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(57) Resumen: La presente invencién se refiere a un cuerpo de inclusién aislado que comprende un polipéptido caracterizado
porque el cuerpo de inclusion estd en forma particulada. La presente invencion también se refiere a una célula bacteriana que
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CUERPOS DE INCLUSION, CELULAS BACTERIANAS Y COMPOSICIONES
QUE LOS CONTIENEN Y SUS USOS

Campo de la invencién

La presente invencidén se refiere a cuerpos de
inclusidén, a células bacterianas y composiciones que 1los
contienen y a su uso como medicamentos y estimuladores de

la proliferacidén celular y regeneradores de tejido.
Antecedentes de la invencién

Los cuerpos de inclusidén bacterianos (IBs) son
depdsitos de proteinas altamente puros producidos en
bacterias recombinantes'. Siendo insolubles en agua, se
observan como particulas amorfas porosas y altamente
hidratadas en el rango de tamafio de wvarios cientos de
nandémetros. Las cadenas polipeptidicas que forman los IBs
se pliegan en una estructura molecular de tipo amiloide
compatible con su estructura nativa, manteniendo de este
modo las actividades Dbioldégicas de los polipéptidos
incluidos (por ejemplo, fluorescencia 0 actividad
enzimadtica). Por lo tanto, tras la debida manipulacidén de
los mismos, surge un amplio espectro de usos potenciales
de los IBs como materiales funcionales y biocompatibles.
Aunqgue tedbricamente viable mediante el ajuste de
condiciones genéticas y de produccién, nunca sSe han
manipulado las caracteristicas bicofisicas de estas
particulas proteindceas, tales como la actividad y el
tamafio. En este estudio, se caracterizan las propiedades a
nanoescala de IBs como nuevos materiales particulados y se
explora en qué grado las particulas producidas se pueden
disefiar mediante estrategias simples. Ademds, como prueba
de concepto destacada, se han obtenido superficies

modificadas con cuerpos de inclusidén gque estimulan de
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manera significativa la proliferacién de células de
mamifero, demostrando el potencial de los 1IBs en la
manipulacién de tejidos y la medicina regenerativa entre
otras aplicaciones biomédicas prometedoras.

Muchos polipéptidos recombinantes producidos en
bacterias modificadas genéticamente agregan como IBs.
Estos depdsitos de proteinas aparecen como particulas
altamente hidratadas que se encuentran en el citoplasma
bacteriano® o, en algunos casos, en el periplasmaB. Los IBs
son quimicamente puros, ya que la propia proteina
recombinante es el componente principal - hasta alrededor

2,4,5

de un 95% de 1la proteina total Otras moléculas
celulares, tales como ARN, ADN vy lipidos resultan
atrapados durante la formacidén de IB y estdan presentes en
cantidades menores’. La formacién de IBs es un proceso
rdpido y eficaz, tal como se observa después de unos
minutos de 1la induccién de la expresidén génica. Varias
horas méds tarde, pueden representar féacilmente alrededor
del 50% de la biomasa celular total’. Aungque en el pasado
se creia que los 1IBs estaban formados por cadenas
polipeptidicas no plegadas o ampliamente mal plegadas vy,
por 1o tanto, bioldégicamente inertes, reclentes
observaciones, presentan estas particulas como
constituidas por especies de proteinas que se pliegan
correctamente y que, por tanto, son biofuncionales®. La
estructura molecular de IBs se basa en una organizacidén
particular de tipo amiloide " que permite interacciones
de lamina beta cruzada gue coexisten con dominios de
proteinas correctamente plegadas“. Por lo tanto, los IBs
formados por enzimas pueden ser catalizadores utiles en
diferentes tipos de bioprocesos tal como se ha observado
recientemente para la f-galactosidasa, D-aminodcido
oxidasa, maltodextrina fosforilasa, &dcido sidlico aldolasa
15

y polifosfato quinasa’ ', entre otras. Por otro lado, su

formacién in vivo, que implica la deposicidén de proteinas
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dependiente de la secuencia alrededor de centros de
nucleacidén, estd regulada por varios genes celulares (que
codifican principalmente proteasas y chaperones que actuyan
como una red funcional, lo gue permite la manipulacidén de

16,17

sus propiedades a nanoescala) En la presente invencidn
se determinan las caracteristicas méds relevantes de 1IB
como nanoparticulas y prueba que pueden diseflarse mediante
una manipulacidén genética y del proceso apropiada de las
bacterias productoras. Al ser materiales totalmente
biocompatibles y mecdnicamente estables, se ha utilizado
ademds los IBs como nanoparticulas para modificar la
rugosidad de las superficies para la estimulacidén de 1la
proliferacidn de células de mamifero. Dado que
esencialmente cualquier especie de proteina se puede
producir como IBs bacterianos y sus ©propiedades a
nanoescala se pueden ajustar facilmente, las posibilidades
funcionales de estos materiales novedosos ofrecen un
espectro inusual de aplicaciones biomédicas adicionales
aparte de las mostradas aqui en el contexto de la

manipulacién de tejidos.

Descripcién resumida de la invencién

La presente 1invencién se refiere a cuerpos de
inclusidén, a células bacterianas y composiciones que 1los
contienen 'y a Su  uUso como estimuladores de la
proliferacién celular y regeneradores de tejido.

Un primer objeto de 1la presente invencidn se
refiere a un cuerpo de inclusidén aislado que comprende un
polipéptido caracterizado porque el cuerpo de inclusidn
estd en forma particulada.

Un segundo objeto de la presente invencidén se
refiere a una célula bacteriana que comprende el cuerpo de
inclusidén segun el primer objeto de la invencidn y sus

diferentes aspectos estructurales.
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Un tercer objeto de la presente invencidén se
refiere a una composicidédn que comprende el cuerpo de
inclusidén seglin el primer objeto de la invencidn y sus
diferentes aspectos estructurales y una célula eucariota.

Un cuarto objeto de la presente invencidén se
refiere a una composicién gque comprende el cuerpo de
inclusién seguin el primer objeto de la invencidn y sus
diferentes aspectos estructurales y un tejido de animal o
planta.

Un quinto objeto de la presente invencidén se
refiere a los usos del cuerpo de inclusidén segln el primer
objeto de la invencidén y sus diferentes aspectos
estructurales vy de disposicidén, como medicamentos vy
estimuladores de la proliferacidén celular y regeneradores

de tejido.

Breve descripcidén de los dibujos

Figura 1. Caracterizacidén morfoldgica y funcional
de IBs. A. Imdgenes de microscopia confocal de células
bacterianas salvajes que producen IBs formados por una
proteina GFP de fusidén. De arriba abajo, muestras de
células tomadas a 1 hora, 2 horas y 3 horas después de la
induccién de la produccidén de IB. B. Imagenes de
microscopia confocal wutilizando una paleta Metamorf de
células bacterianas salvajes, IbpAB, ClpA, ClpP vy DnakK
que producen IBs formados por una GFP de fusidén de 2 horas
de formacidén(parte superior). Imdgenes de microscopia
confocal de IBs de 3 horas de formacidén purificados de
estas cepas (parte inferior). Las barras en A y B indican
1 pm. C. Curvas de distribucidén del tamafio de particula
medidas mediante dispersidén de luz dindmica de IBs de 3
horas de formacidén producidos por diferentes cepas
bacterianas. Los IBs de células deficientes en IbpAB se

excluyeron de este estudio debido a su particular
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tendencia por agregarse como complejos supraparticulados
(resultados no mostrados). Las curvas se representan en
términos del porcentaje en volumen de particula. Las
distribuciones del tamafio volumétrico de particula se
describen mediante DJ[v,0,5]7, que es el didmetro de
particula (nm) por debajo del cual existe un 50% del
volumen total del sistema. D[v,0,5] es el didmetro medio
de particula en volumen (nm). El indice de polidispersidad
(PdI) se define como [D(v,0,1)/D(v,0,9)]1-100. D.
Fluorescencia emitida por IBS analizada mediante
citometria de flujo, para particulas purificadas de las
cepas de E. coli TbpAB, ClpA, ClpP vy DnaK.

Figura 2. Estructura fina y estabilidad de IBs con
GFP. En las imagenes superiores, caracterizacién por AFM
de 1IBs formados por una GFP de fusidén, de 3 horas de
formacién. A. Imagen topografica de 2,5 x 2,5 um de IBs
depositados sobre la superficie de forma aleatoria. B.
Imagen tridimensional de 600 x 600 nm que muestra dos IBs
de 1la imagen del panel A. C. Seccidén transversal
topografica de una particula de IB aislada (indicada como
una linea azul en A), que indica la existencia de una
cierta rugosidad RMS intrinseca en la superficie de IB de
1,89 nm, como consecuencia de la estructura interna que da
lugar a una textura de superficie fina. En D, las imdgenes
SEM de IBs de 3 horas de formacién producidos en células
salvajes (parte superior) vy en células DnaK (parte
inferior). Las barras blancas indican 500 nm. En E, se
muestran las estabilidades de IBs en tampdén acuoso a 37°C,
25°C y 4°C, o liofilizados (L) y guardados posteriormente a
25°C 6 4°C. F. Imdgenes de microscopia confocal de 1IBs
purificados mantenidos en tampén durante un mes a 25°C, 4°C

y —-80°C, vy después de liofilizacidén/reconstitucidn (L).

Figura 3. Proliferacién de células de mamifero
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estimuladas por IB. Imagen confocal de una placa de
poliestireno de 35 mm recubierta con 240 pug de IBS con GFP
producidos en células naturales. B. Para el mismo campo,
el recubrimiento de células BHK de la seccidén de 0,6 um 75
horas después de la deposicién celular y una proyeccidn
xzy de IBs formados por una GFP de fusidén (parte superior)
y el recubrimiento celular (parte inferior). C€. Los
nucleos celulares se tifleron con Hoechst 33342 vy las
membranas celulares con CellMask inmediatamente antes de
ser analizadas mediante microscopia confocal de rastreo
lédser de tres canales secuenciales. En D, el crecimiento
de células BHK a diferentes tiempos de incubacién en
placas recubiertas de IB (IB), en placas recubiertas de
vitronectina (V) y en placas control (C). E. Crecimiento
de células BHK en placas recubiertas con diferentes
concentraciones de IBs en comparacidn con placas
recubiertas de vitronectina (V) y placas control (C). Los
experimentos se llevaron a cabo en paralelo en placas de
poliestireno tratadas para cultivo (barras negras) y no
tratadas (barras grises). F. Apilamiento xyz confocal de
22 secciones procesadas con software Imaris 3D mediante la
aplicacién del mdédulo TIsosurface. G. Imédgenes de las
superficies de silicio terminadas en amino estampadas con
IBs recubiertos de 50 um tomadas mediante microscopia
convencionales (parte superior) vy microscopia confocal
(parte media) y la distribucidén de células BHK después de

48 horas de crecimiento sobre las mismas (parte inferior).

Descripcién de la invencién

La presente 1invencién se refiere a cuerpos de
inclusidén, a células bacterianas y composiciones que 1los
contienen v a su uso como estimuladores de la

proliferacién celular y regeneradores de tejido.



WO 2010/076361 PCT/ES2009/070616

10

15

20

25

30

35

Por “cuerpo de inclusidén” o también denominado en
la presente invencidn como “IB” se entiende lo indicado
anteriormente en la seccidén de antecedentes o, de forma
mas simplificada, un depdsito amorfo intracelular que
comprende proteinas agregadas que se hallan en el

citoplasma de una célula.

Un primer objeto de la presente invencidén se
refiere a un cuerpo de inclusidén aislado que comprende un
polipéptido caracterizado porque el cuerpo de inclusidn
estd en forma particulada.

En una realizacién preferente, la forma
particulada tiene un tamafio de particula entre 24 y 1500
nm.

En una realizacidén méas preferente, la particula
estd en forma amorfa hidratada.

Con respecto al polipéptido comprendido en el
cuerpo de inclusidén segln el primer objeto de la presente
invencidén, éste puede ser un polipéptido gquimérico gue
comprende una proteina viral fusionada de manera
traduccional con una proteina informadora.

En una realizacién preferente, dicha proteina
viral es una proteina de cépside.

Ademés, en otra realizacidn preferente, la
proteina informadora es una proteina fluorescente. En
particular, dicha proteina fluorescente es GFP (proteina
verde fluorescente).

En una realizacidédn particular, el cuerpo de
inclusién segin el primer objeto de la invencidn y sus
diferentes aspectos estructurales se deposita sobre una
placa tratada con cultivo de tejido.

En otra realizacién particular, el cuerpo de
inclusién seguin el primer objeto de la invencidn y sus
diferentes aspectos estructurales se deposita sobre un

sustrato de silicio.
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En aun otra realizacidén particular, el cuerpo de
inclusién seguin el primer objeto de la invencidén y sus
diferentes aspectos estructurales se incorpora dentro de
un andamiaje tridimensional, vya sea de tipo sintético o

natural.

Un segundo objeto de la presente invencidén se
refiere a una célula bacteriana que comprende el cuerpo de
inclusidén segun el primer objeto de la invencidn y sus
diferentes aspectos estructurales.

En una realizacién preferente, dicha célula
bacteriana es Escherichia Coli (E. coli).

En una realizacidédn més preferente, dicha célula
bacteriana de E. coli es una cepa salvaje (WT) o es una

cepa mutante.

Un tercer objeto de la presente invencidn se
refiere a una composicidédn que comprende el cuerpo de
inclusidén segin el primer objeto de la invencidn y sus
diferentes aspectos estructurales y una célula eucariota.

En una realizacibén preferente, dicha célula

eucariota es una célula de mamifero.

Un cuarto objeto de la presente invencidén se
refiere a una composicidédn que comprende el cuerpo de
inclusién seguin el primer objeto de la invencidn y sus
diferentes aspectos estructurales y un tejido de animal o

planta.

Un quinto objeto de 1la presente invencidén se
refiere a los usos del cuerpo de inclusidén segln el primer
objeto de la invencién y sus diferentes aspectos
estructurales y de disposicidn.

Un primer uso de dicho cuerpo de inclusidén es como

estimulador de la proliferacidén de células eucariotas.
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Un segundo uso de dicho cuerpo de inclusidn es
como regenerador de tejido.

Un tercer uso de dicho cuerpo de inclusidn es como
medicamento. En particular, dicho wuso como medicamento
tendria en cuenta las ventajas observadas (ver parte
experimental) en la proliferacidn celular % la

regeneracién de tejidos.

Los siguientes ejemplos se ofrecen sbélo con
objetivos ilustrativos, y no pretenden limitar de ningun

modo el alcance de la presente invencién.

Materiales y métodos
Células bacterianas, plasmidos y producciédn de cuerpos de

inclusién

Los 1IBs se produjeron en diferentes cepas de
Escherichia coli, concretamente MC4100 (cepa salvaje con
respecto al plegamiento y degradacién de proteinas,
araD139 A(argF-lac) Ul69 rpsL150 relAl f1bB5301 deo(Cl
ptsF25 rbsR) ° y sus derivados JGT4 (deficiente en la co-
proteasa ClpA, <clpA::kan), JGT17 (deficiente en las
proteinas de choque térmico pequefias IbpABR, Adibp::kan),
JGT19 (deficiente en 1la co-proteasa ClpP, clpP::cat) vy
JGT20 (deficiente en la chaperona principal DnaK, dnak756
thr::Tnl0)”. Estas cepas productoras se transformaron con
el vector de expresién pIVPIGFP (Ap) gque codifica una
proteina verde fluorescente (GFP) fusionada en el extremo
amino a VP1l, la proteina de la cdpside en forma de
pentdmero del virus de la fiebre aftosa’. Esta proteina
viral, al ser altamente hidrofdébica, dirige la deposicidn
de proteinas de fusién como IBs’. El gen recombinante se
expresdé bajo el control de un promotor trc inducible por
isopropil PB-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG).

Las células Dbacterianas se cultivaron en medio
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rico en LB yv el gen de fusién se expresd bajo condiciones
estdndar tal como se ha descrito anteriormente’’. Los IBs
se detectaron claramente después de 1 h de adicidén de IPTG

(figura 1A).

Purificacidén de los cuerpos de inclusién

Se centrifugaron muestras de 200 ml de cultivos
bacterianos a 4°C a 5000 g durante 5 minutos vy se
resuspendieron en 50 ml de tampdén de lisis (Tris HC1 50 mM
pH = 8,1, NaCl 100 mM y EDTA 1 mM). Las muestras envueltas
en hielo se sonicaron (durante 25 a 40 minutos) a un 40%
de amplitud bajo ciclos de 0,5s. Una vez sonicadas, se
afladieron 28 pnl de fenilmetanosulfonilfluoruro (PMSF) 100
mM y 23 ul de lisozima 50 mg/ml a muestras gque se
incubaron a 37°C bajo agitacién durante 45 minutos. A
continuacidén, se afladieron 40 ul de Nonidet P40 (NP-40) y
la mezcla se mantuvo durante 1 hora a 4°C durante la
agitacién. Se extrajo el ADN con 120 pl de DNasa 1 mg/ml y
120 ul de Mg,S0, 1 M durante 45 minutos a 37C bajo
agitacién. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 4°C
a 15000 g durante 15 minutos y el residuo, gque contenia
IBs puros, se lavd con tampdn de lisis que contenia Triton

X-100 al 0,5% y se guarddé a —-20°C hasta su andlisis.

Andlisis por microscopio de bacterias e IBs

Se analizaron muestras utilizando un microscopio
de fluorescencia confocal Leica TSC SP2 AOBS (Leica
Microsystems Heidelberg GMBH, Manheim, Alemania) después
de una excitacidén a una longitud de onda de 488 nm y las
imdgenes se registraron a longitudes de emisidén entre 500
y 600 nm (63X (NA 1,4 aceite) utilizando un objetivo Plan-
Apochromat (zoom 8; 1024 por 1024 pixels). Para el

andlisis de las células bacterianas que producen IBs
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fluorescentes, se fijaron muestras tomadas 1, 2 6 3 horas
después de la induccidén por IPTG con formaldehido al 0,2%
en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) vy se
guardaron a 4°C hasta su uso. Los IBs ailslados se
resuspendieron en 20 ml de PBS. Para la microscopia
electrdénica de Dbarrido (SEM), se analizaron muestras
mediante procedimientos convencionales utilizando un FEG
(pistola de emisidn de campo) —ESEM (microscopia

electrdénica de barrido ambiental).

Citometria de flujo

Los IBs purificados se resuspendieron en PBS y se
sonicaron durante 4 minutos bajo ciclos de 0,5 s y se
analizaron mediante citometria de flujo en un sistema FACS
Calibur (Becton Dickinson), utilizando un l&dser de iones
argén enfriado al aire de 15 mW a una excitacidédn de una
longitud de onda de 488 nm. La emisidén por fluorescencia
de IB se midid® en el canal FL-1 (filtro de paso de banda

de 530/30 nm) utilizando un modo logaritmico.

Caracterizacién de microscopia de fuerza atdémica

El andlisis de la microscopia de fuerza atdmica
(AFM) se realizé en aire con un microscopio de fuerza
atémica comercial (PicoScan/PicoSPM de Molecular Imaging
Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA) operando
en modo acustico. Los IBs resuspendidos en tampdén fosfato
0,1 M a pH 7,4 se depositaron sobre una superficie de mica
y g8e secaron al aire antes de la medicidén. Para las
mediciones en modo acustico, se utilizdé una punta de
silicio monolitico PPP-NHC (Nanosensors, Inc.), con una
constante eldstica nominal de 42 N/m y una frecuencia de

resonancia de 330 kHz.
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Mediciones de dispersién de luz dinamica

Se midieron las distribuciones de tamafilo en
volumen de IB y el potencial Z utilizando un analizador de
la dispersidén de luz dindmica (DLS) a una longitud de onda
de 633 nm, combinado con una tecnologia de retrodispersidn
no invasiva (NIBS) (Zetasizer Nano Z7ZS, Malvern Instruments
Limited, Malvern, Reino Unido). Las dispersiones de IBs de
3 horas de vida en tampdén fosfato 0,1 M a pH = 7,4 (500
ng/ul) se prepararon mediante una Dbreve sonicacidén (1
minuto a temperatura ambiente). Se midieron alicuotas de 3
ml de la dispersidn resultante a 20°C sin filtrar antes de
la medicidén. Los datos de intensidad se normalizaron
utilizando tampdédn fosfato 0,1 M a pH 7,4 como patrdn de
referencia. El valor promedio de tres mediciones
diferentes se tomd como el didmetro hidrodindmico promedio
de IB.

Preparacién de monocapas terminadas en amino

Se utilizaron sustratos de silicio (100) 1x1 cm
pulidos por una cara para la preparacién de monocapas
terminadas en amino. Antes de la formacidén de la monocapa,
los sustratos se trataron con solucidén RCA1 oxidante
(NH,OH/H,0,/H,0 en una proporcién 1:1:5) durante 30 minutos
a 80C y se aclararon de manera ligera con agua
ultrapura/MilliQ con una conductividad superior a 18,2
MQ. Posteriormente, 1los sustratos se introdujeron en

solucidén de pirafla durante 15 minutos (H,SO, concentrado

(Panreac) y H,0, acuoso al 33% (Aldrich) en una proporcidn
3:1), se aclararon abundantemente con agua ultrapura y se

secaron bajo una corriente de nitrdgeno. Este tratamiento
proporciona a los sustratos una nueva superficie terminado
en hidroxilo para reacciones posteriores. Las monocapas

terminadas en amino se formaron mediante la exposicidn de
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los sustratos bajo atmdésfera controlada a una solucidén 5
mM de N-[3-(trimetoxisilil)propil]etilendiamina/ (TPEDA)
(97% Aldrich) en tolueno anhidro durante 3 horas. Tras la
formacién de la monocapa, los sustratos se aclararon con
tolueno y etanol para eliminar el exceso de silano y se
secaron bajo una corriente de nitrdégeno. E1 angulo de
contacto del sustrato terminado en amino se mididé con una
gota de 3 ul de agua ultrapura (MilliQ con 18,2 MQ cm) en
un Instrumento de Medicién del Angulo de Contacto OCAl5+
(Data Physics Instruments GMBH, Alemania), equipado con
una camara CCD y el software SCA20 para la determinacién
del 4&ngulo. Los espectros XPS se obtuvieron en un
instrumento PHI ESCA-500 (Perkin Elmer), equipado con una
fuente de rayos X Al Ka monocromdtica que operaba a 350 W.
Los espectros hacian referencia al pico principal Cls

observado a 284,8 eV.

Impresidén por microcontacto (UCP) de IBs en el sustrato de

silicio terminado en amino

La uCP de 1IBs sobre el sustrato de silicio
terminado en amino se realizd utilizando estampaciones de
PDMS (Sylgard 184, Dow Corning, Estados Unidos). Las
estampaciones se fabricaron mediante la fundicidén de una
mezcla 10:1 (v/v) de PDMS y agente de curacidén (Sylgard
184, Dow Corning) contra una base de silicio con un patrdn
fotolitografico, se curaron durante 1 hora a 60°C y se
extrajeron a esta temperatura de curaciodn. Las
estampaciones de PDMS se dejaron en el horno a 60°C
durante por lo menos 18 horas para asegurar una curacidn
completa. Para los IBs impresos con UCP, las estampaciones
de PDMS se impregnaron con una suspensién de tampdn PRBS
con IB (pH 7,5) durante 40 minutos, se secaron bajo una
corriente de nitrdégeno y se colocaron en una superficie de

sustrato limpio de silicio terminado en amino. Después de
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un tiempo de contacto de 1 minuto se extrajo la
estampacidén con precaucidn.

La fluorescencia de las muestras impresas se
analizd utilizando un microscopio de fluorescencia
confocal Leica TSC SPE (Leica Microsystems Heidelberg
GMBH, Manheim, Alemania) después de una excitacidén a una
longitud de onda de 488 nm y se recuperd a una emisidn

entre 500 y 600 nm (x 10 aire).

Analisis de estabilidad

Los IBs formados en células DNak durante 5 horas
se diluyeron en PBS con albumina de suero bovino (BSA) 10
g/l y sacarosa 60 g/l, en presencia de gentamicina 40
mg/l, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 10 ung/ml, y se
incubaron las alicuotas a diferentes temperaturas (37°C,
25°C 6 4°C). A diferentes tiempos, se congelaron las
muestras a -80°C hasta la determinacidn de la
fluorescencia. La fluorescencia se registrdé a 510 nm en un
espectrofotdédmetro de fluorescencia Cary Eclipse (Variant,
Inc., Palo Alto, CA) utilizando una longitud de onda de
excitacién de 450 nm. Los resultados se refieren como el
porcentaje de actividad o fluorescencia remanente con
respecto a las muestras de control mantenidas a -80°C que
eran completamente estables. Otro grupo de muestras se
liofilizaron en un liofilizador Cryodos-80, de Telstar, vy

se guardaron a 4°C ¢ 25°C hasta su andlisis.

Ensayo de proliferacién celular

Los cuerpos de inclusién con GFP aislados tal como
se ha descrito anteriormente se esterilizaron después de 3
horas de produccién bajo la exposicidén a una lampara
germicida de 1luz UV de 253 nm durante 4 horas. A

continuacidén, se resuspendieron en PBS y se utilizaron
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diferentes cantidades de proteina IB, concretamente 0,08,
0,8 y 8 unug por pocillo para recubrir placas de
poliestireno Falcon 3072 de 96 pocillos tratadas con
cultivo de tejido (Becton Dickinson) o placas Costar 3370
no tratadas, durante toda la noche a 4°C. Se utilizéd
Vitronectina (Calbiochem) como referencia a una
concentracién de 50 ng/cm’, siguiendo 1las instrucciones
del fabricante. Los pocillos se lavaron en PBS y se
blogquearon con BSA al 3% en PBS durante 1 hora a 37C. A
continuacién, se afiadieron por pocillo 1,5-10° células de
una linea celular de rifién de hadmster recién nacido (BHK)
y se incubaron en Medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) complementado con aminocdcidos no esenciales, suero
de ternera fetal al 5%, gentamicina y antimicéticos a 37°C
a tiempos diferentes. Los pocillos para blancos siguieron
exactamente el tratamiento descrito anteriormente, pero se
mantuvieron siempre sin IBs.

Después de la incubacién, se determind la
proliferacidén celular utilizando el kit EZ4U (Biomedica,
GMBH) siguiendo las instrucciones del fabricante y se
analizé en el lector multimarcaje VICTIOR V 1420 (Perkin
Elmer). Las absorbancias de lectura fueron 450 nm y 620 nm
como referencia y los valores obtenidos se estandarizaron
con respecto a los pocillos que contenian sélo medio. Se
llevé a cabo un pre-test para seleccionar el tiempo de
incubacidén antes de la saturacidén con los reactivos del
kit; los tiempos déptimos fueron 3 h para cultivos de 24
horas, 2 h para cultivos de 48 horas y 30 min para
cultivos de 72 horas. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado. Los datos se expresaron como la media * SEM de
los valores de los tres experimentos llevados a cabo por
cada condicién y se evaluaron estadisticamente utilizando
un test ANOVA, seguido de andlisis post-hoc de Bonferroni.
El nivel de significancia fue p < 0,05. Para un

crecimiento celular en silicio. Las superficies con
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injertos de IB se cortaron en los tamafios apropiados, se
irradiaron con UV vy se depositaron en placas de
poliestireno Falcon de 24 pocillos con medio de cultivo
tejido donde se inocularon y se cultivaron las células

bajo procedimientos convencionales.

Andlisis por microscopia confocal de cultivos celulares

Los cultivos celulares se examinaron utilizando un
microscopio Leica TCS SP5 AOBS confocal espectral (Leica
Microsystems, Mannheim, Alemania) wutilizando wuna lente
Plan-Apochromat 63X 1,4 N.A. Todas las 1imdgenes se
obtuvieron de células vivas crecidas en Placas de Base de
Vidrio (Mat Tek Corporation, Ashland, MA, Estados Unidos).
Las células se sembraron a una densidad de 4 x 10°/pocillo
en cuerpos de inclusidén con GFP, 72 horas antes de la
obtencidén vy cultivo en DMEM + Glutamax 1 (Gibco)
complementado con suero de albumina fetal al 10%. Para el
marcaje de la membrana nuclear y plasmdtica, las células
se incubaron con 5 ug/ml de Hoechst 33342 yv 5 ug/ml de
CellMask (ambos de Molecular Probes, 1Inc., Eugene, OR,
Estados Unidos), respectivamente, durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se lavaron dos veces antes de la
deteccidén confocal. Los nucleos se excitaron con un haz de
diodo léaser a 405 nm y se detectaron a 414-461 nm (canal
azul); la membrana plasmatica se detectd mediante 1la
excitacidén con luz de un laser de helio y nedén a 633 nm y
se detectdé 1la fluorescencia a 656-789 nm (canal rojo
lejano); finalmente, se utilizdé una linea de 488 nm de un
laser de argdn para obtener imadgenes de IBs (canal verde,
emisién = 0500-537 nm). Las series Z de 22 secciones
dpticas se recogieron en un intervalo de 0,6 um. Las capas
en 7 se obtuvieron <con el software LAS AF (Leica
Microsystems) vy se generaron modelos tridimensionales

utilizando el software Imaris (Bitplane, Zirich, Suiza).
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Resultados y discusién

Los IBs formados por proteina verde fluorescente
(GFP) son modelos muy convenientes para un andalisis
cinético y funcional de su produccidén bioldgica, ya que
son altamente fluorescentes”. Después de la adicién en el
cultivo bacteriano de IPTG, andlogo de la lactosa, los IBs
eran claramente visibles mediante microscopia confocal 1
hora después de la induccidén de la expresidén de gen GFP
(figura 1A) vy crecieron volumétricamente hasta alrededor
de 3 horas durante la sintesis de GFP recombinante,
permitiendo la recogida de IBs en un amplio espectro de
tamafios. Bajo condiciones estandar de crecimiento
bacteriano en el 1laboratorio sin ningun esfuerzo por
mejorar, la produccidén fue superior a 5 mg/L después de 3
horas (resultado no mostrado), un dato muy prometedor para
un escalado practico. Ademéds, diferentes cepas de E. coli,
deficientes en chaperonas o proteasas, producen IBs de
diferente tamafio (figura 1B) con los mismos rendimientos,
debido a 1la diferente dindmica de 1la deposicidén de

16,17

proteinas in vivo en las mismas Aunque los IBs
maduros purificados de células naturales mostraron un
didmetro promedio de 340 nm (compatible con estimaciones
independientes™), dicho valor se ©puede incrementar
progresivamente mediante el uso de células mutantes hasta
mads de 500 nm (en células deficientes Dnak ) (figura 1C),
con un indice de polidispersién relativamente bajo en
todas las muestras analizadas. La emisién de fluorescencia
por particula también se determind en IBs purificados
mediante citometria de flujo y se observdé un intervalo
definido desde nanoparticulas con fluorescencia baja (cepa
natural) hasta nanoparticulas con fluorescencia elevada
(cepa mutante ClpP) (figura 1D). A continuacidén, la

combinacidén apropiada entre el tiempo de recogida durante
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el proceso de produccidén (que determina la etapa de
crecimiento de 1IB) y la cepa productora (que determina
tanto la actividad bioldégica como el limite de tamafio
superior) definiria las dimensiones de particula vy
fluorescencia concretas que podrian ser mds adecuadas para
diferentes aplicaciones. Por ejemplo, los IBs obtenidos en
Células ClpA y ClpP, con un tamafio de particula muy
similar (0,435 y 0,459 nm, respectivamente), mostraron
diferentes niveles de emisidén de fluorescencia (71 y 184
unidades FL1 promedio por particula, respectivamente). Sin
embargo, el mapeo de la fluorescencia de IBs con GFP era
comparable en todas las cepas, mostrando un patrdn
fluorescente central homogéneo comun (figura 1B).

Para caracterizar adicionalmente la morfologia de
IBs a nivel de nanoescala, se 1investigd mediante AFM vy
SEM. Tal como se observa en la figura 2 A,B,C, la AFM de
IBs con GFP naturales muestra la presencia de particulas
aisladas de forma esférica o <cilindrica <con tamafios
promedio de 300 nm de longitud, 170 nm de didmetro y 200
nm de altura. Las mediciones de seccidn transversal
realizadas confirmaron los datos estadisticos obtenidos a
partir de las mediciones de DLS (figura 1C). Las
observaciones de SEM estaban en la linea de las imdgenes
de AFM, revelando una superficie de IB rugosa y acentuando
la diferencia de tamafio entre IBs obtenidos en células
naturales y DnaK (figura 2D). Las mediciones de potencial
7z realizadas en una suspensidén de IB recién preparada
mostraron un valor de potencial Z de -9,8 mV qgue es
indicativo de la superficie cargada de forma ligeramente
negativa y estd de acuerdo con la tendencia de las
proteinas de formar agregados. Por otro lado, se investigd
la estabilidad de IBs bajo condiciones de almacenamiento
utilizadas habitualmente para muestras bioldgicas. Se
observd que los IBs eran completamente estables durante

largos periodos de tiempo con respecto tanto a la emisidn
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de fluorescencia como a la estructura a -80°C, 4°C, 25°C y
también a 37C (figura 2E,F), lo cual permite no sdélo la
conservaciédn, sino también el uso conveniente vy la
manipulacidn de IBs bajo condiciones de ensayo
fisioldgico. De forma interesante, los IBs eran también
mecanica y funcionalmente estables durante la
liofilizacidn (y bajo condiciones de almacenamiento
diferentes adicionales, figura 2F) y sonicacidn (no
mostrado), expandiendo sus potenciales usos bajo diversas
condiciones experimentales.

Dado que los IBs bacterianos muestran una facil
capacidad de manipulacidén vy son materiales totalmente
biocompatibles, se investigd su potencial aplicabilidad
para fines Dbiomédicos mediante 1la realizacién de un
ejercicio sencillo. En la generacidén de tejidos para
medicina regenerativa, la unidén y proliferacidén celular se
pueden estimular a través de la modificacidén topografica
de las propiedades de la superficie del material mediante
grabado, litografia v procedimientos similares,
dependiendo de la naturaleza del propio material.
Recientemente, otras estrategias basadas en la
funcionalizacién de superficies con materiales “*7**® o en
su decoracidén con nanoparticulas también permitian un
ajuste fino de la textura de la superficie y la rugosidad
independientemente de la naturaleza del material utilizado

26,27

para estimular la unidén celular En este contexto, las
nanoparticulas de silica y cerdmicas de entre 24 y 1500 nm
de didmetro afectan a las funciones de crecimiento celular
y pueden modular de manera positiva la proliferacién

24,26

celular en superficies decoradas Dado que nos
cuestionamos si los IBs bacterianos que aparecen en este
intervalo de tamafios podrian también ser Utiles para la
nanomanipulacidén de superficies, se ensayd el efecto de
IBs con GFP, una vez depositados en placas de poliestireno

tratadas con cultivo de tejido (figura 32), en el
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crecimiento de células BHK21 (figura 3B, C). A una
densidad de 0,05 particulas/umi los IBs mostraron una
rugosidad de raiz media cuadrada (RMS) de 55,9 nm. En
dicha superficie modificada, las células BHK21 crecieron
intimamente unidas a los IBs con GFP depositados, tal como
se observa mediante la aparicidén de tincidn en la membrana
celular (marca roja) y fluorescencia de IB (marca verde),
dando lugar a seflales amarillentas (figura 3B) .
Curiosamente, en la superficie de poliestireno, que esté
ampliamente optimizada para la adhesidén y el crecimiento
celular, un agente de unidén celular convencional, tal como
la vitronectina, no presentaba efectos detectables en la
proliferacidén celular (Figura 3D,E). Sin embargo, bajo
dichas condiciones favorables, los IBs aun estimulaban de
manera significativa la proliferacién celular (figura 3 D)
dependiendo de 1la dosis (Figura 3E), hasta mas de dos
veces. Este efecto era mucho mas pronunciado y
bioldégicamente significativo que los ligeros o nulos
efectos observados con otras nanoparticulas, que a tamafios
definidos y para algunas lineas celulares parecen mostrar
efectos inhibidores en lugar de efectos estimuladores
282 De  forma interesante, no se observaron efectos
citopaticos ni sintomas de toxicidad en las células
cultivadas después de crecer en superficies tratadas con
IB. Un anédlisis 3D de imdgenes confocales (figura 3F)
mostrd IBs unidos a poliestireno totalmente integrados en
las membranas celulares, indicando una interaccidén intima
entre las superficies celulares y las nanoparticulas de IB
que decoran la superficie del crecimiento celular.

Con el fin de demostrar adicionalmente la validez
de los IBs como estimuladores de la proliferacién celular,
se realizé wuna microestructuracién de los IBs en un

2t utilizando la

sustrato de silicio terminado en amino
técnica de impresidén por microcontacto (uCP) que implica

la impregnacién de una estampacidén elastomérica con una
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suspensién de los IBs. La figura 3G muestra la superficie
de silicio estampada con IBs en una densidad de 0,04
Ibs/um° y una rugosidad RMS de 32,4 nm, asi como la
consecuente estimulacidén de la proliferacidén celular en
las regiones linealmente decoradas con IBs. Esto indica la
preferencia por un crecimiento celular inducido por IBs y
la capacidad de estas nanoparticulas para estimular la
proliferacidén celular en superficies inicialmente no
adecuadas para el crecimiento celular.

En resumen, los IBs producidos en bacterias se
pueden diseflar con precisién durante la produccidn
bioldgica con respecto a 1mportantes caracteristicas a
nivel de nanocescala y son materiales nanoparticulados
fascinantes producidos mediante procesos econdmicos por
los sistemas Dbioldgicos. Al ser Dbiofuncionales por
naturaleza y dado que la proteina que los forma se puede
seleccionar y que la su actividad bioldgica puede ser
modulada mediante la modificacidén genética de la célula
productora, la manipulacién de IBs podria tener amplias vy
profundas implicaciones en diferentes campos nanomédicos.
En particular, vy como primera prueba de concepto de
aplicabilidad biomédica, los IBs funcionalizan de manera
eficaz superficies favoreciendo de este modo de manera
significativa la proliferacidén de células de mamifero

unidas.
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REIVINDICACIONES
1.- Cuerpo de inclusidén aislado que comprende un

polipéptido caracterizado porque el cuerpo de inclusiédn
estd en forma particulada.

2.-Cuerpo de inclusidn aislado segun la
reivindicacidén 1, en el que la forma particulada tiene un
tamafio de particula entre 24 y 1500 nm.

3.- Cuerpo de inclusidén aislado segun cualquiera
de las reivindicaciones 1-2, en el que la particula esté
en forma amorfa hidratada.

4,- Cuerpo de inclusidén aislado segln cualquiera
de las reivindicaciones 1-3, en el gque el polipéptido es
un polipéptido gquimérico que comprende una proteina viral
fusionada de manera traduccional con una proteina
informadora.

5.- Cuerpo de inclusidén aislado segun la
reivindicacién 4, en el que la proteina viral es una
proteina de la céapside.

6.—- Cuerpo de inclusién aislado seguin cualqgquiera
de las reivindicaciones 4-5, en el que 1la proteina
informadora es una proteina fluorescente.

7.- Composicidén que comprende el cuerpo de
inclusién segln cualguiera de las reivindicaciones 1-6 y
una célula eucariota.

8.- Composicidén segun la reivindicacidén 7, en la
que la célula eucariota es una célula de mamifero.

9.- Composicidén que comprende el cuerpo de
inclusidén segln cualgquiera de las reivindicaciones 1-6 vy
un tejido de animal o planta.

10.- Cuerpo de inclusidén aislado seguln cualquiera
de las reivindicaciones 1-6, en el qgue el cuerpo de
inclusidén se deposita sobre una placa tratada con cultivo

de tejido.
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11.- Cuerpo de inclusidén aislado seglin cualquiera
de 1las reivindicaciones 1-6, en el que el cuerpo de
inclusidén se deposita sobre un sustrato de silicio.

12.- Cuerpo de inclusidén aislado segtn cualquiera
de 1las reivindicaciones 1-6, en el que el cuerpo de
inclusidn se incorpora dentro de un andamiaje
tridimensional de tipo sintético o natural.

13.- Uso del cuerpo de inclusidén aislado segln
cualquiera de las reivindicaciones 1-6, 10-12, como
estimulador de la proliferacidén de células eucariotas.

14.- Uso del cuerpo de inclusidén aislado segun
cualquiera de las reivindicaciones 1-6, 10-12, como
regenerador de tejido.

15.- Cuerpo de inclusidén aislado seguin cualquiera
de las reivindicaciones 1-6, 10-12, para su usSo CoOmo
medicamento.

16.- Célula bacteriana que comprende el cuerpo de
inclusién tal como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1-6.

17.- Célula bacteriana segun la reivindicacidén 16,
en la que la célula bacteriana es Escherichia Coli.

18.- Célula bacteriana segun la reivindicacién 17,
en la que E. coli se selecciona entre E. coli de cepa

salvaje o una cepa mutante.
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