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RESUMEN

En el presente trabajo se reporta la sintesis
quimico-enzimdtica del gen que codifica para la
proinsulina humana, hormona proteica de 86
aminodcidos. Para realizar la sintesis del gen de
270/266 pares de bases, fueron preparados 24
oligodesoxinucle6tidos en fase sélida por ¢l método
del B-cianoctilfosforamidito. El gen sintético, que
contiene los codones mds frecuentes de E. coli y
levadura, fue insertado en ¢l plasmidio pUCIS y
sccuenciado por ¢l método de Sanger.

SUMMARY

A gene coding for human proinsulin, a protein of 86
amino acid residues, consisting of 270 and 266 basc
pairs was synthesized by chemical and enzymatic
methods. The synthesis involved preparation of 24
oligonucleotides by solid phase procedures and
B-cyanocthylphosphoramidite chemistry, with
frequently occurring amino acid codons of E. coli and
yeast. The synthetic gene was cloned in the plasmid
pUCI8 and sequenced by the Sanger method.

INTRODUCCION

El regulador fundamental de la concen-
tracion de glucosa en la sangre es la insulina,
hormona proteica formada por dos cadenas
peptidicas de 21 aminodcidos (cadena A)
con un puente disulfuro interno y de 30
aminoé4cidos (cadena B) unidas mediante
dos puentes disulfuro (Sanger, 1959).

El precursor biosintético de esta
hormona es la proinsulina, formada por las
cadenas A y B, las que est4n unidas a un
péptido de conexion denominado péptido
C, que contiene 35 aminoédcidos (figura 1).
Asimismo se conoce que el producto
primario de la proinsulina es la
preproinsulina, la que contiene un péptido
seial N-terminal o prepéptido de 24
aminoécidos unido a la proinsulina (Chan
et al., 1976).

La preproinsulina se sintetiza en las
células B de los islotes de Langerhans del
pancreas, la que experimenta una rdpida
ruptura en el reticulo endoplasmético para
producir proinsulina de una conformacién
estereoquimicamente correcta, la cual es
transportada al aparato de Golgi para su
almacenamiento y transformacién a insulina
(Steiner et al., 1985).

Cuando existe una insuficiencia absoluta
o relativa de insulina, aparece un trastorno
en el metabolismo de los carbohidratos
denominado diabetes mellitus. Esta
enfermedad se encuentra muy extendida en
todos los pafses, su curso es extre-
madamente variable y la recuperacion
auténtica de la enfermedad, rara vez o
nunca s¢ observa (Berkow, 1982).
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Sintesis del gen de la proinsulina humana

FIG. 1. Estructura de la proinsulina humana.

Existen diversos medicamentos para los
enfermos de diabetes mellitus, como los
compuestos relacionados quimicamente
con las sulfonamidas y algunos derivados de
la guanidina, de cuyos mecanismos de
accién poco se conoce y sc utilizan sélo en
los casos de diabetes leves. Fisiologica-
mente estas drogas no sustituyen a la
insulina y si bien permiten reducir las
necesidades diarias de insulina en algunos
diabéticos o eliminar las dosis pequedias en
otros, no son eficaces en el tratamiento de
la acidosis diabética ni en situaciones de
stress (Berkow, 1982; Orland y Saltman,
1986).

Actualmente los pacientes que requieren
insulina utilizan fundamentalmente la
porcina o la bovina, que se extrae del
péancreas de estos animales. Estos tipos de
insulina difieren en algunos amino4cidos de
la humana (Nolan et al., 1971; Bruce et al.,
1984), por lo que algunos pacientes
desarrollan paulatinamente anticuerpos
anti-insulina (Orland y Saltman, 1986)
siendo la @nica solucion la administracién
de insulina humana, que presenta

importantes ventajas en cuanto a una
induccién baja de anticuerpos, menores
reacciones secundarias y una mejor
absorcién del medicamento.

Como parte del proyecto que desarrolla
nuestro Centro para la produccién de
insulina humana mediante el uso de las
técnicas del ADN recombinante, en el
presente trabajo se reporta una de las
etapas realizadas y que constituye la sintesis
quimico-enzimética del gen que codifica
para la proinsulina humana.

La sintesis quimico-enzimética de genes
permite seleccionar los codones més
frecuentes del organismo donde se
efectuara su expresion y la introduccién de
sitios de restriccién, que facilitan su
manipulacién.

Actualmente se dispone de un gran
nimero de secuencias de ADN del genoma
humano y de otros organismos vivos y en
igual medida de las secuencias de amino-
acidos de numerosas proteinas. El cambio
de algunos amino4cidos de una proteina
(mediante mutagénesis dirigida o sintesis
quimico-enzimética del gen) puede
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determinar cambios sustanciales en su
actividad biol6gica, lo que constituye un
campo (ingenieria de proteinas) que apenas
se ha iniciado.

Nuevas proteinas no encontradas en la
naturaleza podran ser disenadas, en la
medida en que avance ¢l conocimiento de
la estructura y su relacién con la actividad
biol6gica, y en este campo la sintesis
quimico-enzimética de genes y la técnica
novedosa y potente de la rcaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) (Saiki er al.,
1985, 1988; Scharf er al., 1986; Jayaraman
et al., 1989) tendrén una aplicacion notable.

Un trabajo publicado en 1986 del grupo
dirigido por ¢l profesor Narang (Sung et al.,
1986), reporta el aumento de produccion de
proinsulina con la introduccion de
secuencias cortas que codifican para scis
aminoacidos, la cual usamos en una de las
variantes, pero que no mostramos en el
presente trabajo.

La secuencia nucleotidica, la estrategia
general de sintesis y el diseno total de las
variantes mostradas en el presente trabajo,
difieren de las reportadas por otros grupos
de trabajo (Crea et al., 1978; Welzel et al.,
1981; Brousseau et al., 1982; Ovchinnikov
el al., 1984),

Teniendo en cuenta la secuencia
nucleotidica de la preproinsulina humana
(Bell et al., 1979), recalizamos un diseno
para la sintesis del gen de la proinsulina
humana (figura 2), que permitiera
posibilidades de cambio en ¢l péptido C
para su posterior eliminacion de la
proinsulina mediante tratamiento
enzimdtico. El diseno incluye las senales de
terminacion y sitios de restriccion  cn el
extremo 3’; tres variantes de oligonu-
cleotidos con sitios de restriceion para
adicionar al extremo 5°, asi como ¢l uso de
codones maés [recuentes en bacterias vy
levaduras (Gratham er al., 1981; Bennetzen
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FIG. 2. Secuencias nucleotidica y de aminodcidos del gen sintético de la proinsulina humana. Sc seialan cntre
flechas los 24 oligonucledtidos sintetizados y su tamano entre paréntesis.
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MATERIJALES Y METODOS

Reactivos y enzimas

Los reactivos utilizados para la sintesis de los
oligonucledtidos fueron, en lo fundamental, de
calidad analitica. El acetonitrilo ((Merck) fue
refluido, destilado dos veces sobre P2 Os y conservado
sobre tamiz molecular de 0,3 nm, el 1H-tetrazol
(Aldrich) fue purificado por sublimacién.
El [y-"’PJATP (>500 Ci/mmol; 1 Ci=37 GBq) fue
suministrado por la casa Amersham.

Los nucleésidos 5'-O-dimetoxitritil-N-acilados
fueron preparados segun lo descrito en un trabajo
anterior (Jiménez et al., 1984).

La sintesis de los N,N-diisopropil-B-
cianoctilfosforamiditos se realizé de acuerdo con lo
descrito (Sinha et al, 1984) excepto que los
fosforamiditos fueron purificados mediante
cromatografia en columna de SiO2, utilizando
n-hexano en gradiente creciente de acetato de
etilo, ambos anhidros, y precipitacién en n-hexano
a -70°C.

El vidrio de poro controlado con cadena
aquilaminada de 500 A (Pierce), fue funcionalizado
con el nucledsido tritilado via enlace
3'-O-succinamido, logrdndosec una carga de
25-30 umoles de desoxinucledsido por gramo de
soporte, siguiendo en lo fundamental el método
descrito (Chow er al., 1981).

La T4 polinucledtido quinasa (PNK) utilizada
procedia de la casa Biolabs y la T4 ADN ligasa fue
suministrada por BioLabs y ENZIBIOT, CIGB,
Apdo. 6162, La Habana, Cuba.

Sintesis de oligonucleétidos

Los oligonucle6tidos fueron sintetizados por el
método del triéster fosfito (B-cianoetilfos-
foramidito) utilizando el sintetizador Gene
Assembler (Pharmacia) en la escala de 1,3 gmoles v
con una eficiencia de acoplamiento por ciclo superior
al 98%. Los DMT-oligonucleétidos fueron
desprotegidos y separados del soporte polimérico,
mediante reaccion con NHz al 33% a 55°C durante
10 horas.

Purificacion de los oligonucledtidos

Cromatografla liquida de alta eficacia (CLAE)

Se utilizé un equipo modular LKB con dos
bombas, espectrofotémetro LKB 2151, y columna
Zorbax C-8, 8x250 mm (DuPont). Se sigui6 el
procedimiento descrito en un trabajo anterior (Rodés
et al., 1987) para la purificacién en dos ctapas de los
derivados 5'-O-dimetoxitritilados.

Electroforesis

Algunos oligonucleétidos fueron purificados en
geles preparativos de poliacrilamida al 20% 7M urea
(0,3x20x40 ¢m). Las bandas s¢ visualizaron mediante
luz UV, 254 nm, se electroeluyeron y se precipitaron
con etanol.

Fosforilacion

Fosforilacién independiente

Para la fosforilaciéon fueron utilizados:
0,5 nmoles de oligonucledtido en buffer (50 mM
Tris-HCI, pH 7,6; 10 mM MgClz; 5 mM DTT; 0,1 M
espermidina; 0,02 mM EDTA (Y‘a[cnzu:la y Méndez,
1982), 1 nmol de ATP, 2 «Ci| -""P]JATP y 2 unidades
de T4 polinucle6tido quinasa en un volumen total de
15 ul, se incuba a 37°C durante 30 minutos. Después
de inactivar la enzima calentando a 90-95°C durante
3 minutos, se utiliza sin purificaciéon posterior.

Fosforilacién conjunta

Se us6 una mezcla de 3 a 6 oligonucledtidos
(0,5 nmoles de cada uno), 1 n{':;lol de ATP/0,5 nmoles
de oligonucleétido, 1 uCi [y-""PJATP/0,5 nmoles de
oligonucledtido y 1 unidad de PNK/0,5 nmoles de
oligonucledtido, en igual buffer (véase epigrafe
precedente) y en un volumen total de 30 ul, se incuba
a 37°C durante 30 minutos. Después de inactivar la
enzima, se utiliza la mezcla de oligonucledtidos
fosforilados sin purificar.

Sintesis enzimatica

El esquema seguido para la sintesis total del gen
se muestra en la figura 4. Los fragmentos B1B6,
B7C4, C5C10 Y Al1A®6 fueron sintetizados de la
manera siguiente:

Las soluciones de los oligos fosforilados
individual o conjuntamente (no fueron fosforilados
los oligos de los extremos 5°, Bl y A6), se ajustan a
una solucién 50 mM Tris-HCI, pH 7.6; 10 mM MgClz,
se calientan a 100°C durante un minuto y se deja
enfriar lentamente (= 0,1°C/min). Se adiciona DTT
(10 mM), ATP (3 mM) y 100 U/ml de T4 ADN ligasa.
I.a mezcla se incuba 3 horas a temperatura ambiente.
Se precipita con 2,5 voliumenes de ctanol y se purifica
en clectroforesis de geles preparativos de poliacri-
lamida al 10% en condiciones no desnaturalizantes.
Los fragmentos de doble cadena se detectan mediante
autorradiogralia, se cortan las bandas que contienen
los fragmentos apropiados, se electroeluyen en
papeles de DEAE celulosa, se extraen con NaCl IM
a 46°C y se precipitan en etanol.

Para obtener los fragmentos B1C4 y C5A6, se
mezclan los subfragmentos (B1B6 y B7C4) y (C5C10
y A1A6) en cantidades equimoleculares y se efectua
el mismo proceso descrito anteriormente. En el caso
del fragmento B1C4 se efectud también la hibridacién
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a 46°C con enfriamiento lento a la temperatura
ambiente (ver figura 6).

El gen de la proinsulina humana (B1A6) se obtuvo
mediante la reaccién de ligazén de los dos fragmentos
anteriores en cantidades equimoleculares (6 pmoles)
calentando a 46°C cn iguales condiciones a las
descritas anteriormente (ver figura 8).

RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis de oligonucledtidos

Los oligonucle6tidos con longitudes de
9-27 bases fueron sintetizados por el
método del fosfito triéster en fase s6lida de
vidrio de poro controlado (VPC), en
mdiquina sintetizadora automdtica y
utilizando B-cianoetilfosforamiditos,
preparados en lo fundamental por el método
descrito por Koster (Sinha et al., 1984),

Los oligonucleé6tidos fueron purificados
mediante cromatografia liquida de alta
eficacia (CLAE) y electroforesis en geles de
poliacrilamida.

Diseino del gen sintético

El gen fue disenado teniendo en cuenta la
secuencia nucleotidica reportada para el gen
de la preproinsulina humana (Bell et al.,
1979) e inicialmente fueron escogidos los
codones mis frecuentes de la bacteria
E. coli y de levadura (Gratham et al., 1981,
Bennetzen y Hall, 1982; Maruyama et al.,
1986) los que contribuirian a una alta
expresién de la proteina en esos hospederos
(tabla 1).

Utilizando un paquete de programas de
computacién., fueron detectadas vy
eliminadas las secuencias repetidas y
repetidas inversas mayores de cuatro bases,
lo cual disminuye las uniones inespecificas
durante la sintesis enzimatica. En la figura 3
pueden observarse las diferencias de
secuencia del gen disenado y el natural de
la proinsulina humana en la que fueron
realizados 67 cambios de nucle6tidos.

Tabla 1
FRECUENCIA DE USO DE CODONES DEL GEN SINTETICO Y (NATURAL)
DE LA PROINSULINA HUMANA

U C A G
- 101) gcoy Y[3(D} 301y |u
U aa) 5 1(2) 1(4) 3(S) |C
g [ 10(1) | Ter— I A
0c1) o) | Ter— v 0 G
~0(0) 101) 1) 2(1) |u
Cl v o) p| 0@ 1) r| 2(1) |C
S(1) 2(0) aQ 72) 0c1) |A
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‘M. E. Ochagavia, resultados no publicados.
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FIG. 3. Diferencias en la secuencia nucleotidica del gen sintético y natural de la proinsulina humana.

Se incluyeron los codones de terminacion
TAA y TAG y los sitios de restriccién Xho
Iy Sall en la regi6n 3’ del gen (figura 2),
para facilitar su inserci6én en un vector
adecuado. Adicionalmente se disenaron
tres fragmentos para el extremo 5°, con
sitios de restricci6én Sma [ (variantes 1y 2)
y Xba I (variante 3) y que codifican para
metionina (variante 1), tript6fano (variante
2) y lisina (variante 3). Estos aminoécidos
permiten diversas opciones en el
procesamiento ulterior de la proinsulina a
insulina.

La secuencia del gen sintético fue
analizada mediante un paquete de
programas de computacién denominado
CIBSOFT (Bringas y Pérez, 1986)
comprobdndose la secuencia de
aminoéicidos, sitios de terminacién y de
restricciébn, uso de codones y estructura
secundaria del ARN.

Para la divisién del gen de la proinsulina
humana en 24 oligonucleétidos (ver
figura 2), se tuvo en cuenta la secuencia de
la regién que codifica para el péptido C, de
manera tal que permitiera variar las zonas

de uni6n a las regiones A y B (para el
procesamiento quimico, enzimdatico o
ambos, de la proinsulina) mediante la
sintesis del menor ntmero de oligonu-
cleotidos adicionales. El solapamiento de
cuatro bases para los extremos cohesivos
resulto suficiente en la sintesis enzimética.

Estrategia de ligazon

Los oligonucleétidos fosforilados
(excepto los terminales 5’, B1 y A6) de
forma independiente o conjunta en
cantidades equimoleculares, mediante T4
polinucle6tido kinasa, ATP y cantidades
pequeias de [y—32P]ATP, fueron ligados
mediante T4 DNA ligasa para producir
cuatro subfragmentos (B1B6, B7C4, C5C10
y A1A6), como se muestra en el esquema
general de sintesis (figura 4), los que
posteriormente se ligan para producir los
fragmentos B1C4 y C5A6. Por dltimo, estos
dos fragmentos se ligan para producir el gen
que codifica para la proinsulina humana,
B1A6, de 270-266 pares de bases (pb),
(figura 4).
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FIG. 4.
posiciones 5'- fosforilados.

Las reacciones enzimidticas fueron
scguidas por clectroforesis en geles
preparativos de poliacrilamida al 10% en
condicioncs no desnaturalizantes y
utilizando los colorantes bromofenol azul
(BFA) y xilencianol (XC) como marca-
dores. Las bandas fueron detectadas
mediante autorradiografia, las de talla
correcta fueron cortadas y los fragmentos
de ADN de¢ doble cadena, electroeluidos a
papeles de DEAE celulosa scguido de
extraccion con NaCl 1M a 46°C (para evitar
desnaturalizacién) y precipitacién de
ctanol. Las recuperaciones del gel fueron
superiores al 90%.

En las figuras 5-8 se muestran los
resultados de la sintesis enzimdtica
(autorradiogramas) en los que pucden
observarse los buenos rendimientos
obtenidos, en general, de las sintesis
enzimaticas realizadas.

En la obtencién del fragmento B1C4
(135/123 pb) fue establecida la eficiciencia
de ligaz6n mediante la variacion de las

* Ubicta R, er al., resultados no publicados.
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Estrategia de ligazon. Los puntos gruesos en los extremos de los oligonucletidos representan las

condiciones de hibridacién de los
fragmentos. Se observo que la eficiencia es
similar (ver figura 6) si sc desnaturalizan
los fragmentos de doble cadena a 100°C y
se enfria lentamente a temperatura
ambicnte (condicidon A) o si sélo se calienta
a 46°C, lo que garantiza que los extremos
cohesivos se encuentren libres, y se enfria
lentamente a temperatura ambiente
(condicién B). La condiciéon B seria
sicmpre la variante mds conveniente, pues
el consumo de tiempo es menor.

El gen sintético obtenido (ver figura 8)
fue clonado inicialmente en el vector pUC
18 y secuenciado totalmente por el método
dec Sanger (Sanger et al. 1977). En la
figura 9 sec muestra una region secucnciada
del gen, correspondiente a las bases 56-212.

También este gen sintético fue insertado
en E. coli, utilizando diversas variantes en
¢l extremo 5. En este hospedero se han
obtenido niveles de expresion superiores al
30% del total de proteinas producidas.
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FIG. 6. Autorradiograma de la sintesis enzimdtica del fragmento B1C4 (135/123 pb).
Condiciones de hibridizacién: A) Calentamiento a 100°C de los fragmentos BiBe y B7Ca y enfriamiento lento
a temperatura ambiente, B) Calentamiento a 46°C de los fragmentos y enfriamiento lento a temperatura

ambiente. Gel de poliacrilamida: 10%
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FIG. 7. Autorradiograma de la sintesis enzimética del fragmento CsAs (135/143 pb).
Gel de poliacrilamida: 10%
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FIG. 8. Sintesis enzimética final del gen sintético de la proinsulina humana (B1As 270/266 pb).
Gel de poliacrilamida: 10%
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FIG. 9. Secuencia nucleotidica de la regi6n correspondiente a las bases 56-212 del gen sintético de la proinsulina

humana.
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