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Introduccion. Debido a la capacidad de Bacillus subtilis
para secretar una gran cantidad de enzimas al medio de
cultivo, resulta un huésped atractivo para la produccion de
proteinas heterdlogas que tienen diversos usos terapéuticos
como es el caso de la interleucina 2 humana (hiL-2).
Algunas de las ventajas que ofrece B. subtilis como sistema
de produccion son que las proteinas heterdlogas suelen
permanecer biolégicamente activas, su purificacion se ve
considerablemente  simplificada y carece de lipo-
polisacaridos (endotoxinas) de pared celular. Sin embargo,
existen dos inconvenientes principales que impiden utilizar a
B. subtilis como sistema de produccion, la secrecion de altos
niveles de proteasas extracelulares que pueden degradar las
proteinas de interés y la escasez de vectores de expresion
estables. El objetivo de este trabajo es la construccién de un
sistema optimizado para la produccion y secrecién de hlL-2
en una cepa de B. subtilis carente de proteasas extracelulares
empleando un plasmido integrativo.

Metodologia. El gen de la hiL-2 se fusioné mediante PCR
splicing, con un fragmento de 107 pb que codifica para el
péptido sefial de una a-amilasa de B. licheniformis (amyL).
El producto de fusion amyL-hIL-2 se sub-cloné en el
plasmido pGEMT-EasyVector (Promega) y posteriormente
se recuperd6 como un fragmento BamHI-Notl (sitios
agregados en las secuencias de los iniciadores de la PCR) y
se clond en el plasmido integrativo pAX01 (denominado
pAXIL2). Un casete de resistencia a neomicina (Neo®) se
extrajo del plasmido pBEST501 con las enzimas de
restriccion Pstl-EcoRI y se sub-clon6 en el plasmido
pDG1515 (denominado pDBEST), finalmente el casete de
NeoR se recuperd del plasmido pDBEST como un fragmento
Notl-Notl y se cloné en el plasmido pAXIL2 dando como
resultado el plasmido pRCO1. Se transformaron células
competentes de B. subtilis con el plasmido pRCO1 y se
determind la integracién de la construccion plasmidica
mediante PCR.

Resultados y discusion. El analisis mediante PCR de las
cepas de B. subtilis transformadas con el plasmido pRCO1,
demuestra que el vector es capaz de integrar el gen de la hlL-
2 en el cromosoma de B. subtilis. En la fig. 1 se muestra el
plasmido integrativo pRC01. En la fig. 2 se muestra el
analisis por PCR de las cepas de B. subtilis que portan el gen
de la h1L-2.
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Fig. 1. Esquema del plasmido pRCO1.
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Fig.2. Analisis de la integracién de hIL2 en el cromosoma de B.
subtilis.

Conclusiones. Hasta el momento se logré la construccion de
un vector que permite integrar el gen de la hlL-2 en el
cromosoma de B. subtilis, se estan realizando estudios de
expresion y produccion de hlL-2.
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