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1.0-RESUMEN

Escherichia coli es el sistema de expresion que continta siendo la primera opcion para la produccion
de proteinas recombinantes cuando la actividad de la proteina no esta comprometida por
modificaciones postraduccionales. Se encuentran disponibles muchas cepas de E. coli, vectores de
expresion y condiciones de cultivo optimizados para producir proteinas solubles y correctamente
plegadas. Estas estrategias frecuentemente fallan y las proteinas recombinantes se acumulan en
agregados proteicos denominados cuerpos de inclusion (CI). Para recuperar su actividad bioldgica, la
proteina debe ser replegada, operacion unitaria que representa la mayor limitante en la produccion de
proteinas recombinantes expresadas en E. coli. El replegamiento cromatografico asistido por
auxiliares del plegamiento y de la formacién de enlaces disulfuro es una alternativa de replegamiento
in vitro que mejora significativamente la produccién de proteinas biolégicamente activas a partir de CI.
Sin embargo, su aplicacion y desarrollo se ha limitado principalmente por el costo en la preparacion
de la matriz de replegamiento. Evaluando una alternativa de inmovilizacién econémica y funcional, en
este trabajo, el dominio apical de GroEL (DA) y las oxidoreductasas DsbA y DsbC se fusionaron a un
dominio de union a celulosa (CBD). Las proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y DshC-CBD se purificaron,
inmovilizaron en celulosa y se acoplaron a un sistema cromatogréafico, el cual incrementd los
rendimientos del replegamiento de lisozima (proteina modelo) y de una hialuronidasa de tarantula
recombinante (rHAsa), expresada en E. coli como CI. El replegamiento cromatogréfico asistido por los
chaperones inmovilizados permitié la recuperacion del 100% de la actividad de ambas proteinas
inyectadas a concentraciones de 2-3 mg/mL, por medio de 6-8 lotes de replegamiento consecutivos,
mientras que sin la asistencia de los chaperones sélo se recuper6 el 23% y 4% de la actividad de
lisozima y rHAsa respectivamente. Por otra parte, la inmovilizacién de DA, DsbA y DsbC en celulosa
mostré una alta estabilidad de almacenamiento, perdiéndose tan sélo el 15% de actividad de los
chaperones inmovilizado después de 18 meses. Ademas, de presentar una alta estabilidad
operacional bajo condiciones desnhaturalizantes extremas. Estos resultados demostraron que el
replegamiento cromatografico asistido por DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD, inmovilizados en

celulosa, puede ser aplicado en el replegamiento oxidativo de proteinas expresadas en E. coli en CI.
1



1.0-SUMARY

The Escherichia coli expression system remains the first choice for the production of recombinant
proteins when the biological activity is not compromised by posttranslational modification. Many
strains of E. coli, vectors and culture conditions are available to express recombinant proteins in a
soluble and correctly folded conformation. Often these strategies fail, and misfolded recombinant
proteins aggregate into inclusion bodies (IB). To recover its biological activity, a recombinant protein
must be refolded, a step that has become the major limitation of the E. coli expression system.
Chromatographic refolding, assisted by immobilized chaperones and foldases, is an in vitro refolding
protocol that significantly improves refolding yields, yet its application at the bioprocess scale has
been limited. Therefore, new cost-efficient alternatives to utilize chromatographic refolding assisted by
chaperones and foldases might improve the production of biologically active proteins in E. coli. In this
work, the GroEL apical domain (AD) and the oxidoreductases DsbA and DsbC fused to a
carbohydrate-binding module (CBM) were purified and immobilized on microcrystalline cellulose
particles. A column packed with a 60:40 (v/v) mixture of gel filtration media and cellulose particles with
immobilized AD DsbA and DsbC significantly improved the chromatographic refolding of lysozyme
(model protein) and a hyaluronidase from tarantula expressed as IB (rHAsa). For both proteins, the
assisted refolding yield were up to 100% when the injected protein concentration was 2-3 mg/mL by
6-8 consecutive refolding batches were developed, while only 23% of lysozyme activity and 4% of
rHAsa activitiy were recovered without the chaperones assistance. In addition, AD, DsbA and DsbC
immobilized on cellulose exhibited significant storage and operational stability under the extreme
denaturing conditions used in the chromatographic refolding batches. These results demonstrate that
chromatographic refolding assisted by AD, DsbA, and DsbC immobilized on cellulose is suitable for

the oxidative refolding of proteins expressed in E. coli as IB.



20-INTRODUCCION

2.1.- Expresion de proteinas recombinantes.

A partir de la produccion de insulina humana a través de la ingenieria genética desde hace mas de 20
afos, hemos sido testigos del desarrollo de la aplicacion de la tecnologia de DNA recombinante para
la produccion de proteinas, denominadas “proteinas recombinantes”, diversificando asi, la obtencion
de proteinas; incluso de aquellas provenientes de células eucariontes cuyo cultivo es de dificil
mantenimiento o en las cuales la expresion es minima (Baneyx y col., 2004; Sorensen, 2005). La
aplicacion de estos sistemas de produccion esta enfocada principalmente al uso diagndstico y/o a la
terapéutica. El precio actual de la insulina humana recombinante es de 500 USD/g, precio
relativamente bajo cuando se compara con el valor comercial de otras proteinas recombinantes, tales
como la eritropoyetina humana (850,000 USD/g) y el factor estimulante de colonias granulociticas
(450,000 USD/g) (Tufts CSDD Impact Report, 2008). Debido a las ventajas de este tipo de productos,
cada dia se suman a la lista nuevas proteinas recombinantes con aplicacion terapéutica en fase

experimental y de produccién (Pavlou y col., 2004).

Escherichia coli es la bateria mas empleada en la produccién de proteinas recombinantes (Tabla I),
debido a su rapido crecimiento, sencilla manutencion y capacidad para expresar grandes cantidades
de proteinas heter6logas a bajo costo. Sin embargo, la mayor parte de la proteina expresada, se
encuentra en forma de agregados proteicos denominados cuerpos de inclusién (Cl), los cuales
requieren de un proceso de replegamiento para la recuperacion de su forma bioactiva (Misawal y col.,
1999; Terpe, 2006). A pesar de las desventajas que presenta este sistema de expresion (Tabla Il), E.
coli sigue siendo un sistema de expresion eficiente y rentable en la produccion de proteinas
recombinantes de grado terapéutico como son la insulina, hormona de crecimiento e interferon a y 3,
entre muchos otros ejemplos. Existen diversas estrategias para inducir la produccion de proteina

soluble y funcional en E. coli, en la Tabla Il se enumeran algunas (Terpe, 2006; Vera y col., 2007)..
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Sin embargo estas estrategias no siempre funcionan por lo que es necesario desarrollar procesos de
produccion eficientes que permitan obtener proteinas funcionales a partir de los CI. Por lo cual, uno
de los principales retos en la produccion de proteinas recombinantes terapéuticas en bacterias, es el
desarrollo de sistemas eficientes de renaturalizacion de proteinas heterdlogas provenientes de CI

(Lee y col., 2006; Eiberle, 2010).

2.2.- Cuerpos de inclusién

Los CI son agregados proteicos de alta densidad, localizados tanto en el citoplasma, como en el
espacio periplasmico de E. coli durante la sobreexpresion de proteinas recombinantes (Schein, 1989;
Panda, 2003). En principio, la agregacion de proteinas se explicé través de interacciones no
especificas de regiones hidrofébicas de los péptidos recién sintetizados, no obstante, existen
evidencias de que los mecanismos de agregacion en bacterias son debidos a la interaccion
intermolecular dependiente de secuencias especificas (Ventura, 2005). Particularmente, en E. coli, la
formacion de los Cl se atribuye a la incapacidad del control de calidad de la maquinaria de
plegamiento de la célula hospedera frente a la sobreexpresion de proteinas recombinantes, en donde
las proteinas mal plegadas se agregan escapando de la degradacion proteolitica (Villaverde, 2003).
La expresion de proteinas recombinantes en Cl tiene ciertas ventajas operativas, debido a que
constituyen més del 30% de la proteina total de la célula y es facil su separacién de las proteinas
citopldsmicas solubles, por lo que se pueden purificar a través de un proceso sencillo. Ademas, su
configuracion ofrece proteccion proteolitica durante la expresion y purificacion. Por otra parte, los Cl
representan la Unica posibilidad de acumulacion y recuperacion de proteinas heterdlogas toxicas para
la célula hospedera (ej., toxinas, proteasas). A pesar de estas ventajas, la renaturalizacion de
proteinas recombinantes acumuladas en CI sigue siendo la mayor limitante en (Jhamb y col., 2008;

Eiberle, 2010).



2.3.- Renaturalizacidon de proteinas recombinantes

Numerosos esfuerzos se han sumado para la renaturalizacion de proteinas expresadas y acumuladas
en ClI, pero hasta el momento no se ha encontrado un procedimiento universal que responda a este
objetivo. La estrategia general para la renaturalizacion de proteinas acumuladas en Cl se puede
resumir en tres pasos: purificacion y lavado de los Cl, solubilizacién y replegamiento (Middelberg,
2002; Vallejo, 2004). La purificacion y lavado de los Cl, incluye su recuperacion después de la ruptura
celular por medio de métodos mecanicos o enzimaticos y una etapa de lavado para eliminacion de
contaminantes insolubles como proteinas integrales de membrana. Los ClI se solubilizan por medio de
altas concentraciones de agentes desnaturalizantes como la urea (8 M) o GdnHCI (6 M). La finalidad
de la adicion de estos agentes es interrumpir las interacciones hidrofébicas inespecificas produciendo
la desagregacion de los Cl (De Bernardez, 1998; Tsumoto y col., 2003). El resultado de la
solubilizacién de los Cl es una proteina sin configuracion nativa; que debe llevarse a condiciones que
promuevan la formacion de su estructura funcional; proceso limitante denominado “replegamiento”

(De Bernardez, 1998; Middelberg, 2002).



Tabla I.- Expresion en Escherichia coli de proteinas recombinantes terapéuticas.

Modo de Nivel de Expresién Produccién Formacion

Proteina
expresion (% de proteinatotal) (mg/L) de Cl
hEGF Fusién NE 60 +
Insulina humana Fusion 20 NE +
hIFN-B Directo NE 20 -
hIFN-y Directo 40 NE +
Prourocinasa humana Directo 6 NE +
hGH Directo NE 169 +
hGH Secrecion 14 25 -
htPA Fusién 10 460 +
htPA Secrecion NE 0.18 -
hTIMP 1 Directo 15 NE +
hTIMP 2 Fusién 5 NE +
Calcitonina humana Fusion NE 478 +
hG-CSF Directo 15 2800 +
hbFGF Directo NE 1700 -
hHIL 2 Directo 20 700 +
hHIL 6 Directo 20 NE +
Glucagon humano Fusién 34.5 42 +
Hirudina Fusion 18 200 +
Hirudina Secrecion NE 1000 -
Arginina Desaminasa Directo 20 400 +

hEGF (Factor de crecimiento epidermal), hIFN (Interferén humano), hGH (Hormona de crecimiento humana),
htPA (Activador de plasminégeno humano), hTIMP (Inhibidor de metaloproteinasas humano), hG-CSF (Factor
estimulante de granulocitos humano), hbFGF (Factor basico de crecimiento de fibroblastos), hHIL (Interleucina

humana), NE (No estimado). Adaptada de Misawal y col., 1999.



Tabla Il.- Problemas frecuentes en la produccion de proteinas heter6logas en E. coli y estrategias

aplicadas.

Evidencia

Problema

Soluciones

Muerte celular

Formacion de

cuerpos de inclusién

Proteinas insolubles
(S-S)

Sin presencia de
actividad

Sin presencia de la
proteina

Proteina Toxica.

Alta expresion basal.

Sobreexpresion.

Reduccién de enlaces disulfuro.

Proteina mal plegada
Decremento de actividad por
incompatibilidad estructural con

el tag de afinidad.

Proteina truncada.

Presencia de codones extrafios.

Restriccion y control de la expresion basal.
Empleo de un promotor débil.
Disminucién de temperatura durante la expresion.

Disminucién de la concentracion del promotor.

Atenuacion de la expresion mediante:

Empleo de un promotor débil.

Disminucidn de la concentracion del promotor.
Disminucién de temperatura durante la expresion.
Disminucién del nimero de copias del plasmido.
Fusién a un tag de afinidad de naturaleza hidrofilica.
Coexpresion de chaperones.

Cambio de sistema de expresion.

Control del ambiente redox citoplasmico.
Acumulacion de la proteina en periplasma.

Cambio de sistema de expresion.

Control del ambiente redox citoplasmico.
Acumulacion de la proteina en periplasma-
Atenuacion de la expresion.

Cambiar tag de afinidad.

Coexpresion de chaperones.

Cambio de sistema de expresion.

Empleo de un promotor fuerte.

Incremento del nimero de copias del plasmido.
Disminucién de temperatura durante la expresion.
Suministro de tRNAs extrafios.

Cambio de sistema de expresion.

(Adaptada de Terpe, 2006)



2.4.- Replegamiento

El plegamiento se define como la secuencia de interacciones hidrofébicas, electrostaticas de puentes
de hidrégeno y de enlaces disulfuro que a través de intermediarios productivos en un proceso
cooperativo formaran la estructura estable y funcional de una proteina, dichas interacciones estan

dirigidas por la secuencia de aminoacidos de la proteina (Hartl, 1996; Englander y col., 2007).

El replegamiento es una operacién unitaria donde se propician las condiciones para llevar a cabo el
correcto plegamiento de la proteina. El plegamiento es un proceso inicialmente unimolecular, es decir,
se establecen interacciones intramoleculares siguiendo una reaccién de primer orden y de ser
necesaria la formacion de oligobmeros, subsecuentemente se estableceran interacciones
intermoleculares ordenadas y consecutivas. Sin embargo, existe la posibilidad de que se establezcan
interacciones intermoleculares entre dos 0 mas moléculas de polipéptidos desplegados o bien, entre
intermediarios productivos o no productivos del plegamiento, promoviendo la formacion de agregados
no estructurados o alternativamente, la formacion de agregados fibrilares denominados “amiloides”
(Figura 1) (Brockwell y col., 2007; Hartl y col., 2009; Thirumalai, 2010). Por lo anterior, en el
replegamiento es fundamental propiciar las condiciones de renaturalizacion y simultaneamente,
prevenir las interacciones intermoleculares desordenadas para evitar la formacién de agregados que

limiten el rendimiento del proceso (Buswell y col., 2002; Gupta y col., 2007).

El replegamiento de las proteinas provenientes de CI a nivel laboratorio y en muchos procesos
industriales se desarrolla por medio de la sustitucion o dilucion controlada del agente desnaturalizante
adicionado en el proceso de solubilizacion (urea, GdnHCI), empleando un amortiguador de
replegamiento. Este contiene aditivos que propician el pH y el ambiente redox apropiados, ademas de

tener la capacidad de impedir la formacion de agregados, como los listados en la Tabla lll.



2.4.1.- Replegamiento oxidativo

Al igual que los enlaces peptidicos, los enlaces disulfuro son de naturaleza covalente, por lo que es
de suponerse que tienen un impacto trascendental en el plegamiento y estabilidad de las proteinas.
Los enlaces disulfuro en proteinas son altamente conservados y su estabilidad es tal, que se pueden
romper espontdneamente hasta temperaturas de 100°C o en pH alcalinos (10 -13) (Schmidt, 2007).
Proteinas de interés biotecnoldgico como la insulina o la hormona del crecimiento, contienen enlaces
disulfuro que estabilizan su conformacion nativa. Una estrategia empleada, para la expresion de este
tipo de proteinas en E. coli, es conducir su expresion hacia el espacio peripldsmico, puesto que
ofrece un ambiente oxidativo propicio para la formacién de enlaces disulfuro, permite la recuperacion
de la proteina en forma activa y concentrada. A pesar de las técnicas de manipulacion de localizacion
de expresion de proteinas heterdlogas, frecuentemente la expresion se lleva a nivel citoplasmatico,
acumulandose la proteina de interés mayoritariamente en Cl (Kiefhaber y col., 1991; Bernardez y col.,
1998). Para solubilizar ClI con presencia de enlaces disulfuro, ademas de los agentes
desnaturalizantes, se adicionan agentes reductores como el DTT, DTE, GSH, 2-B-mercaptoetanol,
para reducir los enlaces disulfuro. Para recuperar la estructura nativa de la proteina desplegada y
formar los enlaces disulfuro, deben removerse los agentes desnaturalizantes y reductores por un
amortiguador de replegamiento de naturaleza oxidativa bajo la manipulacion controlada de las
condiciones de oxido-reduccién, en un proceso denominado “replegamiento oxidativo” (Kadokura y

col., 2003; De Bernardez y col., 1998; Wang y col., 2006).

Existe una gran variedad de métodos bien establecidos y fundamentados con el propdsito de regular
el replegamiento oxidativo. Entre estas alternativas, se encuentran la reoxidacion de la proteina por la
presencia de oxigeno molecular y Cu®*. Los rendimientos obtenidos por este método son limitados
debido a la escasa solubilidad del oxigeno (Ahmed y col., 1975). Por otra parte se han desarrollado
electrodos para llevar la oxidacion electroquimica directa de las proteinas reducidas y el reciclado

electroquimico de los grupos “tidlicos” reducidos que pueden actuar como mediadores redox, por
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medio de las reacciones anddicas, en las que el oxigeno es transferido desde el disolvente; la
caracteristica principal de este tratamiento es que utiliza la energia eléctrica como vector (Maleky y

col., 2009).

También se ha probado que la adicién de sistemas de oxido-reduccion en el amortiguador de
replegamiento favorece la formacion de enlaces disulfuro. Los sistemas de oxido-reduccion son
mezclas de formas oxidadas y reducidas de compuestos de bajo peso molecular que presentan el
grupo -SH, entre los cuales se encuentran los pares cisteina/cistina, DTTox/DTTred (ditioles) y de
glutation oxidado y glutation reducido (2GSH-GSSG) (tioles arométicos), entre otros; los cuales
proveen el potencial redox adecuado para la formacion de los enlaces disulfuro (Lu, 2008). Durante el
replegamiento oxidativo, existe una competencia entre el plegamiento de las proteinas contra la
formacion de agregados. Cuando las proteinas se encuentran en estado reducido son inestables y
pueden tener expuestos los grupos -SH, por lo que la interaccion intermolecular puede favorecer la
formacion de enlaces disulfuro con los grupos -SH de otras proteinas, generando agregados
sumamente estables. La adicién de sistemas de oxido-reduccion previene la formacion de estos
agregados al promover el reacomodo (“shuffling”) de los enlaces disulfuro (Wang y col., 2006; Lu,
2008). Este reacomodo es un proceso de intercambio multiple de interaccion entre los residuos de
cisteina presentes en la proteina, durante el cual se forman las diversas combinaciones posibles de
enlaces disulfuro de forma unimolecular, hasta encontrar los enlaces disulfuro estables y por lo tanto,
el patron de enlaces disulfuro correcto (Ruoppolo, 1995; De Bernardez y col., 1998). La aplicacion del
sistema GSH-GSSG a nivel preparativo se muestra en la Tabla IV (Misawal y col., 1999; Vallejo,
2004). Otra alternativa aplicada al replegamiento oxidativo es la formacion de enlaces disulfuro

controlada por catalizadores enzimaticos.
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Figura 1.- Esquema de la perspectiva energética del plegamiento vs agregacion.

En el embudo energético, se muestra en color azul las mdaltiples conformaciones previas a la
adquisicion de la estructura nativa por medio de interacciones intramoleculares. La violeta muestra las
conformaciones resultantes de las interacciones intermoleculares que conducen a la formacion de

agregados amorfos o estructuras amiloides. Ambas regiones del embudo energético se intercalan.

(Adaptada de Hartl, 2009).
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Tabla Ill.- Aditivos usados en amortiguadores de replegamiento.

Aditivo Concentracion usual

Urea 2M

Cloruro de guanidina (GdnHCI) 1M

Arginina 0.5M
Glicerol 0.4 M
Sacarosa 04 M
Laurilmaltosa 0.3 mM
Polietilenglicol (3550 mw) 0.05% wiv
Amortiguador Tris 0.5M
Triton X 100 10 mM
Acetamida 2M

n- hexanol 5mM

Sales ( NaCl, Na,SO,, K,S0,) 0.5 M

(Adaptada de Middelberg, 2002)



Tabla IV.- Replegamiento oxidativo de proteinas provenientes de cuerpos de inclusion

empleando el sistema de oxido reduccion GSH-GSSG

Glutation Glutation
Proteina Namero de : oxidado pH Temperatura Tiempo
. reducido
recombinante enlaces GSH (mM) GSSG (°C) (h)
disulfuro (mM)
Fragmento Fab 5 5 0.5 8 10 150
htPA 17 0.5 0.3 8.75 15 24
htPA truncado 9 2 0.2 8.6 20 24
hMCSF 9 0.5 0.1 8.5 4 48
hiL2 1 10 1 8 T ambiente 16
hiL4 3 2 0.2 8 T ambiente 4
hiL6 2 0.01 0.002 8.5 22 16
hTIMP1 6 2 0.2 8 4 16
hTIMP2 3 0.78 0.44 9.75 25 2

htPA (Activador de plasminégeno humano), hTIMP (Inhibidor de metaloproteinasas humano), hG-SF

(Factor estimulante de granulocitos humano), hHIL (Interleucina humana). (Adaptada de Misawal y

col., 1999).
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2.5.- Alternativas operacionales de replegamiento

Se pueden consultar en la base de datos “REFOLD” (http://refold.med.monash.edu.au/) una
recopilacibon de méas de 600 procedimientos reportados para el replegamiento de proteinas
recombinantes, misma que se actualiza constantemente (Chow, 2006). Entre las alternativas a nivel
preparativo se encuentran: el replegamiento por dilucién, el replegamiento por recambio de
amortiguador a través de métodos con membranas y la absorcion reversible de las proteinas
desnaturalizadas a un soporte cromatografico sélido, todos ellos incluyen la remocién gradual del
agente desnaturalizante adicionado en el proceso de solubilizacién (De Bernardez, 1998; Middelberg,

2002).

2.5.1.- Replegamiento por dilucion.

El método cominmente usado en la renaturalizacion de proteinas provenientes de Cl es la dilucion de
la proteina desnaturalizada en amortiguador de replegamiento, el cual contiene aditivos que
previenen la formacién de agregados. En dicho método se baja la concentracion local de proteina por
replegar (0.001 mg/mL - 0.1 mg/mL), propiciandose un aislamiento espacial durante el replegamiento
y abatiendo la formacion de agregados. El replegamiento por dilucion es el mas usado a nivel
industrial en la produccion de proteinas recombinantes debido a la simplicidad del proceso. Las bajas
concentraciones finales de la proteina en la dilucién dificultan la recuperacion de la misma. Por otra
parte, a nivel operacional el volumen final de los amortiguadores empleados y las dimensiones de los
tanques de operacion hacen que el proceso de dilucion sea ineficiente, costoso, poco escalable y no
controlable. En funciéon de las desventajas que presenta el replegamiento por dilucion, se han
desarrollado estrategias para el aumento de los rendimientos de replegamiento, como son la adicién
de la proteina a replegar en pulsos (Rudolph y col., 1997) y el reciclado de agregados de procesos de

replegamiento por dilucion previos (Schelgl y col., 2005). Ademéas, también se ha explorado el empleo

15



de otras alternativas a la dilucién, como los métodos con membranas y la aplicacion de procesos

cromatogréficos aplicables al replegamiento (Middelberg, 2002; Jungbauer y col., 2007).

2.5.2.- Replegamiento por recambio de amortiguador a través de métodos con membranas

La aplicacion de membranas en el replegamiento de proteinas esta limitada a la remocién del agente
desnaturalizante por diafiltracion. Los Cl solubilizados son diafiltrados al contacto con un
amortiguador de replegamiento para reducir la concentracion del agente desnaturalizante y promover
un ambiente que propicie y favorezca la reestructuracion de las proteinas desnaturalizadas hacia su
estructura nativa. Por medio de esta estrategia, se reduce exclusivamente la concentracion del
agente desnaturalizante, mas no la concentracién de la proteina debido a que la membrana no es
permeable a ésta (West y col., 1998). No obstante, la formacion de agregados no se ve abatida por
esta estrategia, ya que no contempla la disminucion de las interacciones intermoleculares
hidrofébicas inapropiadas. A nivel operacional presenta diversas desventajas, tales como: tiempo de
operacion extenso, empleo de grandes volimenes de amortiguador de replegamiento, ademas de ser
una operacion poco escalable y controlable. Se ha reportado también, que parte de los péptidos

desplegados logran escapar por los poros de las membranas (De Bernardez, 2001; Li y col., 2004).

2.5.3.- Replegamiento de proteinas recombinantes por procesos cromatograficos

El principal atractivo de los procesos cromatograficos aplicados al replegamiento de proteinas
recombinantes, es la capacidad de promover simultdneamente una baja concentracion local de
proteina por replegar, provocando la separacion espacial entre especies del replegamiento,
disminuyendo la formacion de agregados. Por lo anterior, los procesos cromatograficos permiten el
replegamiento a concentraciones de proteina mayores a las tratadas por dilucibn o con membranas,

por lo que tienen gran potencial como alternativa de replegamiento (Jungbauer y col., 2004 y 2007).
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Las estrategias de replegamiento de proteinas recombinantes a través de columnas cromatograficas

se pueden clasificar en tres categorias:

1.-Replegamiento por cromatografia de exclusiéon molecular.
2.-Absorcion reversible de la proteina desnaturalizada a un soporte cromatogréfico.

3.-Replegamiento cromatografico asistido.

En el replegamiento por cromatografia de exclusion molecular, debido a la diferencia entre los
tiempos de residencia de la proteina y el agente desnaturalizante se promueve la separacion y
remocién gradual del agente desnaturalizante, permitiendo el replegamiento de la proteina. Por otra
parte, debido a las diferentes propiedades difusivas entre la proteina plegada, intermediarios de
replegamiento y proteina desplegada, se inhibe la formacién de agregados favoreciendo a la reaccion

de replegamiento.

En el replegamiento por medio de la inmovilizacion reversible de la proteina desnaturalizada a un
soporte cromatogréfico, se han empleado resinas de intercambio i6nico, afinidad a metales (IMAC) e
interaccion hidrofébica. La proteina por replegar es absorbida al soporte cromatogréfico, originando
un aislamiento espacial entre las especies del replegamiento y evitando interacciones
intermoleculares durante la remocién del agente desnaturalizante. Por otra parte, las altas
concentraciones de sal empleadas en la elucion de la proteina por replegar, abaten interacciones
hidrofébicas que podrian dirigir la formacion de agregados y promueven el replegamiento. En la Tabla

V se muestra un resumen de las diversas alternativas cromatograficas aplicadas al replegamiento.

Finalmente, la tercera alternativa, el replegamiento cromatogréfico asistido, consiste en la
inmovilizacion de auxiliares del plegamiento a un soporte cromatografico, que permitan a la columna

actuar como un reactor catalitico del replegamiento.
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Tabla V.- Replegamiento de proteinas por procesos cromatograficos

Proteina

Soporte cromatografico

Especificaciones

Cromatografia de Exclusion molecular

Lisozima

Inhibidor C1
Lisozima recombinante

p GF

Transposasa TclA

Lisozima
scFv recombinantes
Lisozima

B-lactamasa

a-Lactoalbimina
Lisozima

Shephacryl S-100

Superosa
Sephacryl
Superdex 75 pg

Superdex 200pg

Sephacryl S-100
Superdex 30 pg
Superdex 75
Sephacryl S-300
Superdex
Sephacryl S-100

Cromatografia de intercambio iénico

Citocromo C, pGH,
Ovoalbumina, PBTI
HPV16 E7TMS2

CM celulosa, Mono Q
DEAE celulosa
MonoQ

Fragtogel EMDS036 50
Heparin sepharosa

a-glucosidasa

Lisozima

NS3 (HCV)
Ciclodextrina
glicosiltransferasa

SP sepharosa HP
DEAE sepharosa

SP sepharosa

Cromatografia de afinidad a iones metalicos

fgvWF, hPP, Aequorina
Antigenos de
Mycobacterium tuberculosis
b-glucosidasa Zm-p60.1
Polihidroxialcanoato sintasa
a-Tocopherol transferasa
DevsS histidin-cinasa

Ni-NTA-agarosa
Hi Trap chelatin column

Ni-NTA-agarosa
Ni-NTA-agarosa

HiTrap chelating column
Ni-NTA-agarosa
Ni-chelating Sepharosa
FF

Tripanosoma brucei Ni-chelating Sepharosa
exopolyfosfatasa FF

Glutamyl-tRNA reductasa

Analisis de la variacion de radio globular (Stoke) del sustrato

durante el replegamiento.
Recuperacion y replegamiento simultaneos.

Replegamiento a partir de CI

Comparacion de la carga maxima de sustrato en el
replegamiento por dilucién vs. SEC.
Separacion de agregados, dimeros y monémeros.

Influencia de T¢, pH, viscosidad en el replegamiento.
Aplicacion de gradientes de urea 'y pH.
Carga de sustrato superior a 100 mg/mL.

Evaluacion de la configuracién geométrica.
SEC continua con reciclado de agregados.
Comparacion del tipo operacién en continuo y por lote.

Estudio comparativo en funcién de los soportes
cromatograficos.

Replegamiento a partir de CI (Solubilizaciéon con 0.01 M
NaOH).

Fusién de un etiqueta de afinidad policationico.

Gradiente dual de urea y pH.

Comparacion con otros métodos cromatograficos.

Etiqueta de poalilisina.

Replegamiento superior al obtenido por dilucién o didlisis.

Replegamiento con ciclos renaturalizacion/desnaturalizacion.

Gradiente para la remocion de urea.
Remocién directa del desnaturalizante.

Remocion de urea seguido de la aplicacion de GSSG-GSH.

SEC acoplada para la remocién de agregados.

Adicion de triton X-100 en el amortiguador de replegamiento.

pGF(Factor de crecimiento derivado de plaquetas), scFv(Fragmentos de cadena sencilla de anticuerpos recombinantes),

pGH (Hormona del crecimiento de porcino), PBTI(Inhibidor de tripsina pancreética de bovino), HPV16 E7TMS2 (Proteina de

fusién del virus del papiloma humano), NS3 (HCV) (Proteina no estructural del virus de la hepatitis C), fgyWF (Fragmentos

del factor de Von Willebrand factor), hPP (Proteinas prion de humano). Adaptada de Jungbauer 2004.
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2.6.- Auxiliares del plegamiento de proteinas

Un sin nimero de proteinas se pueden replegar espontaneamente in vitro, confirmando que la
secuencia lineal de amino&cidos de los polipéptidos sustentan toda la informacion necesaria para la
adquisicion de la estructura nativa de dichas proteinas (Anfinsen, 1973). Para algunas proteinas, el
plegamiento in vitro requiere de varios dias e incluso hasta semanas; por lo que, para lograr un
plegamiento adecuado y eficiente de las proteinas se sugirio la presencia de auxiliares a nivel celular,

denominados “chaperones moleculares” (Hartl, 1996; Kadokura y col., 2003).

Se define como chaperdn a cualquier proteina que interactia, estabiliza o ayuda a un polipéptido no
estructurado a adquirir su conformacién nativa, pero sin estar incluida en la estructura funcional final.
Las chaperones tienen la funcion de mediar el plegamiento y/o evitar la interaccion y agregacion de
polipéptidos sintetizados en un ambiente celular donde la concentracion de macromoléculas es de
aproximadamente 300 mg/mL - 400 mg/mL, en comparacion con las bajas concentraciones (0.0001-

0.1 mg/mL) de los experimentos de replegamiento in vitro.

Los chaperones moleculares aseguran un plegamiento rdpido y eficiente de casi el 100% de las
proteinas a nivel celular. Los chaperones se encuentran envueltos en diversas funciones celulares,
incluyendo el plegamiento de novo, en la renaturalizacién de proteinas desestabilizadas bajo
condiciones de estrés ambiental, en el ensamblaje oligomérico, en el transporte intracelular asi como
también asisten en la degradacion proteolitica. Se calcula que in vivo aproximadamente el 10% de las
proteinas sintetizadas requieren de la asistencia de chaperones moleculares para plegarse
adecuadamente bajo condiciones normales de crecimiento y hasta un 30% bajo condiciones de

estrés (Ewalt y col., 1997; Vabulas y col., 2006; Hartl y col., 2009).
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2.6.1.- Funcion de las chaperoninas GroEL-GroES

Existe una subclase de chaperones denominadas chaperoninas, cuya caracteristica particular es una
estructura cilindrica conformada por dos anillos de siete o nueve subunidades cada uno, asi como
también presentan actividad ATPasa. Las chaperoninas son capaces de mediar el plegamiento de
proteinas recién sintetizadas de forma ATP-dependiente (Kerner, 2005). GroEL- GroES de E. coli es
el sistema de chaperoninas mas estudiado. GroEL forma parte de la clase Hsp60 y consiste en 14
subunidades con un peso molecular aproximado de 57 kDa cada una, arregladas en dos anillos
heptaméricos unidos simétricamente invertidos. GroES, conocida también como co-chaperonina, es
una proteina heptamérica de 10 kDa cada mondmero (Figura 2). Estudios cristalograficos han
revelado que cada subunidad de GroEL estd constituida por tres dominios. EI dominio ecuatorial,
contiene el sitio de unién a ATP, el cual constituye la regién de contacto entre los dos anillos
heptaméricos. ElI domino apical, forma la apertura de la cavidad de GroEL y presenta los residuos
hidrofébicos que interaccionan con los residuos hidrofobicos del polipéptidos desplegado. ElI dominio
intermedio es la bisagra que mantiene unidos al dominio ecuatorial y apical que facilita los cambios
conformacionales durante el proceso de plegamiento (Mayhew y col., 1996; Sigler, 1998; Chen,
1999). ElI mecanismo propuesto para el sistema de GroES-GroEL inicia con la liberacion del péptido
por parte de las chaperones DnaJ, DnakK, en forma de un intermediario no productivo. Después se
acoplan siete moléculas de ATP a las siete subunidades de uno de los anillos de GroEL, donde se
ensambla GroES asimétricamente cubriendo la apertura del cilindro, formandose el complejo estable
GroEL-7ADP-GroES. Se ha sugerido que la cavidad central de GroEL protege a la proteina
desplegada del medio ambiente, evitando la formacion de agregados y promoviendo su plegamiento
a través de mudltiples ciclos de hidrolisis de ATP vy la liberacion de GroES (Mayhew y col., 1996;
Horwich, 2009). En E. coli se ha demostrado que la chaperonina GroEL- GroES asiste el

replegamiento de hasta un 60% del proteoma (Hartl y col., 2009).
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2.6.2.- Catalizadores de la formacién de enlaces disulfuro

La formacion de enlaces disulfuro in vivo se lleva a cabo cuando la proteina que ha sido sintetizada
en el ambiente reductor del citoplasma es translocada a un ambiente oxidante, como el espacio
peripldsmico en las bacterias o el reticulo endoplasmico de las células eucariotas. En E. coli las
proteinas responsables de la formacién de los enlaces disulfuro son las tiol-disulfuro oxidoreductasas
de la familia Dsb (Hiniker y col., 2003; Nakamoto 2004). Las proteinas Dsb forman parte de la familia
de las tiorredoxinas y tienen como caracteristicas principales, la conservaciéon del dominio “tiorredoxin
1” en su estructura tridimensional y una secuencia consenso en su sitio catalitico de dos residuos de
cisteinas separados por dos residuos de aminodcidos variables para cada tipo de proteina
(Debarbieux y col., 2000). En E. coli, se han encontrado cinco disulfuro oxidoreductasas: DsbA, DsbB,
DsbC, DsbD y DsbG, cuya funcién es la formacién y control de la formacion de los enlaces disulfuro,
asi como el mantenimiento de las condiciones de oxido reduccién para el funcionamiento de este

sistema.

2.6.3.- Funcion de DsbA y DsbC

DsbA es la proteina encargada de la formacién de enlaces disulfuro en las proteinas recién
sintetizadas y transportadas al espacio peripldsmico. DsbA es una enzima oxidoreductasa
monomérica de 21 kDa. Los residuos de cisteina (Cys30-Pro31-His32-Cys33) del sitio activo se
encuentran formando un enlace disulfuro inestable en su forma activa, es decir, cuando DsbA se
encuentra en estado oxidado. Este enlace disulfuro puede interactuar con uno de los grupos -SH
presentes en los residuos de cisteina de las proteinas sustrato para finalmente oxidarlos y formar el

enlace disulfuro.
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Figura 2.- Estructura tridimensional y mecanismo de plegamiento de proteinas asistido por
GroEL — GroES. (A) Estructura de los anillos heptaméricos de la chaperonina GroEL. Se pueden
observar los tres dominios que componen al mondmero de GroEL, el dominio ecuatorial, dominio de
union y el dominio apical, éste ultimo interacciona con los residuos hidrofébicos presentes en la
superficie de proteinas desplegadas. (B) Mecanismo de plegamiento de proteinas in vivo propuesto
para el sistema GroEL-GroES.

(Adaptada de http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/tutorials/groel/groel.html y Hartl 2009).
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Entre todas las disulfuro oxidoreductasas, DsbA es la proteina oxidante méas fuerte (-120 mV), la cual
es capaz de promover la formacion de enlaces disulfuro rapidamente in vivo e in vitro (Nelson y col.,
1994; Kadokura y col., 2003). Estudios han revelado que DsbA en su forma oxidada es més flexible y
menos estable que en su forma reducida, esto explica su interaccién con las proteinas sustrato y su
habilidad para liberarse del sustrato en su forma reducida (Vinci y col., 2002). DsbA se mantiene en
un estado oxidado gracias a la actividad de la proteina DsbB, que se encuentra integrada a la
membrana citoplasmética. La reoxidacién de DsbA se debe a la formacion de un enlace disulfuro
entre el residuo Cys30 de DsbA y Cys 104 de DsbB. El mantenimiento del estado de oxido-reduccion
de DsbB se encuentra asociado a la cadena respiratoria (Kobayashi, 1997; Hiniker y col., 2003).
DsbA forma enlaces disulfuro de manera eficiente; sin embargo, a medida que aumenta la cantidad
de residuos de cisteina candidatos a la formacion de enlaces disulfuro, aumenta la probabilidad de
que el sistema DsbA-DsbB introduzca enlaces disulfuro incorrectos en la proteina, dando como
resultado proteinas no funcionales o inestables. Es aqui donde interviene la maquinaria celular de

control de formacion de enlaces disulfuro, compuesta por DsbC, DsbD y DsbG.

Al aumentar el nimero de residuos de cisteina, se incrementa la probabilidad de que DsbA introduzca
enlaces disulfuro incorrectos. Por ensayos de plegamiento de proteinas con mdultiples residuos de
cisteina como RNAsa A, BPTI, activador plasmindgeno y urocinasa entre otros casos, se observo que
la proteina DsbC promueve el rearreglo de enlaces disulfuro incorrectos (Zapun y col., 1995; Rietsch
y col., 1996; Darby, 1998). DsbC es una proteina de 23.4 kDa que regula y controla la formacion de
puentes disulfuro gracias a su actividad disulfuro isomerasa. DsbC es un homodimero en forma de V
cuya hendidura tiene una superficie de naturaleza hidrofobica (Figura 3). La secuencia de su sitio
activo, ubicado en el dominio tiorredoxina, es Cys98-Gly99-Tyr100-Cys101. In vivo esta proteina es
activa cuando se encuentra reducida y su mantenimiento es funcién de la proteina DsbD. El residuo
Cys 98 esta parcialmente expuesto en la hendidura de la V para facilitar la interaccion con el sustrato.
El péptido sustrato interacciona con la DsbC, permitiendo que el grupo -SH de la Cys 98 ataque una

cisteina de un enlace disulfuro dando lugar a la formacién de un nuevo enlace disulfuro entre una de
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las cisteinas del sustrato y la Cys98, el cual es atacado por las demés cisteinas del sustrato para
formar enlaces disulfuro alternativos (Mc Carthy, 2000; Maskos, 2003). In vitro, esta proteina puede
actuar como oxidasa (oxidada) o como isomerasa (reducida). Chen y col. (1999) demostraron que
DsbC in vitro asiste el replegamiento de proteinas que no contienen enlaces disulfuro. Esta actividad
de chaperén se ha asociado a la posible interaccion de los residuos hidrofébicos de la proteina

desplegada con la superficie hidrofébica de la hendidura del homodimero (Kadokura y col., 2003).
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Figura 3.- Plegamiento oxidativo de proteinas en periplasma de E. coli. DsbA introduce los
enlaces disulfuro en los polipéptidos recién secretados al espacio periplasmico. DsbA es reoxidada
por la proteina transmembranal DsbB. Bajo condiciones aerébicas, DsbB pasa los electrones a la
ubiquinona y se incorporan al oxigeno molecular por medio de su transporte a través de la cadena
respiratoria. En condiciones anaeroObicas, DsbB pasa los electrones a la menaquinona y
posteriormente a los respectivos aceptores finales de electrones. DsbA puede introducir enlaces
disulfuro incorrectos en proteinas con mas de dos residuos de cisteina, los cuales son corregidos por
DsbC un reacomodo (“reshuffling”). DsbC se mantiene en su estado activo (reducido), por medio de la

proteina transmembranal DsbD, la cual recibe los electrones de la thioredoxina citoplasmica.
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Figura 4.- Estructura 3D de las proteinas DsbA y DsbC. (A) En la estructura de la proteina DsbA
se muestra el sitio catalitico CXXC en el dominio tipo tiorredoxina caracteristico de las proteinas de la
familia Dsb (Adaptada de Schirra, 1998). (B) La estructura nos muestra un homodimero de la proteina
DsbC vy la superficie hidrofébica que se forma en su hendidura. Cada monémero contiene en el
extremo amino terminal el dominio de dimerizacion y un dominio tipo tiorredoxina en C-terminal que
contiene el par de cisteinas (esferas amarillas) que conforman el sitio activo CXXC. También contiene
una hélice flexible que permite a DsbC ajustarse y poder interaccionar con las proteinas sustrato

(Adaptada de Kadokura y col., 2003).
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2.7.- Replegamiento asistido

El plegamiento de una proteina se desarrolla en forma espontdnea ya que estd dirigido por la
secuencia de sus aminoacidos (Anfinsen, 1975). Adicionalmente, hoy sabemos que el plegamiento de
una proteina y la formacion de enlaces disulfuro in vivo, son procesos altamente eficientes gracias a
la presencia de auxiliares del plegamiento a nivel celular, denominados “chaperones moleculares”
(Frand, 2000; Kadokura y col., 2003). Los chaperones, previenen la formacion de agregados asi
como reducen la poblacion de intermediarios del replegamiento, conduciendo hacia la via de
replegamiento mas eficiente y energéticamente favorable, asegurando el replegamiento de proteinas
in vivo (Kerner, 2005) (Figura 5). Con la finalidad de emular las ventajas del replegamiento in vivo, se
han aplicado las capacidades cataliticas de estos chaperones en el replegamiento de proteinas in

vitro, método conocido como replegamiento asistido (Jungbauer y col., 2004; Jhamb y col., 2008).

La capacidad catalitica de diversos chaperones moleculares ha sido probada en ensayos in vitro en
solucién. Por otra parte, se ha demostrado que la inmovilizacién de los chaperones moleculares
incrementa su eficiencia debido a que una mayor cantidad de componentes activos pueden ser
unidos a un soporte sélido, que en solucidn, ademas de llevarse a cabo la interaccion con el sustrato
en forma controlable. Ademas, los chaperones en forma inmovilizada aumentan su estabilidad y por
lo tanto, pueden ser reusados un mayor numero de veces. Ademas, la inmovilizacién permite la
integracion de procesos “downstream” de la produccion de proteinas recombinantes. Con las ventajas
anteriormente mencionadas, el empleo de los chaperones moleculares es mas atractivo en forma

inmovilizada y acoplados a sistemas cromatogréficos (Jungbauer y col., 2004; Jham y col., 2008).

Como en toda alternativa existen ventajas y desventajas, algunos autores afirman que la introduccion
de chaperones moleculares en sistemas de replegamiento requiere la adiciéon de ATP a los sistemas
de replegamiento asistido (Preston y col., 1999; Dong y col., 2000). Esta afirmacién es vélida en

funcién del tipo de catalizador empleado. También se ha analizado que en funciéon del soporte
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cromatogréafico empleado, puede o0 no puede existir compatibilidad entre las condiciones de elucion
con las de inmovilizacion de los auxiliares del replegamiento. Por lo que en nuestro grupo de trabajo
se desarroll6 una estrategia de inmovilizacion resistente a condiciones desnaturalizantes extremas
(Ramén-Luing, 2006; Antonio, 2007). Por otra parte, se ha expuesto que es necesaria la misma
cantidad de auxiliares del replegamiento que de proteina a replegar, sin embargo, en el presente
trabajo, se demostré que modificando el tipo de operacion de una columna de replegamiento no es
necesaria la misma cantidad de catalizador que de sustrato “total” por tratar. A pesar de las
desventajas anteriormente mencionadas, el replegamiento asistido es en ocasiones la Unica
alternativa para el replegamiento de proteinas recombinantes con caracteristicas estructurales

complejas o con numerosos enlaces disulfuro (De Bernardez y col., 1998; Dong y col., 2002).

2.7.1.- Replegamiento cromatografico asistido

En 1991, Mendoza desarroll6 el primer ensayo de replegamiento por dilucién y asistido por GroEL, el
cual consistio en la formacién de complejos estables entre GroEL y rodanasa. Por otra parte,
Altamirano y col. (1998), reportaron que tan sélo el dominio apical de GroEL (DA) unido
covalentemente a agarosa conservo su actividad de chaperonina y empacado en una columna facilité
el plegamiento de ciclofilina A y de la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) sin requerir ATP. A esta
técnica se le dio el nombre genérico de “Replegamiento cromatogréfico asistido”. El replegamiento
cromatogréfico tiene un amplio potencial, debido a su fécil escalamiento y automatizacion (Li y col.,
2004; Wang y col.,, 2005). En la Tabla VI se resumen diversos trabajos de replegamiento
cromatogréfico asistidos por chaperones moleculares inmovilizados. En estos trabajos se utilizaron
diversas alternativas de inmovilizacion, entre ellas podemos encontrar afinidad a niquel, ligandos
quimicos o técnicas tradicionales de inmovilizacion. Estas estrategias llegan a ser ineficientes por la
incompatibilidad entre los amortiguadores empleados en la inmovilizacién, lavado y replegamiento,
asi como el costo para la preparacion de la matriz de replegamiento), lo cual limita la aplicacion de

chaperones en sistemas de replegamiento cromatografico a una escala mas all4 del laboratorio.
31



2.7.2.- Replegamiento cromatografico asistido por DA-CBD

Una de las alternativas operacionalmente atractiva es la inmovilizacién de proteinas a matrices de
celulosa mediante el empleo del dominio de unién a celulosa (CBD, Cellulose Binding Domain).
Particularmente el CBD de C. fimi, se ha usado como médulo de afinidad en sistemas de expresion
génica, en los cuales puede ser colocado tanto en el extremo N- o C- terminal, para purificar enzimas
y anticuerpos por cromatografia de afinidad, asi como también en la inmovilizacién de proteinas de
fusion a matrices de celulosa (Tomme, 1995). Entre las ventajas que representa el empleo del CBD
para la inmovilizacion de proteinas es la estabilidad y especificidad de su afinidad a celulosa, aln en
concentraciones de 4 M de urea y en un amplio intervalo de pH (3.5 - 9.5). En el laboratorio de
Biotecnologia de Proteinas del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria del CINVESTAV-IPN,
se ha estudiado la inmovilizacion de proteinas a matrices de celulosa mediante el empleo del dominio
de union a celulosa CBD. Ramon-Luing y col., (2006) demostraron que el dominio apical de GroEL,
fusionado de manera traduccional al dominio de unién a celulosa CBD (DA-CBD) se puede purificar e
inmovilizar a celulosa de manera simultdnea. EI DA-CBD inmovilizado a celulosa y acoplado a una
cromatografia de exclusién molecular fue capaz de replegar a la enzima rodanasa desnaturalizada de
manera eficiente. El replegamiento de rodanasa aumentd hasta 20 veces al utilizar la proteina DA-
CBD inmovilizada en celulosa en un sistema cromatografico, en comparacion con el rendimiento

obtenido en ensayos de replegamiento por dilucién.
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Figura 5.- Replegamiento asistido. En los embudos energéticos representativos de un
replegamiento espontaneo y asistido, se pueden observar diferencias en las cinéticas del
replegamiento. La formacion de agregados puede ocurrir a partir de los intermediarios de plegamiento
o por medio de la inestabilidad del estado nativo que conduce a la formacion de especies
parcialmente plegadas, las cuales normalmente, in vivo, se previenen por la accion de chaperones
moleculares. En el replegamiento asistido, los chaperones modulan la interaccion de las interacciones
no covalentes y reactividad entre los grupos thiol. Dicha modulacién es reflejada en disminucién del
namero de trampas energéticas de la superficie del embudo energético correspondiente al

replegamiento asistido. (Adaptada de Buchner y Moroder, 2009).
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Tabla VI.- Replegamiento de proteinas por procesos cromatograficos asistidos

Proteina Chaperdén Inmovilizacién Actividad Especificaciones
recuperada

Retencién de agregados en la columna
cromatogréafica, absorcion no

TUB Glutamina sintetasa GroEL-GroES IgG ligada a Proteina A 30-40% especnﬁca, I? pr.e.s,enc!a de losf ,
anticuerpos inhibi6 la interaccién entre
GroEL con GroES 6 ATP
(Phadtare y col., 1994).

Glicerol deshidrogenasa GroEL-GroES Vidrio poroso 60 —-87 % Intermitencia de la alimentacion de ATP

Lactato deshidrogenasa (Prosep-9 CHO) y manipulacion de los flujos de elucion,

Citrato sintasa incrementando los rendimientos en 2-3
veces, que los obtenidos por dilucion.
(Preston,1999).

Lisozima GroEL Gel de agarosa 90 -100% Evaluacion del efecto de la
concentracion de urea en el flujo de
elucién (Dong y col., 2000).

Ciclofilina A ADGroEL Sepharosa 4B 84 -100% Se probd el funcionamiento del DA

IGPS mutantes activada con CnBr (Zahny col., 1996).

Ciclofilina A ADGroEL Ni-NTA, Sepharosa 4B 87 % Empleo de etiqueta de histidinas

Glucosamina 6P desaminasa, activada con CnBr (Altamirano y col., 1997).

indol 3-glicerol fosfato sintasa

Interferén y humano ADGroEL Ni-NTA 100 % La columna tuvo reusabilidad de cuatro

recombinante lotes de replegamiento, la relacion
molar fue de 5:1 chaperén:sustrato
(Gao y cal., 2003).

Interferén y humano ADGroEL Sepharosa FF activada 74 % Columna de replegamiento reusable en

recombinante con NHS 10 ocasiones con pérdida del 25% de
actividad renaturalizante (Guan y col.,
2006).

Rodanasa ADGroEL Celulosa Cristalina 34 % Aumento el porcentaje replegamiento al
doble del ensayo espontaneo. Fusion
del CBD para conferir afinidad a
celulosa a AD. Integracion de procesos
(Ramoén-Luing vy col., 2007).

Toxina CN5 de escorpion ADGroEL, Sepharosa FF activada 100 % Replegamiento oxidativo de una

PDl y PPI con NHS proteina con 4 enlaces disulfuro y un

enlace cis peptidil-prolina. Es necesaria
la adicion simultanea de los tres
chaperones ( Altamirano y col.,1999).

Ribonucleasa PDI Agarosa activada con 85-98%  Baja concentracion de PDI para el

Lisozima CnBr 90 -100% desarrollo del replegamiento.
(Morjanay col., 1994).

Gliceraldeido 3-phosphato PDI Sepharosa activada con ND PDI, presenta actividad de chaperon,

deshidrogenasa GAPDH CnBr PDI inmovilizada no interactta con
GAPDH tetramerica, sélo con sus
monomeros (Muronetz y col., 1998).

Fragmentos de la cadena GroEL,DsbA, Agarosa activada con 40 % Sustitucion de sistema redox y PEG por

sencilla de anticuerpos DsbC CnBr medio de la adicion de chaperones

recombinantes.

moleculares (Tsumoto y col., 2003).

(Adaptada de Jungbauer, 2004, 2007 y Li, 2004)
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2.7.3.- Replegamiento oxidativo asistido por DsbA-CBD y DsbC-CBD

Para ampliar esta metodologia desarrollada por Ramoén Luing y col., (2006) a un sistema de
replegamiento que catalice la formacion de enlaces disulfuro, las oxidoreductasas DsbA y DsbC se
fusionaron al CBD de Cellulomonas fimi. Las proteinas de fusion denominadas DsbA-CBD y DsbC-
CBD, se expresaron y se secretaron al medio de cultivo, del cual inicialmente se purificaron por medio

de cromatografia de interaccion hidrofébica y cromatografia de afinidad a niquel.

Las proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD individualmente o en combinaciones, asistieron el
replegamiento oxidativo de lisozima superando en todos los casos al rendimiento de replegamiento
obtenido en forma espontanea. En forma libre se alcanzaron 75, 93 y 98% de replegamiento de

lisozima con DA-CBD, DsbC-CBD y DsbA-CBD respectivamente.

Las cinéticas de replegamiento obtenidas en los ensayos asistidos por dos o tres chaperones en
forma libre mostraron una tendencia sigmoidal, lo cual sugiere efectos cooperativos o de competencia
entre el DA-CBD y DsbC-CBD o con DsbA-CBD. Todos los ensayos asistidos por DsbA-CBD tuvieron
los mejores rendimientos de replegamiento, sugiriendo que el “paso limitante” en el replegamiento de
lisozima es la formacién de los enlaces disulfuro. Los rendimientos de replegamiento de los ensayos
asistidos por DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD inmovilizados en celulosa fueron menores que los
obtenidos en forma libre, este efecto sugiere que la inmovilizaciébn en celulosa disminuye el
replegamiento de la lisozima, tanto por la interferencia en su interaccion especifica con los
chaperones, como las interacciones inespecificas con la celulosa. Las interacciones inespecificas se
disminuyeron saturando la celulosa con el CBD, lo cual incrementé los rendimientos de
replegamiento. Los resultados de este trabajo demostraron que las proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y
DsbC-CBD pueden ser utilizadas en el desarrollo de un sistema de replegamiento oxidativo
cromatografico a gran escala, que catalice la formacién de los enlaces disulfuro de proteinas

recombinantes de alto valor agregado.
36



2.8.- Ubicacién del trabajo

Cuando se emplean bacterias como organismos productores, la renaturalizacion de proteinas
recombinantes provenientes de Cl a nivel preparativo e industrial, particularmente de aquellas
proteinas cuya estructura o funciéon depende de la formacién de enlaces disulfuro, es un problema
actual de la industria biotecnolégica, que requiere del estudio de sistemas de replegamiento eficientes
y viables de escalar mas alla del laboratorio. El replegamiento oxidativo de proteinas, incorporando la
capacidad catalitica de las disulfuro oxidoreductasas DsbA y DsbC, conjuntamente con el DA ha
demostrado ser un sistema eficiente y su implementacion en una columna cromatografica es un reto
con gran potencial de escalamiento y automatizacién. En este trabajo se implement6 un sistema de
replegamiento cromatogréfico oxidativo, empleando a las proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-
CBD, inmovilizadas a membranas de celulosa y combinando sus funciones en la renaturalizacion de
proteinas recombinantes que requieren de la formacion de enlaces disulfuro. Se establecieron las
condiciones de operacion, asi como la secuencia y proporcionalidad molar de DA-CBD, DsbA-CBD y

DsbC-CBD adecuados para el sistema de replegamiento cromatografico oxidativo.

El sistema de replegamiento cromatografico oxidativo asistido por DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD,

se evalué empleando a la lisozima como proteina modelo y se validé empleando a la proteina

hialuronidasa recombinante (rHAsa) proveniente de CI.
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3.0-JUSTIFICACION

Los bajos rendimientos de produccion de proteinas recombinantes funcionales expresadas en E. coli
a nivel industrial, se debe en gran parte, a la falta de un sistema de replegamiento adecuado. En el
caso particular de proteinas cuya estructura funcional depende de la formacién de enlaces disulfuro,
el control de las condiciones de oxido-reduccién no garantizan un replegamiento eficiente, por lo que,
la evaluacion del empleo del DA conjuntamente con proteinas disulfuro oxidoreductasas (DsbA y
DsbC) inmovilizadas a una matriz de celulosa mediante el CBD, podrian conducir a un sistema

eficientemente de replegamiento oxidativo cromatogréfico de estas proteinas.
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40-HIPOTESIS DE TRABAJO

Las proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD, inmovilizadas a una matriz de celulosa y acopladas
a un sistema de replegamiento cromatografico oxidativo, asistiran la renaturalizacion de proteinas
recombinantes provenientes de Cl, cuya estructura dependa de la formacion de enlaces disulfuro,

obteniendo mejores rendimientos de replegamiento a los obtenidos por dilucién.
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50-O0BJETIVOS

5.1.- General:

Implementar un sistema de replegamiento cromatografico oxidativo, empleando a las proteinas DA-

CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD, inmovilizadas en celulosa, en la renaturalizacién de proteinas

recombinantes que requieran de la formacion de enlaces disulfuro.

5.2.- Especificos:

e Evaluar las condiciones de operacion de la columna en el replegamiento cromatogréfico

oxidativo de lisozima asistido por DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD inmovilizadas en

celulosa.

e Evaluar la funcionalidad de DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD, en el replegamiento oxidativo

de proteinas recombinantes acumuladas en CI.

A) Por ensayos de replegamiento por dilucion.

B) Por replegamiento cromatografico oxidativo.
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6.0-MATERIALES Y METODOS

La estrategia experimental para el desarrollo y cumplimiento de los objetivos planteados en el

proyecto se muestra en la Figura 6.

6.1.- Proteinas por replegar

6.1.1.- Lisozima.

La lisozima es una de las proteinas mas utilizadas como modelo para estudiar el plegamiento de
proteinas, tanto para entender su mecanismo, como para el desarrollo de procesos (De Bernardez y
col., 1998; Dong y col., 2000; Buswell y col.,2002). La lisozima es un buen modelo para evaluar un
sistema de replegamiento oxidativo debido a que su estructura funcional depende de la formacién de
cuatro enlaces disulfuro, la determinacion de su actividad enzimatica es sencilla (Gorin y col., 1971) y
se encuentra comercialmente disponible con un grado de pureza adecuado. Adicionalmente, la gran
cantidad de informacion disponible de estudios de replegamiento oxidativo con lisozima como
proteina modelo permitieron comparar nuestros resultados, demostrando asi la funcionalidad de DA-
CBD, DsbC-CBD y DsbA-CBD en ensayos de replegamiento por dilucién (Antonio-Pérez, 2007). La
lisozima se desnaturaliz6 en una solucion GdnHCI 6 M y B—mercaptoetanol 80 mM o DTT 20 mM,
durante 4 h, a las concentraciones para replegar (0.025 - 3.0 mg/mL). 1 mL de esta solucién se

inyectd directamente a la columna de replegamiento.

6.1.2.- Hialuronidasa (rHAsa)

Las hialuronidasa (HAsas) son enzimas que degradan acido hialurénico. La degradacion de &cido
hialurénico esta involucrada en la patogénesis bacteriana, la dispersion de tdéxinas y venenos, en la
fertilizacion y en la progresion de cancer (Kreil, 1995; Markovic-Housley, 2000; Senff-Riberiro y col.,

2008). Diversos estudios han demostrado que las HAsas pueden ser usadas con fines terapeuticos
41



en diversos ambitos, como el quirdrgico, oftalmol6égico, oncolégico, dermatologico entre otros.
(Menzel y col., 1998; Goolsby y col., 2006; Girish y col., 2007) Adicionalmente, la identificacion y
caracterizacion de inhibidores de HAsas es relevante para el desarrollo de agentes antitumorales,
antimicrobianos, antivenenos, antiarrugas o antiedad, asi como supresores de alergias o inflamacién
(Lokeshwar y col., 2008; Botki y col., 2004; Dunn y col., 2010). En base a las diversas aplicaciones de
las hialuronidasas, la secuencia que codifica para la HAsa presente en el veneno de tarantula
(Brachypelma vagans), se cloné en un vector de expresion bacteriano que nos fue amablemente
proporcionado por el laboratorio del Dr. Alejandro Alagén del IBT-UNAM. La hialuronidasa de
tardntula recombinante (rHAsa) se expresé en E. coli y se acumulé en Cl. La rHAsa, nos permitio
validar el funcionamiento de DA-CBD, DsbhC-CBD y DsbA-CBD en el replegamiento de proteinas

recombinantes acumuladas en CI.

6.1.2.1.- Andlisis Bioinforméatico de rHAsa.

La secuencia de aminoéacidos de la rHAsa se utiliz6 para la determinacion de sus caracteristicas

fisicoquimicas (Tabla IX). por medio de ProtParam, programa disponible en http//:expasy.org.

Se desarroll6 un alineamiento multiple de la secuencia de rHAsa contra hialuronidasas y
glicosilhidrolasas. Cada uno de los alineamientos se realizé en BLASTP y las secuencias analizadas
gue se alinearon por Clustal W donde se identificaron las regiones conservadas y variables. Por
medio de PSIPRED v3.0, disponible en http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/, se desarroll6 la prediccion
de la estructura secundaria. Para desarrollar el modelado por homologia, finalmente se eligio la
secuencia de la hialuronidasa del veneno de abeja, el cual se analiz6 por Deep View y se model6 por

SWISS MODEL.
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Figura 6.-Estrategia experimental. Diagrama de la estrategia experimental. La primera etapa se
enfoco en la preparacion y andlisis del soporte de celulosa con DA-CBD, DsbC-CBD y DsbA-CBD
inmovilizados, asi como su acoplamiento a un sistema cromatografico. En la segunda se
estandarizaron las variables y modo de operacion del sistema de replegamiento cromatografico
asistido, empleando a lisozima como proteina modelo. Finalmente, la tercera etapa correspondio a la
validacion de la funcionalidad del sistema cromatografico asistido por DA-CBD, DsbhC-CBD y DsbA-

CBD, mediante el replegamiento de la rHAsa de tarantula expresada en E. coli y acumuladas en CI.
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6.2.- Preparacién de columnas del replegamiento

6.2.1.- Expresion de DA-CBD, DsbhC-CBD y DsbA-CBD

Las clonas positivas pET-38b(+)-dsbC y pET-38b(+)-dsbA se crecieron en 5 mL de medio 2TY con
kanamicina (0.030 mg/mL), se incub6 a 37 °C por 16 h. Posteriormente a la recuperacion de estas
células se llevo a cabo la lisis alcalina para la extraccién de ADN plasmidico. Para la expresion de las
proteinas DsbC-CBD y DsbA-CBD se transformaron células competentes de E. coli de las cepas
BL21(DE3), BL21(pLys), HMS174 y HMS174(pLys), con el ADN plasmidico obtenido de las clonas
anteriormente mencionadas. Las clonas se guardaron en stocks con glicerol al 10% a -70 °C. La
induccion a nivel preparativo de las proteinas CBDcex, DA-CBD, DsbC-CBD y DsbA-CBD se realizé
de acuerdo a las instrucciones del manual del sistema pET (Novagen). La produccion de la proteina
DA-CBD se realiz6 utilizando una cepa de E. coli transformada con el pldsmido pET 38 b(+)-DA
(Ramén-Luing y col., 2006). Las proteinas DsbC-CBD y DsbA-CBD se produjeron por medio de las
células BL21(DE3) previamente trasformadas y analizadas. La expresion se desarroll6 en un
fermentador, conteniendo 2 L de medio 2TY complementado con 0.030 mg de kanamicina/mL, bajo
las siguientes condiciones: 1 vvm de aireacion (volumen de aire por volumen de medio de cultivo por
minuto), 250 rpm y 37 °C. La induccion se realiz6 adicionando IPTG 1 mM cuando la densidad Optica
a 600 nm fue de aproximadamente 1.0. El crecimiento continué por 16 h a 25 °C para la induccién de
la proteina DA-CBD y 37 °C para las proteinas DsbC-CBD y DsbA-CBD. En la produccién del CBD,
se utilizaron células quimicamente competentes BL21(DE3) transformadas con el vector pET-38b(+),
el cual contiene la secuencia codificante para el dominio de unién a celulosa CBD. Las células se
crecieron en matraces de 1 L conteniendo 200 mL de medio 2TY a 37 °C y 250 rpm. Cuando el cultivo
alcanzé la densidad 6ptica de 0.95 a 600 nm, se adiciond IPTG 0.5 mM para la induccién, el cultivo se

desarrollé bajo las mismas condiciones durante 16 h.
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6.2.2.- Purificacién de la proteina DA-CBD

La purificacién de la proteina DA-CBD se realiz6 siguiendo el protocolo reportado por Ramoén-Luing y
col., (2006). El paquete celular producido en 2 L de cultivo (descrito anteriormente), se recuperd por
centrifugacion y se resuspendié en amortiguador de interaccion de cromatografia de afinidad a niquel
(Ni Sepharose 6 Fast Flow, Amersham Biosciences). Posteriormente, se lis6 por adicion de lisozima
(2 mg/mL) y sonicacion. La muestra se centrifugé a 13,000 rpm por 30 min a 4 °C con el fin de
remover restos celulares. El sobrenadante (extracto proteico soluble) se utilizé para la purificacion de
la proteina DA-CBD. por medio de cromatografia de afinidad a Ni. La proteina se eluyé por medio de
un gradiente del 20 al 80% entre los amortiguadores de union A (Tris 20 mM, NaCl 300 mM, Imidazol
20 mM pH 8.0) y de elucion B (NaCl 300 mM, Tris 20 mM, Imidazol 500 mM pH 8.0) a 1 mL/miny a
4°C. Finalmente las fracciones correspondientes a DA-CBD se concentraron hasta 0.8 mg/mL por
medio de ultrafiltracion y la proteina se almacend en Tris-HCI 10 mM, DTT 2 mM, pH 8.0 y glicerol al

50 %.

6.2.3.- Purificacién de DsbC-CBDy DsbA-CBD

DsbC-CBD y DsbA-CBD fueron expresadas y purificadas bajo la misma estrategia. EI medio de
cultivo obtenido de la fermentacién de 2 L, se precipité con (NH;),SO, al 60% por 3 h a 4 °C, las
proteinas precipitadas se recuperaron por medio de centrifugacién a 13,000 rpm por 30 min y se
resuspendieron en 125 mL de amortiguador de interaccion de HIC ((NH4)>,SO, 1M, Tris HCI 20 mM,

PMSF 0.1 mM, pH 8.0). Una vez resuspendidas se volvié a centrifugar para eliminar los precipitados.

Para la recuperacion de la fraccion soluble, la pastilla celular (6.5 g) se resuspendié en amortiguador
de interaccion de cromatografia de interaccion hidrofobica (HIC) sin (NH4).SO, y se lis6 con lisozima
(2 mg/mL) y sonicacién. A la fraccién soluble se le adicion6 (NH,),SO, para obtener una

concentracion igual a la del amortiguador de interaccion de HIC. El medio de cultivo concentrado y
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clarificado, asi como la fraccién soluble, se sometieron a HIC: se utiliz6 una columna de 1.5 cm de
diametro por 15 cm de altura, la cual contenia 14.0 mL de resina Macro Prep Methyl Support (Bio-
Rad) equilibrada con el amortiguador de interaccion de HIC. La proteina interaccioné con la resina y
se realizd6 un lavado con amortiguador de lavado HIC para eliminar contaminantes, finalmente se
eluyo con el amortiguador de elucion HIC (NaCl 200 mM, Tris HCI 20 mM, PMSF 0.1 mM; pH 8.0). La

cromatografia se resolvié con un flujo de 1 mL/min a 4 °C.

En la purificacion de la fraccion soluble, el eluido de la HIC se traté con una cromatografia de afinidad
a niquel. Se utilizé una columna de 1 cm de diametro por 10 cm de altura empacada con 8 mL de
resina de afinidad a niquel (Ni Sepharose 6 Fast Flow, Amersham Biosciences). La proteina se eluy6
por medio de un gradiente entre los amortiguadores de unién Ay de elucion B (ver Apéndice 1) del 0
al 80% de B a 1 mL/min, seguida de una alimentacion al 100% de B al mismo flujo. Las fracciones
correspondientes a DsbA-CBD o DsbC-CBD, se concentraron y almacenaron conjuntamente con la
proteina recuperada del medio de cultivo por medio de la cromatografia de interaccién hidrofobica.
Por medio de diafiltracion se elimind el imidazol y se concentro la proteina, a través de recambio del
amortiguador de elucion al 57% por el amortiguador de almacenamiento (ver Apéndice 1). Finalmente,
se determind la concentracion con el kit BCA Protein Assay (Pierce), utilizando como estandar la
seroalbumina bovina (BSA). Se adicion6 un volumen de glicerol al 50% a la proteina concentrada y se

almacend a -20 °C.

6.2.4- Andlisis de afinidad a celulosa de las proteinas DsbC-CBD y DsbA-CBD

La capacidad de unioén a celulosa de las proteinas de fusion se determind por interaccién con celulosa
cristalina. Se pesaron 25 mg de Sigmacell Cellulose Type 50, la cual se hidrat6 con agua filtrada y se
equilibré con 4.5 mL de amortiguador de union a celulosa (ver Apéndice I). Se centrifugd entre cada
adicion de 1.5 mL de amortiguador de union a celulosa. La celulosa tratada se hizo interactuar con 1

mL de las proteinas purificadas durante 10, 20, 30, 60 y 120 min a 4 °C. Los ensayos de interaccion
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se centrifugaron por 5 min a 10,000 rpm para separar la fraccion proteica que no se uni6 a la
celulosa. La celulosa se lavo tres veces con 1 mL de amortiguador de lavado de afinidad a celulosa
(ver Apéndice 1) para interacciones inespecificas. La celulosa se preparé para el andlisis

electroforético adicionando 90 uL de amortiguador de Laemmli, 5 uL de azul de bromofenol y 5 uL de

-mercaptoetanol.

6.2.5- Preparacion de la isoterma de adsorcion.

Se pesaron 25 mg de celulosa (~50 uL), se les adicioné 1.5 mL agua destilada por 10 min para
hidratarla y se equilibraron con 4.5 mL de amortiguador de interaccion a celulosa (ver Apéndice I), se
centrifugd a 6000 rpm entre cada adicién de 1.5 mL de amortiguador de unién a celulosa. Los tubos
con celulosa tratada se hicieron interactuar con 1 mL DsbC-CBD a diferentes concentraciones desde
(0.009 - 1.85 mg/mL) durante 4 h a 4 °C. Los ensayos de interaccion se centrifugaron durante 5 min a
10,000 rpm con la finalidad de desechar la fraccion proteica que no se uni6 a la resina. La resina se
lavé tres veces con 1 mL de amortiguador de lavado de afinidad a celulosa (ver Apéndice |) para
eliminar a las proteinas que interactuaron inespecificamente. Las muestras de la interaccion se
prepararon para el andlisis por SDS-PAGE adicionando 100 uL de amortiguador de Laemmli, 5 uL de
azul de bromofenol y 5 uL de B-mercaptoetanol. Los geles, una vez tefiidos con azul de Coomassie,
se analizaron con el programa Quantity One para determinar el nimero pixeles correspondiente a la
proteina unida a la resina Sigmacell Cellulose Type 50. Previamente se estandarizé una curva tipo de
densitometria, elaborada con la proteina DsbC-CBD, de la cual se corrieron muestras a diferentes
concentraciones (0.005 - 2 mg/mL) en geles de SDS-PAGE al 13% (Apéndice I, Figura 1). Por otra
parte, la proteina no unida a la resina se cuantifico estimando el numero de pixeles y la Absorbancia a
280 nm de los sobrenadantes de la interaccion y de los lavados. Una vez determinada la
concentracion de proteina unida a la resina (q) y la proteina que no interactué (C*) se grafico C* vs q.

La curva resultante se ajustd al tipo de isoterma correspondiente al modelo de Lagmuir para la
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determinacion de la capacidad méaxima de adsorcién (Qmax) Y la constante de disociacién (Kd) por

medio del programa Sigma Plot version 9.0 (Systat software).

6.2.6.- Inmovilizacion de DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD en celulosa

Se hidratd la cantidad necesaria de celulosa para los ensayos por dilucion o en columna
cromatogréfica, con agua destilada durante 10 min y se equilibr6 con amortiguador de interaccion a
celulosa (ver Apéndice I). Posteriormente, se llevo a cabo la interacciéon con DA-CBD, DsbA-CBD y
DsbC-CBD, previamente purificados, adicionando el volumen necesario para mantener la relacion
molar de 1:1 de DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD respecto a la concentracién de lisozima
desnaturalizada (0.25 - 3 mg/mL) o rHAsa (0.03— 2.8 mg/mL) a tratar. La interaccion se hizo a 4°C
durante 4 h. El volumen de la celulosa con los chaperones inmovilizados se estimé en funcion de la

relacion celulosa-resina y configuracion geomeétrica de la columna.

6.2.7.- Preparacion de la columna por emplear en el replegamiento cromatogréfico.

Se empledé una columna (1.5 cm X 15 cm) empacada con 12 mL de una mezcla de Sigmacell
Cellulose Type 50 y BioGel p-6 fino 65 + 20 um en una relacion 40:60, mezcladas en forma
homogénea. Para el replegamiento cromatografico asistido, la celulosa se hizo interactuar con una
mezcla de los tres chaperones, a una relacién molar 1:1 respecto al sustrato. Para los ensayos de
replegamiento cromatografico asistido con celulosa saturada, la celulosa se hizo interacuar con una
mezcla de las proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD de 44 mg totales de proteina para tener
3.66 mg de chaperones por mL de soporte cromatografico (a saturacion). La distribucién de las
proteinas en el lecho cromatogréfico fue aleatoria. La columna se equilibr6 en amortiguador de
replegamiento adicionado con 1 M de urea. La saturacion de la celulosa con el CBD, se comprobd por
medio de analisis de SDS-PAGE de la “celulosa saturada” y de los efluentes de la interaccion de

saturacion.
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6.3.- Evaluacién de las condiciones de operacién de la columna en el replegamiento

cromatografico oxidativo de lisozima asistido por DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD

inmovilizadas en celulosa.

6.3.1.- Replegamiento de lisozima asistido en dilucion

Se realizaron ensayos de replegamiento asistido por dilucion para evaluar el efecto de las
condiciones redox Y la estabilidad de DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD, ademas de poder comparar
estos resultados con los obtenidos en el replegamiento cromatogréafico asistido. Se prepararon
alicuotas con 25 mg de celulosa, la cual se hidraté con agua destilada por 10 min y se equilibré con
amortiguador de interaccion a celulosa (ver Apéndice 1) y se adicionaron los microlitros necesarios de
las soluciones de los chaperones, para mantener la relacién molar de 1:1 de chaperones respecto a
lisozima desnaturalizada (0.025 mg/mL). También se llevo a cabo la interaccion con las mezclas de 2
chaperones y 3 chaperones durante por 4 h a 4 °C. El volumen estimado de la celulosa con DA-CBD,
DsbA-CBD y DsbhC-CBD inmovilizados fue de 50 uL, por lo que a éste se le adicionaron 1.435 mL de
amortiguador de replegamiento. De esta forma DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD inmovilizados en
celulosa se almacenaron a 4 °C. El ensayo de replegamiento se llevé a cabo por medio de la adicién
de 15 puL de lisozima desnaturalizada (2.5 mg/mL) a las alicuotas anteriormente preparadas, dando
un volumen final del ensayo de 1.5 mL con una concentracion final de lisozima de 0.25 mg/mL. La
dilucion se mantiene a 25 °C con agitacion constante para evitar la sedimentacion de la celulosa. Se
tomaron muestras cada 5 min durante 1 hora, donde el ensayo de replegamiento era centrifugado a
13,000 rpm por 20 s separandose la celulosa del sobrenadante. Del sobrenadantes se tomaron 50 pL
y se analiz6 su actividad. El control de este ensayo consisti6 en hacer el seguimiento del
replegamiento de lisozima en presencia de celulosa (25 mg) sin chaperones inmovilizados. Se tomé
como 100% de replegamiento a la actividad enzimética especifica de la lisozima sin desnaturalizar

(nativa).
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6.3.2.- Parametros operacionales del replegamiento oxidativo cromatografico de lisozima

Para el replegamiento cromatografico oxidativo de lisozima, asistido por DA-CBD DsbA-CBD, DsbC-
CBD se parti6 de las condiciones desarrolladas por Ramoén-Luing (2006). El sistema consistié en una
columna cromatogréafica empacada con 12 mL de lecho cromatogréfico constituido por una mezcla de
Sigmacell Cellulose Type 50 (con o sin los chaperones inmovilizados) y BioGel P-6 en una relacion
40:60. Esta configuracion proporciond las condiciones necesarias para la separacion ideal de la
proteina y el agente desnaturalizante (Ramén-Luing, 2006). Por lo tanto, se estandariz6 la operacion
del sistema considerando que en nuestro caso se inmovilizaron hasta tres chaperones (DA-CBD,
DsbA-CBD y DsbhC-CBD), cuyas interacciones con la proteina por replegar pudieran modificar los
perfiles de migracion de la misma. También se realizaron ensayos de replegamiento a diferentes
concentraciones de proteina lisozima desde la concentracion evaluada en los ensayos por dilucién
(0.025 mg/mL) hasta 5 mg/mL, para medir el efecto de la concentracion de lisozima inyectada en el

sistema.

Por otra parte, esta evaluacion se complementé empleando diferentes composiciones del
amortiguador de replegamiento, flujos de elucién (0.1-1.0 mL/min) y analizando su efecto en el
replegamiento. El equipo empleado para los ensayos de replegamiento (Bio Logic HR Work station,
BioRad) cuenta con un sistema de bombas que permite formar gradientes lineales, a través de esta
herramienta se pudo manipular las condiciones redox y la composicion del amortiguador de
replegamiento que promovieron en el interior de la columna la condiciones optimas para el

replegamiento de la proteinas empleadas en este estudio.
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6.3.3.- Ensayos de replegamiento oxidativo cromatografico de lisozima

El replegamiento cromatografico se realizd con el mismo amortiguador de replegamiento
(Amortiguador A) y otro adicionado con urea 2 M (Amortiguador B). Los experimentos, se llevaron a

cabo en el Bio Logic HR Work station (BioRad) a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C).

La lisozima se desnaturalizé en una solucién GdnHCI 6 M y B-mecaptoetanol 80 mM a 2.7 mg/mL y
se diluyd6 a 0.5 mg/mL. El replegamiento cromatografico se realiz6 con el amortiguador de
replegamiento (Amortiguador A) y otro adicionado con urea 2 M (Amortiguador B). La cromatografia
se resolvio a un flujo de 0.2 mL/min con una duracion de 120 min, durante los cuales se inyecto a la
columna 5 mL de amortiguador de replegamiento (Fase I: Equilibrio), seguido de un gradiente de 0%
a 50% del amortiguador de replegamiento adicionado con urea 2 M, desarrollado en 2 mL (Fase Il
Gradiente), después se inyectdé 1 mL de la lisozima desnaturalizada (Fase lll: Inyeccién), seguido de
un flujo isocrético de amortiguador de replegamiento al 50% B (Fase IV:Elucion). Para la evaluacion
del replegamiento se determind la actividad enzimética especifica. La actividad se determind con
10 uL de muestra, de cada una de las fracciones donde se observo la elucion de la proteina
replegada. Debido a que el amortiguador de replegamiento contiene arginina a una concentracion 0.4
M, hubo interferencia con los métodos de cuantificacion de proteinas, por lo que, para estimar la
actividad especifica y porcentaje de replegamiento, se determiné el area bajo las curvas
correspondientes al perfil de elucion de concentraciones conocidas de lisozima nativa 1, 0.66, 0.5, 0.4
y 0.33 mg/mL. El area bajo la curva se determind con el programa Sigma Plot version 9.0 (Systat
software) y mediante regresion lineal se calcul6 la concentracion a la cual eluyé la lisozima nativa en
los ensayos de control. En la Figura 7 se muestran los controles para la determinacién de la
concentracion y actividad de lisozima, cuando la lisozima nativa pasa a través de nuestro sistema de
replegamiento. En el panel A se muestran los perfiles de eluciéon de la proteina, perfiles que se

ajustaron a una curva de calibracién, la cual se integro para definir un 4rea que se empleara como
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unidad arbitraria para la determinacion de la concentracion de la proteina eluida en cada uno de los
ensayos de replegamiento y en el panel B se muestra la curva tipo que correlaciona la concentracion
de la proteina con el &rea bajo la curva. El porcentaje de replegamiento, se determiné considerando a
la actividad especifica de la proteina nativa como el 100% de replegamiento. La eficiencia de

replegamiento se estimé por medio de la siguiente ecuacion:

Eficiencia = (Pg) * (%R) (Ec. 1.0)
(P)  (100%)

Pe = Concentracion de proteina eluida por el sistema de replegamiento cromatogréfico
P, = Concentracion de proteina inyectada en el sistema de replegamiento cromatogréafico

%R = porcentaje de replegamiento

6.3.4.- Replegamiento oxidativo cromatografico de lisozima por lotes consecutivos

La lisozima se desnaturalizé bajos las condiciones descritas anteriormente. La cromatografia se
resolvio a un flujo de 0.3 mL/min, a través de seis lotes consecutivos. El primer lote de replegamiento,
se constituyé de las cuatro fases previamente descritas (equilibrio, gradiente, inyeccién y elucion); sin
embargo, el segundo lote inicia con la inyeccién de otro 1 mL de lisozima desnaturalizada seguido de
un flujo isocratico de amortiguador de replegamiento B al 50% (Fase IV: Elucion) durante 60 min
después de los cuales se inyecta nuevamente 1 mL de lisozima desnaturalizada. Es decir, se
desarroll6 la inyeccién de 1 mL lisozima desnaturalizada (3 mg/mL) a los 60, 120, 190, 265, 340 min,
marcando el inicio de cada uno de los seis lotes consecutivos de replegamiento cromatografico. La
determinacion de la concentracion de proteina se estimé por medio del area bajo la curva del perfil de

elucion de la proteina, bajo la estrategia previamente descrita.
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6.3.5.- Andlisis de la estabilidad de la inmovilizacién de DA-CBD, DsbC-CBD y DsbA-CBD en

celulosa

Para evaluar la estabilidad de la inmovilizacion de DA-CBD, DsbC-CBD y DsbA-CBD, se
desarrollaron diversos ensayos de replegamiento de lisozima por dilucién y de determiné la pérdida
de su actividad al interaccionarse con agentes desnaturalizantes (GdnHCI/B-mercaptoetanol: 1 M/21
mM, 2 M/42 mM, 3 M/62.5 mM, 4 M/80 mM, durante 5 min, 10 min, 30 min, 1 h y 2 h). La estabilidad
funcional de DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD se expres6 en unidades del 0-1.0, donde se
considerara 1.0 al maximo porcentaje de replegamiento obtenida en los ensayos bajo condiciones

normales (Antonio-Pérez, 2007).

Para evaluar la estabilidad operacional, las proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD se
inmovilizaron en celulosa y se mezclaron con BioGel 6-P (BioRad), se empacaron en una columna
cromatogréfica y se equilibraron en amortiguador de replegamiento. Después se inyectd en la
columna 1 mL (0.5mg/mL) de lisozima desnaturalizada y reducida, y se hicieron ensayos de
replegamiento cromatogréfico por lotes consecutivos. Después de cada lote la columna se
desempaco, la matriz de replegamiento se mezcl6 y se tomaron muestras para determinar la proteina
inmovilizada después de cada lote de replegamiento cromatogréfico. Las muestras se analizaron por
SDS-PAGE y densitometria. Posteriormente, la columna se reempacé para desarrollar el siguiente
lote de replegamiento cromatografico y se determiné su actividad de replegamiento obtenido en cada
lote. Por otra parte, se evalud la estabilidad en condiciones de almacenamiento. Las proteinas DA-
CBM, DsbA-CBM y DsbC-CBD se inmovilizaron en celulosa y se mezclaron con BioGel P-6 (BioRad).
Esta matriz de replegamiento se equilibré6 con PBS 1X pH. 7.0, se agreg6 glicerol al 50% y se
almacend a -20 °C durante 18 meses. Se tomaron muestras a diferentes tiempos de almacenamiento.
Se les determind la proteina unida y actividad de replegamiento. Para la estabilidad operacional y de
almacenamiento se tomé como el 100% a los valores iniciales de proteina inmovilizada y porcentaje

de replegamiento alcanzados por los chaperones recién inmovilizados.
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Figura 7.- Determinacién de la relacion entre el &rea bajo la curva y la proteina eluida de la
columna de replegamiento cromatogréfico. Para la determinacion de la proteina eluida en los
ensayos de replegamiento cromatogréfico se inyectaron a la columna de replegamiento muestras de
1 mL de lisozima nativa a diferentes concentraciones (0.33 mg/mL — 1.0 mg/mL) en cada caso al pico
de elucion se le determing el area bajo la curva y le se correlacion6 con la concentracion de la
proteina inyectada (A) Perfil cromatografico de 0.33 mg (linea “guién-doble punto”), 0.4 mg (linea
“guion-punto”), 0.5 mg (linea discontinua), 0.66 mg (linea punteada),1.0 mg (linea continua) de
lisozima nativa inyectada a la columna. (B) Correlacion del area bajo la curva en funcién de la

proteina inyectada .
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6.4.- Evaluacion de la funcionalidad de DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD, en el replegamiento

oxidativo de proteinas recombinantes acumuladas en cuerpos de inclusion

6.4.1.- Expresion de rHAsa

Se hizo la extraccion de pQUE60-HAsa por lisis alcalina. Con el objetivo de expresar a rHAsa en
forma soluble se transformaron células competentes de E. coli de las cepas BL21(DE3), BL21 (star),
HMS174 y Rosetta gami, con el ADN plasmidico obtenido. Las clonas se guardaron en stocks con
glicerol al 10% a -70 °C. Se indujo la proteina rHAsa en matraces de 125 mL conteniendo 40 mL de
medio 2TY adicionado con ampicilina (0.030 mg/mL) y kanamicina (0.025 mg/mL) bajo las
condiciones y con las clonas anteriormente mencionadas. La induccion se desarrollé6 por 16 h. Se

separ6 el medio de cultivo y el paquete celular por centrifugacion a 13,000 rpm por 5 min a 4 °C.

6.4.2.- Analisis de solubilidad de rHAsa

La solubilidad de la proteina rHAsa se analizé por SDS-PAGE de las fracciones soluble e insoluble
citopldsmicas. La preparacion de las fracciones se desarrollé de acuerdo a las instrucciones del
manual del sistema pET (Novagen). El paquete celular recuperado por centrifugacion, se resuspendié
en 4 mL de una solucién fria Tris-HCI 20 mM y NaCl 10 mM; pH 7.5, después se adiciond lisozima
hasta una concentracion final de 0.1 mg/mL y se incub6é a 37 °C por 30 min. Posteriormente, se
lisaron las células por sonicacion en frio con un sonicador de punta por 3 lotes de 20 s. El lisado
celular se centrifugé a 13,000 rpm por 10 min para separar la fraccion soluble de la insoluble. Se
tomaron 25 uL del sobrenadante (fraccion soluble) y se mezclaron con 25 uL de amortiguador de
Laemmli, con B-mercaptoetanol y azul de bromofenol para su posterior analisis por electroforesis en
geles de poliacrilamida-SDS al 13 %. Para el analisis de los Cl, el paquete insoluble obtenido por la

centrifugacion anterior, se lavé dos veces con una solucion de SDS al 1 %. Se tomd una fraccion del
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paquete insoluble y se disolvié en 50 uL de amortiguador de Laemmli, con B-mercaptoetanol y azul de

bromofenol para su posterior andlisis por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 13 %.

6.4.3.- Purificacién de rHAsa.

En el andlisis de solubilidad de rHAsa, se observé que la mayor parte de la proteina expresada se
acumulé en CI, a partir de los cuales se purifico la rHAsa. Los Cl (1.54g de masa humeda
correspondiente a CI) se lavaron tres veces con amortiguador de lavado (ver Apéndice I) y se
recuperaron por centrifugacién. Finalmente, se solubilizaron en 5 mL de amortiguador de
desnaturalizaciéon de rHAsa (ver Apéndice 1). Los Cl de rHAsa solubilizados se cargaron en una
columna cromatografica empacada con 286 mL Shephacryl 200, la cual habia sido previamente
equilibrada en amortiguador desnaturalizante de rHAsa para ser sometidos a una cromatografia de
filtracion en gel en condiciones desnaturalizantes. La cromatografia de filtracién en gel se resolvié por
medio de un flujo isocratico de 0.25 mL por minuto. Las fracciones correspondientes al pico de
elucién se analizaron por SDS-PAGE vy las fracciones correspondientes a rHAsa se concentraron y

almacenaron a 4 °C para su posterior replegamiento en lote o en columna cromatografica.

6.4.4.- Monitoreo del desplegamiento de rHAsa por medio de dicroismo circular y

fluorescencia.

Con la rHAsa renaturalizada y activa se desarroll6 una curva de desnaturalizacion por adicion de

GdnHCI (0 - 6 M), se hizo el seguimiento por fluorescencia y dicroismo circular.

Para la obtencion del espectro de dicroismo circular se trabajé en el laboratorio de Bioquimica de
Proteinas de la Dra. Claudia Benitez Cardoza (Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia del IPN).

Se empled un espectropolarimetro JASCO J815, celdas de 0.1 cm de paso Optico y 0.087 mg de
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rHAsa/mL. Los datos se analizaron en el portal de DICROWEB

(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/ntml/home.shtml).

Para hacer la correlacion de la actividad de la rHAsa replegada y la emision de fluorescencia en
diferentes estadios del replegamiento (Royer, 2006), se desarrollé una curva de desnaturalizacién por
adicion de GdnHCI (0 — 6 M) y se monitore6 por fluorescencia. Los espectros de fluorescencia se
obtuvieron en el fluorometro FluoroMax-3 (Horiba), las muestras analizadas contenian 0.0435 mg de
rHAsa /mL y GdnHCI (0 — 6 M) con incrementos de 0.25 M para cada punto. Se midi6é la emision de
300 a 450 nm por medio de tres barridos, con 295 nm como longitud de onda de excitacion para
medir exclusivamente la emision de fluorescencia por triptéfanos, con apertura de emision y de
excitacion de 1 nm. Cada espectro de absorcion se tratd con el programa Sigma Plot version 9.0
(Systat software) para la normalizacion de la longitud de onda méxima por medio de la regresion a la
ecuacion de Weibull de cinco parametros, en todos los casos la regresion correspondi6 a un r’> mayor

a 0.9948.

Los datos obtenidos se trataron de acuerdo a N. Pace y M. Scholtz (1997) para la determinacion de la
fraccion desplegada. El desplegamiento de una proteina se puede describir a través del siguiente

modelo de reaccién, considerando dos estados:

(Ec. 2.0)
Donde “F” representa el estado plegado y “U” el desplegado, k; y k; son las constantes de velocidad

del plegamiento y desplegamiento respectivamente, las cuales definen a la constante de equilibrio.

“K” = kefk 1 (Ec. 2.1.)
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Las curvas de transicion son un reflejo de la cantidad de proteina plegada o desplegada en una
muestra, las fracciones de proteina plegada o desplegada se definen como (f, y ff) y se pueden
obtener en cada punto de la curva de transicion (curva de desnaturalizacion). En cada espectro de
emision se obtuvo un maxima longitud de onda (344 nm - 358 nm), estos valores fueron definidos
como “Y”, el cual estd compuesto por un elemento de fraccién plegada (“Y¢”) y otro de proteina
desplegada (“Yy"), la proporcién de estos elementos depende de la cantidad de GdnHCI presente en
la mezcla, su sumatoria es igual a la ecuacion (Ec. 3.2). Los valores de Yyy Y, se obtuvieron por la
extrapolacion lineal a cualquier concentracion de GdnHCI, a través de la regresion lineal de las

regiones de pre-transicion y post-transicion de la curva de desnaturalizacion obtenida (Figura 12).

Se define que:

Fu = [FJ/[F]+[V] (Ec. 3.0)

Fe = [U)/[F]+[U] (Ec. 3.1)
Cuya sumatoria es:

FutFe=1 (Ec. 3.2)
“Y” se define como:

Y = Fe Yet+FUYy (Ec. 3.3)

Por lo tanto, a través de Ec. 3.2 y 3.3, obtenemos que la fraccion FU (fraccion desplegada) es:

Fu= Y'YF/YU'YF (EC34)
La constante de equilibrio se define a través de:

Ku= Ful 1-Fy (EC 35)
Sustituyendo 3.4 en 3.5 obtenemos que:

Ku = (Ye-Y) / (Y-Yu) (Ec. 3.6)
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Con Ky del proceso es posible calcular la AG a partir de la expresion:

AG = -RT In Ky (Ec. 3.7)

6.4.5.- Replegamiento espontaneo de rHAsa por didlisis

Se tomaron 3 mL de la rHAsa desnaturalizada y purificada para replegarse espontdneamente a traves
de dos dialisis consecutivas a 4 °C. En la primera didlisis se utilizaron 200 mL del amortiguador de
replegamiento adicionado con GdnHCI 2 M por 12 h. Se tomaron 500 uL de proteina para medir
actividad por el método turbidimétrico. En la segunda dialisis se utilizaron 200 mL del amortiguador de
replegamiento adicionado con B-mercaptoetanol 40 mM durante 16 h. Finalmente la proteina se

almacenoé a 4 °C. Con esta proteina se realizaron zimogramas para la determinacion de su actividad.

6.4.6.- Replegamiento asistido de rHAsa por dilucion

Una vez desnaturalizada y purificada la rHAsa proveniente de cuerpos se inclusion con una
concentracion de 2.7 mg/mL, se diluy6é 100 6 200 veces en amortiguador de replegamiento con 1 M
de urea y con DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD para mantener una relacion molar 1:1 con el
polipéptido sustrato, se mantuvieron en agitacion constante (150 rpm) a 25 °C por 3 h y se analiz6 su

actividad por zimogramas.

6.4.7.- Replegamiento cromatografico de rHAsa

Los experimentos de replegamiento cromatogréfico se desarrollaron en el Bio Logic HR Work station
(BioRad), a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C). La rHAsa se desnaturaliz6 en una
solucién de GdnHCI 6 M y B-mercaptoetanol 80 mM, la concentraciéon final de la rHAsa

desnaturalizada y reducida fue de 1.5 mg/mL. 1 mL de esta solucion se inyecté directamente a la
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columna de replegamiento. El replegamiento cromatografico se resolvié con el mismo amortiguador
de replegamiento previamente reportado. La cromatografia se resolvid a un flujo de 0.2 mL/min, a
través de ocho lotes replegamiento cromatografico consecutivos, bajo la estrategia operacional
desarrollada para el replegamiento de lisozima. La estimacién de los porcentajes y eficiencia de
replegamiento, se realiz6 mediante la determinacion de la actividad enzimética de rHAsa por medio
de zimogramas y por curvas de transicion monitoreadas por fluorescencia. La concentracion de
rHAsa presente en el flujo de elucion de cada lote de replegamiento se cuantific6 a 280 nm. El

coeficiente de extincion de la rHAsa estimado es 116770 M*cm™.

6.4.8.- Replegamiento oxidativo cromatogréafico de rHAsa por lotes consecutivos en celulosa

saturada.

En los experimentos de replegamiento cromatogréafico de rHAsa por lotes de replegamiento
cromatogréfico consecutivos, se observo que la proteina parcialmente plegada era retenida en el
interior de la columna interaccionando con la superficie libre del soporte cromatogréafico. A partir de
este resultado se plante6 desarrollar el replegamiento en una columna previamente saturada con
CBD, para bloquear las interacciones inespecificas entre la rHAsa con la superficie libre y expuesta
de la celulosa. Las columnas de replegamiento preparadas con “celulosa saturada” se utilizaron para

desarrollar los ensayos de replegamiento de rHAsa bajo el procedimiento previamente descrito.

La rHAsa desnaturalizada y reducida empleada en estos ensayos tuvo una concentracion de 2.5
mg/mL. 1 mL de la solucion de rHAsa desnaturalizada se inyect6 directamente a la columna de
replegamiento. El replegamiento cromatogréfico se realiz6 en las columnas con celulosa saturada, ya
sea con el CBD (saturacion espacial) o con DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD (saturacion funcional).
Los experimentos se realizaron en el Bio Logic HR Work station (BioRad), a temperatura ambiente

(aproximadamente 25 °C). La cromatografia se resolvié a un flujo de 0.3 mL/min, a través de ocho
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lotes consecutivos de replegamiento cromatografico, bajo el mismo esquema operacional utilizado en

el replegamiento de lisozima.

6.5.- METODOLOGIAS GENERALES

6.5.1.- Microorganismos, medios y condiciones de cultivo

Las células de E coli DH50-T1 “One Shot” se utilizaron durante la clonacién de los fragmentos dsbC y
dsbA en el vector de clonacion (pCR-Blunt-TOPO II), también se utilizaron células de E. coli DH5a
guimicamente competentes para la propagacion de los vectores que se utilizaron como DNA molde
para la reaccion de PCR de dsbA y dsbC, asi como para la propagacién del DNA plasmidico de las
construcciones obtenidas en la subclonacion de dsbC y dsbA en el vector pET 38 b (+). Para la
expresion de las proteinas DA-CBD, DsbC-CBD y DsbA-CBD se utilizaron células E. coli BL21 (DE3).
Para la conservacion de las cepas se empleé medio LB, conteniendo los antibiéticos requeridos,
kanamicina (0.030 mg/mL) y/o ampicilina (0.050 mg/mL). Las cepas se propagaron a 37 °C a 200 rpm
por 12 h. Finalmente se almacenaron a -70 °C con glicerol al 10%. La propagacion de biomasa para
la extraccion de ADN plasmidico, se llevé a cabo en tubos de ensayo conteniendo 5 mL de medio LB
complementado con el antibiotico requerido, kanamicina (0.030 mg/mL) y/o ampicilina (0.050 mg/mL),
las cepas se incubaron a 37°C a 200 rpm por 16 h. La propagacion de las cepas, para los ensayos de
expresion y solubilidad, se desarrolld en tubos de ensaye conteniendo 5 mL o en matraces de 250 mL
conteniendo 50 mL de medio 2TY a 37 °C, 250 rpm por 16 h, adicionado con 0.030 mg/mL de

kanamicina.
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6.5.2.- Extraccion de ADN plasmidico

La extraccion de ADN plasmidico se realizé con el método de lisis alcalina (Sambrook y col., 2001)
utilizando cultivos de 5 mL. Se recuperd la biomasa por centrifugacion a 13,000 rpm durante 2 min, el
paquete celular se resuspendié en 150 uL de amortiguador de resuspension frio (ver apéndice) y se
adicionaron 300 uL de amortiguador de lisis fresco (ver Apéndice ). Se mezclé suavemente y se dejo
reposar por 5 min a temperatura ambiente. Después se le adicionaron 250 uL de amortiguador de
neutralizacion frio (ver Apéndice 1) y se incub6 durante 5 min a 4 °C. El lisado celular se centrifug6 a
13,000 rpm por 5 min a 4 °C. Se recuper0 el sobrenadante al cual se le adicion6 fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (SIGMA), en relacion 1:1 (vol:vol), mezclandose vigorosamente. La emulsion
obtenida se centrifugd a 13,000 rpm por 5 min a 4 °C. La fase acuosa se transfiri6 a un tubo de
microcentrifuga nuevo y se le adicionaron 0.7 volimenes de isopropanol para precipitar el ADN.
Posteriormente se centrifug6é a 13,000 rpm por 15 min a 4 °C. El ADN precipitado se lavé con etanol
al 70 %, la fase liquida se eliminé por decantacion y la pastilla de ADN se dejo secar a temperatura
ambiente por 1 hora. Finalmente, se resuspendié en 50 uL de agua estéril grado inyectable y se

almacend a -20 °C.

6.5.3.- Purificacién de ADN por método Qiagen

El método de purificacion consistio en adicionar tres volimenes de amortiguador Qiagen por 1
volumen de ADN y se mezcldé suavemente. La mezcla se transfirid a una columna Qiagen de 1 mL
conteniendo una membrana de fibra de vidrio acoplada a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL para
recibir el filtrado y se centrifugd a 6,000 rpm durante 1 minuto, se volvio a agregar el filtrado para
centrifugar nuevamente. En la segunda centrifugacion se elimin6 el sobrenadante y se adicionaron
300 uL de soluciéon de lavado (ver Apéndice 1) y se centrifugd a 3500 x g por 1 minuto. Para secar la

columna se eliminé el sobrenadante y se centrifugd a 6,000 rpm por 30 s. Finalmente, se eluy6 el
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ADN “puro” con 40 uL de agua estéril por medio de centrifugaciéon a 13,000 rpm por 2 min. La
concentracion y pureza del ADN se determiné por medio de la medicion de la Absorbancia a 260 nm

y 280 nm en un espectrofotometro HP 8453.

6.5.4.- Transformacion de células de E. coli por choque térmico

Se afiadieron 2 plL de los plasmidos pET 38 b(+)-DA, pET 38 b(+)-DsbA, pET 38 b(+)-DsbhC, o
pQUE 60-HAsa a alicuotas de 50 uL de células competentes BL21(DE3), para las tres primeras
construcciones y BL21(DE3), BL21(star), HMS174, Rosetta gami, Rosetta 2, para la ultima
construccion, respectivamente. Las células se incubaron durante 30 min en hielo y se les aplicé
choque térmico por 30 s a 42 °C, inmediatamente se transfirieron al hielo y se les afiadié 250 uL de
medio LB sin antibiéticos; el tubo se incubd en forma horizontal a 37 °C, 200 rpm durante 1 h.
Finalmente, las células se sembraron en placas de medio LB s6lido con una concentracion de 0.03
mg/mL de kanamicina para las tres primeras construcciones y con ampicilina (0.03 mg/mL) y
kanamicina (0.025 mg/mL) para la construccion pQUE 60-HAsa. Se sembraron placas con 50 pL 6
100uL del cultivo, incubandose a 37 °C por 16 h. Se cultivaron estas colonias en medio liquido para

su analisis y propagacion.

6.5.5.- Andlisis electroforético de las proteinas recombinantes (SDS-PAGE)

El andlisis de los péptidos recombinantes se desarrollé6 por la técnica descrita por Coligan y col.
(1995). Los analisis electroforéticos se llevaron a cabo en geles de poliacrilamida al 13 %. Las
muestras se prepararon de la siguiente forma: se tomaron 22.5 uL de la muestra, 22.5 uL de
amortiguador de Laemmli mds 5 uL de azul de bromofenol y 5 uL de B-mercaptoetanol y se

desnaturalizaron las proteinas por ebullicion durante 5 min.

65



6.5.6.- Ensayo de la actividad enzimatica de lisozima

Los ensayos enzimdticos de lisozima se llevaron a cabo midiendo la velocidad de disminucion de
Absorbancia a 450 nm; efecto resultante de la lisis del microorganismo Micrococcus lisodeikticus
(Shugar, 1952). Para la determinacion de la concentracion minima necesaria de lisozima, cuya
actividad pudiese ser monitoreada, el ensayo enzimatico se realizé con diferentes concentraciones de
lisozima desde 2.5 mg/mL hasta 0.01 mg/mL. El ensayo consiste en un volumen de 1.5 mL, de los
cuales 1.45 mL corresponden a una suspension células liofilizadas de M. lisodeikticus (SIGMA)
resuspendidas en amortiguador de fosfatos pH 7.0, cuya Absorbancia inicial se monitore6 por 20 s,
posteriormente se le adicionaron 0.05 mL de solucion de lisozima a 0.025 mg/mL, se monitored la

disminucion de la Absorbancia por segundo (AU450/s) durante 180 s.

6.5.7.- Ensayo de actividad enzimatica de rHAsa

La actividad de rHAsa se midi6 a través del método turbidimétrico de Dorfman y col., (1948). En el
cual se define como una unidad reductora de turbidez (TRU) a la cantidad de enzima requerida para
hidrolizar 1 umol de substrato por minuto a 25 °C. En este ensayo se cuantifica la cantidad de &cido
hialurdnico residual posterior a la reaccién enzimética. Se empleé un amortiguador de NaCl 0.15 My
fosfatos 0.1 M pH 5.8. Como sustrato se emple6 0.4 mg de al acido hialurénico/mL disuelto en
amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 5.8. Como solucion reveladora se empled cetilpiridinium al 10 %,
el cual precipita al &cido hialurénico residual (propiciando turbidez). Con estos reactivos se construyo
una curva de 10 puntos con soluciones constituidas por 100 uL solucion de &cido hialurénico
(volumen constante), 0-50 uL de rHAsa y 50-0 uL de amortiguador de fosfatos pH 5.8 de manera
complementaria para sumar en total 150 uL de volumen de reaccién. Se incubaron los tubos por 20

min a temperatura ambiente y después se hirvieron por 5 min para inactivar la enzima y se afiadieron
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500 uL de cetilpiridinium al 10 %. Se dej6 incubando por 10 min; finalmente, se leyeron las reacciones

a 540 nm.

6.5.8.- ELISA para la cuantificacion de rHAsa

La rHAsa purificada se diluyé en amortiguador de carbonatos (ver Apéndice |) a diferentes
concentraciones (2.7x10° — 2.7x10 ® mg/mL), 40 uL de cada dilucién se incubaron por 16 h en una
placa de 96 pozos. Se llevaron a cabo tres lavados de 5 min con 200 uL PBS-Tween 20 al 0.05 %,
0.015 M NacCl, el sobrenadante se desech6 en cada lavado. Después se bloqueé la placa con PBS-
Tween 20 al 0.05% adicionado con BSA al 0.5% durante 2 h a 37 °C y se lavaron los pozos para
eliminar cualquier interaccion inespecifica, de igual forma que el lavado descrito anteriormente. Se
hizo interactuar el anticuerpo antirHAsa a una dilucién 1:1500 en PBS-Tween 20 al 0.05 %, durante 2
h a 37 °C, posterior a la interaccion del primer anticuerpo se lavaron los pozos. Para revelar la placa
se empled un anticuerpo anti IgG de conejo acoplado a fosfatasa alcalina (BioRad) a una dilucién

1:3000 y se incubd la placa 2 h a 37 °C. Se revel6 con el Kit Phosfatase Alcaline ELISA, (BioRad).

6.5.9.- Ensayo de actividad de HAsa por zimogramas

La determinacion de la actividad de rHAsa a través de zimogramas se desarroll6 de acuerdo al
protocolo Coligan y col., (1995). La modificacién de este método consistio en copolimerizar acido
hialurénico en el gel separador (SDS-PAGE) a una concentracion final de 0.5 mg/mL. Las muestras
por analizar se prepararon con amortiguador de Laemmli sin B-mercaptoetanol, ademas de omitirse el
calentamiento por ebullicion de las muestras. Los geles se corrieron a 70 V en hielo. Después de la
electroforesis, el gel se incub6é en 50 mL de amortiguador de fosfato de sodio 0.1M pH5.8, 0.15 M
NaCl y 5% de triton X-100 dos veces durante una hora. Después se incub6 en 50 mL de amortiguador

de fosfato de sodio 0.1 M pH5.8, 0.15 M NaCl y 0.05% de triton X-100 por una hora y finalmente con
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50 mL de amortiguador de fosfato de sodio 0.1M pH5.8, 0.15M NaCl por 10 min. El gel se lavd dos
veces por 15 min con 50 mL de 0.015 M Tris-HCI pH 7.95, esta solucion se dejé incubando en
camara humeda por toda la noche. El gel se tifié por 5 h con formamida 5 %, isopropanol 20% y Tris-
HCI 0.015 M pH 7.95 y “Stains all” (BioRad) 0.1 %, se cubrié con papel aluminio y se destifid con

formamida 5 %, isopropanol 20% y Tris-HC| 0.015 M pH 7.95.
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70-RESULTADOS

7.1.- Preparacién de las columnas de replegamiento

7.1.1.- Expresion y Purificacion.de las proteinas DA-CBD, DsbC-CBD y DsbA-CBD

Las proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD se expresaron y se purificaron de acuerdo a los
protocolos previamente establecidos por Ramon-Luing (2006) y Antonio-Pérez (2007),
respectivamente. Los rendimientos obtenidos fueron de 18.25 mg/mL para DA-CBD, 18.4 mg/L para
DsbC-CBD y 19.0 mg/L para DsbA-CBD. El andlisis por SDS-PAGE de las proteinas purificadas se

muestra en la Figura 8.

7.1.2.- Andlisis de afinidad de DA-CBD, DsbC-CBD y DsbA-CBD a celulosa

De acuerdo a la metodologia descrita, DA-CBD, DsbA-CBD y DsbhC-CBD se hicieron interactuar con
celulosa y las muestras tomadas a diferentes tiempos se analizaron por SDS-PAGE como se muestra
en la Figura 9. Se puede observar claramente que a los 5 min de interaccion la proteina adicionada
(Figura 9A) se uni6 a totalmente a la resina Sigmacell Cellulose Type 50, ya que en los
sobrenadantes de las interacciones no se aprecia ninguna banda de proteina (Figura 9B). Estos

resultados denotan la simplicidad y rapidez con la que se prepara la matriz de replegamiento.

7.1.3.- Isoterma de Adsorcidn

Para conocer la capacidad de absorcion de la resina Sigmacell Cellulose Type 50 a las condiciones
de inmovilizacion, se determind la isoterma de adsorcion de DsbC-CBD como muestra representativa
de las proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y DsbhC-CBD (Figura 10). Como se puede observar, los valores

experimentales de q vs C* (simbolos) presentaron un buen ajuste (r* > 0.99) a una isoterma tipo
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Langmuir con dos sitios de union (Ec 4.0) con valores de: Qmaa = 5.8 MYproteina/Jceluiosa » Kd1 = 0.003

mg/mL” Qmaxz = 17.0 mgproteina/gceh_”osa ya Kd2 = 0.6 mg/mL. de Unlén

q* = Omaa -C*)__ + (QOmae -C*) (Ec. 4.0)
(Kd-C¥) (Kd,-C*)
Donde:
g* = proteina unida a celulosa.
Qmaa = Capacidad maxima de adsorcion al sitio de mayor afinidad.
Qnax = Capacidad maxima de adsorcion al sitio de baja afinidad.

C* = Concentracion de proteina en el equilibrio en el liquido sobrenadante en el equilibrio.

Kd; y Kd,= Constantes de disociacion de los sitios de alta y baja afinidad respectivamente.

Basados en estos resultados, la Qmax total de las proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD al
Sigmacell Cellulose Type 50 a las condiciones de inmovilizacion son de 22.8 MQproteina/Jceluiosa © 31.50
MQproteina/MLceluiosa, @sumiendo que la densidad de la celulosa seca es de 1.38 mg/mL (Oyeniyi y col.,
2012). Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Creagh y col., (1996), en el analisis
de la union del CBD a celulosa microcristalina. Dicha capacidad de unidon es mayor a la reportada
para otras alternativas de inmovilizacion de chaperones como es la inmovilizacion por afinidad a

niquel por medio de la etiqueta de histidinas o bien por sepharosa quimicamente activada (Tabla VII).
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Figura 8. Purificacion de las proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD. Perfil electroforético de
las proteinas purificadas, DsbA-CBD (Carril 1), DsbhC-CBD (Carril 2), DA-CBD (Carril3). El carril (M)
corresponde al marcador de peso molecular. Las proteinas DsbA-CBD y DsbC-CBD se expresaron y
se secretaron al medio de cultivo. Finalmente, se purificaron por cromatografia de interaccion
hidrofébica y de afinidad a niquel (Antonio y col., 2007). EI DA-CBD se purificé por cromatografia de

afinidad a niquel (Ramdn-Luing y col., 2006).
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Figura 9.- Union a celulosa de DA-CBD, DsbC-CBD y DsbA-CBD. Perfil electroforético de la
proteina unida a particulas de Sigmacell Cellulose Type 50 (A) y la proteina remanente en el
sobrenadante (B) después de 5 min (Carril 1), 10 min (Carril 2), 30 min (Carril 3), 1 h (Carril 4), 2 h
(Carril 5), 4 h (Carril 6) de interaccion a 4 °C. En ambos casos, el carril (M) corresponde al marcador

de peso molecular.
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Figura 10.- Isoterma de adsorcion a celulosa de DsbC-CBD.

Muestras de 1 mL de DsbC-CBD a concentraciones crecientes de proteina se interaccionaron con 25
mg de celulosa (Sigmacell Cellulose Type 50) durante 4 h a 4° C. La proteina unida a celulosa se
determind por la diferencia en la concentracion antes y después de la interaccién o por el analisis
densitométrico de SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomasie. Los simbolos (V) representan la
proteina unida a la celulosa (q) en funcién de la proteina remanente después de la interaccion (C*).
La linea corresponde al ajuste no lineal de los datos experimentales a un modelo de isoterma de

Langmuir con dos sitios de union de diferente afinidad usando el programa Sigma-Plot version 9.0.
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Tabla VII.- Tabla comparativa de alternativas de inmovilizacion de chaperones

Inmovilizaciéon Qmax Estabilidad Reusos Referencias

Formyl-Cellulofine 48 My proteina/Jgel 3M-6 M GdnHCI 10 Dong X. Y., 1999

gel NaBH3;CN- 10 mM DTT

activada

Sepharose 4B 10 Mg proteina/ML gel 3M-6 M GdnHCI - Altamirano, 1997,

CNBr-activatada 10 mM DTT

Sepharose 10 Mg proteina/ML gel 6 M GdnHCI 10 Altamirano, 1999,

NHS activada 1 mM B-mercaptoetanol Tsumoto 2002,

Guan 2000

6His-Ni-NTA 6 MQ proteina/ML gel 1M-8MUrea - Altamirano 1997
1-10 mM DTT Gao, 2006

Fusion al CBD 31.5 Mg proteina/ML ge 6 M GdnHCI 8 Este trabajo

120 mM B-mercaptoetanol
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7.2.- Replegamiento cromatografico oxidativo de lisozima

7.2.1.- Replegamiento cromatografico

En la Figura 11 se muestra el perfil electroforético de un lote de replegamiento cromatografico de
lisozima, dénde se aprecian dos picos en la sefial de Absorbancia a 280 nm. Solo el primer pico (1),
presentd actividad con y sin asistencia de los chaperones. El segundo pico de Absorbancia (2) se
traslapa con la sefial de conductividad. Las fracciones correspondientes a los picos de elucion se
analizaron por SDS-PAGE al 13% (Recuadro de la Figura 11), solo en el primer pico se comprobo la
presencia de la lisozima eluida; mientras que ninguna banda se observé en el perfil electroforético del
segundo pico, sugiriendo que el segundo pico corresponde a la perturbacion de la Absorbancia por la
alta concentracién del agente desnaturalizante. Una vez comprobada la separacién del agente
desnaturalizante y la proteina por replegar, se hicieron por triplicado los ensayos de replegamiento
cromatogréfico de lisozima. Cada lote de replegamiento tuvo una duracién de aproximadamente 50
min y el tiempo de residencia fue de 28 a 31 min aproximadamente. Particularmente, se presenté un
desfase de 1.5 min entre los perfiles de elucion de los ensayos de replegamiento asistido y sin
asistencia de los chaperones, el cual se atribuyé a la retencién temporal de la lisozima en el sistema
al interaccionar con los chaperones. Se obtuvo un 60% de replegamiento en el ensayo de
replegamiento cromatogréfico asistido de lisozima, mientras que sin asistencia de los chaperones
s6lo se obtuvo un 18% de replegamiento. En todos los ensayos, so6lo una fraccion de la proteina fue
eluida de la columna, sugiriendo que la proteina desplegada o parcialmente desplegada permanecia
unida a la matriz de replegamiento. Posteriormente, se investigd el efecto de la concentracion de la

proteina en el rendimiento de replegamiento.
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7.2.2.- Efecto de la concentracion de lisozima en el porcentaje de replegamiento

cromatogréfico

Se realizaron los ensayos de replegamiento cromatografico de lisozima a distintas concentraciones
de sustrato desnaturalizado. Se observé un decremento en los rendimientos de replegamiento a
medida que se incrementaba la concentracion de la proteina inyectada en el sistema de
replegamiento asistido y sin asistencia de los chaperones (Figura 12). Por ejemplo, cuando la
lisozima fue inyectada al sistema a 0.5 mg/mL se recuper6 el 100% de su actividad, mientras que sélo
se recuperd el 18% cuando la concentracion de la proteina se incrementé 10 veces y se inyect6 en la
columna de replegamiento asistido. En funcion de estos resultados y suponiendo una retencién del
sustrato en el interior de la columna, se plante6 operar el sistema de replegamiento cromatogréafico en
lotes consecutivos con la finalidad de incrementar los rendimientos de replegamiento. Este modo de
operacion nos sirvid para analizar si la inyeccién de nueva proteina desnaturalizada y reducida en
cada lote de replegamiento propiciaba una competencia por los chaperones entre las especies
totalmente desplegadas y las parcialmente plegadas, favoreciendo la eluciébn de las proteinas

correctamente plegadas.
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Figura 11.- Replegamiento cromatografico de lisozima. Una columna (BioRad) (1.5 X 15 cm) se
empaco con 12 mL de una mezcla de homogénea decelulosa con o sin chaperones (DA-CBD, DsbA-
CBD y DsbC-CBD) inmovilizados y BioGel P-6 en relacion 40:60 (v/v). Después de equilibrar la
columna con Buffer de replegamiento (Tris-HCI 0.1 M, EDTA 1 mM, GSSG 0.4 mM, GSH 2 mM, Arg
0.4 M, PMSF 0.1 M, Urea 2.0 M, pH 8.0), se inyectd 1 mL de lisozima desnaturalizada y reducida (3.0
mg/mL) y se resolvié a un flujo de 0.3 mL/min. Perfil de elucion del replegamiento cromatogréfico de
lisozima. Las lineas continua y discontinua corresponden a la sefial de Absorbancia a 280 nm del
replegamiento asistido y sin asistencia de los chaperones respectivamente. Las lineas punteada y
guion-doble punto corresponden a la conductividad (mS/cm) del replegamiento de lisozima asistido y
sin asistencia de los chaperones respectivamente. El recuadro muestra el andlisis por SDS-PAGE de
las fracciones correspondientes a los picos de elucién (1 y 2) del replegamiento asistido (i) y sin

asistencia de los chaperones (ii).
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Figura 12.- Efecto de la concentracion de lisozima desnaturalizada en el replegamiento
cromatografico. Muestras de 1 mL de lisozima desnaturalizada y reducida a diferentes
concentraciones (0.5 — 3.0 mg/mL) se inyectaron a columnas de replegamiento con o sin chaperones
inmovilizados similares a la descrita en la Figura 12 (una para cada concentracion) y se estimoé el
porcentaje de replegamiento asistido (barras llenas) y sin asistencia de los chaperones (barras

vacias) tomando como 100% la actividad de la lisozima nativa.
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7.2.3.- Replegamiento oxidativo cromatografico de lisozima por lotes consecutivos

Suponiendo una retencion del sustrato en el interior de la columna, se plante6 operar el sistema de
replegamiento cromatogréfico en lotes consecutivos con la finalidad de propiciar una competencia por
los chaperones entre las especies parcialmente desplegadas y las totalmente desplegadas
ingresadas en el sistema por la inyeccion de lisozima desnaturalizada y reducida en cada lote de
replegamiento y asi favorecer la elucion de las proteinas correctamente plegadas. Por otra parte, se
busco incrementar los rendimientos de replegamiento, ya que esta estrategia operativa nos permitiria

la manipulacién de una mayor cantidad de proteina.

En la Figura 13 se muestra un cromatograma representativo de seis lotes consecutivos de
replegamiento cromatografico asistido. En donde se pueden distinguir claramente dos picos en la
sefial de Absorbancia a 280nm. El primer pico corresponde la proteina eluida-replegada (1) y el
segundo a la sefial emitida por el GdnHCI 6 M (2). No obstante, para corroborar dicha hipotesis, las
muestras correspondientes a los picos de elucién se analizaron por SDS-PAGE. En la Figura 13B se
pude observar la presencia de una banda de 14.3 kDa, con un peso molecular correspondiente a
lisozima, asi como también se observa un incremento de la intensidad de la banda a medida que se
incrementa el numero de lotes de replegamiento. En el perfil electroforético del segundo pico de
elucion no se observé ninguna banda de proteina, lo que demuestra que DA-CBD, DsbA-CBD y
DsbC-CBD no son eluidos durante seis lotes de replegamiento desarrollados bajo las condiciones de

operacion establecidas.

El analisis de la proteina eluida en cada uno de los lotes de replegamiento cromatogréfico (Figura
14A) mostré que el 17% de la proteina inyectada en el sistema fue liberada en el primer lote, su
elucion se incremento hasta el 93% en el cuarto lote de replegamiento y llegd hasta el 115% a final de
los seis lotes consecutivos de replegamiento asistido. La cantidad de proteina eluida en los primeros

lotes, sugiere que una fraccion de la proteina parcialmente desnaturalizada permanece unida a la
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celulosa o a DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD. Después, dichas especies son desplazadas por la
lisozima desnaturalizada y reducida recién inyectada al sistema en cada lote. A estas fracciones se
les determind la actividad enzimética por turbidimetria y se obtuvieron valores de actividad especifica
para asi determinar el porcentaje de replegamiento. Los porcentajes de replegamiento obtenidos en
el sistema asistido y sin asistencia de los chaperones son consistentes con los resultados de proteina
eluida (Figura 14B). El sistema espontaneo a partir del tercer lote se mantuvo constante en 23% de
replegamiento mientras que el caso asistido mostré una tendencia claramente creciente desde el 11.3
al 79% de replegamiento de lisozima desde el primer hasta el sexto lote. De acuerdo a la ecuacion
(Ec. 1.0), multiplicando la fraccion de actividad recuperada por la fraccion de proteina recuperada se
determiné la eficiencia de replegamiento, cuyos valores fueron de hasta 1.18 para el sistema
asistido, en comparacion con el 0.18 del sistema sin asistencia de chaperones (Figura 15). En el
Apéndice lll, se muestran las Tablas suplementarias | y Il, donde se reportan con detalle las
cantidades de proteina inyectada, eluida y acumulada por el sistema de replegamiento
cromatogréfico espontaneo y asistido respectivamente. En la Tabla VIII se presenta un resumen de

los porcentajes de replegamiento de lisozima adquiridos en cada una de las estrategias empleadas.

7.2.4.- Anédlisis SDS-PAGE de la matriz de replegamiento después de seis lotes de

replegamiento consecutivos

Como anteriormente se ha mencionado, se supone que las especies desplegadas o parcialmente
plegadas son retenidas por DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD en el interior de la columna de
replegamiento. Esta retencién puede ser abatida por el desplazamiento de estas especies al inyectar
lisozima desnaturalizada en cada lote, operando la columna cromatografica en forma consecutiva.
Para corroborar esta hipétesis se analizé la matriz de replegamiento por SDS-PAGE después de seis
lotes consecutivos de replegamiento cromatografico de lisozima. Las muestras se tomaron de la
punta, de en medio y del fondo de la matriz de replegamiento empacada en la columna

cromatogréfica (Figura 16). A lo largo del lecho cromatogréafico se detectaron dos bandas (carriles 3 -
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5). La banda de ~38 kDa corresponde a los chaperones inmovilizados y la banda de ~14.5 kDa
corresponde a la lisozima. En el perfil electroforético del efluente del sexto lote, s6lo se observa la
banda correspondiente a lisozima, es decir los chaperones no son eluidos del sistema durante seis
lotes. No obstante, la intensidad de la banda de los chaperones es mayor conforme aumenta la
profundidad del lecho cromatografico; por lo que, sélo las proteinas que se encuentran inmovilizadas
en las primeras capas de la matriz de replegamiento son afectadas por las altas concentraciones de
los agentes desnaturalizantes. Sin embargo, a lo largo de la columna dichos agente se diluyen
gradualmente hasta una concentracion que no afecta la inmovilizacion de DA-CBD, DsbA-CBD y
DsbC-CBD e inclusive, a mayor profundidad se desarrolla la reabsorcién de los chaperones en la
superficie de la celulosa. En la Figura 17, se presenta un esquema teérico de la remocion de DA-
CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD; no obstante, es necesario analizar este fendbmeno de remocion para

la evaluacion de la estabilidad operativa de la columna.
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Figura 13.- Replegamiento oxidativo cromatografico de lisozima por lotes consecutivos. (A)
Perfil de elucién representativo de seis lotes consecutivos de replegamiento de lisozima. La columna
de replegamiento se empacd y se equilibro como se describe en la Figura 11. Después, 1mL
(3mg/mL) de lisozima desnaturalizada y reducida se inyecto en la columna de replegamiento en seis
lotes consecutivos de replegamiento cromatogréafico y se resolvié con amortiguador de replegamiento
(Tris-HCI 0.1 M, EDTA 1 mM, GSSG 0.4 mM, GSH 2 mM, Arg 0.4 M, PMSF 0.1 M, Urea 2.0 M, pH
8.0) a un flujo isocratico de 0.3 mL/min. La linea continua corresponde a la sefial de Absorbancia a
280nm, mientras que la linea discontinua corresponde a la sefial de conductividad (mS/cm). (B)
Analisis por SDS-PAGE de la lisozima eluida en cada lote de replegamiento (Carril 1) y del segundo

pico de absorcion a 280 nm (Carril 2).

87



Lote1 Lote2 Lote3

[ /[ ]

Lote4 Lote5 Lote6

1 1 1 I 1

— 1
£ 06 n Iv,
= 1 [ ]
s [ | ;
< 04 T
. S il
g it
© il [ f
=
2 0.2 i)
Q0 |‘
< :;\

0.0 - - . m—'

0 30 60

Volumend

Lote 1 Lote 2 Lote 3
1 1 1

e Elusion (ml)

Lote4 Lote5 Lote 6
1 1 1

2

Mo @ ) @
200kDa
150kDa
100kDa
75kDa
50kDa
37kDa
25kDa
20kDa
15kDa |

oW n @

Conductividad (mSIcm?

Lisozima
14.3 kDa

88



Figura 14.- Proteina eluida y replegamiento de lisozima en funcién del niumero de lotes de
replegamiento cromatografico consecutivos. La columna de replegamiento fue empacada,
equilibrada como se describe en la Figura 11. Después, 1mL (3mg/mL) de lisozima desnaturalizada y
reducida se inyectd en la columna de replegamiento en seis lotes consecutivos de replegamiento
cromatografico y se resolviéo con amortiguador de replegamiento (Tris-HCI 0.1 M, EDTA 1 mM, GSSG
0.4 mM, GSH 2 mM, Arg 0.4 M, PMSF 0.1 M, Urea 2.0 M, pH 8.0) a un flujo isocréatico de 0.3 mL/min.
(A) La lisozima eluida de la columna de replegamiento cromatogréfico asistido (linea punteada, A) y
sin asistencia de los chaperones (linea discontinua, ®) se determind durante 6 lotes consecutivos de
replegamiento cromatografico. La proteina inyectada en cada ciclo (3.0 mg) se establecié como 100
%. (B) Porcentaje de replegamiento obtenido en cada lote de replegamiento asistido (linea punteada,
#) y sin asistencia de los chaperones (linea discontinua, ). La actividad especifica de la lisozima

nativa se tom6 como 100%. Las barras representan el error estandar de al menos tres experimentos.
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Figura 15.- Eficiencia de replegamiento en funcion del niumero de lotes de replegamiento
cromatografico consecutivos. La eficiencia de cada lote de replegamiento cromatografico
consecutivo asistido (linea punteada, M) y sin asistencia de los chaperones (linea discontinua, @) se
estimé por medio de los valores de la proteina eluida y el replegamiento de cada lote (Figura 14)
aplicados a la ecuacion (Ec. 1.0 ), donde Eg = 1.0, corresponde a la elucion de la misma cantidad de

proteina inyectada (3.0 mg) a la columna y la actividad correspondiente a la proteina nativa.
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Tabla VIIl.- Rendimientos de replegamiento de lisozima de las alternativas de replegamiento

evaluadas

Estrategia de Proteina total % R % R Observaciones
Replegamiento tratada Espontaneo Asistido
(mg)

Dilucion 0.05 42 98 Duracion de 1 h.
Remocion de los
chaperones en
membranas de celulosa
por centrifugacion

Cromatografico 0.5 60 100 Duracion de 1 h.
Retencion del sustrato en
la columna de
replegamiento.

Cromatografico  18.0 21 64-100 Duracion de 6.5 h. Se

por lotes

consecutivos

abatio la retencién del
sustrato por la adicion
continua de sustrato

desnaturalizado.
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Figura 16.- Analisis SDS-PAGE de la matriz de replegamiento después de seis lotes de
replegamiento consecutivos. Una mezcla equimolar de las proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-
CBD (Carril 1) se interaccion6 con celulosa, las proteinas inmovilizadas en celulosa (Carril 2) se
mezclaron con BioGel 6-P (BioRad), se empacaron en una columna cromatogréfica, al cual se
equilibr6 con amortiguador de replegamiento. Después se desarrollaron seis lotes consecutivos de
replegamiento cromatografico de lisozima y se tomaron muestras representativas del limite superior
(carril 3), de la mitad (carril 4) y del fondo (carril 5) del lecho cromatogréfico para determinar la

proteina inmovilizada en celulosa. En el carril 6 se muestra la lisozima replegada por este método.
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Figura 17.- Esquema tedrico de la remocion de DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD. Las proteinas
DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD inmovilizadas en celulosa son removidas gradualmente por el
contacto con los agentes desnaturalizantes presentes en la muestra de proteina desnaturalizada y
reducida. El grado de remocién esta en funcion de la profundidad del lecho cromatogréfico en las

columnas de replegamiento.
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7.3.- Estabilidad de la inmovilizacion por medio del CBD

7.3.1.- Estabilidad de DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD ante condiciones desnaturalizantes

En la Figura 18 se muestran las curvas que describen la disminucion de la actividad DA-CBD, DsbA-
CBD y DsbC-CBD en forma individual por la exposicién a condiciones desnaturalizantes extremas. En
el panel A se presentan los resultados correspondientes a la proteina DA-CBD, en la grafica del panel
A se observa que al ser expuesta a GdnHCI 4 M y B-mercaptoetanol 80 mM, pierde actividad
drasticamente, conservando tan solo el 29% .Sin embargo, al ser expuesta a 1 M/21 mM, 2 M/42 mM
y 3 M/62.5 mM de GdnHCI/B-mercaptoetanol, hasta por 2 h, la actividad remanente de DA-CBD fue
del 90 al 80% (en el caso mas extremo). En el panel B, se observan los resultados de la estabilidad
de la proteina DsbA-CBD  la cual al ser expuesta a GdnHCI 4 M y B—mercaptoetanol 80 mM durante 2
h conservo el 64% de su actividad y cuando fue expuesta a 1 M/21 mM y 2 M/42 mM GdnHCI/j-
mercaptoetanol perdié so6lo el 17%. Los resultados para la estabilidad de la proteina DsbC-CBD
(Figura 18C) fueron similares a los obtenidos para DsbA-CBD conservando el 73% de su actividad

inicial alin en condiciones extremas.

Se hicieron geles de poliacrilamida para evaluar si efectivamente esta disminucion en los porcentajes
de replegamiento se debié a la inestabilidad estructural de DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD bajo
estas condiciones o bien, se debieronn a que los chaperones se desprendian de la celulosa. Como se
puede observar en el recuadro el panel A, la proteina DA-CBD es lavada del sistema a
concentraciones de 3 M de GdnHCI y 62.5 mM B-mercaptoetanol, cuando es expuesta por 2 h. En el
caso de las proteinas DsbA-CBD y DsbC-CBD ocurrié el mismo evento, pero hasta una concentracion

de 4 M de GdnHCIl y 80 mM pB—mercaptoetanol.
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7.3.2.- Estabilidad operativa y de almacenamiento de la columna de replegamiento asistido por

DA-CBD DsbA-CBDy DsbC-CBD

Una vez establecidas las condiciones operacionales para desarrollar el replegamiento cromatogréfico
de lisozima, se analizé la estabilidad de la columna empacada con la matriz de replegamiento en
funcion del nimero de lotes de replegamiento de lisozima. Se determiné la concentracion de proteina
remanente en la columna cromatografica después de la exposicion de DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-
CBD a condiciones desnaturalizantes propiciadas por la inyeccion de lisozima desnaturalizada en
GdnHCI 6 M y B-mercaptoetanol 80 mM durante ocho relsos. Por andlisis densitométrico se estimé
que tan soélo el 8% de la proteina inmovilizada fue removida del sistema. Se correlacioné la
concentracion de la proteina remanente y su capacidad de replegamiento. En la Figura 19A se
muestran los rendimientos de replegamiento obtenidos en cada uno de los reusos. Estos resultados
nos indicaron que la columna de replegamiento permanece estable y funcional durante ocho reusos,
indicando una alta estabilidad de DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD a nivel operativo. Por otra parte,
también se evaluo la estabilidad de almacenamiento de la matriz de replegamiento. La Figura 19B
muestra la cantidad de proteina unida a la celulosa después de 3, 6, 12 y 18 meses de
almacenamiento a -20°C. Sorprendentemente, después de un afio mas del 90% permaneci
inmovilizada y su actividad de replegamiento practicamente no se vio afectada. Inclusive, después de
18 meses, la actividad de la matriz de replegamiento fue mayor al 80%. Estos resultados indican que
la inmovilizacién de la DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD fue estable bajo estas condiciones de
almacenamiento, lo cual permitira almacenar las columnas de replegamiento hasta un afio sin sufrir

cambios significativos en su capacidad de replegamiento.
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Figura 18.- Estabilidad de DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD Replegamiento de lisozima asistido
por DA-CBD (A), DsbA-CBD (B) o DsbC-CBD (C) inmovilizadas en celulosa en funcion del tiempo de
incubacion en Tris_HCI, pH 8.0.conteniendo 4 M GdnHCIl y 80 mM B-mercaptoetanol ( ), 3 M
GdnHCIl y 63 mM B-mercaptoetanol (¢), 2 M GdnHCI y 42 mM B-mercaptoetanol (HM),1 M GdnHCI y/
21 mM B-mercaptoetanol (®). El replegamiento inicial se tom6é como 100 %. Al final de cada
experimento se determind la proteina unida a celulosa mediante SDS-PAGE (inserto), en la
inmovilizacion (Carril 1) y después de 2 h de incubacién en TrisHCI pH 8.0 conteniendo 1 M GdnHCl y
20 mM B-mercaptoetanol (Carril 1), 2 M GdnHCI y 40 mM B-mercaptoetanol (Carril II), 3 M GdnHCl y

60 pB-mercaptoetanol (Carril Ill), 4 M GdnHCI y 80 mM B-mercaptoetanol (Carril IV).
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Figura 19.- Estabilidad operacional y de almacenamiento de la columna de replegamiento. (A)
Las proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD se inmovilizaron en celulosa y se mezclaron con
BioGel 6-P (BioRad) y se empacaron en una columna cromatografica, la cual se equlibr6 con
amortiguador de replegamiento. Después 1 mL (0.5mg/mL) de lisozima desnaturalizada y reducida se
inyectd en la columna y se desarrollaron ensayos de replegamiento cromatografico oxidativo por lotes
consecutivos. Después de cada lote la columna se desempacd, la matriz de replegamiento se mezclé
y se tomaron muestras representativas para determinar la proteina inmovilizada en celulosa después
de cada lote de replegamiento cromatografico (barras llenas). Posteriormente la columna se
reempacaba para desarrollar el siguiente lote de replegamiento cromatogréfico y se determiné su
actividad de replegamiento obtenido en cada lote (barras vacias). (B) Las proteinas DA-CBM, DsbA-
CBM y DsbC-CBD se inmovilizaron en celulosa y se mezclaron con BioGel P-6 (BioRad). Esta matriz
de replegamiento se equilibré6 con PBS 1X pH. 7.0, 50 % glicerol y se almacend a -20 °C durante 18
meses. Se tomaron muestras a diferentes tiempos de almacenamiento. Se les determino la proteina
unida (barras llenas) y su actividad de replegamiento (barras vacias), tomando como el 100 % los
valores iniciales (tiempo 0) de proteina y de replegamiento asistidos por DA-CBD, DsbA-CBD, DsbC-

CBD inmovilizados en celulosa.
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7.4.- Replegamiento oxidativo de proteinas recombinantes acumuladas en ClI.
103



7.4.1.- Andlisis bioinforméatico de rHAsa

La secuencia de aminoécidos de la rHAsa se utiliz6 para la determinacion de sus caracteristicas

fisicoquimicas (Tabla IX) por medio del software ProtParam, disponible en http//:expasy.org.

Se desarroll6 un alineamiento multiple de la secuencia de rHAsa contra hialuronidasas y
glicosilhidrolasas. Las secuencias de hialuronidasa humana 1 involucrada en crecimiento tumoral y
angiogénesis (Hyal-1, ExPDB:2pe4A), hialuronidasa humana 2 de esperma (Hyal-2, ExXPDB:2jj8A) y
hialuronidasa del veneno de abeja (hyabee, ExPDB:1fcuA) tuvieron mayor identidad (33 - 36%) con
rHAsa. Inicialmente cada uno de los alineamientos se realizé en BLASTP y las secuencias analizadas
se alinearon por CLUSTAL W donde se identificaron las regiones conservadas y variables. En la Figura
20 se presenta la homologia de rHAsa con las secuencias analizadas por medio de las cuales se
predijo la proporcionalidad de la estructura secundaria (PSIPRED v3.0,
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Para desarrollar el modelado por homologia, finalmente se eligio la
secuencia de la hialuronidasa del veneno de abeja, la cual se analizd por Deep View y se model6 por
SWISS MODEL. A pesar de tener una similitud de tan sélo el 36% entre la secuencia de la rHAsa y la
hialuronidasa del veneno de abeja, SWISS MODEL fue capaz de obtener un modelo de la estructura
terciaria de rHAsa (Figura 21). De acuerdo al modelo obtenido y al alineamiento multiple se predijo
una proporcionalidad de la estructura secundaria de rHAsa del 33.2% de o-hélice, 15% para f-
plegada y 51.8% de random coil. Estos resultados fueron comparados con los obtenidos por medio
del espectro DC de las muestras de rHAsa replegada por medio de la columna de replegamiento
cromatogréfico asistido por DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD para corroborar la recuperacion de su

estructura nativa.
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Tabla IX. Caracteristicas bioquimicas de rHAsa

Caracteristicas*

Numero de aminoacidos 425
Cargados (+) 47
Cargados (-) 44
Aminoécidos sin carga 79 %
Hidrofdbicos 33%
Triptéfanos 15
Prolinas 15
Coeficiente de extincion 116770 M*cm™
indice de inestabilidad 32.25
indice alifatico 72.21

*Valores obtenidos con el programa Prot Param.
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Figura 20.- Alineamiento multiple de la rHAsa de tarantula. Alineamiento mdultiple de la secuencia
de aminoacidos de rHAsa de tarantula con las secuencias de aminoacidos de hialuronidasa humana
1 (Hyal-1, ExPDB:2pe4A), hialuronidasa humana 2 de esperma (Hyal-2, ExPDB:2jj8A) y hialuronidasa
del veneno de abeja (Hyal bee, ExPDB:1fcuA). Se sefialan en verde los aminoacidos totalmente
conservados y en amarillo los parcialmente conservados. Los aminoacidos correspondientes a
estructuras o-hélice se marcan en la parte inferior con cilindros de color rojo y las B-plegadas con
flechas de color azul. El alineamiento multiple se analizé por Deep View, a partir del cual se desarrollo
el modelado por SWISS MODEL y se determind la siguiente composicion de la estructura secundaria

de rHAsa: 33.2 % a-hélice, 15 % B-plegada y 51.8 % random coil.
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Hyal-1: ANTQWELERHGVDVD—-VSVFDVVANPGQTFRGPDMTIFYSSQL YTPT-

Hyal-2: A VPTQDEGPRLRVP LD—-LNAFDVQASPNEGFVNQNITEIF¥RDRL LY -RFDS-

hyabee PTFM -KYGLRFEEVSBKYGILQNWMDKFRGEEIA P—- LLRDP

rHAse PTIQ KTYGMDFVPLLKSYGILVNSEDEFKGEVNT GQL LY HLDQS-

Hyal-1: I LARTFQDILAAIPAPDFSGLA WA

Hyal-2: KMLQRRVEHY IRTQESA LA D VR DRD

hyabee: LQVFRDHELINQEPDKSFP IPRQ SLQ

rHAse PE LKRKAREDINRAEIPDVNFN LGI ALK

Hyal-1: LVQAQ WPAPQVEAVAQDQFQGAARAWMAG

Hyal-2: QLVASRHPDWPPDRIVRQAQYEFEFAAQQFMLE

hyabee: VVRREHBFWDD QRVEQE ARRRFEKYGQLFMEE

rHAse DE FBEALKQ RTNDSLWQLAQQEWETSARNFMLE

Hyal-1: D DFLS--PNYTGQEPSGIRAQ LG GQSRALY P-AVLEGTGRSQM--

Hyal-2: D DYVQNWESYTGREPDVEVAR AESTALF LD-ETLASALHGRN--

hyabee: YCYN- -LTPNQPS--AQCEATTMQE FESEDVLL LR-WNLTSGERVGL--

rHAse D NGQTPQ---EFREPSIVVTG QLS HESRAVCPSL ADGYLQKYTFEQRTW

| R Gl —=p

Hyal-1: FRVA-VAAGDPNLPVLPYVQIF¥DTT-NHFLPLDELEHSLGESAAQ

Hyal-2: QEAL THHANHALPVYVFTRPT¥SR--CTGLSEMDLISTIGESAAL

hyabee: L -QMTTSRKRVLPYYWYR¥QODRRD TDLSRADLEATLRRITDL

rHAse L ------ PNSQLYPYVGYG¥GVTPGAMVPEDDFWRILAQVASABSS
S

Hyal-1: VLEVSWENTRTRES EQAIREEMDTTBGBFILNVT SGALLCSQALCSGHGRCV

Hyal-2: ILWNGDAGYTTSTETECQYLRD¥LTRL NVSWATQYCSRAQCHGHG-CV

hyabee: IINGS SDDINTRARELQFRE LNNE VKRIALNNNANDRLTVDVSVDQV

rHAse VINGASATLRSRDN LLQQ VRTVRENAERCARTVCNGRGRCT

—p
a-hélice B-plegada random coil
33.2% 15.0% 51.8%
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Figura 21.- Modelo de la estructura terciaria de rHAsa. Modelo de la estructura 3D obtenido por
modelado por homologia usando el servidor SWISS MODEL utilizando como molde a la hialuronidasa
del veneno de abeja (ExPDB:1fcuA). En rojo se muestran las a-hélices, en verde las B-plegadas y en
gris las estructuras random coil. En amarillo se muestran los enlaces disulfuro presentes en la

estructura de rHAsa.
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7.4.2.-Expresion y purificacion de rHAsa

En la Figura 22 se muestra el resultado del andlisis por SDS-PAGE de la expresion de la rHAsa, por
medio de los extractos proteicos totales de los diferentes genotipos de E. coli, en los cuales se
observd una banda diferencial entre los extractos proteicos totales de los tiempos no inducido y
después de induccion. La banda diferencial fue de aproximadamente 47 kDa, tamafio esperado para
la proteina rHAsa. En los carriles de ambas figuras (22A y 22B) se observa la acumulacién
mayoritaria de la proteina rHAsa en forma de CI (carriles 4, 8, 12, 16). Particularmente en los
genotipos BL21(DE3), BL21(star) y rosetta 2 también se encuentra una banda del mismo tamafo
presente en la fraccion citoplasmica soluble (carriles 3,7,15). La confirmacion de que la banda
observada a 47 kDa en los perfiles electroforéticos de las fracciones solubles correspondian a la
proteina rHAsa se llevd a cabo por medio de zimogramas de la proteina rHAsa (Figura suplementaria
3, Apéndice II). La fraccion soluble de BL21(DE3), BL21(star) y rosetta 2, fue de nuestro interés para
emplearla como control de actividad, dicroismo circular y espectros de fluorescencia, sin embargo, no
fue posible estandarizar un protocolo de purificacion con el cual se recuperaria suficiente proteina
para desarrollar los ensayos control. La proteina rHAsa acumulada en Cl se empled en los ensayos
de replegamiento. Los CIl se disolvieron inicialmente con el amortiguador de desnaturalizacién
empleado con lisozima (Urea 8 M, DTT 20 mM), aunque estas condiciones deshaturalizantes no
fueron suficientes para la solubilizacion total de la muestra. El resultado fue una solucion con
apariencia viscosa, que dificilmente favoreceria el flujo de la misma a través de una columna
cromatogréfica. En funcion de estos resultados se sustituy6 la urea 8 M por GdnHCI 6 M, aun bajo
estas condiciones, los Cl no se solubilizaron totalmente. Finalmente se evalué el efecto de diversas
concentraciones de B- mercaptoetanol (20 - 120 mM). Los CI se solubilizaron por completo,
resultando en una solucién con apariencia homogénea y acuosa cuando se emplearon GdnHCI 6 M y

80 mM B-mercaptoetanol.
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A pesar de que la rHAsa expresada a través del vector pQE 60 facilitaria su purificacion a través de
cromatografia de afinidad a niquel, no se pudo estandarizar un protocolo bajo este esquema.
Considerando que la expresion de proteinas recombinantes en Cl conduce a la presencia de un
menor namero de proteinas contaminantes se llevo a cabo una cromatografia de filtracién en gel para
la purificacion de la proteina rHAsa. En la Figura 23A se muestra el perfil de elucién de la
cromatografia de filtracion en gel (Shephacryl 200), en la cual s6lo se observo un pico de elucion. Las
fracciones correspondientes se analizaron por SDS-PAGE al 13%, donde se confirmd la eliminacion

de la mayoria de las proteinas contaminantes (Figura 24B, carril 3).

7.4.3.-Replegamiento asistido de rHAsa por dialisis y dilucion

Se desarrollé una dialisis en un factor de recambio de 1:200 bajo una configuracion escalonada. La
primera didlisis se llevo a cabo en amortiguador de replegamiento adicionado con urea 2 M durante
16 h a 4 °C. La segunda dialisis se desarrollé con el amortiguador de replegamiento suplementado
con B-mercaptoetanol 0.30 mM sin urea durante 16 h a 4 °C. Desde el inicio se agreg6 L-Arginina (0.4
M) en el interior de la bolsa de didlisis para evitar la formacién de agregados. La rHAsa replegada a
través de este método mostré una actividad del 46% (140845 TRU) comparada con la actividad que
registré el veneno de tarantula (300030 TRU) (graficas no incluidas). La muestra recuperada se

analizo por SDS-PAGE (Figura 24A) y su actividad fue analizada por zimogramas (Figura 24B).

Los ensayos de replegamiento asistido por DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD, también se
desarrollaron por dilucién 1:100 en amortiguador de replegamiento adicionado con las tres proteinas
DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD en solucién. Se hizo la determinacion de actividad de rHAsa de las
muestras por ensayos turbidimétricos, entonces se observé que existia interferencia en ellos,
probablemente por la adicion indirecta del glicerol presente en el amortiguador de almacenamiento de
los chaperones. La actividad analizada por zimogramas se presenta en la Figura 24C. En el carril 1 se

muestra la actividad correspondiente al ensayo sin asistencia de los chaperones, donde rHAsa no
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presento actividad. En los carriles 2 - 4 se observa la actividad de rHAsa recuperada por la asistencia
de DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD. Después de 2 h se recuperd un 24.75% cuando los DA-CBD,
DsbA-CBD y DsbC-CBD se adicionaron en una relaciéon molar 1:1 con rHAsa a 0.0034 mg/mL. En
otra serie de experimentos se evalud el efecto del enriquecimiento del amortiguador de replegamiento
con urea. A una concentracion 1 M el porcentaje de replegamiento se increment6 hasta un 36%
(datos no mostrados). Es importante resaltar que la proteina rHAsa recombinante fue activada a

pesar de la incapacidad de E. coli de incorporar glicosilaciones.
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Figura 22.- Expresion de la rHAsa en diferentes genotipos de E. coli. Andlisis SDS-PAGE al 13 %
de la expresion de la proteina rHAsa en los genotipos de E. coli. (A) BL21(DE3) y BL21 (star) y (B)
HMS174 y Rosetta 2: proteina total antes (carriles 1, 5) y después de induccion (carriles 2, 6),
fraccién soluble (carriles 3, 7) y fraccion insoluble (carriles 4, 8) respectivamente. En ambos geles el

carril (M) corresponde al marcador de peso molecular.
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Figura 23.- Purificacion de la proteina rHAsa. La proteina rHAsa se expresé en E. coli BL21 (DE3)
y se acumulo6 principalmente en la fraccion insoluble. Los Cl se solubilizaron en 6 M GdnHCI y 120
mM de B-mercaptoetanol y la rHAsa se purific6 por una cromatografia de filtracion en gel bajo
condiciones desnaturalizantes (6 M GdnHCI| y 120 mM de pB-mercaptoetanol) en una columna
empacada con 286 mL de Shephacryl 200. (A) Perfil de elucion de la proteina rHAsa. La linea
continua corresponde a la Absorbancia a 280nm y la linea punteada corresponde a la sefial de
conductividad (mS/cm). (B) Perfil electroforético (SDS-PAGE al 15%) de la fraccion insoluble (carril 1),

ClI (carril 2) y rHAsa purificada (carril 3). El carril (M) corresponde al marcador de peso molecular.
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Figura 24.- Replegamiento de la rHAsa por didlisis y dilucién. La rHAsa purificada por filtracién en
gel se dializ6 a 4 °C contra el amortiguador de replegamiento (Tris-HCI 0.1 M, EDTA 1 mM, GSSG 0.4
mM, GSH 2 mM, Arg 0.4 M, PMSF 0.1 M, Urea 2.0 M, pH 8.0) y se determind su actividad mediante
zimogramas. (A) Perfil electroforético (B) zimograma del veneno de tarantula (Carril 1), de rHAsa
después de 36 h de didlisis (Carril 2). Por otra parte la rHAsa purificada por filtracion en gel, se diluy6
200 veces en amortiguador de replegamiento con 1 M de urea y DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD
en una relacion molar 1:1. Los ensayos se mantuvieron en agitacion constante (150 rpm) a 25 °C por
3 h. Cada 30 min se tomaron muestras para determinar su analisis por zimograma. (C) Actividad
recuperada después de 120 min de incubacién en buffer de replegamiento sin chaperones (Carril 1) y

después de 30 (Carril 2), 60 (Carril 3) y 120 min (Carril 4) con DA-CBD, DsbC-CBD y DsbA-CBD.
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7.4.4.-Replegamiento asistido de rHAsa en columna cromatografica

Inicialmente se siguieron las condiciones obtenidas para el replegamiento de lisozima, con la
diferencia de que se inyecté rHAsa a 0.5 mg/mL en cada lote. Sin embargo, los resultados no fueron
los esperados. En el sistema sin asistencia de los chaperones no se observé actividad de rHAsa. En
el replegamiento cromatogréfico asistido de rHAsa en lote con la inyeccion de 0.5 mg/mL se recupero
el 4.47% de su actividad. De acuerdo a los resultados obtenidos, se sospechdé de la retencién total de
la proteina, por lo que se decidi6 continuar con la estrategia de lotes de replegamiento cromatografico

consecutivos a una mayor concentracion de rHAsa.

7.4.5.- Replegamiento cromatografico asistido de rHAsa por lotes consecutivos

En la Figura 25 se puede observar un cromatograma caracteristico correspondiente a la operacién de
la columna de replegamiento en ocho lotes consecutivos de replegamiento cromatografico.
Nuevamente observamos el incremento de la concentracién de proteina eluida por el sistema en
funcién del numero de lote (Figura 26A). Las fracciones correspondientes a cada pico de elucién de
proteina se analizaron por zimogramas. Se observo que el mejor rendimiento de replegamiento (31%)
se obtuvo en el sexto lote de replegamiento, mientras que en el caso espontaneo no se observo
ninguna actividad (Figura 26B). No obstante, la cantidad de proteina eluida por el sistema sin
asistencia de los chaperones, fue de menos del 7% de rHAsa inyectada (0.130 - 0.120 mg/mL);
mientras que en el caso asistido la elucién de la proteina no supera la liberacion del 21%. En la
Figura 27, se muestra el analisis por SDS-PAGE del soporte cromatografico después de los ensayos
de replegamiento. Se observo la interaccion entre rHAsa y las proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y
DsbC- CBD (carriles 2 - 5). En contraste, en el carril 1 s6lo se observé la banda correspondiente a la
rHAsa, sugiriendo una interaccion inespecifica entre rHAsa y el soporte cromatogréfico. Por lo que se
planteé llevar a cabo experimentos con una columna previamente saturada con CBD o con los

chaperones para bloquear las interacciones inespecificas entre la rHAsa con la superficie libre y
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expuesta de la celulosa. La saturacion de la celulosa se desarroll6 interaccionando la celulosa con las
proteinas CBD o con AD-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD a concentraciones mayores a la Qmax
estimada por la isoterma de absorcion (Figura 10) y bajo la estrategia descrita previamente por
Antonio y col., 2007. En la Figura 28 se pueden observar los perfiles electroforéticos de la matrices de

replegamiento saturadas con CBD (Carril 1) o con AD-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD (Carril 3).
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Figura 25.- Replegamiento cromatografico oxidativo de rHAsa por lotes consecutivos. Perfil
cromatografico de 8 lotes consecutivos de replegamiento cromatografico de rHAsa. La linea continua
corresponde a la Absorbancia a 280 nm y la linea punteada a la conductividad (Ms/cm). Las flechas
indican el inicio de un nuevo lote de replegamiento cromatografico. En cada lote se inyecté 1 mL (2.5
mg/mL) de rHAsa desnaturalizada y reducida a una columna (1.5 x 15 cm) empacada con 12 mL de
matriz de replegamiento similar a las descritas en la Figura 11. La. cromatografia se resolvié a un flujo
isocratico de 0.3 mL/min con Tris-HCI 0.1 M, EDTA 1 mM, GSSG 0.4 mM, GSH 2 mM, Arg 0.4 M,

PMSF 0.1 M, Urea 2.0 M; pH 8.0.
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Figura 26.- Proteina eluida y replegamiento de la rHAsa en funcion del numero de lotes de
replegamiento cromatogréafico consecutivo. La columna de replegamiento fue operada bajo la
estrategia estandarizada para el replegamiento de lisozima a diferencia de que se inyectd 1 mL de
rHAsa desnaturalizada y la cromatografia se resolvi6 a 0.25 mL/min. (A) Se recolectaron las
fracciones correspondientes al pico de elucidon de la rHAsa replegada y se determiné por medicion a
280 nm y BSA, la concentracion de rHAsa eluida de la columna de replegamiento cromatogréafico
asistido (linea discontinua, A) y sin asistencia de los chaperones (linea punteada, ®). La proteina
inyectada inicialmente en cada ciclo (2.5 mg/mL) se tomé como el 100%. (B) A las fracciones
correspondientes a rHAsa se les determiné actividad especifica y se calcul6 el porcentaje de
replegamiento obtenido en cada lote de replegamiento asistido (linea discontinua, A) y sin asistencia
de los chaperones (linea discontinua, ). La actividad especifica de rHAsa nativa se establecié como

el 100% de replegamiento. Las barras representan el error estdndar de al menos tres experimentos.
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Figura 27.- Analisis SDS-PAGE de la matriz de replegamiento después de 8 lotes consecutivos
de replegamiento cromatogréafico de rHAsa. Después del replegamiento cromatografico de rHAsa
por 8 lotes consecutivos, se analiz6 la matriz de replegamiento por SDS-PAGE. (A) Perfil
electroforético de la resina a 1.5 cm (1), 3.0 cm (2), 4.5 cm (3), 6.0 cm (4) y 7.5 cm (5) de profundidad

de lecho cromatogréfico.
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Figura 28.- Saturacion de la matriz de replegamiento. Para evitar las interacciones inespecificas
entre rHAsa y la celulosa (Sigmacell Type 50) se saturo la matriz de replegamiento con CDB (Carril 1)
o con DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD (Carril 3), por medio de la interaccién a concentraciones de
proteinas mayores a la Qmnax reportada. Una vez saturadas las columnas, se analizaron los
sobrenadantes de las interacciones del CBD (Carril 2) y de los chaperones (Carril 4). El carril (M)

corresponde al marcador de peso molecular.
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7.4.6.- Replegamiento cromatografico de rHAsa por lotes consecutivos en “celulosa saturada”

con CBD

En los ensayos de replegamiento con “celulosa saturada” se observo el incremento constante de la
proteina replegada en la elucion. No obstante, la cantidad de proteina liberada por el sistema se
estabiliza y permanece constante alrededor del 70% en los ultimos lotes de replegamiento,
observandose que el sistema lleg6é a un estado estacionario en el balance de materia (Figura 29A) .
En el caso de la columna de replegamiento saturada con CDB y sin la presencia de chaperones se
observo una retencion constante de rHAsa de alrededor del 95% de la proteina. De acuerdo a los
valores obtenidos por densitometria, se observé que el sistema espontdneo obtuvo un rendimiento
del 4% de replegamiento, mientras que la recuperacion de actividad en el sistema asistido fue de
5.7% en el primer lote hasta un 46.8% en el octavo lote. Sin embargo, de acuerdo a la actividad
recuperada y a la curvatura que se presenta en la evolucion del replegamiento, se observa una

tendencia creciente de replegamiento (Figura 29B).

7.4.7.- Replegamiento cromatografico de rHAsa por lotes consecutivos en celulosa saturada

con DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD

En el sistema saturado con chaperones, en el cuarto lote de replegamiento la cantidad de rHAsa
liberada igual a la cantidad inyectada al principio del lote y del quinto al octavo lote, esta cantidad de
proteina aumenta hasta un 120% (Figura 30A). El porcentaje de actividad recuperada en funcion del
namero de lotes de replegamiento se presenta en la Figura 30B. En el tercer lote de replegamiento
iguala al maximo obtenido en el sistema saturado con el CBD y aumenta hasta llegar al 100% de

actividad en el séptimo lote de replegamiento.

En la Figura 31 se presenta la tendencia de la eficiencia de replegamiento en funcion del nimero de

lotes para el sistema de replegamiento cromatogréfico asistido por DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD
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en el soporte saturado con CBD y en el saturado con chaperones. Observdndose que la estrategia
con los mejores resultados en la de la saturacion total con DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD. En la
Tabla XI se presenta un resumen comparativo de los resultados globales obtenidos en el

replegamiento de rHAsa bajo las diversas estrategias de replegamiento aplicadas.

7.4.8.- Curva de desnaturalizacién de rHAsa por adicion de GdnHCI

En la Figura 32 se muestra la comparacion de los zimogramas obtenidos por las diferentes
estrategias de saturacién probadas, donde también se observa el incremento de la actividad en
funcién del nimero de lotes de replegamiento cromatogréfico. En los zimogramas, se empled el
veneno de tardntula como control de actividad. Sin embargo, era necesario obtener un control de
actividad de la proteina de origen recombinante, puesto que las glicosilaciones pueden o no
potencializar la actividad rHAsa. Por tal razén, una muestra de rHAsa replegada por dilucion se
despleg6 por la adicion de GdnHCI, para dar una concentracion final de 0.25 hasta 6 M y se analizé
su desplegamiento por fluorescencia. Conforme se adquirieron los espectros de emision, se observé
un desplazamiento de la maxima longitud de onda de 344 nm a bajas concentraciones de GdnHCI
hasta llegar a 358 nm con GdnHCI 6 M. En la Figura 33 se presenta la curva de desnaturalizacion
guimica por exposicién a GdnHCI. En la Tabla suplementaria Il (Apéndice Ill) se muestran los valores
de la longitud de onda méxima para cada punto analizado (Y) y los valores de Yy (componente de
proteina desplegada) y Ye (componente de proteina plegada) para la obtencion de la fraccion
desplegada (FU). Con esta curva se equiparé la fluorescencia emitida por las muestras de
replegamiento cromatografico y en funcion de ésta se proporcion6 un valor de porcentaje de
desplegamiento obtenido para validar el porcentaje de replegamiento determinado por zimogramas.
En funcion de los porcentajes de replegamiento estimados por fluorescencia, para cada lote de
replegamiento desarrollado en la columna saturada con chaperones, se puede aseverar que la rHAsa
eluida recuperoé su estructura nativa (Tabla X). Para validar este andlisis, se realizo el analisis de esta

rHAsa por DC.
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7.4.9.-Andlisis de rHAsa replegada por Dicroismo circular

Se tomé una muestra de rHAsa replegada al 100%, rendimiento obtenido por lotes de replegamiento
cromatogréfico consecutivos desarrollados en celulosa saturada con DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-
CBD y se analiz6 por DC para validar los porcentajes de replegamiento y determinados por
zimogramas, asi como también, nos proporciond informacion estructural de la rHAsa. El espectro de
DC obtenido para la rHAsa activa se presenta en la Figura 23. Los datos obtenidos se trataron para el
andlisis del espectro por DICROWEB a través del programa K2D, en donde se obtuvo la
proporcionalidad de estructura secundaria (Figura 34). De acuerdo con el espectro de DC, la rHAsa
esta constituida en un 30% de a-hélice, 16% de B-plegada y 54% de random coil. Resultados que
coinciden con las caracteristicas estructurales secundarias estimadas por el analisis de la secuencia

de rHAsa (Figura 20).
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Figura 29.- Proteina eluida y replegamiento en funcién del numero de lotes de replegamiento
cromatografico consecutivos usando celulosa saturada con CBD.

La columna de replegamiento se satur6 con CBD y se oper0 bajo la estrategia estandarizada para el
replegamiento de lisozima a diferencia de que se inyect6 1 mL de rHAsa desnaturalizada y la
cromatografia se resolvio a 0.25 mL/min. (A) Se recolectaron las fracciones correspondientes al pico
de elucién de la rHAsa replegada y se determind por medicion a 280 nm y BSA la concentracion de
rHAsa eluida de la columna de replegamiento cromatografico asistido (linea discontinua, A) y sin
asistencia de los chaperones (linea punteada, ©). La proteina inyectada inicialmente en cada ciclo
(2.5 mg/mL) se tomé como el 100%. (B) A las fracciones correspondientes a rHAsa se les determiné
actividad especifica y se calculd el porcentaje de replegamiento obtenido en cada lote de
replegamiento asistido (linea discontinua, A) y sin asistencia de los chaperones (linea punteada, ).
La actividad especifica de rHAsa nativa se estableci6 como el 100% de replegamiento. Las barras

representan el error estdndar de al menos tres experimentos.
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Figura 30.- Proteina eluida y replegamiento en funcién del numero de lotes de replegamiento
cromatografico desarrollados en celulosa saturada con chaperones. La columna empacada con
celulosa saturada con chaperones fue operada bajo la estrategia estandarizada para el replegamiento
de lisozima a diferencia de que se inyectd6 1 mL de rHAsa desnaturalizada y la cromatografia se
resolvio a 0.25 mL/min. Se recolectaron las fracciones correspondientes al pico de elucion de la
rHAsa replegada y se determindé la concentracion por medicién a 280 nm y BSA. (A) rHAsa eluida del
sistema de replegamiento empleando celulosa saturada con chaperones (linea continua, ¢). Como
control se presenta el rendimiento obtenido por la matriz de replegamiento saturada Unicamente con
CBD sin presencia de chaperones (linea punteada, ). La proteina inyectada inicialmente en cada
ciclo (2.5 mg/mL) se tom6 como el 100%. (B) Porcentaje de replegamiento obtenido en cada lote de
replegamiento empleando celulosa saturada con chaperones (linea continua, @), de igual forma se
compara contra el porcentaje de replegamiento obtenido por la matriz de replegamiento saturada
Gnicamente con CBD sin presencia de chaperones (linea punteada, @). La actividad especifica de
rHAsa nativa se establecié como el 100% de replegamiento. Las barras representan el error estandar

de al menos tres experimentos.
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Figura 31.- Eficiencia de replegamiento en funcion del niumero de lotes de replegamiento
cromatografico consecutivos. La rHAsa se replegd bajo la estrategia estandarizada para el
replegamiento de lisozima a diferencia de que se inyect6 1 mL de rHAsa desnaturalizada y la
cromatografia se resolvio a 0.25 mL/min. La eficiencia de cada lote de replegamiento cromatogréafico
asistido desarrollado en celulosa saturada con CDB (linea discontinua, A), en celulosa saturada con
chaperones (linea continua, ) y sin asistencia de los chaperones en celulosa saturada con CBD
(linea punteada, @), se estim6 por medio de los valores de la proteina eluida y el replegamiento de
cada lote (Figura 29 y 30) aplicados a la ecuacion (Ec. 1.0 ), donde, Eg = 1.0, corresponde a la
elucion de la misma cantidad de proteina inyectada (2.5 mg) a la columna y la actividad

correspondiente a la proteina nativa.
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Figura 32.- Actividad de rHAsa en funcién del namero de lotes. Zimogramas correspondientes a
la actividad de rHAsa recuperada en cada lote de replegamiento cromatografico. Los ensayos de
replegamiento se desarrollaron en matrices de replegamiento sin saturar: (A) sin chaperones y (B)
con chaperones; saturadas con CBD: (C) sin chaperones y (D) con chaperones; saturadas con
chaperones (E). En el carril control, se muestra la actividad correspondiente al veneno de tarantula,
en los carriles 1-8 la actividad correspondiente a los picos de elucion de la proteina rHAsa en el lote 1

al lote 8, respectivamente.
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Figura 33.- Replegamiento de rHAsa estimado por fluorescencia. De la columna empacada con
celulosa saturada con chaperones se recolectaron las fracciones correspondientes al pico de elucion
de la rHAsa replegada y se les determiné su porcentaje de replegamiento (Tabla X) por medio de la
interpolacion de la Amax de sus espectros de fluorescencia, en la curva de desplegamiento de rHAsa
por adicion de GdnHCI. Se llevo a cabo el monitoreo del desplegamiento de rHAsa (0.0435 mg/mL)
por la adicién de GdnHCI de 0 M a 6 M. Los espectros de emision de fluorescencia (300 - 400 nm) se
obtuvieron en el fluorometro FluoroMax-3 (Jobyn Ibone, Horiba) a una excitacion de 280 nm.
Posteriormente se llevo a cabo el calculo de las fracciones de proteina plegada (Yy) y desplegada

(Yr) para la estimacion del % de desplegamiento y replegamiento.

140



Tabla X.- Rendimientos de replegamiento de rHAsa determinados por fluorescencia

No. ciclo Amax (Y) %D %R
1 345.2 9.1 90.9
2 345.0 7.4 92.6
3 344.8 55 945
4 344.8 55 945
5 344 .4 1.8 98.2
6 344.2 0 100
7 344.2 0 100
8 344.2 0 100
100 | 00CO$9O
(@)
= 80
9 X
g 60
S »
Q X
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o 40 [
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20
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Figura 34.- Espectro de dicroismo circular de rHAsa. Espectro de dicroismo circular de rHasa
replegada (100 % de actividad en zimogramas) mediante el replegamiento cromatogréfico asistido
con chaperones. Para la obtencién del espectro de dicroismo circular se usé un espectropolarimetro
JASCO J815 con celdas de 0.1 cm de grosor de paso 6ptico y 0.087 mg/mL de proteina. Los datos

fueron analizados por el portal de DICROWEB disponible en

http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml.
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Tabla Xl.- Rendimientos de replegamiento de rHAsa en cada alternativa evaluada

Estrategia de

Replegamiento

Observaciones

Dialisis

Dilucién

Cromatogréfico

Cromatogréfico
por lotes

consecutivos

Cromatogréfico
por lotes
consecutivos en
columnas
saturadas con
CBD

Cromatogréfico
por lotes
consecutivos en
columnas
saturadas con

chaperones

Proteina total % R % R
tratada Espontaneo Asistido
(mg)

0.006 36.9

0.002 6.75 24.75

2.8 0 4.75

16 0 31

20 4 12 - 46.8*
20 3 13.4-100*

Duracion de 38 h. Con triple

cambio de amortiguador.

Duracion de 1h.

Remocidn de los chaperones
en membranas de celulosa por
centrifugacion

Duracién de 1h. Retencion del
sustrato en la matriz de
replegamiento por interaccion
con superficie libre de celulosa
Duracién de 8 h Retencion del
sustrato en la matriz de
replegamiento por interaccion
con superficie libre de celulosa,
no abatible por efectos de
competencia.

Duracién de 8 h. Se abatié la
retencion del sustrato por
saturacion con CBD.
*Actividad determinada por

zimogramas.

Duracién de 9 h. Se abatié la
retencion del sustrato por
saturacion con chaperones.
*Actividad determinada por

zimogramas
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8.0-DISCUSION

El replegamiento es una operacién unitaria de gran importancia en la produccién de proteinas
recombinantes. Sin embargo, los rendimientos de replegamiento son del 1 al 8%. Explorando
alternativas que incrementen dichos rendimientos, se ha demostrado que el empleo de chaperones
acoplados a sistemas cromatogréficos son eficientes, reusables y potencialmente aplicables a escala
de produccién. No obstante, la limitante de este método, es el costo extra que involucra la
preparacion de la columna de replegamiento y su estabilidad operacional. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la aplicabilidad de las proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD inmovilizadas a
celulosa en un sistema de replegamiento cromatografico. Se uso lisozima para la estandarizacion
operativa del sistema y rHAsa acumulada en CI para validar su funcionalidad en el replegamiento de

proteinas recombinantes expresadas en E. coli como CI.

Una de las caracteristicas deseables en un sistema de replegamiento asistido, es la simplicidad de la
preparacion del soporte a emplear. En nuestro caso, una de las principales ventajas de la fusion de
los chaperones al CBD es la purificacion e inmovilizacion en un solo paso, que de llevarse a escala
industrial, permitiria la integracion de procesos. Por otra parte, de acuerdo a la isoterma de absorcion
en Sigmacell Cellulose Type 50, la capacidad de union méaxima (Qmax) €S mayor a la reportada para
inmovilizacion en niquel o por interacciones covalentes en Sepharosa (Tabla VII). Considerando lo
anterior, la preparacion de la matriz de replegamiento, por medio de la inmovilizacién en celulosa a
través del CBD es econdmica, rapida y sencilla en comparacion a otras estrategias de inmovilizacion
empleadas para el replegamiento cromatogréfico de proteinas recombinantes (Altamirano y col.,

1997; Altamirano y col., 1999; Dong y col., 2000; Gao y col., 2003; Guan y col., 2006).

Otra caracteristica necesaria de los sistemas de replegamiento asistido es una alta estabilidad de
inmovilizacion, que conlleve a la reutilizacién o uso continuo del sistema. Las proteinas DA-CBD,

DsbA-CBD y DsbC-CBD inmovilizados y contenidos en las columnas de replegamiento almacenadas
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a -20 °C conservaron su actividad hasta por 18 meses. Estos resultados nos indican que las
columnas de replegamiento pueden ser preparadas con anterioridad y emplearse hasta un plazo no
mayor a dicho periodo. Por medio de estos resultados se ha comprobado la alta estabilidad de la
inmovilizacion de DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD en condiciones de almacenamiento. Sin
embargo, la estabilidad primordial es la estabilidad operativa, es decir, en contacto con agentes
desnaturalizantes. Analizando las curvas de estabilidad de DA-CBD, DsbA-CBD o DsbC-CBD, se
observd que la actividad de los chaperones no fue afectada en forma significativa y los perfiles
electroforéticos muestraron que DA-CBD, DsbA-CBD o DsbC-CBD no son removidos del sistema
cuando son expuestos a GdnHCI 6 M y B-mercaptoetanol 80 mM durante 1 h. No obstante, se analizé
la estabilidad de la columna de replegamiento, la cual perdidé s6lo un 15% de actividad después de
ocho reusos, pérdida de actividad proporcional a la remocion del 8% de la proteina inmovilizada
(Figura 19). Gao y col., (2003) emplearon en el replegamiento de interferébn y humano recombinante
una columna con chaperones inmovilizados a una relacion molar de 5:1 chaperén:sustrato, la
columna fue reusada durante cuatro lotes de replegamiento. Guan en el 2006, recupero el 74% de
actividad de lisozima empleando una columna de replegamiento reusable en 10 ocasiones con
pérdida del 25% de actividad renaturalizante. Ademas, es importante mencionar que la unién a
celulosa por medio del CBD no es afectada por altas concentraciones de DTT o B-merpcatoetanol
empleados en la solubilizacion de los Cl a diferencia de la inmovilizacion por afinidad a Ni (Altamirano
y col., 1997; Gao y col., 2003). Con estos resultados se demostro que la columna de replegamiento
es estable, eficiente y funcional a pesar de ser directamente expuesta a GdnHCI 6 M y -
mercaptoetanol 80 mM. En conjunto su estabilidad operacional y de almacenamiento superan a la

estabilidad de otros métodos de inmovilizacion previamente reportados (Tabla VII).

Uno de los principales objetivos de este trabajo fue probar la eficiencia de DA-CBD, DsbA-CBD y
DsbC-CBD en el replegamiento de proteinas de CI tanto en ensayos de replegamiento por dilucion

como en el sistema cromatografico. Los ensayos de replegamiento por dilucion de lisozima asistidos
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por DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD fueron previamente estudiados (Antonio y col., 2012). Los
resultados obtenidos en este estudio dieron pie a la estandarizacion de diversas variables de
replegamiento empleadas en el presente trabajo, tales como: composicion del amortiguador de
replegamiento, relacion molar 6ptima entre péptido:chaperones, estrategia de inmovilizacién; ademas
de esclarecer conceptos tedricos del replegamiento asistido. Cabe sefialar que uno de los principales
retos de este trabajo era demostrar la aplicacion de DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD en el
replegamiento de una proteina expresada en CIl. Nuestro caso de estudio fue el replegamiento de
rHAsa. Del andlisis bioinformatico se obtuvo que a nivel estructural rHAsa cuenta con 15 prolinas,
residuo cuya a-amina es una amina secundaria, que perturba la organizacion estructural secundaria
por impedimentos estéricos, aumentando el niamero de parches hidrofébicos expuestos, lo cual
conduce a una cinética de replegamiento compleja (Hartl y col., 2009) adicional a la complejidad
otorgada por el patron de enlaces disulfuro previsto. A pesar de las complejidades estructurales, DA-
CBD, DsbA-CBD y DsbhC-CBD auxiliaron eficientemente el replegamiento de rHAsa y después de 2 h
recuperaron un 36% de su actividad, mientras que no se recuperd actividad sin asistencia de los
chaperones. Es importante resaltar que la rHAsa presentd actividad a pesar de la ausencia de
glicosilaciones que muy probablemente estan presentes en su forma nativa. Con estos resultados se
demostr6 que DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD son capaces de asistir eficientemente el

replegamiento de proteinas de CI.

La forma mas eficiente para potencializar las ventajas del empleo de chaperones es inmovilizdndolos
y acoplandolos a sistemas cromatogréficos (Jungbauer y col., 2007). De acuerdo a los rendimientos
obtenidos, el replegamiento de lisozima desarrollado en un solo lote cromatografico es 25 e inclusive
75 veces mas eficiente que el replegamiento por diluciéon con y sin asistencia de DA-CBD, DsbA-CBD
y DsbC-CBD, respectivamente. No obstante, a medida que se incrementd la concentracion de
proteina inyectada en el sistema disminuyé el porcentaje de replegamiento, con y sin asistencia de
los chaperones (Figura 12). También se observd que en todos los casos solo una fraccion de la

proteina a replegar era eluida de la columna de replegamiento, sugiriendo la retencién de polipéptidos
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desplegados o parcialmente plegados. Buscando una estrategia para evitar la retencion de las
especies parcialmente plegadas o desplegadas en el interior de la columna, se planteé operar el
sistema de replegamiento por lotes consecutivos. Este modo de operacion tuvo doble propésito: (1)
propiciar la competencia por los chaperones entre las especies desplegadas y las parcialmente
plegadas, para favorecer la elucion de las proteinas correctamente plegadas y (2) evaluar la

reutilizacion de la columna de replegamiento y su efecto en los porcentajes de replegamiento.

En el replegamiento por lote cromatograficos consecutivos de lisozima y de rHAsa se observd un
aumento de la proteina eluida en funcién del numero de lotes. Sin embargo, la proteina liberada en
los primeros ciclos no superaba a la proteina inyectada al inicio de cada lote de replegamiento. Estos
resultados sugieren que los intermediarios parcialmente plegados permanecieron interaccionando
especificamente con DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD o inespecificamente con la celulosa y que
sélo se eluy6 la proteina correctamente plegada. Al inyectar mas lisozima o rHAsa desnaturalizada,
éstas compiten con la proteina que se encuentra parcialmente plegada en el interior de la columna y
la desplaz6 favoreciendo su replegamiento y liberacién del sistema. En cada lote aumenta la
poblacién de intermediarios parcialmente plegados hasta alcanzar un estado estacionario en el quinto
lote para ambos casos, posteriormente el porcentaje de replegamiento se mantuvo constante, tanto
para lisozima, como para rHAsa. Esta hipétesis se ve reflejada en el aumento progresivo de la
proteina y por consecuencia en el aumento del porcentaje de replegamiento en funcion del nimero
de lotes. La aplicacion de este modo de operacion nos permite refutar acerca del empleo excesivo de
los auxiliares del replegamiento, como una desventaja de los sistemas de replegamiento asistido
(Jhamb 2008). En otras palabras, es posible replegar una mayor cantidad de sustrato sin necesidad
de inmovilizar la misma cantidad de auxiliares del replegamiento en el sistema, mas aun, cuando se
trata de una inmovilizacion estable permitiendo la reutilizacion prolongada aun en condiciones
extremas.

Por otra parte, en el replegamiento de rHAsa en lotes cromatogréficos consecutivos, la retencién de

rHAsa en la columna sin chaperones fue del 95% y con chaperones fue del 23%. Al analizar la matriz
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de replegamiento asistido, se observo la retencion de la proteina rHAsa aun sin la presencia de DA-
CBD, DsbA-CBD y DshC-CBD a 1.5 cm de profundidad del lecho cromatogréafico, es decir la rHAsa
interacciono inespecificamente con la celulosa (Figura 27). En funcidn de estos resultados, se plante6
desarrollar el replegamiento en una columna previamente saturada con CBD para bloquear las
interacciones inespecificas entre la rHAsa con la superficie libre y expuesta de la celulosa (Antonio y
col., 2012). La saturacion con CBD aumenté tres veces la liberacion de proteina respecto a la liberada
de la columna sin saturar. El aumento del porcentaje de replegamiento fue proporcional al aumento
de proteina eluida (Figura 30). Los resultados anteriores demostraron que la estrategia de saturacion
con CBD evita la retencion de sustrato por la superficie libre del soporte cromatogréfico, pero no se
desarrolla un ambiente que promueva la renaturalizacion de proteinas, por tal motivo, se desarrollé

una saturacién con DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD.

En los ensayos de replegamiento con celulosa saturada con chaperones se observé que en el quinto
lote se liberd el 100% de la proteina inyectada en el sistema y se incrementd hasta el 120% en el
octavo lote (Figura 31). El excedente del 20% se debe a la acumulacion de rHAsa en la columna
cromatogréfica, fendmeno observado en los ensayos de replegamiento de lisozima. El porcentaje de
replegamiento en los lotes iniciales del sistema saturado con CBD y con chaperones, fueron
similares. Aunque en la columna saturada con chaperones el porcentaje de replegamiento adquirido
en el tercer lote igualé al maximo obtenido en el sistema saturado con el CBD y aumentd hasta llegar
al 100% de actividad en el séptimo lote de replegamiento. Al analizar la matriz de replegamiento
usada en este ensayo, se observé que la rHAsa retenida por el soporte cromatografico presentd
actividad. En este caso, se demostr6 que la retencidn por interaccion con los chaperones es selectiva,
ya que sélo permite la liberacion de proteina totalmente replegada. Esta hipotesis fue apoyada por el
andlisis de los espectros de fluorescencia de la rHAsa eluida de la columna saturada con chaperones.
La rHAsa tiene 15 triptéfanos en su secuencia de aminodcidos, los cuales mostraron espectros de
absorcion hacia L menores cuanto la estructura no presentaba un desplegamiento mayor al 10%. A

medida que la rHAsa se fue desplegando, los tript6fanos fueron expuestos a un ambiente polar,
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desplazando el espectro de emision a A mayores (Figura 33). De acuerdo a éste andlisis las muestras
tuvieron un de un 6 a un 0% de desplegamiento, es decir, la rHAsa eluida por la columna recuperé su
estructura nativa. Cabe resaltar que en la curva de desplegamiento se observa mas de un estado de
transicion y se requeriran mas estudios a nivel fisicoquimico-estructural para conocer el mecanismo
de plegamiento-desplegamiento de rHAsa. No obstante, esta curva facilitd la evaluacién de los
porcentajes de replegamiento y validé los resultados de actividad analizados por zimogramas.
Ademas, el analisis del espectro de DC de la proteina replegada en este sistema mostr6 una
proporcionalidad de su estructura secundaria casi igual a la predicha por andlisis bioinformatico de la

secuencia de aminoacidos de la proteina nativa.

Diversos autores han probado el empleo de sistemas asistidos en el replegamiento de proteinas de
origen recombinante expresadas como Cl, trabajos que proyectan més alla del replegamiento de una
proteina modelo, la resolucion de un problema real con resultados admirables (Karadimitris, 2000;
Chen 2005, Guan 2006, Chen 2010). No obstante, nuestro trabajo se encuentra a la altura de éstos
precedentes. Ademas de presentar ventajas como emplear un soporte cromatografico econémico,
purificaciébn e inmovilizacién simultaneas que conducen a una sencilla y rapida preparacion de las
columnas de replegamiento, asi como, manifestar una estabilidad en condiciones desnaturalizantes y
reductoras extremas durante su reutilizacién (ocho veces) y el manejo de una mayor cantidad de

sustrato (2.5 — 3.0 mg/mL) con rendimientos de replegamiento mayores al 90%.
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9.0-CONCLUSIONES

v' Se implement6 un sistema de replegamiento cromatografico oxidativo, empleando a las
proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD inmovilizadas en celulosa. Asi como se evaluaron
sus condiciones de operacion, comprobandose la practicidad, eficiencia, reutilizacion y

estabilidad del sistema, empleando lisozima como proteina modelo.

v' Las proteinas DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD inmovilizadas en celulosa y acopladas al
sistema cromatografico operado en lotes de replegamiento cromatogréafico consecutivos,
asistieron eficientemente el replegamiento rHAsa proveniente de Cl. Empleando la matriz de
replegamiento saturada con DA-CBD, DsbA-CBD y DsbC-CBD después de ocho lotes de
replegamiento consecutivos se recuperd el 100% de la actividad enzimatica total de rHAsa

recombinante.
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METODOLOGIAS GENERALES

Extraccion de ADN plasmidico

Amortiguador de resuspension
Tris- HCI pH8.0 50 mM
EDTA 10 mM
Amortiguador de lisis

NaOH 200 mM

SDS 1%

Amortiguador de neutralizacion
KCH,COOH pH 5.5 3.0M

Preparacion de células competentes
Amortiguador TFB1

RbCI 100 mM
MnCl, 50 mM
KC,H;0; 30 mM
CacCl 10 mM
Amortiguador TFB2
MOPS 10 mM
RbCI 10 mM

PURIFICACION DE PROTEINAS

Afinidad a celulosa

Amortiguador de interaccion

TrisHCI 20 mM
NacCl 20 mM

pH 7.5
Amortiguador de lavado
TrisHCI 20 mM
NacCl 0.8M

pH 7.5

Apéndice I: Soluciones
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Amortiguador de elucién
PEG 100%

Cromatografia de interaccion hidrofobica
Amortiguador de interaccion HIC
(NH,),SO, 1M

Tris HCI 20 mM

PMSF 0.1 mM

pH 8.0
Amortiguador de lavado HIC
NacCl 1M

Tris HCI 20 mM

PMSF 0.1 mM

pH 8.0

Amortiguador de elucién HIC

NacCl 200 mM
Tris HCI 20 mM

PMSF 0.1 mM
pH 8.0

Cromatografia de afinidad a niquel

Amortiguador A (Amortiguador de unidn)

NaH,PO, 20 mM
Imidazol 10 mM
NacCl 200 mM
PMSF 0.01 mM
pH 7.5
Amortiguador B (Amortiguador de elucién)
NaH,PO, 20 mM
Imidazol 500 mM
NacCl 200 mM
PMSF 0.01 mM
pH 7.5
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Amortiguador de almacenamiento (-20°C)
PBS pH 7.5, con glicerol al 50% v/v

REPLEGAMIENTO

Amortiguador de desnaturalizacion (lisozima)

TrisHCI 50 mM

DTTred 100 mM

Urea 8M

EDTA 1 mM

Amortiguador de desnaturalizacion (rHAsa)
TrisHCI 50 mM

-mercaptoetanol 80 mM

GdnHCI 6 M

Amortiguador de replegamiento

Tris-HCI 0.1M
EDTA 1 mM
GSSG 0.4 mM
GSH 2mM
L-Arg 04 M
PMSF 0.1M
pH 8.0

Amortiguador de replegamiento suplementado con urea

Tris-HCI 0.1M
EDTA 1 mM
GSSG 0.4 mM
GSH 2mM
L-Arg 04 M
PMSF 0.1M
Urea 20M
pH 8.0
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Apéndice II: Figuras Suplementarias
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Figura suplementaria 1.- Curva estandar para la cuantificacion de DsbC-CBD para la construccion de la

isoterma de absorcion.
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Figura suplementaria 2.- Curva estandar para la cuantificacion de rHAsa por ELISA.
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Control 1 2

48.0 kDa
Actividad
rHAsa

Figura suplementaria 3.-Andlisis de actividad de rHAsa. Se analiz6 la actividad de rHAsa a través
de zimogramas en geles de SDS-PAGE copolimerizados con &cido hialuronico, de las fracciones
solubles correspondientes a las clonas de células competentes transformadas con el vector pQE 60-
HAsa; carril 1) control positivo (veneno de tarantula), 2) fraccion soluble de la expresion en

BL21(DE3), 3) fraccion soluble de la expresion en rosetta 2.
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Apéndice lll: Tablas suplementarias

Tabla suplementaria |.- Pardmetros obtenidos en cada lote del replegamiento oxidativo

cromatografico espontaneo de lisozima.

Proteina Proteina Proteina
Actividad
Lote  inyectada Eluida en sistema % R Eficiencia
Especifica
(mg) (mg) (mg)
1 3 0.46 3.0 2.3 3.9 0.04
2 6 0.78 5.53 8.3 11.3 0.10
3 9 0.82 7.74 10.6 15.3 0.13
4 12 0.86 9.88 11.6 18.7 0.15
5 15 0.88 12.0 12.9 211 0.16
6 18 0.90 1412 14.2 23.6 0.18

Considerando como 100% de replegamiento y eficiencia 1 a la actividad especifica obtenida por 1 mL

de 3 mg/mL de lisozima nativa inyectada en la columna de replegamiento que corresponde a 58.6

unidades arbitrarias.
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Tabla suplementaria Il.- Parametros obtenidos en cada lote del replegamiento oxidativo

cromatografico asistido de lisozima.

Proteina Proteina Proteina

Actividad
Lote  inyectada Eluida en sistema % R Eficiencia
Especifica
(mg) (mg) (mg)

1 3 0.52 3.0 12.82 11.3 0.11

2 6 1.62 5.48 19.66 23.9 0.44

3 9 2.07 7.42 23.50 36.2 0.90

4 12 2.29 8.35 28.01 46.9 1.30

5 15 3.15 9.06 30.89 60.4 1.83

6 18 3.43 8.92 34.65 78.5 2.33

Considerando como 100% de replegamiento vy eficiencia 1 a la actividad especifica obtenida por 1

mL de 3 mg/mL de lisozima nativa inyectada en la columna de replegamiento que corresponde a 58.6

unidades arbitrarias.
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Tabla suplementaria lii.- Rendimiento de replegamiento por dilucion de rHAsa recombinante.

Ensayo Urea HAsa (INT/mm2) Actividad % Rep
M mg/mL #pixeles Especifica

Esponténeo ) 0.006 6245.13 1035.67 59
Esponténeo ) 0.003 9463.83 2783.48 15.9
Asistido ) 0.006 10292 1706.8 97
Asistido ) 0.003 14761.37 4341.57 24.75
Esponténeo + 0.006 6188.38 1026.26 5.85
Esponténeo + 0.003 12549 3690.86 21.0
Asistido + 0.006 5751 953.73 5.4
Asistido + 0.003 11315 3327.9 18.9
vVeneno 0.00075 13154.62 17539 100
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Tabla IV.- Tabla compilatoria de los datos para la construccién de la curva de desnaturalizacién por

adiciéon de GdnHCI de rHAsa recombinante.

(GdnHCI) Lmax (Y) YF YU YF-Y YF-YU FU AG
(cal/maol)
0 344.2 344.2 354.9 -0.04 -10.7 0.0037 3209.35
0.25 344.5 344.45 355.05 -0.047 -10.59 0.0044 3110.76
0.5 344.7 344.70 355.20 -0.084 -10.49 0.0080 2769.48
0.75 345.0 344.95 355.35 -0.091 -10.39 0.0087 2717.42
1 345.3 345.21 355.50 -0.138 -10.29 0.0134 2469.78
1.25 345.6 345.46 355.65 -0.185 -10.18 0.0181 2292.85
15 345.9 345.71 355.80 -0.242 -10.08 0.0239 2129.3
1.75 346.5 345.97 355.95 -0.529 -9.98 0.0529 1656.76
2 347.4 346.22 356.10 -1.239 -9.88 0.1253 1116.12
2.25 349.1 346.47 356.25 -2.643 -9.78 0.2702 570.77
25 350.7 346.73 356.40 -4.02 -9.67 0.4153 196.34
2.75 352.0 346.98 356.55 -5.057 -9.57 0.5281 -64.73
3 352.7 347.23 356.70 -5.504 -9.47 0.5810 -187.87
3.25 353.2 347.48 356.85 -5.801 -9.37 0.6190 -278.9
35 354.4 347.74 357.01 -6.748 -9.26 0.7280 -565.9
3.75 355.1 347.99 357.16 -7.175 -9.16 0.7827 -736.5
4 356.5 348.24 357.31 -8.302 -9.06 0.9159 -1372.3
4.25 357.2 348.50 357.46 -8.749 -8.96 0.9762 -2135.5
4.5 357.4 348.75 357.61 -8.726 -8.85 0.9849 -2401.8
4.75 357.7 349.00 357.76 -8.723 -8.75 0.9960 -3183.3
5 357.8 349.26 357.91 -8.63 -8.65 0.9971 -3358.0
5.25 358.0 349.51 358.06 -8.537 -8.55 0.9981 -3617.3
5.5 358.20 349.76 358.21 -8.436 -8.45 0.9983 -3690.6
5.75 358.3 350.01 358.36 -8.346 -8.35 0.9997 -4722.4
6 358.5 350.27 358.51 -8.245 -8.24 0.9998 -5181.4
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Apéndice IV: Participacion en Congresos

16th International Conference on Bopartitioning and Purification (BPP), 2011. Presentacién del
trabajo: GroELApical Domain, DbsA and DsbC immobilized in cellulose assisted the
chromatographic oxidative refolding of recombinant hyaluronidase expressed as |.B.

XIV Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria (SMBB), 2011. Presentacion del
trabajo: “Replegamiento cromatografico de hialuronidasa recombinante monitoreado por
fluorescencia”.

14th International Biotechnology Symposia and Exhibition. 2010. Presentacion del trabajo
“GroEL Apical Domain, DsbA and DsbC immobilized in cellulose assisted the chromatographic
oxidative refolding of lysozyme”.

24th Symposium of The Protein Society, August 1-5, 2010 in San Diego, CA. The meeting
theme is "Looking at Proteins: Expanding Perspectives and New Technologies.
“Chromatographic refolding of hyaluronidase assisted by the apical domain of GroEL, DsbA
and DsbC immobilized in cellulose”.

American Chemical Society 238th National Meeting, 2009. Presentacion del trabajo:
Chromatographic refolding of lysozyme assisted by the apical domain of GroEL, DsbA and
DsbC immobilized in cellulose.

Xlll Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria (SMBB), 2009. Presentacion del
trabajo: Estabilidad de las proteinas DA-CBD, DsbC-CBD y DsbA-CBD en condiciones
desnaturalizantes extremas.

USA-México Workshop in Biological Chemistry: Multidisciplinary Approaches to Protein
Folding. 2009. Presentacion del cartel: GroEL apical domain, DsbA and DsbC fussed to a
carbohydrate-binding module CBD assisted the oxidative refolding of lysozyme without redox
system GSSG:2GSH.

IV Congreso Regional de Biotecnologia y Bioingenieria del Sureste (SMBB),
2008.Presentacion del cartel: El replegamiento oxidativo de lisozima asistido por DsbA-CBD,
DsbC-CBD and DA-CBD aun sin el par de oxido-reduccion GSSG:2GSH.

ler Foro de Biotecnologia de la Sociedad Estudiantil de Ingenieria Biotecnoldgica de UPIBI-
PN. 2008. Presentacion del trabajo: “Implementacion de un sistema cromatografico de

replegamiento oxidativo de proteinas recombinantes asistido por chaperones moleculares”.

2nd Latin American Protein Society Meeting 2007. Presentacion del trabajo: DA-CBD, DsbA-
CBD and DsbC-CBD assisted the oxidative refolding of hyaluronidase expressed as I.B.
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Apéndice V: Productividad

Antonio-Pérez, T. Rivera-Herndndez, M. L. Aldaz-Martinez, J. Ortega-LOpez. Oxidative
refolding of lysozyme assisted by the GroEL Apical Domain, DsbA and DsbC immobilized in
cellulose. Biotechnology and Bioprocess Engineering (2012). Paper in Press.

Antonio-Pérez, L. A. Ramdn-Luing, J. Ortega-Lopez. Chromatographic refolding of rhodanese
and lysozyme assisted by the GroEL apical domain of GroEL, DsbA, and DsbC immobilized
inon cellulose. Journal of Chromatography A 1248 (2012) 122— 129.

Antonio-Pérez A, J. Ortega-Lopez. Chromatographic refolding assisted by ADGroEL, DsbA
and DsbC immobilized in cellulose. Journal of Biotechnology (2010). 150S; S85-S86.

PATENTE MX/a/2011/004156. “Método de plegamiento de proteinas”.
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