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RESUMEN

En la actualidad, la troponina | cardiaca humana (Tnlc) constituye el marcador bioquimico mas cardioespecifico
del infarto agudo del miocardio. La Tnlc presenta una regién aminoterminal de 32 aminodcidos adicionales no
presentes en su isoforma esquelética, lo que le confiere cardioespecificidad. En este articulo, se describe el
aislamiento y la amplificaciéon del gen que codifica la Tnlc, a través de la reaccién en cadena de la polimerasa
acoplada a la transcripcion inversa del ARN total purificado a partir de musculo cardiaco. Posteriormente, se
realizé la clonacion del ADN amplificado en el vector de expresién. El fragmento aminoterminal cardioespecifico
fue clonado de forma independiente en el mismo vector de expresién. En ambos casos, se obtuvieron niveles de
expresién elevados de 43% y 30% en Escherichia coli, respectivamente. Estas moléculas se expresaron en su
mayor parte como proteinas insolubles. Se purificaron por electroelucion en geles de poliacrilamida y se obtuvieron
rendimientos de 41 mg de Tnlc recombinante y 23 mg del fragmento aminoterminal recombinante de la Tnlc por
litro de cultivo de E. coli. La pureza de ambas proteinas recombinantes varié entre 92% y 94%. Las dos variantes
de las moléculas recombinantes, mostraron propiedades antigénicas similares a las de la Tnlc natural mediante
ultramicroELISA. Por esta razén, estas moléculas podrian constituir inmunégenos apropiados para obtener anticu-
erpos monoclonales antiTnlc cardioespecificos, que se emplearian en el diagnéstico del infarto agudo del miocardio.
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ABSTRACT

Cloning, Expression and Purification of Human Cardiac Troponin | and Its Specific Amino-terminal Fragment
in Escherichia coli. The human cardiac troponin | (Tnlc) is nowadays the most cardiospecific diagnostic marker for
acute myocardial infarction. The cardiac isoform of troponin | contains 32 additional amino acids on the N-
terminus, which confer cardiac specificity. This paper describes the isolation of Tnlc gen through reverse transcription-
polymerase chain reaction using total RNA from cardiac tissue, and its cloning into an expression vector. The
cardiospecific aminoterminal fragment of Tnlc was cloned into the same expression vector. These molecules were
obtained to high levels in Escherichia coli, representing 43% and 30% of total cellular protein, respectively. Both
molecules were highly expressed as insoluble proteins. The entire protein and its fragment were purified by
electroelution with a 94% and 92% purity, respectively. The yields of recombinant cardiac troponin | and recombinant
aminoterminal fragment of Tnlc were 41 mg and 23 mg per liter of E. coli culture, respectively. The recombinant
Tnlc and the fragment showed antigenic properties similar to those of the natural Tnlc in ultramicroELISA. These
molecules are thus good immunogens for obtaining anti-Tnlc cardiospecific monoclonal antibodies, which are very

important for the development of diagnostic kits for detecting acute myocardial infarction.
Keywords: bacterial expression, cardiac Troponin |, electroelution, polymerase chain reaction

Introduccién

Segulin la Organizacion Mundia de la Salud, los tres
criterios fundamentales en el diagnéstico del infarto
agudo del miocardio son: la historia clinica, €l electro-
cardiogramay la determinacién de enzimas séricas. La
principal enzima utilizada para € diagnéstico de esta
enfermedad es la creatina-quinasa (CK, EC 2.7.3.2) y
su isoenzima MB (CKMB). Sin embargo, los niveles
de esta proteina se elevan muchas veces en pacientes
con trauma esquelético o que han realizado gercicio
muscular intenso [1]. Por esta razon, pierde su valor
diagndstico en esas situaciones.

En la actudidad, se le presta atencidn alas proteinas
estructurales y contréctiles del corazén para e diag-
nostico del infarto agudo del miocardio. Esto se debe a
la expresion de isoformas cardioespecificas de estas
macromoléculas, a su mayor concentracion intracelular
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y asu continualiberacién en e miocardio necrético [2].
Las troponinas cardiacas T (TnTc) e |, que pertenecen
a este grupo de proteinas, son més cardioespecificas
que la enzima CKMB. Ademas, por tener una ventana
diagndstica de 7 a 10 dias con respecto alos 2 o 3 dias
de la CKMB, son de mayor valor en el diagndstico
tardio del infarto agudo del miocardio. Por otro lado,
permiten valorar el prondstico en pacientes con angina
inestable, monitorear € dafio miocérdico perioperatorio
y laisguemiamiocérdicaen pacientes politraumatizados,
y evauar laterapia de reperfusion coronaria [3]. Estas
macromoleculas ayudan acalcular € tamafio del infarto
miocardico [4, 5]. Recientemente, se encontré que los
niveles de la TnTc se elevan en pacientes con insufi-
ciencia rena y rabdomiolisis, y su cardioespecificidad
disminuye con respecto a la Tnic [6].
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La Tnl tiene un peso molecular de 24 kD y gjerce
un efecto inhibitorio en la actividad ATPasa, estimu-
lada por Mg*, de la actomiosina [7]. Existen tres
isoformas de la Tnl especificas de tejido en humanos:
de musculo cardiaco, de musculo esquelético répido y
de muisculo esquelético lento. La isoforma cardiaca
contiene 32 aminoé&cidos (aa) adicionales en el extre-
mo aminoterminal, los cuales le confieren especifici-
dad cardiaca. Esta region aminoterminal contiene un
residuo de serina cuya fosforilacion forma parte del
proceso de contraccién muscular estimulado por
agonistas b-adrenérgicos del corazén.

El gen de la Tnlc humana ha sido previamente
clonado y expresado en E. coli como moléculafusio-
nada o no fusionada a lab-galactosidasa. También, se
expresd la porcion N-terminal de ese gen fusionada al
extremo 3' del gen de la b-galactosidasa. Los tres
polipéptidos fueron reconocidos por un anticuerpo
antiTnlc humano [8]. No sereportaron los rendimien-
tos de la proteina fusionada Tnlc-b-galactosidasa, ni
del fragmento aminoterminal de la Tnlc-b-gaactosi-
dasa. En 1995, Hayden et al. [9] clonaron y expresa-
ron la Tnlc humana como proteina heteréloga
fusionada a extremo C-terminal de la CMP-KDO
sintetasa (CTP: CM P-3-desoxi-p-mano-octul osona-
to-citidililtransferasa), enzima que esta presente en
bacterias gramnegativas. Los niveles de expresion de
la proteina de fusion CMP-KDO sintetasa 'y Tnl,
correspondieron a 8% de las proteinas totales 4 h
después de la induccién con isopropil-b-p-tiogal acto-
piranésido (IPTG). Esta Tnlc fusionada fue analiza-
da mediante un ensayo inmunoenzimatico de
microparticulas y se encontré una respuesta antigé-
nicasimilar aladelaTnlc aislada del tejido cardiaco
humano.

Este articulo describe la clonacién y expresién dela
Tnlc y su fragmento aminoterminal cardioespecifico
en el vector pR2M6 bajo el control del promotor
triptéfano, asi como la purificacién de ambos produc-
tos génicos. Se obtuvieron dtos niveles de expresion
con el uso de una secuencia estabilizadorade 58 aaque
codifica lainterleuquina-2 humana (IL-2sg) como seg-
mento de fusién a extremo N-terminal de la proteina
de interés. La purificacién de estas proteinas por elec-
troelucion arrojé un grado de pureza mayor de 90%.
Estas moléculas recombinantes constituyen una alter-
nativa para la obtencién de anticuerpos especificos
contrala Tnlc.

Materiales y Métodos

Reactivos

Los oligonucledtidos fueron sintetizados en e Depar-
tamento de Oligonuclettidos del Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia (CIGB, La Habana, Cuba).
Las enzimas de restriccion fueron adquiridas de
Promega (Madison, EUA). El conjugado antilgG de
raton-peroxidasa fue producido en la Division de
Inmunotecnologia y Diagnéstico del CIGB. Los
reactivos utilizados son de calidad para biologia
molecular y aquellos no especificados fueron compra-
dos a la firma Merck (Alemania). La IL-2 humana
recombinante, con un grado de pureza mayor de 95%,
fue suministrada por el Departamento de Control de
Cdlidad del CIGB.

Extraccién del acido ribonucleico total

La extraccién del &cido ribonucleico (ARN) total se
realiz6 por e método de un solo paso con tiocianato
de guanidio-fenol-cloroformo, a partir de muestras de
autopsia de musculo cardiaco humano. A dicho pro-
tocolo, descrito por Chomczynski y cols. [10], se le
realizaron algunasmodificaciones. A 1 g detejido cardia-
co en hielo, se le anadieron 10 mL de la solucion D
(tiocianato de guanidio 4 M, citrato de sodio 25 mM
pH 7, 2-mercaptoetanol 0,1 M), después se homoge-
neizé con politron (Janke & Kunkel, Alemania) du-
rante 2 min en hielo. Al tegjido homogeneizado se le
afiadié Sarkosyl 0,5% (concentracion final) y se agitd
en vortex (Janke & Kunkel, Alemania). Luego se
centrifug6é a 10 900 xg, a 4 °C por 10 min. Al
sobrenadante se le afladié 1 mL de acetato de sodio
3 M pH 5,2, 10 mL defenol saturado con aguay 2 mL
de unamezclade cloroformo: acohol isoamilico (49:1);
se agitd vigorosamente por 2 min, se incub6 en hielo
15 miny se centrifugd a 10 900 xg, a4 °C por 20 min.
Se descartaron las fases fendlica e intermedia, y a la
fase acuosa se le afiadi6 igua volumen de isopropanol,
seincubd a-20 °C por 1 h'y se centrifugd a 10 900 xg,
a4 °C por 20 min. El precipitado se homogeneizé en
0,6 mL de la solucion D y se transfirio a viales de
1,5mL. Luego, a dicho homogenado se le afiadieron
0,06 mL de acetato de sodio 3M pH 5,2 y seguida-
mente se adicionaron 0,66 mL de isopropanol, se in-
cub6 a-20°C por 1 hy se centrifugd a 10 900 xg, a
4°C por 10 min. El precipitado de ARN seresuspendio
en etanol 75% y se centrifugd a 10 900 xg, a 4 °C por
10 min. El precipitado se sec6 a vacio durante 15 min
y se resuspendid en 200 pL de agua con dietilpirocar-
bonato. La concentracion de ARN total se determind
por la formula:

concentracion de ARN (pug/mL) = DOz x 40 pg/mL
x factor dilucion [11]

donde:

DO: densidad éptica

Para analizar |a pureza del ARN total, se realiz6
una electroforesis en gel de agarosa 1% que contenia
formaldehido 2,2 M [11].

Sintesis del acido desoxirribonucleico
complementario y reaccién en cadena
de la polimerasa

El &cido desoxirribonucleico complementario (ADNC)
de la Tnlc fue obtenido mediante transcripcion in-
versa, seguido de la reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-RCP), a partir de ARN extraido de
corazén humano. Se disefiaron dos cebadores com-
plementarios a los extremos 5" y 3' de la secuencia
de la Tnlc humana reportada en la base de datos
EMBL [12]. El oligonucledtido del extremo 5’ de la
Tnlc fue denominado tropo 5 e hibrida de la posicion
1 ala24 (5-CTCTAGAAATGGCGGATGGGA-
GCAGCGATGGC-3'), y € oligonuclettido del ex-
tremo 3’ fue denominado tropo 3 e hibrida de la
posicion 600 a la 624 (5'-GCGTCGACTCTT-
GCGGCCCTCCATTCCACTCAG-3'). Se incluye-
ron los sitios Xbal y Sall para la clonacién del ADNc
en e vector de expresion.

La sintesis del ADNc se realiz6 como sigue: se
hibridaron 170 pmol de tropo 5y 80 pmol de tropo 3
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con 4 ng de ARN de coraz6n humano en 33 L de
agua destilada, 10 L del tampon 10X (Perkin Elmer,
EUA), 0,2 mM de cada uno de los desoxirribonucledti-
dos dATP, dCTP, dGTP y dTTP (Amersham, Reino
Unido), 5mM de ditiotreitol, 5 U de transcriptasa in-
versa (Boehringer Mannheim, Alemania), 5 U de Taq
ADN polimerasa (Amersham, Reino Unido), en un
volumen final de 100 pL. Se cadentd lareaccion a94 °C
por 10 min y luego seincubd por 1 h a42°C. La RCP
consistié en 40 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por
1 min, hibridaciéna60 °C por 2 miny extensiéna72 °C
por 1 min, seguido de un paso final de polimerizacion a
72 °C por 5 min, en un termociclador Minicycler PTC-
150 (MJ Research, Massachusetts, EUA).

Clonacién del gen de la Tnlc y su fragmento
aminoterminal en los vectores de expresion

Los fragmentos de RCP fueron visualizados en geles
de agarosa tipo | (Sigma, EUA) 0,8% tefiidos con
bromuro de etidio (Boehringer Mannheim, Alemania)
segin Maniétis 'y cols. [11]. Los productos de la RCP
fueron purificados por el méodo de recobrado en gel
de agarosa de bajo punto de fusién [11], fueron digeri-
dos con las enzimas de restriccion Xbal y Sall, y liga-
dos a vector de expresion pR2M6 [13], previamente
tratado con Xbal y Sall [11].

El fragmento aminoterminal de la Tnlc fue obteni-
do a partir del clon pRTI4.5. El plasmidio fue digeri-
do con las enzimas BamHI y Bglll [11]. El fragmento
del plasmidio que contiene la region aminoterminal
de la Tnlc humana, fue purificado por el método de
recobrado en gel de agarosa de bajo punto defusiony
se ligd utilizando la ADN-ligasa del fago T4 [11].
Los clones que contenian el fragmento se selecciona-
ron seguiin su tallaen geles de agarosa 0,8% y luego se
verificaron por andlisis de restriccion con la enzima
Fokl. El clon seleccionado para el estudio se deno-
mind pRfTI4.5.

Hibridacién de colonias y secuenciacion

La cepa XL1-Blue de E. coli fue utilizada para la in-
troduccion por transformacion del producto de laliga-
cion [11]. Los transformantes positivos fueron
seleccionados por latécnica de hibridacién de colonias
[11], con e empleo, como sonda, del oligonucledtido
interno correspondiente a la region 509-539 de la se-
cuencia de la Tnlc humana (5 -GACCTGCGGG
CCCACCTCAAGCAGGTGAAG-3'). El oligonu-
cledtido fue marcado con *P (Amersham, Reino Uni-
do) mediante la reaccion de la polinucleétido-quinasa,
a partir de [g*?P|dATP (Promega, EUA) [11].

Los plasmidios aislados que contenian las secuen-
cias de la Tnlc, pRTI4.5 y pRTI2.8, fueron usados
paralasecuenciacion parcial del gen. Dichosplasmidios
fueron secuenciados por € método de Sanger y cols.
[14], mediante € protocolo de los fabricantes del es-
tuche de reactivos DNA fmolO (Promega, EUA). Para
la secuenciacion se utilizaron los oligonucl eétidos tro-
po 5, uno interno que hidrida en laregién 144-164 del
gen de la Tnlc humana (5 -AAATTGCAGCTGA
AGACTCT-3') y uno que hibrida en la secuencia
terminadora del fago T4 (5-GGTCATTCAA
AAGGTCATCCAC-3'). La region correspondiente
al segmento de gen insertado en el plasmidio pRfTI4.5
fue secuenciado con el oligonucledtido tropo 5.

Expresion de las proteinas de fusién
IL-255-Tnlc e IL-255-fTnlc

LascélulasdelacepaXL1BluedeE. coli fuerontrans-
formadas con € plasmidio pRfT14.5 y cultivadas en
3 mL demedio LuriaBertani (LB, triptona10 mg/mL,
extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L, pH 7,4) su-
plido con ampicillina a una concentracion final de
50 pg/mL (LBA), por 12 h a 37 °C con agitacién. Di-
cho precultivo se inoculd en 50 mL de medio minimo
M9 que contenia hidrolizado de caseina 1% y glucosa
0,4%, y se incub6 a 37 °C con agitacién por 6 h. La
expresion se indujo con la adicién de &cido b-indola-
crilico a una concentracion final de 0,27 mM, y la
incubacién del cultivo por 2 h bajo las mismas condi-
ciones. La expresion de la proteina se analizé a partir
del sedimento de centrifugacion del cultivo inducido,
mediante electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% parala Tnlcr y 15%
para € fTnlcr, segiin Laemmli [15]. El por ciento de
expresion fue calculado por densitometria a partir de
los geles de poliacrilamidatefiidos con Coomassie blue
G-250 (BioRad, EUA).

Purificacién de las proteinas de fusién
IL-258-Tnlc e IL-25¢-fTnlc

LacepaXL1BluedeE. coli transformadacon el vector
pRTI4.5, se inocul6 en 50 mL de medio LBA y se
incub6 toda la noche a 37 °C con agitacién. Este culti-
vo fue inoculado en 500 mL del mismo medio hasta
una DOsqo aproximada de 1,3. La expresiéon se indujo
con la adicién de &cido b-indolacrilico a una concen-
tracion final de 0,27 mM, y con incubacion durante
2 h adicionalesa 37 °C. Las células fueron cosechadas
por centrifugacién. Con € plasmidio pRfT14.5 se pro-
cedi6é de manera similar, excepto que e precultivo fue
inoculado en 300 mL de LBA y las células se dejaron
crecer hasta una DOsy de 0,8. Las células se lavaron
con TrissHCI 10mM pH 8 y EDTA 1 mM, luego se
trataron con ultrasonido (sonicador iKa LabortechniK,
Janke & Kunkel, Alemania) a una potencia de
74 W/cm? durante tres ciclos de 1 min de tratamiento
y 1 min de incubacion en hielo. La solucion de células
rotas se centrifugd a 2 500 xg durante 15 min, se des-
cartd el sobrenadante y el sedimento se resuspendio
completamente en urea4 M. Se volvio a centrifugar y
este procedimiento de lavado en urea 4 M se repitid
dos veces mas.

La electroelucion fue el método empleado para la
purificacién de | as proteinas recombinantes. Con este
proposito, se realiz6 una SDS-PAGE a escala prepa-
rativa(gel de 13 cmx 15 cmx 0,3 cma12,5%), enla
que se aplicaron 60 mg, en peso humedo, del sedi-
mento lavado disuelto en Tris-HCI pH 6,9, b-mer-
captoetanol 0,1%, SDS 4%y glicerol 20%, y calentado
a 100 °C en un blogue térmico (ISPJAE-tp, Cuba)
durante 20 min. La corrida electroforética se hizo a
una intensidad de corriente de 25 mA. Luego de la
tincion inversadel gel segun el protocolo de Imidazol-
ZnCl, [16], se separ6 la banda correspondiente a la
proteina recombinante. Este segmento del gel se pasd
cinco veces através del orificio de salidade unajerin-
guilla de 10 mL. El gel se paso a un tubo de didlisis
que retiene proteinas mayores de 10 kD (Spectrum,
EUA), el cual conteniaNH,HCO;0,4 M, SDS 0,2%,
b-mercaptoetanol 0,1%, y se colocO en una cdmara
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de electroforesis horizontal. El tampdn de electrofo-
resis contenia NH,HCO; 0,04M, SDS 0,2% y b-mer-
captoetanol 0,1%, y la corrida el ectroforética se hizo
a 50 V durante 16 h. La proteina electroeluida se
dializé contra tamp6n PBS (KH,PO, 0,2 g/L,
NaHPO, 11,5 g/L, KCI 0,2 g/L, NaCl 0,8 g/L,
pH 7,2) y se determind su concentracion por medi-
cion delaDO a 260 nmy 280 nm, segin laférmula:

concentracién de proteina (mg/mL) = (DOggo X 1,55)
— (DOyso X 0,76) [17].

El grado de pureza se calculé por analisis
densitométrico del gel de poliacrilamida tefiido con
Coomassie blue G-250.

Obtencién del suero antitroponina

Los ratones Balb/c fueron inmunizados por via sub-
cutanea con 20 pg de Tnler o fTnlcr en adyuvante
completo de Freund 50%, y las otras tres dosis en
adyuvante incompleto de Freund 50%. Se extrajeron
200 pL de sangre por animal y se centrifugaron a
1 000 xg para obtener €l suero, el cual se conservé a
-20 °C hasta e momento de su uso.

Andlisis inmunoenzimatico antiTnlcr
o antifTnler

Las placas de ultramicroELISA (Tecnosuma Internatio-
nal SAA., LaHabana, Cuba) fueron recubiertascon 20 puL
de soluciones de Tnlc natura (Biodesign International,
EUA), Tnlcr o fTnlcr auna concentracion de 1 pg/mL,
e IL-2 recombinante a 10 pg/mL en tampdn carbonato-
bicarbonato de sodio 0,05 M pH 9,6 durante 12 ha4 °C.
Los pozos se lavaron con una solucién de Tween 20
0,05% preparada con agua desionizada. El lavado se
repitio tres veces. Se gplicaron 25 pL de la solucién de
bloqueo (PBS, leche deslipidizada 2% y Tween 20
0,05%, pH 7,2) y las placas se incubaron por 1 h a
37°C. Después se redizaron tres lavados. Se afladieron
las mezclas de suero de ratones inmunizados con Tnlcr
o fTnlcr y la mezcla de sueros de ratones preinmunes
(20 uL por pozo) diluidos en tampdn diluente (PBS,
leche dedlipidizada 1% y Tween 20 0,05%). Las placas
fueron incubadas por 1 h a 37 °C. Después de cinco
lavados, se afiadieron 20 pL/pozo del conjugado antilgG
ratén-peroxidasa (1:4 000 en e tampdn diluente) y se
incubd por 1 h a temperatura ambiente. El anticuerpo
antilgG de rat6n utilizado en € conjugado fue obtenido
en carnero. Después del lavado, se desarrollé € color
por incubacion con 20 uL de la solucién de revelado
durante 10 min. La solucion de revelado consistio en
o-fenilendiamina 5 mM disuelto en tampdn citrato-
fosfato de sodio 100 mM pH 5,0 y H,O,0,015% (v:v).
La reaccion se detuvo mediante la adicién de 5L de
H.SO, 25M Yy la absorbancia se determiné a 492 nm
en un lector colorimétrico de microplacas de ELISA
(Titertek Multiskan, Flow Laboratories, Finlandia).

Resultados

Andlisis de la clonacién y la expresién
de Tnlcr y fTnler

La purificacion del ARN mensajero tuvo un rendi-
miento de 0,53 pg/mg detejido cardiaco y unarelacion
DO.60/DOyg de 1,8. En la electroforesis en gel de
agarosa con formaldehido, aparecieron las bandas de
gran pureza correspondientes al ARN. Este protoco-

lo permiti6 contar con material suficiente para obte-
ner ADNc y aumentar e rendimiento tres veces con
respecto al obtenido por Chomczinski y cols. [10].
En la reaccion de la transcriptasa inversay la RCP
con el ARN total del tejido cardiaco, se obtuvo una
banda de 631 pares de bases (pb) que coincide con la
reportada para € ADNc de la Tnlc (Figural).
Mediante hibridacion de colonias se detectaron 14
clones positivos, de los cuaes 7 expresaron la Tnlcr a
altos niveles. De los 7 clones, 2 tuvieron niveles de
expresion de hasta 43% de las proteinas celulares to-
tales: pRTI14.5 y pRTI2.8 (Figura 2A). Estos dos

PM 1 2

1018pb

500pb = —3

Figura 1. Electroforesis en agarosa de ADN complementario
obtenido a partir de ARN de tejido cardiaco a través de la
reaccion de la transcriptasa inversa seguida de la RCP
Carrilera 1, control negativo; carrilera 2, gen amplificado (631 pb);
PM, marcador de peso molecular (1 Kb DNA ladder, GIBCO-
BRL, EUA).
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Figura 2. A) Electroforesis en gel de poliacrilamida 12% de los clones que expresan la Tnlcr. Carrilera 1,
pRTI2.8; carrilera 2, pRTI4.5; carrilera 3, control negativo; carrilera 4, Tnlc natural. B) Electroforesis en
gel de poliacrilamida 15% del clon que expresa el fTnlcr. Carrilera 1, pRfTI4.5; carrilera 2, control

negativo; PM, marcador de peso molecular.
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clones fueron secuenciados parcialmente en la regién
final del gen de la proteina de fusion, con lo que se
confirmé lainsercién en e marco de lecturay la pre-
sencia de dos mutaciones puntuales del gen delaTnlc
[18]. Las dos mutaciones encontradas coinciden con
las reportadas previamente por Armour y cols. [8] y
Hayden y cols. [9], a comparar sus secuencias con la
deVallinsy cols. [15]. Una de las mutaciones consiste
en una simple transversion de G por C que resulta en
un cambio silenteen laposicion Argl92 delaTnlc,y la
otra es unatransicion de G por A que provoca un cam-
bio aminoacidico de Ala por Thr en la posicion 86.
Estas mutaciones sugieren la existencia de dos
isoformas de la Tnlc humana

Se obtuvieron aproximadamente 3,3 g de biomasa
himeda de E. coli por litro de cultivo inducido de la
Tnlcr, y 2,9 g de biomasa himeda de E. coli por litro
de cultivo inducido del fTnlcr. LaTnlcry e fTnlcr se
expresaron a altos niveles como proteinas insolubles.
Los niveles de expresion del fragmento recombinante
correspondieron a 30% de las proteinas celulares to-
tales (Figura 2B). La secuencia del fragmento recom-
binante coincidié con las reportadas anteriormente para
esaregion [8, 9, 18].

Purificacién de las proteinas recombinantes

Las dos proteinas recombinantes se trataron de solu-
bilizar enurea2 M, 4M, 6 M, 8M y 9 M, asi como
en cloruro de guanidio a esas mismas concentracio-
nes. Se obtuvo una solubilizacién parcia a partir de
6 M (datos no mostrados). Esto permitio la realiza-
cion de lavados de urea 4 M y la obtencion de un
buen grado de pureza para las dos moléculas recom-
binantes. Con el propdsito de aumentar la pureza 'y
de obtener una proteina soluble, se realizé la electro-
elucién y se obtuvieron 12,4 mg de Tnlcr (peso hu-
medo) y 7,8 mg de fTnclr por gramo de biomasa de
E. coli. El grado de pureza obtenido para la proteina
enteray su fragmento fue de 94% y 92%, respectiva-
mente. En laFigura 3, se muestrael resultado de SDS-
PAGE de la Tnlcr y el fTnlcr en condiciones
reductoras (b-mercaptoetanol 0,1%) y en condicio-
nes no reductoras (sin b-mercaptoetanol 0.1%), lo
que evidencia el elevado grado de pureza de ambas
moléculas. Las bandas por debajo de 30 kD (Figura
3A), sugieren alguna degradacion proteolitica de la
Tnlcr. También se puede observar que el peso
molecular de la Tnlcr es superior a de la Tnlc natu-
ral, debido alapresencia de la secuencia estabilizadora
deL-2s en el extremo amino y las seis histidinas del
extremo carboxilo de la proteina recombinante. En
ambas electroforesis en presencia de condiciones no
reductoras, se observa una banda tenue parala Tnlcr
y el fTnlcr, correspondiente a proteinas con pesos
moleculares aproximados de 68 kD y 29 kD, respec-
tivamente, que pudieran ser dimeros de las moléculas
recombinantes.

Inmunoreactividad de las proteinas
recombinantes

La mezcla de sueros de ratones inmunizados con la
Tnlcr, reconocié ala Tnlc natural y ala Tnlc recombi-
nante en un ensayo de ultramicroELISA (Figura 4A).
Este resultado indica que la Tnlcr expone epitopos
similares alos de la Tnlc natural. La mezcla de sue-
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Figura 3. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida
12% para la purificacion de la Tnler por electroelucién (A), y en
gel de poliacrilamida 15% para la purificacion de fTnler (B).
Carrilera 1, condiciones no reductoras; carrilera 2, sedimento de
ruptura celular lavado con urea 4 M; carrilera 3, condiciones
reductoras; PM, patrén de peso molecular.

ros de ratones inmunizados con el fTnlcr reconocio a
la Tnlc natural y, en menor medida, al fragmento
recombinante (Figura 4B). Una posible explicacién
puede ser que el fragmento aminoterminal estd mejor
expuesto en la Tnlc natural en su union con la fase
sblida, comparado con el fTnlcr, debido al mayor
peso molecular de la proteina natural con respecto al
fragmento recombinante. También se encontré una
respuesta de anticuerpos contra el fragmento recom-
binante de la IL-2 (Figura4), pero no con la intensi-
dad encontrada para las dos proteinas recombinantes
y la Tnlc natural.

Discusién

La seleccion de un sistema de expresion para la pro-
duccién de una proteina recombinante en E. coli, de-
pende del objetivo final que se persigue. Se prefiere la
estrategia de utilizar proteinas de fusion en la produc-
cién de proteinas recombinantes, cuando se desea in-
ducir una respuesta de anticuerpos contra una proteina
en particular [19]. El objetivo de este trabajo fue la

obtencién de Tnlc y su fragmento aminoterminal re-
combinante, para utilizarlos posteriormente como
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Figure 4. ELISA de reactividad de los sueros de ratones
inmunizados con Tnlcr (A) y fTnlcr (B), contra la Tnlc natural
(Tnlen) y la IL-2 humana recombinante. Los valores utilizados en
la realizacién de los grdficos son la media de dos determinacio-
nes. Las barras representan +/- 2 desviaciones estandar.

inmundgenos en la generacion de anticuerpos mono-
clonales (AcM) cardioespecificos contrala region ami-
noterminal o contra la molécula completa de la Tnlc.

Existen tres vias fundamentales para la obtencién
de la troponina con vistas a utilizarla como inmunége-
no: la natural, la comercia y la recombinante. La pri-
mera consiste en la purificacion de la Tnlc humana a
partir de su fuente natural, pero este procedimiento
tiene problemas practicos que dificultan el proceso:
1) la baja solubilidad de la Tnlc natural en tampones
de bgja fuerza idnica; 2) la presencia de dos residuos
de cisteina en su secuencia con extrema susceptibili-
dad alaoxidacién; y 3) laextrema susceptibilidad de la
Tnl a la protedlisis durante su aislamiento de tejido
cardiaco, con laformacion de una proteinatruncada de
14 kD [9, 20].

La Tnlc natural se puede adquirir por la via comer-
cial, pero es un reactivo caro (0,1 mg/450.00 USD).
Latecnologiadel ADN recombinante es una via ater-
nativa que tiene valor porque permite disponer de un
vector a partir del cua se han logrado atos niveles de
expresion de proteinas recombinantes fusionadas al
fragmento de IL-2s5 y porque se pudo obtener el frag-
mento aminoterminal cardioespecifico de la Tnlc, con
vistas a dirigir la respuesta de anticuerpos de raton
hacia esa zona de latroponina. Esta tltima via pudiera
tener la desventaja de que se genere en los ratones una
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respuesta inmune mas intensa contra el fragmento de
IL-255 que contra la Tnlc que forma parte de las pro-
teinas recombinantes de fusion. Como se discutira més
adelante, esto no sucedio.

En dos trabajos anteriores, se ha obtenido Tnlcr
utilizando una proteina de fusion mucho mayor que la
Tnlc. En uno de €los, no se informé & rendimiento
obtenido [3] y, en € otro, se obtuvo una expresion de
solo 8% de las proteinas celulares totales [4]. En esos
mismos trabajos, se utilizaron secuencias estabiliza-
doras que representan 84% de la proteina de fusion,
como, por gemplo, la b-galactosidasa, y 50% en €l
caso de la CMP-KDO sintetasa. En este trabajo, €l
fragmento de IL-2s5 representa 20% de la proteina de
fusion con la Tnlcr y 65% de la proteina de fusion
con €l fTnlcr, y en ambos casos se obtuvieron niveles
de expresién mayores que los reportados. Lo anterior
sugiere que €l por ciento que representa el tamafio de
la secuencia estabilizadora en |a proteina de fusion, no
repercute en los altos niveles de expresion de la Tnlc
ni de su fragmento aminoterminal.

La expresion se realizd a partir del plasmidio
pR2M6, que contiene el promotor triptéfano. Este
vector derivado del pFP-15 [10], fue disefiado para la
produccion de antigenos recombinantes de diagnosti-
Co in vitro como proteinas de fusién con un dominio
de 58 aadelalL-2 humanaen el extremo aminotermi-
nal, y una secuencia codificante de 6 histidinas en el
extremo carboxilo terminal. El fragmento de fusién de
la IL-2 humana, aumenta la expresion de antigenos
recombinantes por un mecanismo alin no dilucidado.
Este plasmidio ha sido utilizado para la expresion de
cerca de 10 proteinas recombinantes de los virus de
inmunodeficiencia humanatipo 1y 2, losvirus1y 2
del linfoma/leucemia de cdlulas T, € virus de la hepa-
titis B y la proteina TmpA de Treponema pallidum.
Los niveles de expresion han oscilado entre 10% y
30% de las proteinas bacterianas totales [21]. En este
trabajo, se reafirmala consistencia en los atos niveles
de expresion de este vector parala Tnlcr y € fTnlcr,
asi como la estabilidad de la expresion de proteinas
heterdlogas que aporta la secuencia IL-2s3 en E. coli.

Los rendimientos de 41 mg de Tnlcr y 23 mg de
fTnlcr purificados por litro de cultivo de E. coli, no
son tan altos como los reportados por Davies y cols.
[22] de 50 mg de Tnlcr/L, pero constituyen una fuen-
te estable de Tnlcr y fTnlcr que cubre ampliamente
las necesidades inmediatas de investigacion en los la-
boratorios donde se realizan estos trabajos. Resulta
curioso que para ambas proteinas recombinantes, aun-
que presentan un nivel de expresion similar, los rendi-
mientos finales son diferentes. Los rendimientos en e
cultivo antes de la electroelucion eran similares para
ambas proteinas: 3,3 g de biomasa hiumeda de Tnlcr/L
de cultivo de E. coli y 2,9 g de biomasa himeda de
fTnlcr/L de cultivo de E. coli. Por lo tanto, la diferen-
cia en e rendimiento final entre las dos proteinas re-
combinantes se manifiesta después de lael ectroel ucion.
Posiblemente, el fragmento recombinante sea més sus-
ceptible a la degradacion proteolitica por su menor
talla, lo que origina fragmentos con pesos moleculares
menores de 10 kD que se pierden durante la didlisis.

Con la electroelucion, se obtuvo un alto grado de
pureza paraambas moléculas. Sin embargo, enlaSDS-
PAGE de ambas proteinas recombinantes en condi-
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ciones no reductoras, aparecieron bandas de proteinas
con una talla aproximadamente del doble, 1o que pue-
de corresponder a la formacion de dimeros del frag-
mento y de la molécula completa. La Tnlcr presenta
tres residuos de cisteina: dos aportados por la Tnlc
natural [9] y otro codificado por € sitio Xbal introdu-
cido en lasecuenciade ADN que codifica el fragmento
delalL-2[10]. El fTnlcr presentaun residuo decisteina
codificado por el sitio Xbal, por lo que, en ambos
casos, hay probabilidades de que se formen puentes
disulfuro intermoleculares. La presencia de las
cisteinas, la alta insolubilidad de estas proteinas re-
combinantes y sus altos niveles de expresion, sugie-
ren laformacién de cuerpos de inclusién después dela
induccidén con &cido b-indolacrilico.

El por ciento de homologia entre la Tnlc humanay
laTnlc deratdén es elevado. Por ejemplo, delos 210 aa
que poseen, 195 son idénticos en ambas proteinasy 9
de los 15 aa restantes son conservados [23]. A pesar
de la gran homologia, tanto la Tnlcr como e fTnlcr
resultaron ser buenos inmundgenos, debido a que se
obtuvieron titulos elevados de anticuerpos en los ra-
tones inmunizados.

El reconocimiento de la Tnlc natural por el suero
de un ratén inmunizado con Tnlcr, sugiere que hay
similitud en los epitopos secuenciales de ambas mo-
léculas, puesto que no se puede hablar de epitopos
conformacionales porque ambas troponinas se en-
cuentran desnaturalizadas: la Tnlcr en SDSy laTnlc
natural en urea 8 M (instrucciones del fabricante).

Recibido en febrero de 1999. Aprobado
en agosto de 1999.
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También, en el caso del fTnlcr se obtuvo una buena
respuesta antiTnlc natural. Es necesario resaltar que
el fragmento de la IL-2 humana genera titulos de
anticuerpos relativamente bajos con respecto a la se-
cuencia de la Tnlc de ambas proteinas recombinan-
tes. Este hecho sefiala que la secuenciade 58 aade la
IL-2 humana no presenta epitopos inmunodominan-
tes de interés.

La antigenicidad de estas moléculas recombinantes
es bastante cercana a la de la Tnl natural, por lo que
constituyen un buen inmundgeno para generar AcM
contra la Tnlc. Estos anticuerpos serian herramientas
basicas para € desarrollo de estuches de reactivos de
diagndstico para la deteccion del infarto agudo de
miocardio. Hasta e momento, y con € empleo de la
Tnler y e fTnler como inmundégenos, los autores de
este trabajo han obtenido tres AcM antiTnlc
cardiospecificos y cuatro no cardioespecificos que se
encuentran en fase de caracterizacion y evaluacion en
laactualidad. También, la Tnlcr puede emplearse en el
control del funcionamiento de estos estuches de
reactivos.
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