucion

natural de células simples a organismos complejos. Estas propiedades estan encriptadas en
la informacion de su propia secuencia primaria. Una vez que el polipéptido se traduce, el
siguiente paso es lograr su forma de estructura nativa durante el proceso de plegamiento. Es
aqui donde uno de los principales desafios para la produccion de proteinas recombinantes a
cualquier escala hace su aparicion, la agregacién de proteinas. Este fenémeno se ha descrito
como la consecuencia de interacciones proteicas parciales o desplegadas®. En Escherichia
coli, la acumulacion de proteinas en el citoplasma puede resultar en la agregacion de
proteinas para formar lo que se conoce como cuerpos de inclusién®. Este proceso ocurre a
menudo durante la sobreexpresion de proteinas de origen eucariota, proteinas que deberian
Ilevar modificaciones postraduccionales que no ocurren en el citosol de E. coli. Algunas de
estas proteinas son bioterapéuticas lideres en el mercado, por lo tanto, una comprension
molecular béasica es esencial para lograr la produccién de bioterapéuticos rentables.

Diversos enfoques experimentales se han llevado a cabo para prevenir la agregacion
de proteinas en E. coli. Estos incluyen la reduccion de la temperatura de cultivo y la
concentracion de inductores, la co-expresion de chaperones moleculares, el uso de etiquetas
solubles, y modificacion del uso de codones. Ademas, durante las dos Gltimas décadas se
han desarrollado algoritmos computacionales para ayudar a la prediccién de la inclinacion a
la agregacion basandose en el analisis de secuencia de aminoacidos. Una ventaja para cada
uno de estos paquetes de prediccion es que la entrada se basa en secuencias, las cuales estan
disponibles facilmente. Existe un extenso estudio experimental de solubilidad de proteinas
de E. coli mediante la expresion libre de células (eSOL)?, la cual ha abierto el campo para
el trabajo adicional sobre problemas de solubilidad de proteinas*®. Nuestro grupo ha
utilizado los datos de eSOL para discernir las caracteristicas basadas en la estructura y en la
secuencia que mejor separan los subgrupos de proteinas méas y menos soluble*>. La
caracteristica discriminatoria destacada fue el tamafio del parche cargado positivamente en
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la superficie de la proteina®, que se ha explorado experimentalmente®’. Cuando se observé
la composicién de las cargas positivas en proteinas (en gran parte las cargas de la cadena
lateral de lisina y arginina a pH fisioldgico), se encontrd que la propiedad basada en
secuencias de proporcion lisina (K) versus arginina (R) también era discriminatorio entre
las proteinas menos y mas solubles®. Un mayor contenido de lisina:arginina se asocié con el
subconjunto mas soluble. Ademas, se encontrd que las proteinas que se encuentran en altas
concentraciones en la naturaleza (versus las de concentraciones méas bajas) también tenian
una preferencia relativa por la lisina*, lo que conduce a la sugerencia de que este equilibrio
de lisina y arginina podria ser un efecto general, no solo especifico de los sistemas de
expresion.

La presente investigacion se centra en la exploracion del proteoma de E. coli K-12,
probando el papel de la relacion K a R en la expresion de proteinas. Para seleccionar
proteinas, se clasificaron 2,931 proteinas de E. coli basado en el céalculo de la proporcion
més alta de K a R y se hicieron referencias cruzadas con proteinas altamente solubles
observadas experimentalmente en la expresion libre de células®. Se seleccionaron tres
proteinas, la tiorredoxina-1 (TRX), la proteina de choque frio cspB (cspB) y la proteina
fosfotransportadora (HPr). TRX es una proteina redox pequefia (108 aminoacidos)
implicada en funciones celulares variadas, incluyendo reduccién de ribonucleétidos y
plegamiento de proteinas®. HPr es un componente peptidico pequefio (85 aminoécidos) del
sistema de fosfoenolpiruvato (PEP): carbohidrato fosfotransferasa (PTS)°. CspB (71
residuos) es una de las principales proteinas de choque en frio que se desencadena por un
cambio descendiente de temperatura™.

Con el fin de investigar las consecuencias de los cambios en la relacion de K a R
para la solubilidad de estas tres proteinas, hemos disefiado una variante intermedia (C2) y
construcciones de sustitucion parcial o completa (C3) (es decir, bajo o nulo contenido de
lisina). Hemos observado una caida significativa en la solubilidad para cspB y HPr en
comparacion con las versiones de tipo salvaje (WT), siendo méas prominente en las
variantes C3. Sin embargo, para la expresion de variantes de TRX, la solubilidad solo cae
en condiciones de baja induccién (baja temperatura e inductor de IPTG) en comparacién
con WT. Este enfoque computacional y experimental contribuir a la racionalizacion para
mejorar los rendimientos en tecnologias de proteinas recombinantes, especialmente en
relacion con el disefio de bioterapéuticos de formato novedoso.
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