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RESUMEN 

Una secuencia sintética de 49 pb codificante para un péptido de la cubierta del 
virus del Polio se clonó en el vector de fusión pEZZ8, basado en el gen de la 
proteína A del Staphylococcus aureus. La expresión se hizo en Escherichia coli 
y la proteína de fusión se recuperó en el sobrenadante. Se purificó mediante cro
matografía de afinidad con IgG Sepharosa y se identificó por medio de electro
foresis en presencia de SDS. 

ABSTRACT 

A 49 bp synthetic sequence encoding a peptide from the polio virus capside was 
cloned into the fusión vector pEZZ8, based on the Staphylococcus aureus pro
tein A. The expression was done in Escherichia coli and the fusión protein was 
recovered from the supernatant. The product was purified by affinity chroma
tography on IgG Sepharose and identified by SDS PAGE. 

INTRODUCCIÓN 

El avance significativo en el conocimiento de las bases químicas de la antigenici-
dad de las proteínas y el hallazgo de que un péptido sintético relativamente pe
queño puede inducir una respuesta inmune contra la correspondiente proteína 
completa, ha abierto la posibilidad de desarrollar vacunas sintéticas. 

Una de las estrategias usadas con este propósito es la tecnología del DNA recom-
binante para la producción de proteínas virales en varios tipos de células, como 
bacterias, levaduras o células animales (1). Los avances recientes en la clonación 
del DNA y en las técnicas de secuenciación, han contribuido a hacer esta estra
tegia más promisoria en la obtención de vacunas antisubunidades. 

El virus del pilio existe como 3 serotipos estables, ninguno de los cuales puede 
ser neutralizado completamente por anticuerpos producidos contra los otros 
serotipos. Se han identificado cuatro proteínas virales de importancia antigénica 
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(VPl, VP2, VP3 y VP4), pero los estudios de inmunización hechos con estas 
proteínas purificadas han mostrado niveles bajos de anticuerpos neutralizantes, 
lo cual limita su carácter protector (2). • ^ ' -•_ -t • , 

Aunque se desconoce la estructura de los epítopes responsables de la producción 
de anticuerpos neutralizantes, se sabe que ellos están localizados en las tres pro
teínas superficiales del virión (VPl, VP2 y VP3) y que el mayor número de ellos 
se concentra en VPl . ^ - , :•" 

Baltimore y sus colaboradores han reportado la construcción de plásmidos en 
los que se ha insertado la secuencia completa de VPl y ensayado su expresión en 
células animales. Parece sin embargo, que las proteínas virales de la cubierta son 
tóxicas para la célula hospedera y por esto se ha optado por la alternativa de em
plear fragmentos inmunológicamente activos (1), 

Uno de los mayores problemas que se encuentran al hacer la expresión de proteí
nas en E, Coli, es la degradación de las mismas por enzimas proteoliticas de la 
bacteria. Recientemente en KabiGen, Suecia (3) se desarrolló un sistema novedo
so de fusión de genes, basado en el gen que codifica para la Proteina A del esta
filococo (SpA) al cual se pueden fusionar secuencias de cDNA o genes sintéticos, 
con lo cual se ha logrado reducir la degradación del producto y a la vez facilitar 
su purificación. 

Debido a su importancia como reactivo inmunológico se han hecho numerosos 
estudios bioquímicos y estructurales de la Proteína A. Iniciaimente se aceptó 
que estaba compuesta por cuatro dominios enlazantes de IgG de aproximada
mente 58 aminoácidos cada uno y designados A,B,C y D. El análisis de la secuen
cia del gen correspondiente reveló un quinto dominio (E) que corresponde a la 
región amino terminal de la Proteína A madura y que también enlaza IgG. Entre 
los cinco dominios existe una gran homología y las mayores divergencias en lo 
que a secuencia se refiere se encuentran en E. Todo el conjunto se encuentra 
precedido por una secuencia señal (S) de 36 residuos de aminoácidos y en la zona 
carboxilo terminal'se localiza la región X, que realiza el anclaje de la proteína a 
la pared celular de la bacteria (3). En la Fig. 1 se ilustra esta situación y algunos 
vectores sintéticos derivados del mismo. 

Las fusiones con la SpA se han usado en la inmovilización de enzimas, por ejem
plo de la B-Galactosidasa (4) y en la obtención del Factor de Crecimiento i simi
lar a la Insulina (IGF-I) (5) obteniéndose una hormona biológicamente activa. 
Se ha demostrado también que las proteínas de fusión se pueden utilizar en ia 
producción de anticuerpos específicos contra el producto del gen fusionado con 
SpA (6). 

Con el objeto de facilitar la clonación y expresión del producto de fusión, se han 
construido varios vectores basados en el gen SpA. Trabajando en ia expresión de' 
IGF-I, se encontraron los mejores rendimientos con un vector en el cual los do
minios nativos de SpA se reemplazaron por uno sintético (Z) y la máxima secre
ción extracelular de la hormona se logró con la construcción que tenía dos do
minios Z (7,8). 
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Con base en estos resultados se inició el presente trabajo con el propósito de pro
ducir por ingeniería genética, un péptido perteneciente a la proteína VPl de la 
cubierta del virus del polio y que previamente se había reportado como el de 
mayor significado antigénico (2), Usando el sistema de expresión/secreción me
diante la fusión con el gen SpA, la proteína de fusión purificada puede tener uso 
potencial como vacuna contra el polio. 
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F I G U R A 1. Representación lineal del gen de la p ro te ína A (S p A ) empleado en la 
cons t rucc ión de algunos vectores . A cor responde al gen na t ivo . La flecha en cada 
caso representa el p r o m o t o r . 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Bacterias: 

Como célula hospedera se usó Escherichia coli HB101. La transformación de las 
bacterias se hizo de acuerdo con Morrison (9) y se hicieron crecer en medio LB 
(Bactotríptona 16 g. Extracto de levadura 10 g y NaCI 5 g en 1 It.). 

Plásmidos: 

Se usó el vector de fusión genética pEZZ8 (4610 pb) obtenido por Lowenadler 
(6) y que fue ensamblado a partir de las siguientes cuatro partes: 1- El vector 
pEMBLS (10) de alto número de copia. 2 - Un fragmento genético que contenía 
el promotor y la secuencia señal de la SpA del estafilococo (3), 3 - Dos copias del 
fragmento sintético Z enlazante de IgG (8) y 4 - El fragmento "polylinker" del 
plá&mido M13mp8. 
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Enzimas: 

Las enzimas de restricción (New England Biolabs), T4 DNA ligasa (Pharmacia), 
Fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIP) (Boehringer Mannheim), Poli-
nucleótido kinasa (Pharmacia), se usaron de acuerdo con las recomendaciones 
del fabricante. 

Síntesis de Oligodesoxinucleótidos: ~^ "^ í 

Se empleó el método con Fosfoamidita (11) utilizando un sintetizador automá
tico. Losoligómeros se purificaron por medio de electroforesis en poliacrilamida. 
Para su clonación en el vector se fosforilaron en presencia de Kinasa y ATP a 
370c durante 45 min. 

Construcción del vector de fusión pEZZ8 Polio: 

El vector se digirió con las enzimas EcoRI y Hindlll en presencia de CIP durante 
1 h. a 370c y se sometió a electroforesis en agarosa de bajo punto de fusión 
(lO/o) conteniendo bromuro de etidio. Después de revelado se cortó la banda 
correspondiente al vector digerido y se ligó con los oligómeros en presencia de 
T4 DNA ligasa a temperatura ambiente durante la noche. 

Células competentes de E. coli se transformaron por tratamiento con CaCl2 (9) 
y se hicieron crecer en medio conteniendo ampicilina. El DNA plasmídico se 
extrajo por tisis alcalina y se purificó por ultracentrifugación en gradiente de 
densidad de cloruro de cesio (12). 

Análisis de Secuenciación: 

Para verificar la secuencia correcta del inserto se empleó el método del Dideoxi-
nucleótido de Sanger (13) en presencia de CTP-S^^. Los productos se separaron 
por electroforesis en poliacrilamida y la posición de las bandas se reveló por 
autorradiografía. 

Purificación de la Proteína de Fusión: 

Las células de E. coli conteniendo el plásmido pEZZB Polio se hicieron crecer 
en medio con ampicilina. Las células se separaron por centrifugación y el sobre
nadante se aplicó a una columna de afinidad con IgG-Sepharosa (10 mi de gel), 
equilibrada con buffer TST (50 mM tris, 150 mM NaCI y 0.05% Tween 20) 
pH 7.6. La muestra se aplicó a una velocidad de 5 ml/min y se lavó con acetato 
de amonio 10 mM, pH 4.8 hasta fin de proteína. Se eluyó la proteína adsorbida 
con ácido acético 0.2 M pH 3.3. 

La caracterización de ia proteína se hizo por medio de electroforesis con SDS. 
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RESULTADOS 

Construcción del Vector pEZZS - Polio: 

Se sintetizaron los dos oligonucleótidos correspondientes a las dos cadenas de 
DNA(Pol¡l yggA y Polil yggS) que codifican para el péptido de la proteínaVPl, 
seleccionado como más antigénico. La secuencia correspondiente se muestra en 
la Fig. 2. Al final de la secuencia se insertó un codo de terminación (TAA) y 
a la izquierda y derecha del DNA se colocaron las secuencias codificantes para 
los sifios de restricción EcoRI y Hindlll respectivamente, para un total de 49 pb. 
EcoRI y Hindlll respectivamente, para un total de 49 pb. 

Los oligonucleótidos fosforilados se ligaron al vector por los sitios de restricción 
antes mencionados. La Fig, 3 muestra la construcción resultante. Aproximada
mente 2 ug (12 fmoles) del vector se ligaron con la mezcla de oligonucleótidos 
en proporciones 1:50 y 1:500 molar (vector: inserto). Después de transformadas 
las células se observó el desarrollo se colonias en medio con ampicilina. 

Los cultivos conteniendo los dos transformantes (denominados P1 y P2) se hi
cieron crecer por triplicado y se procedió a extraer y purificar el DNA plasmí
dico. En la Tabla 1 se muestra la recuperación de DNA en cada una de las mues
tras. 
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FIG, 2, Secuencia de los oligonucleótidos sintéticos PoUl yggA y Polil yggB y los 
correspondientes aminoácidos codificados. 
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Tabla 1 , , . 

RECUPERACIÓN DE DNA PLASMÍDICO DE LOS TRANSFORMANTES 
1 Y 2 

P l l 
P12b) 
P13 
P21 
P22 
P23 

DNA (ug totales)^) 

196.8 

27.9 
24.9 

246.8 
12.1 

a) Valores obtenidos por lectura de Abs. a 260 nm, 
b) Este replicado se pierdió accidentalmente durante el proceso de purificación. 

Eco R I 2912 

Fsp I 2539 

Fig. 3 . Vector de fusión pEZZ-POLIO. bla corresponde al gen B - lactamasa Fl al gen de 
repUcación del fago fl , S es la secuencia sefkol del gen SpA Z en un gen sintético. 

Caracterización del Vector Recombinante: 

La concentración de cada uno de ios plásmidos se ajustó a 0.5 ug/ul con buffer 
Tris 0.1 M y se verificó la toma del plásmido por las células por medio de diges-
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t ión del vector con la enzima Fspl, Tal como se observa en la Fig, 3, esta enzima 
corta al vector en los sitios 765, 2539 y 3104 para dar los fragmentos de tamaño 
1774, 565 y 2288. El resultado obtenido se observa en la Fig, 4, que correspon
de a la electroforesis en agarosa de los plásmidos recombinantes (antes y después 
del tratamiento con Fspl). Se puede apreciar la presencia de 3 fragmentos des
pués de la digestión, el más pequeño contiene la secuencia sintética insertada 
(ZZ-Polio). 

El resultado del análisis de secuenciación para los 5 plásmidos clonados se mues
tra en la Fig. 5. Los clones P13, P21 y P22 mostraron tener la secuencia correcta. 
El clon P11 mostró una deleción de la base T en el sitio EcoRI de la secuencia y 
el clon P23 no pudo ser analizado por estar en muy baja cantidad. 

1 2 3 4 5 6 7 

ENTERO 

DIGERIDO 

I - P II 

2 - P 13 

3- P 21 

4 - P 22 

5 - P 23 

6 - pEZZ 8 

7 - potronts dt P. M. 

1 2 3 4 5 6 7 

FIGURA 4. Electroforesis del plásmido recombinante pEZZ8 — POLIO 

FIG. 5, Autoradiografia de la electroforesis de los productos del análisis de se
cuenciación de los plásmidos pEZZ—POLIO. 

REVISTA COLOMBIANA DE QUÍMICA VOL, 19 No. 1 (1990) 



Análisis de la Proteína de Fusión: 

La producción de la proteína de fusión (ZZ-Polio) se investigó por medio de cro
matografía de afinidad empleando IgG Sepharosa. El sobrenadante obtenido 
después de la separación de las células se aplicó a la columna y se lavó con el 
buffer de equilibrio. En seguida se aplicó acetato de amonio pH 4.8 hasta fin de 
proteina y se eluyó el material adsorbido con ácido acético 0.2 M, pH 3.3 de 
acuerdo con (7). 

El pico conteniendo la proteína de fusión se liofilizó y se realizó una electrofo
resis con SDS empleando un gel de separación de 20°/o de acrilamida, (Sistema 
PHAST - Pharmacia). Se usaron marcadores de peso molecular y una mezcla 
conteniendo las proteínas IGF-I, ZZ y ZZ-IGF-I, El gel resultante se muestra en 
la Fig. 6, donde se puede comprobar en los carriles 1, 2 y 3 la presencia de una 
banda de peso aproximado 17.000 daltons que corresponde a la proteína de 
fusión ZZ-Polio obtenida de los transformantes P13. P21 y P22. El tamaño de 
esta proteína está entre ZZ-IGF-I y ZZ tal como se observa en el carril 4. 

^ ^ ^ : 
17.000 
12.300 

1 2 3 4 5 

Fig. 6. Electroforesis de la proteína de fusión ZZ-POLIO 

1 - Proveniente de P 13 
2 - Proveniente de P 21 
3 - Proveniente de P 22 
4 - Z Z —IGF L ZZ, IGFI 
b • Marcadores de P.M. 

DISCUSIÓN 

Los sistemas de fusión genética constituyen un adelanto muy importante para la 
purificación de proteínas producidas en huéspedes como E. coli entre otros. La 
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combinación de secreción y purificación por afinidad, como es el caso del pre
sente trabajo, ofrece enormes ventajas considerando que la bacteria contiene 
millares de proteínas intraceluJares, alrededor de 100 proteínas periplásmicas y 
solo aproximadamente 10 se excretan al medio (7). Es de esperar por lo tanto, 
que se logre un alto grado de purificación cuando el producto del gen, está des
tinado para la exportación. Esto además, reduce las posibilidades de degradación 
de la proteína foránea por enzimas proteoliticas de la bacteria. El empleo de la 
proteína A del estafilococo hace que el procedimiento de purificación sea técni
camente muy simple, debido a su capacidad para combinarse con la porción Fe 
de la mayoría de las inmunoglobulinas. 

El vector recombinante pEZZ8-Polio permitió la expresión y secreción de la 
proteína de fusión consistente de dos residuos ZZ seguidos por 16 aminoácidos, 
pertenecientes a ia proteína VPl de la cubierta del virus del polio. Esta cons
trucción había sido probada en un trabajo previo, donde se logró producir la hor
mona IGF-1 biológicamente activa (8). 

Los resultados alcanzados en el presente trabajo permiten afirmar que la proteí
na expresada y secretada por E. coli corresponde a la proteína de fusión ZZ-
Polio. La secuencia escogida incluye los aminoácidos 93 a 103 de la proteína 
VPl, que según Emini y colaboradores (2) corresponde a la región más acfiva 
inmunogénicamente. 

Está demostrado también que la proteína de fusión puede utilizarse en la pro
ducción de anticuerpos específicos (6), lo que muestra la importancia potencial 
de la proteína ZZ-Polio como vacuna contra la enfermedad producida por el 
virus del polio. Los ensayos correspondientes están siendo adelantados por los 
Laboratorios Bacteriológicos del Estado (SBL) en Estocolmo, Suecia. 
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