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PRODUCCION DE INTERLEUCINA 6 HUMANA (h IL-6) SOLUBLE EN E.coli.
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Introduccion. La interleucina 6 humana (hIL-6), descrita
como factor estimulador de células B-2 (BSF-2), es una
citosina utilizada como antineoplasico y terapéutica en
enfermedades asociadas al cancer . Por otra parte, los
sistemas de expresion en E. coli han sido utilizado
ampliamente por su sencillez y alto rendimiento. Sin
embargo, un problema vinculado a su aplicacién en la
produccion de proteinas recombinantes es la obtencion de
grandes cantidades de proteina inactiva en forma de
cuerpos de inclusion intracitoplasmicos @, los cuales
requieren de procesos posteriores de resolubilizacion y
replegamiento para recuperar la forma activa de la
proteina. Estos procesos disminuyen el rendimiento aun
en condiciones dptimas. Las diferentes metodologias para
la obtencion de la IL-6 en forma soluble y activa incluyen
el disefio de vectores de expresién que favorecen la
secrecién de la IL-6 al espacio periplasmico de E. coli, o
bien al medio de crecimiento bacteriano ©; en ambos
casos los resultados no han sido satisfactorios. En este
trabajo se clond el gen de la IL-6 en el vector de
expresion pET43.1a, el cual permite generar una fusion
traduccional con la proteina NusA como alternativa para
obtener la proteina recombinante en forma soluble.

Metodologia. ElI gen de la hIL-6 optimizado para su
expresién en E. coli se obtuvo de la compafiia GenArt. La
cepa Topl0 de E. coli se utiliz6 para la manipulacién de
acidos nucleicos, y la cepa BL21 (DE3) se usé como
hospedera para la sobreproduccion de la hiL-6 de fusion.
Se utilizé el plasmido Pet43.1a (+) para la clonacién y
sobreproduccion de la proteina de fusion con NusA. Se
disefio y sintetiz6 un par de oligonuclettidos para la
amplificacion del gen de la hIL-6. Al oligonucleétido
Sentido se incluyd el sitio de restriccion para Sacl y al
Reverso el sitio de restriccion EcoR1. El producto de la
amplificacién del gen de la hlL-6 y el plasmido pET43.1a
(+) conteniendo el gen de la proteina NusA se ligaron en
condiciones estandar, resultando en la obtencion del
vector denominado pET-NUS-IL-6. Este vector se utiliz6
para transformar a la cepa BL21 de E. coli. La expresion
de la proteina se indujo por la adicién de IPTG a los
cultivos bacterianos de 50 mL en medio LB a 37°C. La
produccion de NusA/ IL-6 en los cultivos se confirmé
mediante analisis de Western blot e inmunodeteccion
mediante quimioluminiscencia.

Resultados y discusién. Se construyo el sistema de
expresién de fusion para NusA/IL-6. La Figura 1 es la

representacion esquematica del vector obtenido pET-
NUS-IL-6, el cual se funciona bajo el control del
promotor T7 lac ; el codén de inicio de la traduccién
(ATG) se encuentra frente del marco de lectura que
incluye el gen de la IL-6. Seis residuos consecutivos de
histidina (H) estan incluidos entre el extremo 3’ de
NusA y 5’ de las secuencias que codifican para un sitio
de reconcocimiento para trombina (Tb) y enteroquinasa
(EK) para facilitar la posterior recuperacion y purificacion
de la proteina de fusion por cromatografia de afinidad
metalica (IMAC) y la liberacién de hlL-6 madura tras su
paso por IMAC respectivamente. Este sistema se
transformo en la cepa BL21 de E. coli y tras la induccion
con IPTG se obtuvo mas del 90% de NusA/hIL-6 en
forma soluble.
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Figura 1. Vector de expresién pET-NUS-IL-6. Th, Ek denotan
los sitios de reconocimiento para trombina y enterokinasa,
respectivamente; H denota seis residuos consecutivos de
histidina.

Conclusiones. EI sistema de expresion utilizado en este
trabajo para la expresion de hIL-6 en forma soluble
mostré ser el adecuado para producir proteinas libres de
cuerpos de inclusion. Este trabajo constituye la primera
etapa de un proyecto para la produccion de proteinas
recombinantes de interés médico e industrial en
biorreactores de semilote.
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