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RESUMEN

El interferén humano alfa-2 recombinante con alto grado de pureza, expresado en E. coli, fue
analizado con vistas a verificar su secuencia aminoacidica. Fl andlisis de aminodcidos permitié
comprobar que ¢l contenido aminoacidico de la molécula es correcto. Mcdiante estudios de
cromatografia liquida de alta eficacia sc¢ evalué la pureza de la proteina. Se obtuvieron los mapas
peptidicos con diferentes proteasas y métodos quimicos, aislindose de una de estas digestiones los
péptidos tripticos para su sccuenciacién automdtica. Se determind que una parte del material se
inicia en metionina y otra en cisteina. la secuencia aminoacidica de la proteina se verificd,
coincidiendo esta con la secuencia predicha a partir de la secuencia del gen clonado. Se establecié
la sccuencia C-terminal mediante andlisis enzimdtico.

SUMMARY

Human Alpha-2 Recombinant Interferon, expressed in E. coli and with high purity, was analyzed so
as to verify the aminoacid sequence. The aminoacid analysis demonstrated that the aminoacid
content of the molecule is correct. Through high pressure liquid chromatography. the protein was
cvaluated in terms of purity. Peptide maps were obtained with different proteases and chemical
methods, isolating from onc of these digestions the tryptic peptides for automatic sequencing. It was
cstablished that part of the matcrial starts with a methionine and the rest with a cysteine.
The primary sequence of the protein was verified, being coincident with the predicied sequence due
to the structure of the cloned gene. The C-terminal sequence was established by enzymatic analysis.

INTRODUCCION

Los interferones son proteinas que s¢ caraclerizan por poscer una polente accion
antiviral, asi como propiedades inmunomoduladoras y antiproliferativas tumoralcs.
Ya desde su descubrimiento (Isaacs y Lindenmann, 1957) comicnzan a ser evidentes las
posibilidades de aplicacion clinica de cstas moléculas. El estudio de sus efectos
biologicos y clinicos, determiné que se impulsaran las investigaciones encaminadas a
estimular la sintesis de estos productos por via natural (células productoras) y su
purificacién hasta lograr preparados ricos cn estas sustancias (Cantell, 1981 a y b;
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Bodo, 1981; Leong, 1981) y paralelamente la clonacién de genes de interferén humano
en bacterias, asociados a promotores que garantizan una alta expresion (Pestka, 1981).

La tecnologia del ADN reccombinante ha hecho posible la produccion de proteinas
descadas en abundancia; cada nueva proteina recombinante obtenida debe ser estudiada
para confirmar su secuencia aminoacidica predicha por la sccuencia nucleotidica del gen
clonado. Con este fin se han venido desarrollando métodos que hacen posible el analisis
rapido y eficiente de la estructura primaria. En este trabajo sc reporta el uso de anilisis
de aminodcidos, mapeo peptidico, cromatografia liquida de alta eficacia en fase inversa,
andlisis enzimatico C-terminal y procedimientos de secuenciacion para la caracterizacion
del interferén humano alfa-2 recombinante.

MATERIALES Y METODOS

Se estudio la pureza de la proteina utilizando cromatografia liquida de alta eficacia en fase inversa en
columna C-8 de poro ancho (300 A, Baker), con un gradiente lineal de 0 % a 50 % de acetonitrilo con 0,1 %
de dcido trifluoroacético en 30 minutos, con flujo de 0.8 ml/min. Se efectud la deteccién simultdnea a
226 nm y 280 nm. El equipo de 1IPLC utilizado estd formado por un controlador de gradiente, dos bombas,
un detector de longitud de onda fija (LKB), un inyector (Rheodyne) provisto de un lazo de 2 ml, un detector
de longitud de onda vaniable y un horno (Knauer), an registrador de dos canales (LKB) y un procesador de
datos (Chromatopack CR-3A, Shimadzu).

Anilisis de aminodcidos

Los andlisis de aminodcidos se realizaron en tres condiciones diferentes.

Hidrélisis acida: una alicuota correspondiente a 0,5 nmol de proteina pura se hidrolizo durante 24
horas a 110 grados y vacio con 100 pl de HCI 6N (analaR,BDH) (0,1 % de fenol y 0,1 % de
betamercaptoctanol) (Glazer er al., 1976).

Hidrélisis acida de la proteina oxidada (para la determinacion de cisteina como acido cisteico y de
melionina como metionina sulfona): 0,1 mg de la proteina se oxidd en 100 pl de dcido perférmico
‘durante 4 horas a cero grados. Se evaporo el dcido a vacio y 60 grados y se hidrolizé a continuacion con
100 1 de HCL 6N, como se describid anteriormente (Glazer et al., 1976).

Hidrolisis con acido mercaploetanosulfénico (para determinar triptofano): 0,5 mg de la proteina se
hidrolizé con 500 wl de dcido mercaptoetanosulfénico durante 24 horas a 110 grados y vacio (Glazer et al.,
1976).

Los analisis se cfectuaron en un analizador de aminodcidos Alpha Plus 4151 (LKB) utilizando una
columna (270 mm x 4 mm) con intercambiador catiénico en sistema sodio. la deteccidn se efectud
mediante fluorescencia con un fluorimetro (Waters). El procesamiento de datos se efectud con un
microprocesador de datos (Chromatopack CR-3A, Shimadzu).

Mapas peptidicos

Digestién con Staphyloccocus aureus V-8 (Serva): sc disolvieron 100 g de proteina en 200 pl de
acetato de amonio 0,1 M pll =80 y se incubé durante 24 horas con una relacion enzima/sustrato de 1/33 a
37 grados con agitacion suave (Kamp, 1986).

Hidrélisis con bromuro de ciandgeno (Pierce): 200 pg de la proteina se disolvieron en 400 pl de
HC1 0,1 M en presencia de ditiotreitol. Se afiadio un exceso molar de 300 veces de bromuro de ciandgeno
por residuos totales de metionina. la reaccion se efectud durante 24 horas a temperatura ambiente, bajo
atmosfera de nitrégeno y en la oscuridad.

Hidrélisis con cido acético al 2 % (Analar, BDH): 100 pg de la proteina se hidrolizaron con 100 pl de
dcido acético al 2 % durante 15 horas a 100 grados en ampolicta de vidrio evacuada al vacio (Kamp, 1986).

Digestién con TPCK-tripsina (Serva): 200 pg de la proteina disueltos en N-etilmorfolina
0,1 M pH =8,0 se trataron con TPCK-tripsina con una relacién cnzima/sustirato de 1/50 durante 6 horas a
37 grados, con agitacion suave (Kamp, 1986).

Los peptidos obtenidos fucron separados mediante cromatografia liquida de alta eficacia en fase inversa
(HPLC RP).
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Secuenciacion

Una alicuota equivalente a 6 mg de la proterna dializada, reducida y liofilizada, se sometio a tratamiento
con TPCK-tripsina en las condiciones descritas anteriormente. Se realizé la separacion preparativa de los
péptidos tripticos mediante HPLC RP ¢n columna tipo C-8 (Merck) con gradiente lineal de 0 7% a 100 %
de acetonitrilo con 0,1 % de dcido trifluoroacético y flujo de 0,8 ml/min. Las fracciones contenicndo mds
de un péptido se recromatografiaron en columna C-18 (Merck) con gradiente de acetato de amonio 50 mM
40 %/n-propanol (60 %) como solvente B y dcido trifluoroacético 0,1 % en agua como solvente A.
Las fracciones de los péptidos aislados fueron analizadas por el método del cloruro de dansilo para
determinar el N-terminal.

Los péptidos puros fueron secuenciados automdticamente en un secuenciador en fase gascosa (Applied
Biosystems 477A-120A).

Se efectud la secuenciacién automdtica sobre la proteina intacta en un secuenciador (Knauer) para
verificar el extremo N-terminal.

Secuencia C-terminal

El andlisis de secuencia C-terminal se cfectué utilizando carboxipeptidasa Y ¢n tampon acetato de
amonio 50 mM pll =5,6. Fueron tomadas alicuotas de SO pl y tratadas con 100 % de 4cido tricloroacético
para precipitar la proteina no hidrolizada. Por andlisis de aminodcidos fueron cuantificados los residuos
liberados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los andlisis de aminoacidos se muestran en la tabla 1. Los valores
obtenidos para la hidrélisis con HCL son los valores promedios de cinco
dcterminaciones independicntes. No fue posible determinar el contenido de prolina a
causa de que la deteccién post-columna se efectud con ortofluoraldchido.  Este
aminodcido fue comprobado ¢n la secuenciacion total de la proteina.

Tabla 1L
COMPOSICION AMINOACIDICA DEL IFN -2 RECOMBINANTE

Valor Hidrdlisis Oxidacién Acido
Aminodcido tedrico HCI perférmica IN-mercaptoctanosulfénico

ASX 12 11,9 11,5 114
THR 10 9,2 9.3 9.0
SER 14 12,9 12,7 83
GLX 26 258 25,7 26,3
GLY 5 6,0 49 49
ALA 8 7.9 79 75
VAL 7 64 6,5 6,0
MET 6 : 54 a

ILE 8 8.0 7.3 73
LLEU 21 22,2 204 20,5
PHE 10 9.5 8,7 10,1
HIS 3 3,0 3,0 30
LYS 10 9,0 9.4 9.6
ARG 10 92,5 9.5 10,0
CYS 4 : 32 :

TRP 2 - - 15
PRO 5 - - -

TYR 5 48 - 48

La proteina fuc estudiada mediante HPLC RP (figura 1).
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FIG. 1. Perfil cromatogrdfico en fase inversa del IFN -2 recombinante.

Los mapas peptidicos obtenidos mediante el uso de proteasas 0 métodos quimicos se
muestran en las figuras 2 a la 5.

- H E o
| o ) f
y R v
’ \"l- ) ':
/

12,03
e
T

FIG. 2. Mapa del IFN -2 recombinante con Staphviococcns aurcus V-8 proteasa
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FIG. 3. Mapa del [N -2 recombinante con bromuro de cianégeno.
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FIG. 4. Mapa del IFN -2 recombinante con dcido diluido.
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FIG. 5. Mapa triptico del TFN (-2 recombinante.

La proteina reducida fue fragmentada con TPCK-tripsina a cscala preparativa v los

péptidos obtenidos fucron separados mediante HPLC-RP. Fucron encontrados catorce
péptidos, todos los cuales corresponden a sitios de ruptura cspecifica que fucron
sccucnciados automiticamente. Los fragmentos secuenciados verifican la estructura
primaria de la protcina (figura 6). A partir de la sccuenciacion automitica se demostrod
que una parte del material se inicia en metionina y otra en cisteina.

Este resultado se verilicd a partir de:

. Se cfectud la sccuenciacion automdtica de la proteina intacta en un secuenciador
automitico (Knaucr) identilicindose la region del extremo N-terminal hasta cl
residuo 39. Aqui se encontraron dos sccuencias en paralelo, una que empicza cn
metionina y otra cn cisteina,

. A partir de los péptidos tripticos sc aislaron dos péptidos independientes
correspondicntes a los extremos N-terminales iniciados ¢n metionina y cisteina
respectivamente. La sccuencia correspondicnte a la region del aminodcido 36 al
aminodcido 49 fuc verificada por espectrometria de masas de las digestiones
enzimdticas.

El extremo C-terminal de la digestion triptica ¢s un aminodcido libre, por lo cual no

es posible su verificacion a partir de este tipo de digestion. La secuencia del extremo
C-terminal fue caracterizada mediante el uso de carboxipeptidasa Y y se establecio la
sccuencia --- SER-LYS-GLU, que coincide con la esperada.
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MET CYS ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY SER ARG ARG THR LEU MET

CLY VAL GLY VAL THR GLU THR PRO LEU MET LYS GLU ASP SER ILE LEU ALA

___________________________ = 1 = —— =

VAL ARG LYS TYR PHE GLN ARG ILE THR £3J TYR LEU LYS GLU LYS LYS TYR

LEU_SER_THR_ASN LEU GLN GLU SER LEU ARG SER LYS GLU

_______________________________________ SR RENRER

FIG. 6. Secuencia aminoacidica del IFN @-2 recombinante.
------------- Péptidos tripticos.

Seccuenciacion automdtica sobre la proteina intacta.
sessnsenessss Secuencia C-terminal.
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