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RESUMEN

El gen del interferon -2 humano (1FN-2) fue expresado en E. coli bajo el control del promotor derecho del bac-
teriofago A (PR). La expresion de la actividad de 1FN-2¢n ¢élulas que contenian este plasmido fuc termoindu-
cible, Se lograron niveles de expresion de hasta 3 x 10" UI/L

SUMMARY

The gene coding for the human d-2 interferon was expressed in E. coli under the control of the A right promo-
ter. Expression of interferon activity from cells carrving these plasmids was termo-inducible, The expression
levels oblained were up to 5 x 10° U1/

INTRODUCCION

Los interferones son proteinas secretadas que inducen una respuesta antiviral en sus
células diana y poseen propiedades inmunorreguladoras y antitumorales (Isaacs y Linden-
mann, 1957; Stewart 11, 1980). De acuerdo con sus propiedades antigénicas, biologicas y quimi-
cas, los interferones humanos se dividen en tres grupos: interferon a leucocitario y linfoblas-
toide, interferon 3 fibroblastoide y el interferon y o inmune (Stewart 11, 1980),

Los interferones a humanos han sido producidos utilizando diferentes sistemas en leva-
dura(Hitzeman et al., 1981, 1983;Singh er al.. 1984); células de mamiferos (Weissmanner al.,
1983); gusano de seda (Maeda er al., 1985); B. subtilis (Schein et al., 1986) y E. coli, utilizando
diferentes promotores: 3 -lactamasa (Nagataer al., 1980); trp (Goeddel et al., 1980: Yelverton ef
al., 1981; Dworkin-Rastl er af., 1983); lac (Edge er al., 1981; Slocombe et al., 1982: Ruiz Trevi-
san ¢f al., 1986): recA (Freinstein ef al., 198): tet-trip (Dijkema er al.. 1984); trp-lac (Vaks ef al.,
1984) vy fosfalasa alcalina (Mivake er al., 1985). Se han logrado niveles de expresion de hasta
5 x 107 1U/1 (Slocombe er al., 1982).
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En este trabajo nosotros hacemos ¢l primer reporte sobre la expresion del IFN a-2 en
E.coli bajo el control del PR con niveles de¢ expresion de hasta 5 x 10" UI/L

MATERIALES Y METODOS

Todas las manipulaciones se hicieron segun Maniatis ¢t al.. 1982,

~Cepas bacterianas

MC-1061 (F- Hsdr ara- leu- galV galK lacx74 rps131 StraA)

N3636 (hist- 1lv- gal- lacZ Tnl0 (¢1857 A Bam N: N:y AHD

W30 (F- supF supE hsdR galK TrpR metB lacY tonA)

W3TI0L (F- supF supE hsdR galK TrpR metB lacY tonA (¢I857 A Bam N- N HD)

Medios de cultivo

LB:triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, cloruro de sodio 10 g/l

SB: triptona 30 g/1, extracto de levadura 20 g/1, cloruro de sodio 10 g/l

SLBH: triptona Il g/1, extracto de levadura 22.5 g/1, glicerol 4 mI/1. hidrogeno fosfato de potasiol IM) 31 m1/1, dihi-
drogeno fosfato de potasio (1M) 15.7 mi/L,

Enzimas de restriccién y modificacién

Las condiciones utilizadas fueron las recomendadas por las casas comerciales: HidII1. BamHI. Sally T4 ligasa,
producidas por Enzibiot; SaulA BRL; Klenow. 51 v PNK por Boheringer.

Construccién de los plasmidos de expresion pES

Elesquema seguido para la construccion esta representado en la figura la. El plasmido pDA-8 (De la Fuenteetal.,
en prensa) fue digerido con HindlIlL tratado con nucleasa S1 y digerido posteriormente con Sall. Esta digestion deja
libre el fragmento correspondiente al gen del IFNQ-2, que va liene el primer codon de la proteina madura. El fragmento
obtenido se inserto en plasmido pCQV2 (Queen, C., 1983), que previamente se cortd con BamI, se trato con nucleasa
S1 v se digirio con Sall. La secuencia ¢xacta de la juntura estd representada en la figura 1b
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FIG. 1. Construccion de los plasmidos de expresion pES: a) Estrategia seguida en la construccion. Ver los detalles
en materiales y métodos: b) Secuencia de nucleotidos de fa union entre el gen del [FN—alfa 2 y el promotor PR en los
plasmidos pES.

Induccién de la actividad antiviral en E. coli

Los clones transformados de £. enli se crecieron en medio Luria Broth a 32°C hasta una DO=0,6, momento en que
el cultivo se indujo a 42°C incubandose luego a 39"C.

Ensayo de la actividad de IFN

Una vez inducidos los cultivos, 1a biomasa se concentré cinco veces, se resuspendio en una solucién de tris-
clorhidrico 50 mM, pH 8 y cloruro de sodio 30 mM. v se rompio por ultrasonido. Posteriormente, la mezcla sonilicada
se centrifugd y se analizo la actividad de IFN en el sobrenadante.

El andlisis de la actividad de IFN en el sobrenandante se realizo mediante ¢l método de la reduccion del efecto
citopitico en células Hep-2, desafiadas con el virus Mengo.

Western blot

El western blot se realizo segin Tombin et al.. 1979 v Burnett et al., 1981.

RESULTADOS

Comparacién de los niveles de expresion de diferentes plasmidos de la construccién
final (serie pES) en la cepa MC-1061

Los diferentes clones del plasmido de expresion obtenidos en E. coli fueron transforma-
dosenla cepa MC-1061. Los cultivos se crecieron a 32°C hasta una DO de 0,6. Después se indu-
jeron a 42°C durante 15 minutos y se continud su crecimiento a 39°C por 1,5 horas. Se obtuvie-
ron niveles de expresion que variaban desde 3 x 10" UI/l hasta3,5 x 10 Ul/I(tabla 1). El clon
con mejores niveles de expresion fue el pES-21.

Tabla |
COMPARACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE IFN-ALPHA 2 DE DIFERENTES PLASMIDOS DE LA
CONSTRUCCION FINAL (SERIE pES) EN LA CEPA MC-1061

Piasmido Actividad
antviral (UI1)

pES-10 1.2 x 10
pES-15 6.8 x 107
pES-21 35 x 10°
pES-22 2.3 x 10°
pES-27 74 x 107
pES-43 32 x 107
pES-47 39 x 107
pES-48 1.6 x 107
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Influencia del medio de cultivo en los niveles de expresion de IFN a-2

La expresion de IFN a-2 del clon pES-21 transformado en MC-1061, fue estudiada en
diferentes medios de cultivo: LB, SB y SLBH. Los cultivos se crecieron a 32°C hasta DO 0,6: se
indujeron a 42°C por 15 minutos y se crecieron posteriormente a 39°C por 1.5 horas. El andlisis
de la actividad de [FN @a-2 en el sobrenadante mostré que los mejores resultados se obtenian en
medio SLBH. lograndose niveles de expresion de hasta 5 x 10° Ul/I(figura 2). Los mas altos
nivelesde IFN a-2 coinciden con la mayor densidad optica alcanzada por los cultivos en medio
SLBH (datos no mostrados).
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FIG. 2. Influencia del medio de cultivo en los niveles de expresion de INF—alfa 2. La figura muestra la compara-
cion entre la actividad antiviral producida por el clon pES—21, transformado en MC1061 v crecido en diferentes medios
de cultivo.

Influencia de la cepa hospedera y condiciones de crecimiento en los niveles de
expresion de IFNa-2

El clon pES-21 se transformo en diferentes cepas: MC-1061, N5656, W3110 y W3110L.,
Los cultivos fueron crecidos a 32°C hasta DO 0,6 inducidos a 42°C por 15 minutos y crecidos
posteriormente a 39°C por 12, 18 y 28 horas.

En experimentos realizados se observo que el IFN a-2 se encontraba, en gran medida,
insoluble y asociado a la membrana celular. Por este motivo, los niveles de expresion se anali-
zaron en un Western blot utilizando anticuerpos policlonales obtenidos en nuestro laboratorio
(figura 3a). Como se aprecia en la figura 3b, la cepa que dio niveles mas altos de IFN a-2 fue la
1061 a las 18 horas de crecimiento postinduccion. En la N5656, W3110 y W3110L, también se
observaron los niveles mas altos a las 18 horas. A partir de los datos obtenidos del Western blot
(figura 3a), se puede estimar que la cantidad de IFN « -2 producido en la cepa MC-1061 consli-
tuye aproximadamente el 1% del contenido total de proteinas. Sise compara este resultado con
los titulos de actividad antiviral obtenidos, puede comprobarse que el IFN « -2 producido se
encuentra. en gran medida, insoluble.
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FIG. 3. Influencia de la cepa hospedera y condiciones de crecimiento en los niveles de expresion de IFN—alfa 2:a)
Autorradiograma del Western blot: b) Curva de produccion de I1FN—alfa 2 recombinante durante el crecimiento de los
clones bacterianos.

DISCUSION

Los niveles de expresion obtenidos con el clon pES-21 en MC-1061 fueron de
3.5 x 10°UI/1 (tabla 1). Con la multiplicacion de est e clon en diferentes medios de cultivo se
logro aumentar los niveles de IFN/L de cultivo hasta 5 x 10° Ul/1 en medio SLBH (figura 2).
Este medio, por ser ¢l mas rico, permitio alcanzar los niveles mas altos de densidad optica del
cultivo, permitiendo esto el incremento en los niveles de produccion de IFN a-2.

Los niveles de expresion de 5 x 10*UI/I obtenidos por nosotros en cste trabajo son 10
veces mas bajos que los reportados por Slocombe et al., utilizando el promotor lactosa (Slo-
combe er al., 1982). En nuestro laboratorio, trabajando con el promotor triptofano, hemos
obtenido niveles de 2 x 10°Ul/1{Silva et al., resultados sin publicar). Esta diferenciaenlos nive-
les de expresion de IFN « -2 puede venir dada por la diferencia en la fortaleza de los promoto-
res y por diferencias en las estructuras secundarias del ARN mensajero, que como se ha repor-
tado, influyen en la eficiencia del proceso de traduccion (Tessier er al., 1984 Stanssens ef al.,
1985; Looman er al., 1986).

Para analizar con mas profundidad esta udltima posibilidad, realizamos un estudio de las
estructuras secundarias de los ARN mensajeros de las construcciones del IFN a-2 bajo el PR
(pES) y el promotor triptéfano (pTRIP) (figura 4). Como resultado de este analisis observamos
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que la secuencia de union al ribosoma en la construccion con el PR (pES) se encuentra apa-
reada formando una estructura cuya energia libre es de -19,8 cal/mol. La diferencia en los nive-
les de expresion de IFN a-2 pudiera explicarse, al menos en parte, por este fenomeno, pues la
construccion con el pTRIP no posce este aparcamiento en la secuencia de union al ribosoma,
quedando ésta libre para una iniciacion de la traduccion mas eficiente.
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FIG. 4. Comparacion de la estructura secundaria de los ARN mensajeros de las construcciones del IFN-alfa 2
bajo ¢l a) PR (pes); by Promotor triptétano (pTRIP).
Las zonas que intervienen en el apareamiento estan indicadas por nimeros.

En este trabajo se demucstra que el PR ofrece un sistema eficiente de expresion de genes
heterologos en £. coli. Para aumentar los niveles de expresion, seria posible utilizar sistemas
de proteinas fusionadas (Botterman er al., 1987) para mejorar la secuencia de union al ribo-
soma y la estructura secundaria del ARN mensajero en esta zona, lograndose asi un aumento
en la eficiencia del proceso de traduccion. Esta secuencia tendria que ser finalmente removida
del extremo amino-terminal de la proteina recombinante de interés.
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