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INTRODUCCION

EI ICP es una proteina de 39 residuos (Hass et ai, 1979) que Inhibe
competitivamente a la carboxipeptidasa. Obtener ICP recombinante
producido por E, coli es de gran interes, pues permite, una vez optimizada
dicha expresion, tener grandes cantidades del mismo con el cual estudiar
sus posibles aplicaciones biotecnol6gicas, dado el enorme interes
econornico e industrial de los inhibidores de proteasas (Bullock and
Kristiansen, 1987), EI ICP presenta el interes ariaoido de que recientemente
se ha descubierto que inhibe la transtorrnacion tumoral inducida por
radiacion de cslulas en cultivo (Billings et ai, 1989), Tarnbien permite
aplicar al ICP tscnicas de ingenieria de proteinas (Robson and Garnier,
1986) para estudiar la relaci6n secuencia de aminoacidos-plegamiento­
Iuncion.

RESULTADOS Y DISCUSION

1, Obtenci6n de un gen sintetico para el ICP

En primer lugar se procedi6 al diserio de un gen sintetico para el ICP a

partir de la secuencia de arninoacidos de este. En dicho diserto se usaron los
codones 6ptimos utilizados por E. coli (Sharp et al., 1988) excepto en
ciertos puntos en que se usaron otros para crear puntos de corte por
enzimas de restriccion. Delante de la secuencia codificadora para el ICP se
ariadieron codones para lIe-Glu-Gly-Arg-Met. Esto se hizo para permitir
que, si se decidia tal cosa, el gen pudiera expresarse como proteina de
fusion (los cuatro primeros aa de la secuencia citada son el punto de corte
del factor Xa, y la Met del BrCN) 0 en solitario (el cod6n Met es el de
iniciacion de la traduccion). A ambos lados del gen se colocaron extremos
cohesivos Sail,

Una vez disenado el gen sintetico, dado que tenia 150 pb, se hubieron de
disenar oliqonucleotidos de menor tamario (que pudieran ser sintetizados
con los sintetizadores de oligos actuales) solapantes entre si de forma que
al reunirse pudiertan hibridar entre ellos y ligarse para formar el gen
completo. EI diserio de los oligos se hizo de forma que los que debian
hibridar presentasen la maxima complementariedad y los que no deb ian la
minima, Tarnbien se diseri6 un procedimiento para construir el gen a partir69



 



de los oliqonucleotidos en dos pasos.
A ccntinuacio n se sintetizaron los oligos monohebra pr ev.a rnantsdisefiados, y se purificaron Una vez purificados se ligaron en dossegmentos por separado segun el metcdo descrito por Frank et al. (1987).Oichos segmentos se purificaron por electroforesis en agarosa para luegoligarlos, dando lugar al gen completo, que seguidamente se purifico.Una vez tuvimos el gen sintetico purificado, se ligo al sitio Sal I delplasrnido pBR322 dando lugar al vector pBR322-ICP1. A continuacion seprocsdio a la sscuenciacion del gen ICP sintatico. Para ello se clone en elbacteriotaqo M13mp19 (Messing, 1983) y se sscuencio sequn el rnetcdodideoxi (Sanger et ai, 1977).

2. Obtencion del vector pIMAM1. Expresion del ICPr+10

Para la expresion del gen ICP sintetico se eliqio el vector de secrscionplNIII-ompA3 (Ghrayeb et ai, 1984). La razon para escoger dicho plasrnidoha side que este se ha usado para expresar un inhibidor estructuralmentesimilar al ICP (Maywald et ai, 1988). Como dicho vector no presenta lugarde clonacion Sal I y el gen ICP sintatico tiene extremos Sal I, para clonarloen el vector se tuvo previamente que convertir los extremos del gen enromos y ligarle linkers Eco RI para luego ligarlo al vector y transformar enE. coli HB101. Para ello, como para el resto de tscnlcas de DNArecombinante usadas, se siguieron los protocolos descritos en Maniatis etal (1989) y Ausubel et al (1987). Asi se obtuvo un vector plNIII-ompA3 conel gen ICP colocado en el lugar de clonacion EcoRI, vector bautizado comopIMAM1. De dicho vector se obtuvieron los fragmentos Xbal-Hindlll y EcoRI­EcoRI y se clonaron en M13mp18. EI primer fragmento contiene la secuenciacodificante del peptide serial omp A y la primera parte del gen; el segundotodo el gen. Dichos fragmentos se secuenciaron y se via que el gen ICP delvector plMAM1 tiene la secuencia correcta y esta insertado en el marco delectura adecuado.
Se llevo a cabo a continuaci6n un anal isis sobre si la cepa HB101(pIMAM 1) expresa el gen ICP y produce ICP recombinante. Para ello se hizocrecer dicha cepa a 30QC en medio M9+0,2% casaminoacidos, se indujo laexpresion del gen (por adici6n de IPTG 2mM) y se obtuvieron a partir dedichos cultivos tres fracciones, correspondientes a medio extracelular,espacio perlptasrntco y medio intracelular. Analisis inmunol6gicos (ELISA)usando los anticuerpos anti-ICP de conejo obtenidos y pruebas de actividad(Hass et ai, 1981) nos han permitido determinar la presencia de ICPrecombinante activo en los cultivos inducidos de HB101 (pIMAM 1). DichoICP se localiza de forma practrcaments exclusiva en el medio extracelular,a una concentraci6n muy baja, de 30-5011g/l. Esto concuerda con 10esperado, dado que un inhibidor de tripsina estructuralmente similar al ICPfue expresado tarnbien mediante el vector plNIII-ompA3 y apareciaasimismo en el medio de cultivo (Maywald et al,1988).EI ICP recombinante, dada la secuencia del gen, del propio vector plNIII­ompA3 y el hecho de que se hubieran de ariadir linkers para insertarlo endicho vector, presentaba 10 arninoacidos extra en su extremo N-termnalrespecto al inhibidor native. por 10 que se denomin6 ICPr+ 1 O.

3. Obtenci6n del vector pIMAM3. Expresion del ICPr

Como se describi6 en el apartado anterior, se habia construido el vectorplMAM1 uniendo linkers EcoRI al gen sintetico para el ICP y clonandolc en elsitio EcoRI del vector plNII-ompA3 (Ghrayeb et ai., 1984). De dicho vector
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se obtuvieron los fragmentos Xba-Hind III (que comprende el peptido serial
ompA y parte del gen) y EcoRI-EcoRI (que comprende el gen) y se clonaron en
el vector M13mp18, originando los vectores M13-PCIXH12 y M13-PCIE12,
respectivarnente. Los fragmentos clonados en ambos vectores se

secusnciaron. Se disel'i6 un oligonucleotido para deleccionar el fragmentode 30 pb correspondiente a los 10 arninoacidos adicionales del ICP+10,
Usando dicho oligo se realize una mutagenesis dirigida ssqun el metoda de
Nakayame and Eckstein (1986) sobre el vector M13-ICPXH12, obteniendo el
vector M13-ICP02, que presentaba la delsccicn. Oicho vector se corte con
Xbal+Hindlll, el fragmento de 160 pb resultante se liqo al fragmento Xbal­
Hindlll de 7000 pb del vector pIMAM1. originando el plasrnicc pIMAM2. EI
fragmento BamHI de 7500 pb de plMAM2 se ligo al fragmento BamHI de 130
pb de pMAM1. originando el vector pIMAM3. En 131 el primer codon del gen del
ICP sigue directament al ultimo residua del peptide serial de secrecion
ompA. EI fragmento Xbal-EcoRI de pIMAM3, que comprende el peptide sertal
ompA y el gen ICP, se clone en M13mp18 (originando el vector M 13-PCIF1) Y
secuencro, cornprobandose que el gen tenia la secuencia correcta y estaba
insertaco en marco de lectura.

Para expresar el ICP recombinante sin arninoacidos adicionales (ICPr) se
hizo crecer la cepa de E.coli MC1061 transformada con plMAM1 a plMAM3
en medio M9CAS+50 .ug/ml de ampicilina, a 3rC; induciendcsa la
expresion del gen mediante la adici6n de IPTG a una concentraci6n final de
0,2 0 2mM. 24 horas despues de la induccion, los cultivos se centritugaron
y se recupero el sobrenadante para cuantificar la cantidad de ICPr
presente en 131. Oichas cuantificaciones se realizaron mediante pruebas de
actividad inhibidora de carboxipeptidasa (Hass and Ryan, 1981) Y tests
ELISA usando los anticuerpos anti-ICP de que se disponia.

La expresi6n del gen ICP en plMAM1 produce un ICP recombinante can 10
aminoacidos adicionales en el N-terminal (ICPr+10), mientras que en

plMAM3 produce un ICP recombinante sin residuos adicionales (ICPr).
Ambas tormas se encuentran casi exclusivamente en el media de cultivo.
Su produccion tiene lugar durante la fase exponencial del crecimiento de
los cultivos de E. coli.

A continuacion se ensayaron diversas cepas de E. coli, asi como
diferentes condiciones de cultivo para optimizar la produccion de ICPr.
Las cepas MC1061 Y HB 101 resultaron ser las mas productivas, mientras
que las TG 1 Y JM 1 09 producen diez y tres veces menos ICPr,
respectivamente. Respecto a las condiciones de cultivo, se ensayaron
distintas fuentes de carbona (glicerol, glucosa, lactosa) a diferentes
concentraciones, hallandose que la maxima produccion de ICPr se obtenia
a un 0,5% de glicerol (1,5 a 2,5 I1g ICPr/ml de cultivo). La mejor
temperatura para dicha producci6n son 37°C, y no hay diterencias
signiticativas en la misma en cultivos inducidos con 0,2 a 2mM IPTG 0 a
4h cespuss de iniciarse el cultivo.

4 Puriticacion del ICPr. Homogeneidad' y caracterizacion del ICPr
puriticado

Se ha disenaco un protocolo para puriticar el ICPr a partir de cultivos de
E. coli diterente a los previamente descritos para la puriticacion de ICP
natural a partir de patata (Hass et aI., 1979; Pearce and Ryan, 1983).

Para dicha puriticacion se partie de un cultivo de 0,5 I de �
MC1 061 (pIMAM3). Este se centrituqo y el sobrenadante se concentro
usando cartuchos Sep-Pak C18. EI material resultante se crornatoqratio en
una columna TSK-OEAE usando un sistema de FPLC. Las tracciones con
actividad inhibidora de carboxipeptidasa se concentraron usando de nuevo
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un cartucho Sep-Pak y el material resultante se sornetio a HPLC usando
una columna C4 (lase inversa), eluyendo el ICPr en un solo pico homoqeneo
En conjunto, se obtuvieron 0,5 mg de ICPr aparentemente hornoqeneo a

partir de los 0,5 I de medio con un rendimiento del 52% y una punticacion
de 16 veces.

La pureza de la preparacion final de ICPr se veritico sometiendo una
muestra del mismo a HPLC usando una columna C4 anaiftica. Se obtuvo un
solo pico, dernostrandose que dicha praparacion era pura.

Se determine la Kj del ICPr de acuerdo con el metodo de Henderson
(Henderson, 1972), que result6 ser de 1,8 nM; valor que ssta dentro del
rango de Kj previamente descrito para el ICP-II salvaje (1,5 a 2,7 nM;
Hass and Ryan, 1981). Asimismo se ha hallado la masa molecular del ICPr
mediante espectrometria de masas, y ha resultado ser de 4295,
exactamente igual a la masa molecular esperada a partir de la secuencia
de arninoacidos del ICPr.

5. Produccien del ICPr en fermentador

Actualmente se ha puesto a punto en nuestro laboratorio un sistema de
producci6n del ICPr a gran escala mediante el uso de fermentador (LH
serie 210 modelo direct drive sistem), obtenrendoss una producci6n de 10
a 15 mg ICPr/1. Para su purificaci6n se usa el protocolo descrito con el
correspondiente escalado.
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