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Introduccion. Una proteina de fusion es una proteina creada
a través de la ingenieria genética a partir de dos o mas
proteinas o péptidos, esto se consigue al eliminar el coddn de
paro de la secuencia de ADN de la primer proteina y
colocando en fase la secuencia de la segunda proteina; sin
embargo, en el caso de proteinas de fusion se ha observado
que el uso de puentes o espaciadores entre las secuencias
conlleva ciertas ventajas como plegamiento independiente y
correcto®. El empleo de proteinas de fusién es una alternativa
atractiva desde el punto de vista funcional, estructural,
biotecnoldgico y practico, al sinergizar o complementar
funciones?, estabilizar las estructuras proteinicas®, permitir
caracterizar un solo proceso y producto y al facilitar su
purificacién o transporte. La construccion de una proteina de
fusién entre dos proteinas terapéuticas que compartan
aplicaciones médicas es de gran interés; tal es el caso de la
construccién de la proteina de fusion entre las citocinas
Interferén y humano (hIFNy) e Interleucina 2 humana (h1L2)
dirigida a pacientes con carcinoma renal* °. El objetivo de
este trabajo es evaluar la expresion de la proteina de fusion
hINFy-hIL2 unidos mediante un puente molecular a base de
glicinas.

Metodologia. Los genes sintéticos optimizados de las
citocinas hINFy e hiL2 fueron amplificados por PCR para
agregar los sitios de clonacion Ndel-Ascl y Ascl-HindlIl y el
puente molecular de glicinas, respectivamente. El gen de la
proteina de fusiéon hINFy-hlL2 fue subclonado en el vector
de expresién pET28a (Novagen) (Figura 1) y utilizado para
transformar E. coli BL21(DE3) inducible con IPTG. Las
células transformadas fueron seleccionadas por resistencia a
kanamicina en medio LB. Las fracciones proteinicas de los
cultivos después de 3h de induccién se analizaron por
Western-Blot  partiendo  de  electroforesis en  gel
desnaturalizante de poliacrilamida en gradiente de 4% a
20%.

Resultados y discusion. La correcta insercion del gen de
fusién hIFNy-hIL2 en el vector de expresion pET28a se
comprobd mediante digestion, PCR y secuenciacion. La cola
de histidinas afiadida en el amino terminal de la proteina de
fusion permite su purificacion mediante cromatografia de
afinidad. Tres horas después de la induccién con 1mM de
IPTG en los cultivos de E. coli BL21(DE3)/pET28a/hIFNy-
hIL2 crecidos a 30° C, se colectd la biomasa y se obtuvieron
las fracciones proteinicas totales, solubles e insolubles. En la
fig. 2 se muestran los porcentajes de las fracciones
proteinicas soluble (30%) e insoluble (70%) de la expresion
de la proteina de fusion hINFy-hIL2 obtenidos mediante

densitometria en la membrana del Western-Blot. Debido a
que es de interés obtener un mayor porcentaje de proteina
soluble, se evaluaran protocolos para solubilizar in vitro la
fraccion insoluble, también se procedera a la optimizacion
del proceso de produccion de la proteina de fusion y su
escalamiento a biorreactor.
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Fig. 1. Esquema del plasmido pET28a(+)/hIFN+hIL2
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Fig. 2. Porcentajes de las fracciones proteinicas de la expresion de
la proteina de fusion hINF<hlL2

Conclusiones. En este trabajo se fusiond el interferén gama
humano y la interleucina 2 humana para su expresion como
una proteina de fusion (hINFy-hlL2) en Escherichia coli,
encontramos la proteina de fusion tanto en la fraccién
soluble como insoluble.
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