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INTRODUCCION
Durante la etapa de producción de proteínas heterólogas en sistemas de expresión recombinantes, ya sea bacterianos o en levaduras, frecuentemente los polipéptidos se obtienen en la forma de agregados moleculares insolubles o cuerpos de inclusión, en que las proteínas se encuentran plegadas en forma anormal. La recuperación de proteínas recombinantes desde estos agregados requiere su solubilización previa, lo que en general provoca la desnaturación de las proteínas, con la consecuente pérdida de la actividad enzimática. Por lo tanto, es imprescindible el diseño de estrategias que permitan la renaturación de las proteínas a un estado similar al nativo.
 

El mecanismo molecular exacto responsable de la agregación de proteínas durante el plegamiento aún no se comprende en su totalidad. Se ha propuesto que la causa principal es la insolubilidad del estado desnaturado.  Cuando se encuentran desplegadas, las moléculas de proteínas presentan sus regiones hidrofóbicas expuestas al solvente; las interacciones entre regiones hidrofóbicas de la misma o diferentes cadenas polipeptídicas pueden provocar la formación de agregados. Por otro lado, también existe una contribución del ambiente reductor existente en el interior de la célula de E. coli, que no permite la  formación correcta de los puentes disulfuro intra o intermoleculares en proteínas que poseen cisteínas en su secuencia aminoacídica.
 
El proceso de recuperación de proteínas desde cuerpos de inclusión consiste esencialmente en la disolución en un agente desnaturante, como los agentes caotrópicos urea o sales de guanidina, o detergentes como dodecilsulfato de sodio (SDS), y posterior eliminación del desnaturante mediante diálisis o dilución. La solubilización de estos agregados generalmente incluye compuestos reductores de puentes disulfuro como 2-mercaptoetanol y ditiotreitol, para destruir puentes disulfuro intermoleculares que favorecen la formación de los agregados. Sin embargo, el plegamiento correcto de una proteína depende también de la formación apropiada de puentes disulfuro intramoleculares, ya que la sola remoción del agente desnaturante no es suficiente para que la proteína adopte su estructura nativa. Para permitir la formación correcta de puentes disulfuro es necesario proporcionar un ambiente reductor adecuado, el que se consigue con una mezcla de grupos de tioles oxidados y reducidos, como por ejemplo glutation o ditiotreitol.
 
Se han desarrollado varios métodos para plegar proteínas desnaturadas con la formación correcta de puentes disulfuro, como la protección de las sistemas de la proteína por modificación química durante la purificación o por cromatografía en una columna de exclusión. Sin embargo, en ocasiones la recuperación de la actividad, parcial o total,  se logra simplemente por dilución en un tampón apropiado o diálisis para eliminar el desnaturante. En muchos casos se requiere incluir en la solución de renaturación una concentración -baja de un agente caotrópico débil para evitar la re-agregación. Otros factores que deben ser considerados para un procedimiento de renaturación exitoso son: la concentración de proteínas, pH, temperatura y tiempo de desnaturación. Finalmente, la comprobación de la recuperación de la estructura nativa de una enzima sometida a un proceso de solubilización/renaturación se realiza, en el caso que se trate de una enzima, mediante ensayos de la actividad enzimática.
 
Lisozima es una enzima con una masa molecular de 14.400 Da. Su mayor actividad catalítica radica en la hidrólisis de uniones (-1,4 entre N-acetyl-D-glucosamina ácido N-acetilmurámico en homopolimeros de peptidoglicán, presentes en la pared celular de organismos procariontes. Esta enzima es usada tanto a nivel industrial como en investigación, para la ruptura de pared celular y recuperación de proteínas intracelulares o como bactericida. La estructura de lisozima se conoce con bastante detalle: se sabe por ejemplo que es una proteína monomérica compuesta por dos regiones funcionalmente distintas o "dominios". El plegamiento de esta proteína es lento, por lo que se la considera un buen modelo para el estudio del proceso de denaturación-renaturación de proteínas.
 
 
 
OBJETIVO
 
 
Recuperación de lisozima activa a partir de muestras de lisozima de diferentes procedencias, las que han sido sometidas previamente a un proceso de desnaturación.
 
 
 
Procedimiento
 
 
I. Materiales
 
· Lisozima comercial 100 mg/ml en tampón fosfato de sodio 60 mM pH 6.2
· 1 g de clara de huevo crudo 
· 1 g de clara de huevo cocido
· Tampón fosfato de sodio 60 mM pH 6.2
· Solución desnaturante: tampón tris-HCl 100 mM pH 8.6, urea 8 M, Ditiotreitol (DTT) 0,15 M
· Solución renaturante: Tris HCl 100 mM pH 8,2, EDTA 1 mM, Glutatión reducido [GSH] 3 mM, glutatión oxidado [GSSG] 0,3 mM, urea 2M
· Células disecadas de Micrococcus lysodeikticus resuspendidas en tampón fosfato de sodio 60 mM pH 6,2
· Bolsas de diálisis
· Acido acético 0,1 M
· Cubetas de espectrofotómetro
· Espectrofotómetro UV-Vis
· Incubador
· Vortex 
 
 
II. Métodos
 
1. Preparación de muestras “nativas”.
a. Diluya solución de lisozima comercial 100 mg/ml a 10 mg/ml,   agregando 3,6 ml de tampón fosfato 60 mM pH 6.2 a 400 (l de solución concentrada de lisozima. 
b. Diluya 1 ml de clara cruda agregándole 3 ml de tampón fosfato 60 mM pH 6.2. Mezcle bien con vortex. 
c. Se le proporcionará clara de huevo cocido. Pese 1 gr y trócelo en pedazos pequeños, deposítelo en el tubo que se le proporcionará para tal efecto. Agregue 3 ml de tampón fosfato 60 mM pH 6.2. Mezcle con vortex vigorosamente hasta disolver lo mejor posible el huevo. 
d. Medir actividad de lisozima nativa en cada solución.  
 
 
 
2. Preparación de muestras “desnaturadas”. 
 
a. Diluya solución de lisozima comercial 100 mg/ml a 10 mg/ml, agregándo 3,6 ml de solución desnaturante a 400 (l de solución concentrada de lisozima. 
 
b. A 1 ml de clara de huevo crudo agregue 3 ml de solución de desnaturación. Mezcle vigorosamente con vortex para tratar de disolver lo más posible la clara del huevo.
 
c. Pese 1 g de clara de huevo cocido. Trócelo en pedazos pequeños y deposítelo en el tubo que se le proporcionará para tal efecto. Agregue 3 ml de solución desnaturante. Mezcle con vortex vigorosamente hasta disolver lo mejor posible el huevo. 
 
d. Incube las soluciones anteriores por dos horas a 30 °C.
 
 
e. A las muestras procesadas hasta este punto se les  llamará “Desnaturadas”. Guardar 0.5 ml de cada solución desnaturada para realizar ensayos de actividad posteriormente.
 
 
f. Para acidificar las soluciones hasta pH 3 agregue los siguientes volúmenes de HCl 1M:  
· para lisozima comercial,120 (l de HCl. 

· para lisozima de huevo crudo, 210 (l de HCl. 

· para lisozima de huevo cocido, 170 (l de HCl. 

 
 
g. Dializar durante la noche en 500 ml de ácido acético 0,1 M, a 5 -10ºC. 
 
 
3. Renaturación
 
a. Diluya cada una de las muestras dializadas 1/100 con tampón de renaturación, en un volumen final de 1 ml (esto significa tomar 10 (l de solución dializada y agregarle 900 (l de tampón de renaturación).
 
b. Diluya 1/100 en solución renaturante la muestra de huevo cocido resuspendido en tampón fosfato 60 mM pH 6,2 (del punto  1.c.) en un volumen final de 1 ml.
 
c. Incube a temperatura ambiente por 1 h. A estas muestras se les considerará como “renaturadas”.
 
 
d. Guardar 0,5 ml de cada solución renaturada para medir actividad de lisozima.
 
4. Ensayo de actividad lisozima
 
a. La actividad de lisozima se determina a temperatura ambiente (aprox. 23-25 °C) siguiendo en el tiempo la disminución de la densidad óptica (DO) a 450 nm, de una suspensión de Micrococcus lysodeikticus. 
 
b. Para esto, en una cubeta espectrofotométrica depositar 900 (l de una suspensión de Micrococcus lysodeikticus ~0.9 UDO450 /ml en tampón fosfato. Iniciar la incubación agregando 100 (l de la solución de lisozima, MEZCLAR BIEN pipeteado 5-6 veces. Medir la DO450  inmediatamente (t = 0), y cada 2 min, hasta los 20 min. Usar como blanco 1 ml del tampón fosfato. 
c. Realizar el ensayo para todas las muestras de lisozima (nativas, desnaturadas y renaturadas). Si la muestra se ve turbia, centrifúguela por 5 min 13.000 rpm en una microcentrífuga y tome 100 (l del sobrenadante para realizar el ensayo de actividad.   
d. Para cuantificar la velocidad de autólisis de las células, repetir el ensayo de actividad como antes, pero en lugar de agregar solución de enzima, agregue 100 (l  de tampón fosfato. 
e. Confeccione la curva de progreso de la reacción graficando DO450nm (eje y) versus tiempo (eje x) para cada una de las muestras y el control de autólisis. De la parte lineal de la curva determine la pendiente que corresponde a la velocidad inicial de reacción para cada muestra. Recuerde restar a este valor la velocidad de autólisis, estimada de la misma manera. 
f. Transforme el (DO450nm/min en unidades de actividad de acuerdo a la siguiente definición de unidad de actividad enzimática:  
“1 unidad de actividad enzimática es la cantidad de lisozima que provoca una disminución de DO450 de 0.0026 unidades de DO por minuto, a temperatura ambiente”   
g. Considerando los factores de dilución para cada caso, calcule la cantidad de lisozima (en unidades de actividad) presente en las muestras nativas, desnaturadas y renaturadas. Calcule el porcentaje de recuperación de lisozima en cada caso. Analice estos resultados. Compare estos valores entre las muestras desnaturada por urea y la desnaturación térmica. Compare la recuperación de actividad de lisozima de clara cocida previamente tratada con solución desnaturante y la no tratada, que ha sido resuspendida en tampón fosfato. 
h. Informe sus resultados de acuerdo a las instrucciones entregadas al principio del curso.
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