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@ Resumen:

Aplicaciones bioquimicas e inmunoldgicas de una
proteina de fusién glutation transferasa-histidina des-
carboxilasa de rata.

Mediante transcripcién inversa (RT) y amplificacién
en cadena (PCR) se obtuvo un cDNA de histi-
dina descarboxilasa de rata residuos del 1 al 512
(rHDC1/512), que fue utilizado para la construc-
cién de un plasmido recombinante capaz de expre-
sar una fusion de la glutation transferasa (GST) con
la rHDC1/512. La purificacién de polipéptidos con
actividad HDC se ve considerablemente simplificada
y abaratada con la utilizacién de esta fusién (GST-
rHDC1/512), en comparacién con la obtencién de
proteina HDC de fuentes naturales. La proteina de
fusién se puede utilizar para la bisqueda y carac-
terizacidon de farmacos antihistaminicos que tengan
como diana la actividad histidina descarboxilasa, y
para estudios de afinidad, degradacién y modifica-
ciones post-traduccionales de poIipéptigo HDC. A
partir de la proteina de fusion GST-rHDC1/512 se
obtuvieron anticuerpos policlonales, capaces de re-
conocer al antigeno original HDC de rata, con in-
terés en el desarrollo de métodos de purificacion y
diagnéstico de la proteina.
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DESCRIPCION

Aplicaciones bioquimicas e inmunoldgicas de una proteina de fusién glutation transferasa-histidina
descarboxilasa de rata.

Campo de la técnica

La presente invencién tiene su aplicacion dentro de la industria farmacéutica dedicada al desarrollo y
comercializacién de productos con finalidad de diagndstico, o de investigaciéon en Biomedicina de enfer-
medades relacionadas con la respuesta inmune, la tlcera gastrica, y otras degeneraciones tisulares: cancer
(de colon, mama y pulmén), sindrome de Crohn, etc.; en definitiva, procesos fisioldgicos y patoldgicos en
los que esté directamente implicada la enzima histidina descarboxilasa.

Antecedentes

La enzima histidina descarboxilasa (HDC)(E.C. 4.1.1.22, segin la clasificacién de la Unién Interna-
cional de Bioquimica), en células de mamiferos es una proteina homodimérica de aproximadamerite 110
kDa, muy minoritaria (menos del 0.001 % del contenido proteico celular), cuya actividad es dependiente
de piridoxal-fosfato o PLP. Esta actividad se expresa con actividad apreciable en un nimero muy redu-
cido de tipos celulares: algunas células del sistema nervioso central y periférico, algunas células de la
linea blanca como los blastocitos, mastocitos, epitelios digestivos y pulmonares, y algunos tejidos fetales,
especialmente el higado de fetos de roedores, y células cancerosas desdiferenciadas. En la mayoria de
estas células o tejidos, no se ha estudiado ain en profundidad cudl es el papel fisiolégico de esta enzima
o de su producto, la histamina, aunque parecen estar claramente implicadas en la respuesta inmune, el
choque anafildctico, la transmisién sindptica de algunos tipos neuronales, y el desarrollo de tejidos fetales
y cancerosos. Ademads, la proteina presenta una gran inestabilidad, tanto in vivo como en extractos libres
de células, lo cual ha dificultado aiin més su purificacién y caracterizacién.

De hecho, la proteina nativa no pudo purificarse de tejidos de mamiferos hasta 1984 cuando Tagu-
chi y colaboradores [J. Biol. Chem., (1984) 259: 5214-5221] purificaron parcialmente la enzima de rata
partiendo de higado fetal; a partir de 400 g de tejido consiguieron unicamente 940 ug de proteina puri-
ficada, con un protocolo que incluye 8 pasos de purificacién y tiene una recuperacién del 5 %. En 1990,
Ohmori y colaboradores [J. Biochem., (1990) 107: 834-839] purificaron a homogeneidad la enzima de
raton utilizando como fuente de partida 90.000 millones de células de mastocitoma P-480, recogidas del
liquido ascitico de 250 ratones inoculados con 4,5 minones de células siete dias antes; asi se obtenienen
tan sélo 15 ug de proteina HDC, fruto de 9 pasos de purificacién con una recuperacién del 7 %. En estas
condiciones la obtencién de anticuerpos policlonales especificos de histidina descarboxilasa de mamiferos
se convierte en un proceso muy costoso y poco rentable.

En ese mismo afio 1990, Joseph y colaboradores [Proc. Natl. Acad. Sci., USA, (1990) 87: 733-737]
clonaron un ¢cDNA correspondiente a la histidina descarboxilasa de rata. Posteriormente, Yamamoto y
colaboradores clonaron el cDNA completo de la histidina descarboxilasa de ratén [FEBS Lett., (1990)
276: 214-218], y Yatsunami y colaboradores [J. Biol. Chem., (1994) 269: 1554-1559] aislaron 24 Kb del
gen de la HDC humana.

Aunque los cDNAs aislados de mamiferos codifican un polipéptido de 74-77 kDa, el monémero nativo
tiene un tamano de 53-57 kDa. Es decir, el producto primario de traduccién del mensajero sufre una
proteolisis parcial antes de dar lugar al monémero que forma parte de la enzima activa. De hecho, la
versién completa de roedores no presenta actividad enzimdtica [Yamamoto y colaboradores, Biochem.
Biophys. Acta, (1993) 1216: 431-440; y resultados de nuestro grupo no publicados]. Sin embargo, atin
se desconoce el(os) punto(s) concreto(s) de la secuencia por donde tiene lugar el procesamiento de la
proteina in vivo, y los mecanismos que operan en el proceso proteolitico.

Una gran dificultad para el estudio de la expresion fisioldgica o patoldgica de histidina descarboxilasa
en células de mamiferos es la escasez de anticuerpos especificos. En el mercado no existe ninguna prepa-
racién de anticuerpos especificos para esta proteina. Este hecho viene motivado por el bajo rendimiento
de los protocolos de purificacién de la proteina a partir de su fuente natural, que hace que el proceso no
sea rentable para cualquier empresa del sector. Sin embargo, la comercializacién de anticuerpos anti-HDC
de mamiferos tendria una relevancia especial en métodos diagndsticos; lo cual es funcién de la impor-
tancia que tiene el antigeno en procesos de degeneracidon neurolégica, procesos alérgicos, degeneracion de
epitelios digestivos (dlcera géstrica, sindrome de Crohn, cdncer de colon, leucemias blastociticas, masto-
citomas, etc.).
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Breve descripcion

Mediante reacciones de reverso transcripcién y de polimerizacién de DNA en cadena efectuadas a par-
tir de una preparacién de mensajeros de higado fetal de rata, se obtuvo un fragmento (correspondiente
a los residuos 1-512, mds 8 nucledtidos del extremo 5’ no traducido del mensajero de HDC de rata) con
extremos compatibles con el vector de expresién en E. coli, pGEX-3X, comercializado por Pharmacia-
Biotech. Este vector, los derivados de él y los productos polipeptidicos obtenidos de ellos estan recogidos
en la patente de los Estados Unidos de referencia 5654176.

En nuestro caso, el pldsmido recombinante, denominado pGEX-3X-rHDC1/512, se obtuvo por di-
gestién con BamHI de ambos (pldsmido e inserto) y posterior incubacién con la ligasa del fago T4. Esta
construccién recombinante se utilizé para transformar células de E. coli (estirpe XL1-Blue) mediante
electroporacién. La selecciéon de colonias potencialmente positivas se efectué mediante aislamiento de
plasmidos por hidrélisis alcalina y mapas de restriccion de los mismos. De este escrutinio resulté selec-
cionado uno de los clones que en lo sucesivo denominaremos cGEX-3X-rHDC1/512. La figura 1 muestra
un esquema de la estrategia utilizada para la clonacién en pGEX-3X del inserto rHDC1/512, lo que da
como resultado en pldsmido recombinante pGEX-3X-rHDC1/512.

Posteriormente, se realiz6 una puesta a punto de las condiciones idéneas de expresion de la
construccién concreta cuyo producto serfa un polipéptido de 79 kDa (tamafio tedrico de la fusién
GST-rHDC1/512)(GST= 26 kDa, HDC= 53 kDa), en respuesta al tratamiento con isopropil-g-D-
tiogalactopiranésido o IPTG (inductor del promotor tac, que dirige la expresién de la fusién)(figura
1). Sobre el clon ¢cGEX-3X-rHDC1/512, se estudi6 la eficacia de produccién relativa del polipéptido de
79 kDa utilizando distintas concentraciones del inductor, IPTG, y distintas temperaturas de incubacién
durante la inducciéon. De estas pruebas efectuadas, resultaron fijadas las condiciones definitivas para
los posteriores cultivos e inducciones, que se llevaron a cabo en una escala de cultivo 15 veces superior,
siguiendo un protocolo que consistia bdsicamente en un cultivo en medio LB (medio Luria-Bertani, por
litro: 10 g de bacto-triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl), crecido a partir de un precultivo
preparado la noche anterior, hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento (2 horas), la adicién pos-
terior de IPTG a una concentracién final de 0,1-0,3 mM, y la incubacién con el inductor durante 12 horas
a 20°C. Tras la induccién, los cultivos se sonicaban y el contenido celular se sometia a una cromatografia
de afinidad por glutation, que retenfa a la fusién GST-rHDC1/512. Tras diversos lavados con tampén
PBS (tampo6n fosfato salino: KC1 6,19 mM, NaCl 150 mM, fosfato monosédico 1,65 mM, fosfato bisédico
9,35 mM, pH 7,4), se procedia a la elucién de la fusién de la columna utilizando tampén de elucién que
contenia Tris-HCl 50 mM, pH 8.0 y glutation reducido a concentraciéon 10 mM. La fusién de 79 kDa
suponia el 40-50 % de proteina de la preparacién final. De manera que, como media, se obtenian 2-3 mg
de la proteina de fusién por 500 ml de cultivo bacteriano.

El extracto purificado por afinidad a glutation se sometia a una electroforesis preparativa desnatu-
ralizante (o SDS/PAGE). El fragmento de poliacrilamida que contenia la banda correspondiente a 79
kDa (aproximadamente 2,4 mg) se extrafa y se sonicaba en proporcién 1:1 con coadyuvante completo de
Freund.

Esta emulsion servia de preparaciéon antigénica para la sensibilizacién de conejos de la estirpe Nueva
Zelanda. La primera sensibilizacién de los conejos tuvo lugar mediante multiples inyecciones subcutaneas
que contenian aproximadamente 2,5 mg de proteina de fusién en un volumen total de 2 ml. Transcurridos
30 dias de la primera inmunizacién, los conejos fueron sometidos de nuevo a multiples inyecciones de una
emulsion que contenia 2,5 mg de proteina de fusiéon aproximadamente en un volumen total de 2 ml. A los
10 dias se realiz6 el sangrado del conejo, y se probé la capacidad inmunoreactiva del suero obtenido. De
las pruebas realizadas se deduce que los sueros obtenidos contienen anticuerpos policlonales, objeto de la
presente patente, que son capaces de reconocer selectivamente al polipéptido de partida (inmundégeno) y
al polipéptido de la HDC 17/656 de rata expresado in vitro a partir del pldsmido recombinante pX-HDC
[obtenido a partir del clon HDC-2.3 de Joseph y colaboradores, Proe. Natl. Acad. Sci., (1990) USA, 87:
733-737].

Este trabajo supone una gran simplificacién y un abaratamiento extraordinario de la obtencién de la
proteina y de sus anticuerpos, lo que permite abordar, por tanto, la produccién de estos anticuerpos a
escala industrial con fines diagnésticos y de investigacion. Los anticuerpos obtenidos reconocen al po-
lipéptido de HDC de rata, tanto en estado nativo (inmunoprecipitacién) como en estado desnaturalizado
(transferencia “Western”). Estas caracteristicas avalan la posibilidad de que puedan ser empleados en
el desarrollos de métodos de diagndstico o seguimiento de la expresion de HDC de rata del tipo RIA,
ELISA, pulso con radioligandos (por ejemplo, con 3°S-metionina) y seguimiento mediante inmunopreci-
pitacién de la expresion, maduraciéon o degradacién en células en cultivo, etc. El abaratamiento de este
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procedimiento frente a la obtencién de polipéptido rHDC de su fuente natural por medios convencionales
se estima en al menos 200 veces.

La posibilidad de liberar la fraccion GST mediante tratamiento proteolitico, abre la posibilidad de
modificacién del protocolo para la obtencién de polipéptido rtHDC1/512 libre de fusién, si bien la inesta-
bilidad de esta proteina hace que disminuya notablemente el rendimiento de la produccién de antigeno.
A pesar de esta pérdida de rendimiento, esta posibilidad podria ser interesante para obtener polipéptido
de HDC purificado como proteina patréon en algunos de los métodos inmunolégicos mencionados ante-
riormente (RIA, ELISA, etc).

Ademads, la fusién GST-rHDC1/512 presenta actividad HDC, lo cual facilita la generacién y anélisis
de secuencias mutantes que tengan como finalidad la deteccién y caracterizacion de residuos implicados
en el sitio catalitico de la enzima HDC.

Descripcién detallada de la invencion

Puesto que la patente del plasmido pGEX-3X estd vigente y abarca también a los productos de fusién,
mencionaremos, aunque de forma resumida el procedimiento por el cual se obtuvo la proteina de fusién
cuyas aplicaciones son el objeto de la presente patente. Los protocolos de extraccién, manipulacion,
recombinacién in vitro de DNA, y transformacién bacteriana quedan perfectamente descritos en la bi-
bliografia sobre técnicas de DNA recombinante [ver Sambrook y colaboradores, Molecular Cloning: a
laboratory manual, (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press]. En la presente descripcién detallare-
mos el protocolo de obtencién del suero que contiene los anticuerpos que reconocen este polipéptido y los
experimentos realizados para la comprobacién de la invencién y su aplicabilidad.

Los fetos de rata, material de partida para la obtencién del cDNA de HDC 1/512, tenfan 16 dias
de gestacién y procedian de una rata de raza Wistar gestante. Se procedié a la extraccién de RNA
mensajeros utilizando 100 mg de tejido y el preparado comercial McroFastTrack de Invitrogene. Para la
reverso transcripcién (RT) se utilizé la reverso transcriptasa de leucemia del virus murino de Molowni
(Boehringher Manheim). La reaccién procedié en un volumen final de 20 pl durante 60 minutos a 37°C,
en presencia de desoxinucleétidos (ANTPs) a concentraciéon 1 mM (Boehringher Manheim), 10 ul de
solucién de mensajeros, 22 unidades de enzima, y 50 pmoles del cebador sintético H1, de secuencia 5'-
ACCCTCAGGATCTACTCCAGGGATAGCC-3’, fabricado a peticién nuestra por Pharmacia-Biotech),
y que introduce un sitio de parada de la traduccién (en negrita) en la posicién del aminodcido 513 de la
secuencia de HDC de rata, y un sitio de restriccién BamHI subrayado en la secuencia. La reaccién se
paraba por calentamiento a 65°C durante 10 minutos.

La reaccién PCR posterior procedi6é en el mismo tampodn con volumen final 100 ul, durante un ci-
clo de desnaturalizacién (3 min y 94°C), 30 ciclos de amplificacién (desnaturalizacién 1 min y 92°C,
hibridacién 2 min y 45°C, polimerizacién 3 min y 72°C), y una extensién final de 5 min a 72°C. La
amplificacién ocurrié gracias a la presencia de los ANTPs y un nuevo cebador adicional (H2), de secuen-
cia 5-GATTTGGATCCCTATGATGGATCCCAG-3’, que introduce un sitio BamHI (subrayado) antes
del codén que codifica la primera metionina (en negrita) de la HDC de rata. La secuencia completa del
fragmento amplificado con los cebadores H1 y H2 y la secuencia traducida en aminoacidos en el marco de
lectura correcto se detalla en la Lista de secuencias. Se marca también los sitios de corte con la enzima de
restriccion BamHI. Una vez secuenciado el producto de amplificacién se observé que presentaba algunas
mutaciones con respecto a la secuencia publicada por Joseph y colaboradores [Proc. Natl. Acad. Sci.,
(1990) USA, 87: 733-737], hecho que probablemente se debe a variaciones alélicas dentro de una misma
especie. El producto de PCR obtenido fue subclonado en el pldsmido pCR-Script”™ AmpSK(+) de la
casa comercial Stratagene y el plasmido recombinante obtenido se utilizo para transformar una suspension
de E. coli XL1-Blue. De las colonias obtenidas se aisl6 el plasmido recombinante y se digirié con BamHI.

Tras la digestién del producto de amplificacién y del plasmido pGEX-3X con BamHI, ambos DNAs
se sometieron a una electroforesis horizontal submarina (gel de 0,8 % de agarosa en Tris 40 mM, acetato
sédico 20 mM, EDTA 1mM, pH 7,2). Las bandas electroforéticas de tamafio adecuado se purificaron
utilizando el preparado comercial GeneClean (BIO 101 Inc.). El pldsmido pGEX-3X se traté con fos-
fatasa alcalina de intestino de buey (Boehringher Manheim) para evitar su recircularizacién. Una vez
purificado el producto de amplificacién y el plasmido pGEX-3X desfosforilado se ligaron in vitro mediante
la reaccién de la ligasa del fago T4 comercial (Boehringher Manheim).

La mezcla de la reaccién de la ligasa se utilizé para transformar una suspensiéon de la cepa E. coli

XL1-Blue. Sobre seis clones aislados se extrajé DNA plasmidico y se comprobd, mediante digestiones con
distintas enzimas de restriccién, la orientacién del cDNA de HDC de rata insertado (en sentido o anti-
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sentido respecto al promotor tac presente en el plasmido). Se seleccioné un clon insertado en el sentido
correcto para el andlisis posterior de la eficacia de expresién de la fusion GST-rHDC1/512 en respuesta
a diferentes concentraciones de IPTG.

Como puede apreciarse en la figura 1, en ¢cGST-rHDC1/512, la fusién ocurre entre un residuo de pro-
lina de la secuencia de GST, situado al final del sitio BamHI, y la primera metionina de la rtHDC1/512.
El codén que codifica la tltima prolina perteneciente a la GST tiene en su tercera posicién una timina
procedente de la rHDC1/512 en lugar de la citosina presente en el pldsmido original, esta substitucién
no altera el aminodcido codificado por dicho codén. De manera que la fusién expresada en respuesta a
IPTG tiene un peso molecular teérico de 79 kDa.

La induccién de la expresién de cGST-rHDC1/512 se realizé diluyendo un cultivo bacteriano, crecido
durante toda la noche en medio LB sin IPTG, e incubandolo en el mismo medio a 37°C durante 2 horas.
Transcurrido ese tiempo se anadié IPTG a concentracion final 0,3 mM, y se proseguié la incubacién a
20°C durante 12 horas.

La figura 2 muestra el resultado de la expresién de la fusién en un cultivo de ¢GST-rHDC 1/512.
Una vez concluidos el tiempo de induccidn, las bacterias presentes en 1,5 ml de cultivo se centrifugaron,
lavaron en tampén PBS 1X y resuspendieron en 200 ul del tampén PBS-Triton X-100 al 0,1% y se so-
nicaron en un sonicador Branson modelo Sonifier 250. Posteriormente, el extracto se centrifugé a 13.000
rpm, obteniendo por separado un sobrenadante (protefnas solubles) y un sedimento en el que incluye
los cuerpos de inclusién que la bacteria forma con la proteina expresada. La fotografia corresponde al
resultado de una electroforesis desnaturalizante convencional en gel de poliacrilamida y SDS; en la que se
habian cargado 5 pl de sedimento (calle 1) o sobrenadante (calle 2) de los extractos bacterianos, asi como
al resultado de la purificacién por cromatografia de afinidad a glutation-Sepharose (calle 3), siguiendo
las recomendaciones de la casa comercial (Pharmacia Biotech). Las proteinas se tineron con Azul de
Coomasie R-250.

En la distintas pruebas efectuadas la cantidad de polipéptido GST-rHDC1/512 se estimé en apro-
ximadamente el 40% de la cantidad de proteinas totales. En caso de que la fusién fuera activa, este
sistema proveeria de un método de escrutinio rapido de actividad/pérdida de actividad HDC de secuen-
cias mutadas en residuos o fragmentos potencialmente implicados en el mecanismo de reaccién. Es mas,
la fusiones GST-HDC en estado nativo activo, en lo que a actividad HDC se refiere, seran de gran utilidad
como herramienta bioldgica: i) en estudios de afinidad de la fraccién HDC a otros polipéptidos, como
ha ocurrido en el caso de la ornitina descarboxilasa [Coleman y colaboradores, J. Biol. Chem., (1993)
268: 24572-24579; Coleman y colaboradores, J.Biol. Chem., (1994) 269: 3155-3158], ii) en estudios en-
caminados a esclarecer el mecanismo proteolitico de la maduraciéon o degradacién de la HDC en células
de mamiferos, iii) en la seleccién (“screening”) de farmacos antihistaminicos que tengan como blanco de
accién la propia enzima productora de histamina.

Por ello, se detectd la actividad HDC de los sobrenadantes de las bacterias inducidas por 0,3 mM
IPTG. El método estd basado en el seguimiento del desprendimiento de **CO; catalizado por la enzima
a partir de histidina marcada con *C en el carbono 1 en una mezcla que contiene ditiotreitol 0,2 mM,
PLP 10 uM, polietilenglicol-300 10 mg/ml y fosfato potdsico 100 mM pH 6,8. El desprendimiento de
CO2 se midi6 como describimos previamente en Urdiales y colaboradores [FEBS lett., (1992) 305: 260-
264]. La tabla I muestra los resultados obtenidos con distintos volimenes de sobrenadante de bacterias
c¢GST-rHDC1/512 inducidas durante 12 horas a 20°C:

TABLA I

Actividad HDC en extractos obtenidos de bacterias que expresan solo GST (control) o la fusion
GST-rHDC1/512.

Actividad HDC (DPM/h) Veces de incrementox

GST 519 -
GST-HDC 1 268221 517
GST-HDC 2xx 109949 212

* con respecto a la actividad de los controles.

** se utilizé la mitad de proteinas totales que en GST-HDC 1.
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Como control se usé un cultivo de bacterias transformadas con el pldsmido original pGEX-3X (que
expresa la GST sin fusionar). Diez microlitros del extracto las bacterias GST-rHDC1/512 (aproximada-
mente 1,3 mg de protefnas totales) contienen, al menos, dos érdenes de magnitud més actividad HDC que
la que puede obtenerse a partir de un millén de células de mamiferos o de igual volumen de una reaccién
de expresién de HDC in vitro, y en una riqueza (antes de la cromatografia de afinidad a GST) que supone
el 10-20% de la proteina bacteriana, mientras que en cualquiera de los otros sistemas mencionados, la
proteina estd en los extractos en cantidad muy inferior al 0,1 %. De ello se deduce que, ciertamente, este
sistema, facilita la obtencién a escala preparativa de proteina con actividad HDC, de potencial aplicacién,
como se ha mencionado anteriormente, en el desarrollo farmacéutico de nuevos productos inhibidores de
la biosintesis de histamina o la caracterizacién funcional de la enzima.

La fusién es también una fuente de proteina HDC recombinante activa no fusionada a GST. Asi por
ejemplo, 20 ml de sobrenadante de un extracto de cGST-rHDC1/512 (400 ml de cultivo) se sometieron
a cromatografia en columna de glutation-Sepharose y el eluido (800 pul) se traté con factor Xa (Boehrin-
ger Malheim)(50 ng Factor Xa por cada 5 ug de proteina recombinante, durante 120 min, y 25°C en
tampén Xa (Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM, CaCly 2 mM, pH 8,0). La actividad detectada en 10 ul
del producto de digestién fue de 200.000 dpm/mg proteina, actividad también muy superior a la que
puede detectarse de una fuente natural. No obstante, como consecuencia del tratamiento proteolitico, la
cantidad de protefna HDC (53 kDa) se vefa muy disminuida respecto a la cantidad inicial de polipéptido
de fusién, y aparecian nuevas bandas de peso molecular inferior producto de una proteolisis no especifica
en zonas internas de la secuencia de HDC. Aunque la secuencia de HDC no presenta un motivo consenso
de hidrdlisis por la proteasa Xa, probablemente la preparacién comercial de factor Xa contenga otras
proteasas contaminantes que actiian sobre el polipéptido de HDC. Casos similares con otras proteinas
han aparecido en la bibliografia utilizando este sistema de expresiéon procariota.

Para la obtencién de un suero capaz de efectuar el inmunoreconocimiento de HDC, el proceso de ob-
tencién de la fusién GST-rHDC1/512 descrito anteriormente se amplié a una escala de 400 ml de cultivo
bacteriano. Mediante electroforesis preparativa desnaturalizante en gradiente 5-10 % de acrilamida se se-
paré el polipéptido de fusién de 79 kDa. El trozo de gel correspondiente a ese peso molecular (2 g de gel
que contenfa aproximadamente 2,4 mg de proteina), junto con 1 ml de coadyuvante completo de Freund,
se sonicaron hasta conseguir una emulsién estable, y se inyectaron subcutdneamente en el lomo de un
conejo de raza Nueva Zelanda. A los 30 dias, tuvo lugar una segunda sensibilizacién del animal, esta vez
utilizando 1 ml de coadyuvante incompleto de Freund y otros 2,4 mg de proteina GST-HDC1/512 incluida
en poliacrilamida. Transcurridos 10 dias desde la segunda inmunizacién, los animales se sangraron para
probar la inmunoreactividad del suero. El suero se obtuvo por los métodos habituales que implican la
centrifugacién a baja velocidad tras facilitar la coagulacién sanguinea.

Este suero se sometié a una doble prueba, encaminada a detectar si los anticuerpos reconocian, tanto
a la proteina de fusién, como a la proteina no fusionada a GST expresada por una fuente alternativa
(expresién in vitro). Ademds quisimos comprobar que el suero reconocia tanto a la protefna nativa como
a la proteina desnaturalizada en extractos crudos.

Para probar el suero anti GST-HDC en inmunotransferencia se realizé una electroforesis desnaturali-
zante (SDS/PAGE) (figura 3) con las siguientes muestras: bacterias expresando ¢cGST-rHDC1/512 (calles
2y 6), la fusién GST-rHDC 1/512 (calles 3 y 7) y la GST no fusionada (calle 4), todas ellas purificadas
por afinidad, extractos procedentes de fibroblastos BALB/c 3T3 (calles 1 y 5), como controles negativos
se utilizaron estas dos ltimas muestras. Tras la electroforesis las proteinas se transfirieron a filtros de
nitrocelulosa segin el protocolo descrito por Harlow y Lane [Antibodies: a laboratory manual. (1988)
Cold Spring Harbor Laboratory]. Posteriormente los filtros se saturaron incubandolo durante 1 hora con
PBS suplementado con Tween-20 0,1 % y leche en polvo desnatada al 5%. Seguidamente los filtros se
incubaron con diluciones del suero anti GST-HDC (1/1000 y 1/5000) hechas en PBS suplementado con
Tween-20 al 0,1 % y albimina bovina al 2% (figura 3). Puede observarse que la dilucién 1/5000 del suero
es capaz de reconocer el polipéptido de fusién purificado de 79 kDa minimizando el ruido de fondo debido
a hibridaciones inespecificas. En los extractos de GST (calle 4) o en los extractos de células 3T3 (donde
no se espera expresién de proteina HDC) no se observaron senales algunas de 79 kDa a dilucién 1/5000.

Por otra parte, con objeto de probar la capacidad del suero de inmunoprecipitar selectivamente
proteina HDC en extractos eucariotas, se procedié a la expresién in wvitro del plasmido pX-HDC uti-
lizando como sistema de expresion el preparado comercial TnT de Promega, que contiene un lisado crudo
de reticulocitos de conejo. El plasmido pX-HDC contiene el clon HDC 2.3 descrito por Joseph y clola-
boradores [Proc. Natl. Acad. Sci., (1990) USA, 87: 733-737]. Este clon, traducido in vitro, codifica los
aminoacidos 17 al 656 de la HDC de rata, un polipéptido no fusionado a GST mayor que el empleado
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para la obtencién del suero. En ese sistema, la cantidad de proteina expresada en una hora es tan baja
respecto a la cantidad de proteinas totales presentes en los reticulocitos, que no se puede detectar por an-
ticuerpos especificos en experimentos de inmunotransferencia (“Western”). La tnica forma de visualizar
el pgc%lipéptido expresado in vitro es mediante marcaje del péptido sintetizado de movo por la incorporacién
de °°S-Met.

Se procedié a la inmunoprecipitacién de la proteina tHDC 17/656 expresada in vitro y marcada con
358-Met; para ello se tomaron alicuotas de 5 ul de la reaccién TnT y se incubaron durante 3 horas con
distintos volimenes del suero anti-fusiéon GST-rHDC1/512 (0.5, 1, 2 y 3 pl). En paralelo, se tomé el
mismo volumen de una reaccién de expresién in vitro de ornitina descarboxilasa de rata, como control,
y se procedi6é también a su incubacién con 3 ul del mismo suero anti-fusién. Finalizada la incubacién de
los extractos con el suero anti-fusién, se anadieron 40 ul de Proteina A-agarosa (Boehringer Manheim), y
se realizé una incubacion adicional durante otros 60 min. Posteriormente los precipitados de antigenos-
anticuerpos-Proteina A se lavaron 6 veces mediante mediante centrifugacién a 350 g. Finalmente, los
precipitados se resuspendieron en 20 ul de tampén de carga SDS-PAGE (Tris-HC1 0,125 M pH 6,8, SDS
4%, glicerol 20 % (v/v), DTT 0.2 M, azul de bromofenol 0,02 %) y se desnaturalizaron a 95-100°C durante
5 minutos. Las muestras desnaturalizadas se cargaron en un gel de electroforesis desnaturalizante, en el
orden que se especifica en la figura 4A, donde la cantidad de pl indica el volumen de suero utilizado, y
las siglas superiores indican la enzima que se utilizé como antigeno en cada caso. La imagen es el resul-
tado de la fluorografia realizada sobre los geles, aprovechando la emision beta de los antigenos marcados
con %°S. La intensidad de las bandas indica, por tanto, la cantidad de protefna (HDC u ODC) que ha
sido inmunoprecipitada por el anticuerpo. Los resultados de las bandas 73 y 51 kDa de la figura 4A
(correspondientes a los tedricos pesos moleculares de los monémeros de HDC y ODC, respectivamente)
cuantificados mediante densitometria se muestran en la figura 4B. Un microlitro de suero anti-fusién son
suficientes para inmunoprecipitar el polipéptido rHDC17/656 presente en un extracto eucariota, donde
el polipéptido HDC supone un porcentaje minimo de la proteina total, al igual que ocurre en cualquier
célula de mamifero, incluso en las mejores condiciones de expresion de HDC. Como puede observarse
en la calle correspondiente a la inmunoprecipitacion de ODC con el suero anti-fusién, el ruido de fondo
causado por los anticuerpos es minimo sobre la muestra compleja que supone el extracto de reticulocitos
de conejo.

Estos resultados nos indican que estos anticuerpos podrian utilizarse en protocolos de inmunopreci-
pitacién e inmunolocalizacién de HDC in vivo, y para el desarrollo de preparados comerciales para la
deteccién de enzima mediante técnicas de radioinmunaensayo y ELISA.

El coste total estimado para la obtencién de 200 ml de suero inmune (en la escala descrita anterior-
mente) es inferior a las 20.000 pts. La obtencién del polipéptido de fusién (antigeno) necesario para
la inmunizacién (desde que comienza el crecimiento bacteriano) no requiere més de 48 horas. Por el
contrario, una purificacién convencional a partir de una fuente naturales un proceso mucho méas laborioso
que debe prolongarse durante varios dias consecutivos. Ademads, el crecimiento del material de partida
original (tejidos animales o crecimiento del cultivo de las células eucariotas) consume como minimo varios
dias. El tiempo de obtencién de anticuerpos viene determinado por el protocolo de inmunizacién 40-45
dias. Este tiempo es independiente de la fuente de obtencién del antigeno. FEl coste del material de
partida o medios de cultivo es también muy diferente en ambos casos. El precio de un litro de cultivo
bacteriano, puede estimarse en menos de 100 pts incluyendo el IPTG anadido, mientras que el precio del
nimero de fetos (o litros de cultivo) necesarios para obtener una cantidad equivalente de antigeno puede
alcanzar varias decenas de miles de pesetas.

Explicacién de las figuras

Figura 1. Esquema de la estrategia utilizada para la clonacién en pGEX-3X del inserto rtHDC1/512, lo
que da como resultado el pldsmido recombinante pGEX-3X-rHDC1/512.

Figura 2. Resultado de la expresién de la fusién en un cultivo de cGST-rHDC 1/512. La fotografia
corresponde al resultado de una electroforesis desnaturalizante convencional en gel de poliacrilamida
y SDS, en la que se habian cargado 5 ul de sedimento o material no soluble obtenido tras la lisis
bacteriana (calle 1), 5 ul de sobrenadante o material soluble obtenido tras la lisis bacteriana (calle
2), as{ como el resultado de la purificacién por cromatograffa de afinidad a glutation-Sepharose
(calle 3), siguiendo las recomendaciones de la casa comercial (Pharmacia Biotech). Las proteinas
se tineron con Azul de Coomasie R-250.

Figura 3. Resultado de una electroforesis desnaturalizante (SDS/PAGE), para probar el suero anti
GST-HDC en inmunotransferencia, con las siguientes muestras:
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- bacterias expresando ¢cGST-rHDC1/512 (calles 2 y 6)
- fusién GST-rHDC 1/512 (calles 3 y 7)
- GST no fusionada (calle 4)
- Extractos procedentes de fibroblastos BALB/c 3T3 (calles 1 y 5)

Figura 4. Inmunoprecipitacién de la proteina rHDC 17/656, expresada in vitro, marcada con 3°S-Met

y separada por electroforesis desnaturalizante.

A. Imagen resultante de la fluorografia realizada sobre los geles, aprovechando la emisién beta de
los antigenos marcados con 3°S. La cantidad de pl indica el volumen de suero utilizado, y las siglas

superiores indican la enzima que se utilizé6 como antigeno en cada caso.

La intensidad de las bandas indica, por tanto, la cantidad de proteina (HDC u ODC) que ha sido

inmunoprecipitada por el anticuerpo.

B. Cuantificacién de las bandas inmunoprecipitadas por el suero anti GST-HDC

Lista de secuencias

ID.SEC.n° 1. Informacion de la secuencia

Longitud: 1564 pares de bases

Tipo: 4cido nucleico (DNA)

Numero de hebras: doble

Tipo de molécula: DNA complementario (cDNA)

Origen: Ratus norvegicus

Caracteristica:

Zona codificante: 14 - 1549

Sitios de restriccién BamHI: 6 - 11; 1552 - 1557

Otra informacién: clon de cDNA truncado de la histidina descarboxilasa de

Descripcién de la secuencia:

GATTTGGATC

ATG GTG GAT

Met Val Asp
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AGG

Arg

CCT

Pro
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Glu

GIG

Val
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AGC

Ser

ATG

Met

GAG

Glu

CTG

Leu

ACT

ccce

Pro

His

GAC

Asp

Gln

GAC

Asp

Ala

TTA

Leu

AAT
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TCT
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GAC
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Ala

cce
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CTG
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GCT GAT GCC
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100

GAG ATG AAC

Glu Met Asn
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CAC CAT CCC
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GCC CIG
Ala Leu
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GAT GAG
Asp Glu
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GTG GAG
Val Glu
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Phe Ser
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GTG CCT
Val Pro
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TCA GAG
Ser Glu
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Ala Gly
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TAT CCG GCT

Tyr Pro Ala

85

Cys Leu Gly

105

Asp Trp Leu

125

Gln Gly Gly
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AGG AAG
Arg Lys
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AAC GCT
Asn Ala
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TYr

AGC
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CTT
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AAC
Asn
420
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ES 2 135 350 A1l

AAC
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Leu Lys

CTG ATC

Leu Ile

Trp Asn

AGC CCT

Ser Pro

AAT GGG

Asn Gly

10

CAG
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CGG

Arg

CTA

Leu

ATG
Met
310
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REIVINDICACIONES

1. Los anticuerpos policlonales obtenidos a partir de la proteina de fusién GST-rHDC1/512, que
reconocen como antigeno a la HDC de rata en su forma nativa y desnaturalizada.
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