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Replegamiento de Proteinas, Replegamiento Cromatografico, Chaperones Inmovilizados.

A partir de la produccién heteréloga de la insulina
humana en Echerichia coli, la produccién de proteinas
recombinantes para su uso en diagndstico y/o aplicacion
terapéutica, es una de las areas mas dinamicas de la
biotecnologia. Cada afio nuevas proteinas recombinantes
en fase de pruebas clinicas o produccién se suman a las
ya disponibles en el mercado. Si la funcién de la proteina
de interés no depende de  maodificaciones
postraduccionales, como la glicosilacién, E. coli es sin
duda la alternativa recomendada para la expresion de la
proteina debido a su réapido crecimiento, sencilla
manutencion y capacidad para expresar grandes
cantidades de proteinas a bajo costo. Sin embargo, la
mayoria de las proteinas recombinantes se expresan en
forma de agregados insolubles, de proteina mal plegada
y sin actividad biol6gica, denominados cuerpos de
inclusion (Cl). Aunque, la expresion de proteinas
recombinantes en Cl facilita su separacion y purificacion,
la baja eficiencia de los procesos de replegamiento para
recuperar su actividad biolégica, limita seriamente el uso
de E. coli como sistema de expresion.

Por el trabajo pionero de Anfinsen sabemos que el
replegamiento de wuna proteina es un proceso
espontaneo (1) que al incrementarse la concentracion de
proteina desnaturalizada compite desfavorablemente con
la agregacion de la proteina mal plegada. En la célula el
plegamiento es asistido por proteinas conocidas como
chaperones moleculares para evitar la agregacién. Estas
proteinas, como el complejo GroEL-GroES, son capaces
de asistir in vitro el replegamiento de proteinas
desnaturalizadas en proceso dependiente de ATP (2) y
se ha demostrado que el Dominio Apical de GroEL,
(ADgroeL) €s suficiente para asistir el replegamiento de
proteinas desnaturalizadas sin requerir ATP. La
inmovilizacion de ADg,g. €n soportes cromatograficos
junto con enzimas que catalizan la formacion o
isomerizacion de enlaces disulfuro (PDI, DsbA, DsbC)
permitieron desarrollar una metodologia conocida como
replegamiento  cromatografico asistido para el
replegamiento eficiente in vitro de proteinas con enlaces
disulfuro (3). ElI potencial de aplicacion de esta
metodologia se ha limitado principalmente por la carencia
de sistemas eficientes y econdémicos para la
inmovilizacion de estos biocatalizadores del plegamiento.
En la bldsqueda de alternativas de inmovilizacion, en
nuestro laboratorio se fusionaron el ADge. Y las oxido-
reductasas DsbA y DsbC al modulo de unién a celulosa
CBDcex de Cellulomonas fimi. Para probar que estas

proteinas de fusion (ADGroEL-CBD, DsbA-CBD y DshC-
CBD) son una alternativa para implementar un sistema
de replegamiento  cromatogréfico  asistido, se
inmovilizaron en celulosa, se mezclaron con una resina
de filtracibn en gel y se empacaron en una columna
cromatogréfica. Esta columna se ha usado para el
replegamiento cromatografico de proteinas ampliamente
reportadas en la literatura como modelo para ensayos de
replegamiento como: las enzimas rodanasa, lactato
deshidrogenasa (LDH) y lisozima. Los resultados
obtenidos indican que este sistema de replegamiento
cromatografico asistido es eficiente y estable. En ciclos
de replegamiento consecutivo, donde los
biocatalizadores inmovilizados en celulosa estuvieron
expuestos a condiciones desnaturalizantes por mas de
seis ciclos, se alcanzaron eficiencias de replegamiento
hasta del 100% (4,5). Experimentos recientes usando
una hiluronidasa recombinante de tarantula* han
demostrado que este sistema se puede usar para
recuperar la actividad biol6gica de proteinas expresadas
como ClI.

En resumen los resultados obtenidos nos permiten
concluir que el replegamiento cromatografico asistido por
el Dominio Apical de GroEL y las oxido-reductasas DsbA
y DsbC inmovilizados en celulosa es una alternativa
viable y eficiente para el replegamiento de proteinas
recombinantes expresada como Cl.
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