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CBP105,Cellulomonas flavigena, Modulo de unién a carbohidrato.

Introduccion. La CBP105 es una endoglucanasa producida
por Cellulomonas flavigena constituida por un dominio
catalitico, un médulo de unién a carbohidrato tipo 11, dos
dominios de uni6n a fibronectina tipo Il y un médulo de
union a carbohidrato tipo Il (1). Los médulos de union a
carbohidratos o CBM (por sus siglas del inglés Carbohidrate-
Binding Module) se han utilizado como herramienta en la
purificacion de proteinas recombinantes de interés
biotecnoldgico. Los CBMs se clasifican en familias de
acuerdo a caracteristicas estructurales y afinidad a
determinado carbohidrato (2); en el caso de la CBP105 se ha
sugerido que el CBMII tiene mayor afinidad a celulosa que
el CBMIII (1).

En este trabajo se reporta la clonacion, expresion vy
purificacion del CBMII y el CBMIII recombinantes de la
CBP105 como la primer etapa para determinar las constantes
de afinidad a celulosa de ambos CBMs.

Metodologia. Los fragmentos de DNA que codifican para
los CBMII 'y CBMIII de la CBP105 se amplificaron por PCR
y se clonaron de manera direccionada en el vector de
expresion pColdl (Takara) obteniéndose las construcciones
pColdI-CBMII y pColdI-CBMIII respectivamente; con éstas
se transformaron células quimicamente competentes de E.
Coli BL21 DE (3) para la expresion de los CBMs. Para
determinar las mejores condiciones de expresion de cada
CBM se realizaron ensayos con diferentes condiciones de
induccién (0.1, 0.5 y 1mM de IPTG) y temperatura de
cultivo (16, 30 y 37 °C). A partir de un cultivo de 2L
inducido con 1 mM de IPTG por 24 h a 30 o 37 °C. Se
purificaron los CBMs por cromatografia de afinidad a niquel
de las fracciones soluble e insoluble, en condiciones nativas
o desnaturalizantes. Las proteinas provenientes de cuerpos
de inclusion se replegaron por dilucién simple de 8M a 1M
de urea y se interaccionaron con celulosa. Los CBMs
purificados tanto de la fraccion soluble como a partir de
cuerpos de inclusién se interaccionaron con celulosa
microcristalina (Sigmacell50, Sigma) durante 12 h a 4°C .y
después de lavar la celulosa se trato con amortiguador de
Leamli y se analizé por SDS-PAGE.

Resultados y discusion. EI CBMII se expresé tanto en
forma soluble como insoluble. La mayor expresion del
CBMII en forma soluble se obtuvé manteniendo el cultivo a
30°C e induciéndolo 1mM IPTG (carril 2, figural); mientras

que el CBMIII solo se expreso en forma insoluble; en el
carril 5 de la figura 1 se muestra el perfil electroforético del
extracto total, después de la induccién con 1 mM de IPTG a
una temperatura de 37°C. EI CBM 11 se purifico a partir de
su forma soluble (carril 3, figura 1), y el CBMIII solo se
purifico a partir de cuerpos de inclusion (carril 6, figura 1).
Ambos CBMs recombinantes se adsorbieron a la celulosa
microcristalina (carriles 4: CBMII y carril 7: CBMIII). La
interaccion con la celulosa de las proteinas provenientes de
cuerpos de inclusion se llevo acabo también a 1 M urea 'y no
se observaron cambios significativos en la adsorcion a
celulosa de ambos CBMs.
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Figura 1. Expresion, purificacion e interaccion con celulosa de
los CBM Il y CBMIII de la CBP105. 1: Marcador de peso
molecular (BioRad), 2: CBMII; extracto total después de 24 horas
de induccién con 1mM IPTG a 30°C; 3: CBMII purificado; 4:
CBMII adsorbido a la celulosa; 5: CBMIII; extracto total después
de 24h de induccién con 1mM IPTG, 37°C; 6: CBMIII purificado;
CBMIII adsorbido a celulosa.

Conclusiones. Se prob6 que los CBMIlI y CBMIII
recombinantes de la CBP105 mantienen su afinidad a
celulosa, aun cuando se purifiquen de cuerpos de inclusion.
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