Monitoreo de condiciones de replegamiento de proteinas por medio de Dispersién Dinamica
de Luz (DLS) .
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Replegamiento de Proteinas, Agregacion, DLS (Dinamic Ligth Scattering).

Introduccién.

El replegamiento de proteinas es un proceso complejo
para renaturalizar proteinas recombinantes producidas en
E. coli como agregados insolubles conocidos como
Cuerpos de Inclusion (Cl). La eficiencia del replegamiento
depende de lavado de los Cl, su solubilizacion y la
purificacion de la proteina. La agregacion es un fendmeno
presente durante todo el proceso produccion y la vida util
de toda proteina terapéutica, especialmente durante el
replegamiento, por lo que el monitoreo del tamario de la
proteina es critico para garantizar la calidad del producto
final [1]. Entre las metodologias disponibles, la dispersion
dinamica de luz (DLS), ofrece la ventaja de evaluar el
tamafio de particulas (0.1nm- 1000nm) en una muestra de
forma directa, sin manipulaciéon previa por lo que se
considera una tecnologia analitica viable para los
procesos de replegamiento y agregacion [2].

En este trabajo se presentan resultados del monitoreo del
tamafio de la proteina a diferentes condiciones de
solubilizacién de los Cl y replegamiento del antigeno
recombinante TSA-1 de T. cruzi

Metodologia.

La proteina TSA-1 se expres6 en E. coli, como Cl (350 mg
TSA/L de cultivo). Los Cl se recuperaron mediante la
ruptura celular con amortiguadores adicionados con
detergentes y lisozima y DNAsa. Se analizaron 12
condiciones de solubilizacién y desnaturalizacion de TSA-
1. Previo al replegamiento se eliminaron la mayoria de los
contaminantes y endotoxinas mediante cromatografia de
intercambio idnico, se determind el tamafio de la proteina
desnaturalizada mediante DLS y se procedid a replegar la
proteina por dilucion (1:10, a 20°C) con agitaciéon orbital
constante durante 24 h usando un amortiguador
previamente seleccionado de 46 condiciones analizadas

Resultados.

Del analisis de condiciones de solubilizacién se encontré
que la adicion de EDTA y detergentes redujo las
dimensiones de la proteina solubilizada. Entre los aditivos
que tuvieron un efecto positivo en la cinética de
replegamiento se encontraron: detergentes (Tween 20,
NP 40), PEG 3350, 8000, glicerol, cisteina, entre otros.

d (nm)

Fig. 1. Analisis por DLS del tamafio de TSA-1
solubilizada de CI.
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Fig.2. Analisis por DLS del tamafo de TSA-1 replegada
por dilucién (A) y por SEC (B)

Conclusiones. El DLS es una tecnologia analitica viable
para monitorear el tamano de la TSA-1 recombinante en
las etapas de solubilizacion, replegamiento. .
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