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Introduccién. Escherichia coli es e sistema de expresion
mas utilizado en la produccion de proteinas recombinantes.
Sin embargo, la mayoria de las proteinas no se pliegan
adecuadamente y se depositan en agregados insolubles
denominados cuerpos de inclusién (Cl). Para recuperar la
proteina activa, los Cl se solubilizan con agentes
desnaturalizantes, para posteriormente removerlos y permitir
su replegamiento. Dentro del gran nimero de estrategias
utilizadas, el replegamiento cromatogréfico es uno de los
sistemas con mayor potencial debido a su facil
automatizacion y factible escalamiento (1). En un trabajo
previo serealizé la fusion traduccional del dominio apical de
la chaperonina GroEL (ADgoeL) cOn un dominio de unién a
celulosa (CBDc¢e) de Cellulomonas fimi y se demostré que
la proteina recombinante (ADgoe -CBDcex) proveniente de
lafraccién soluble (FS) ayuda al replegamiento de la enzima
rodanasa sin requerir ATP (2). Sin embargo, también en este
caso, la proteina recombinante se expresd mayoritariamente
en Cl (ADgoe.-CBDce (Cl)). Para probar s la proteina
ADgoe - CBDce (Cl) recupera su afinidad por celulosa y
ayuda a replegamiento de proteinas desnaturalizadas, en €
presente trabajo se implementd un sistema de replegamiento
cromatogréfico con esta proteina inmovilizada a membranas
de celulosa (3).

Metodologia. Para la produccion de ADgroe -CBDcex SE
utilizdé una cepa E. coli transformada con el plasmido pET-
38 b[+]-AD. El paguete celular, se recuperd, lavé y lisd. Los
Cl se recuperaron por centrifugacion y se solubilizaron con
amortiguador 8 M de urea. Posteriormente, se diluyeron
hasta 1 M de urea y se inmovilizaron en una columna
empacada con 32 membranas de tela de algodon de 1 cm de
diametro. Para €l replegamiento asistido se inmovilizaron a
estas membranas 0.254 y 0.127 pmoles de ADgog -CBDcex
(Cl) y se inyectaron 100 y 80 pl a concentraciones de 1 y
34 UM de rodanasa y lactato deshidrogenasa (LDH)
desnaturalizadas respectivamente. Como control se utilizo6 la
proteina proveniente de la fraccion soluble (FS). El
replegamiento espontaneo se reaiz6 bajo las mismas
condiciones pero sin el minichaperon inmovilizado. La
actividad especifica de cada fracciébn se determind
dividiendo la actividad enzimética (rodanasa o LDH) entre €l
area bajo la curva del pico de elucion (3). El porcentaje de
plegamiento se determind considerando la actividad
especifica de la enzima nativa como el 100%.

Resultados y discusiéon. La proteina ADg o -CBDcex (Cl)
fue solublizada con 8M de urea y después de diluirla hasta
1M, se purificd e inmovilizé a membranas de celulosa en un

solo paso sin requerir ligandos quimicos. Utilizando una
columna de 1 cm de didametro empacada con 32 de estas
membranas, se logré un replegamiento del 35 y 22 % de
rodanasa y LDH desnaturalizadas respectivamente contra
solamente un 10% del replegamiento espontaneo (Figura 1).
Los resultados de este trabajo mostraron que la proteina
ADgoe -CBDce(Cl) recupera su actividad de minichaperon
y asiste € replegamiento de proteinas en forma similar a la
proteina proveniente de la fraccion soluble. El replegamiento
cromatografico en una columna de membranas de celulosa
no presenta grandes caidas de presion, es reutilizable y
susceptible de escalar, por lo que representa una opcion
viable para e replegamiento de proteinas desnaturalizadas
provenientes de cuerpos de inclusion.
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Fig. 1. Replegamiento cromatografico de rodanasa asistido por
ADgoer -CBDce (Cl y FS) inmovilizado en una columna de
membranas de celulosa Replegamiento espontaneo  (A).
Replegamiento de rodanasa asistido por ADgroer -CBDcex
proveniente de Cl (B) y proveniente de FS (C).

Conclusiones. La proteina de fusiéon ADgoe -CBDcex
proveniente de ClI fue capaz de asistir €l replegamiento de
rodanasa y LDH en forma similar a la proteina en su
conformacién nativa.
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