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INTRODUCCION

GENERALIDADES:

E1 nombre de interferdn se aplica a una familia de proteinas
que se caracterizan por conferir un estado de resistencia viral
en sus células blanco y por inhibir 1a proliferacién celular y
modular la respuesta inmune (30,45,55).

De acuerdo a la nomenclatura internacional, para denominar
a un factor como interferdn, éste debe de ser una proteina que
ejerza una actividad antiviral a través de procesos metabdlicos
celulares que involucren sintesis de RNA y de proteina.

Seglin su especificidad antigénica se los designa como inter-
ferén tipo:

* o 1 los de oriden leucoci tario

* g : los obtenidos de fibroblasto

* y : los obtenidos de Tinfocitos

. También se les puede nombrar como tipo I al que incluyeva y
8 y como tipe II al que incluye al vy (26,55).

Se define como una unidad de interferén.a la cantidad que re




duce en un 50% la infeccidn viral en aproximadamente 1000 célu-
las de un cultivo; para determinar el ndmero de moléculas de in-
terferdn por célula se toma una actividad especifica de 4 x 108U
de interferén por mg'l.

Los interferones tienen un peso molecular que varia de 17000
a 21000d; los del tipo I son estables a pH=2, precipitan con sul
fato de amonio, permanecen estables incluso después de calentar-
losren SDS 1%, Urea 5M o mercaptoetanol 1%. Estas caracteristi-
cas los diferencian de los interferones del tipo II, ya que és-
tos carecen de las mismas (26,45).

Se encuentran en la mayoria de los vertebrados, su concentra
cion celular es normalmente muy baja y s6lo se incrementa al ser
inducido el sistema. E1 interferdn del tipo I es naturalmente
inducido por virus y el del tipo II por mitdgenos y estimulos an
tigénicos (47).

La historia de estas substancias.se~inicia en el afo de
1956, En ese afo Isaacs y Lindenmnan, estudiando el fendmeno de
interferencia viral por el cual, células expuestas a virus se
vuelven resistentes a subsecuentes exposiciones al mismo o dife-
rentes virus, encontraron que esta interferencia podia ser trans
ferida con el fluido del cultivo del cual habfan sido previamen-
te removidas las células y los virus. Ellos denominaron a 1as
substancias que originaban ese fendmeno de interefefencia como

interferdn, a las cuales posteriormente identificaron como pro-

-



teinas (30,45,53,55,56).

Luego de este hallazgo, numerosos grupos en el mundo comenza
" ron a intentar la purificacidn de estas proteinas, a los efectos
de caracterizarlas y poder conocer su mecanismo de accidn.  Los
.primeros reportes exitosos sobre su purificacién aparecieron en
1963, cuando el Dr. Kari Cantell, en Helinski, comienza a purifi
carlo en cantidades importantes a partir de células sanguineas
humanas (53). Rdpidamente, se hizo evidente que la purificacidn
de interferdn resultaba problemdtica ya que se producen pocas mo
1éculas por célula.

Eran necesarios aproximadamente 2 1itros de sangre para obte
ner lug. de proteina. Ademds, las preparaciones contenian un
porcentaje elevado de impurezas por 1o que no eran convenientes
para el uso clinico (2,18).

Los métodos tradicionales de purificacién de proteinas, ta-
les como el fraccionamiento o la cromatografia de afinidad, no
resultan muy efectivos con interferfn. Los mejores resultados
han sido obtenidos al hacer fraccionamiento en condiciones dci-
das ‘con Tritén X-100 y posterior filtracidn en gel en condicio-
nes desnaturalizantes (49,55). Recientemeﬁte, se han obtenido
resultados interesantes al usar cromatrografia HPLC o de afini-
dad con anticderpos monoclonales (45). En general, uno de los
mayores problemas, en estos casos, es que se obtiene al final

una mezcla que contiene los diferentes tipos de interferones.



- Los estudios que se han efectuado con el interferdn purifica
do por 165 métodos antes mencionados, asi como principalmente
con el obtenido desde hace unos dos afios mediante Ingenieria Ge-
nética (en que se generan cantidades importantes de la proteina
aislada y sin impurezas) han permitido que en la actualidad ya
se conozca bastante tanto sobre los genes que los codifican, co-
mo sobre su mecanismo de accidn.

E1 interferdn es capaz de ser inducido por numerosos agentes
tales como: virus, bacterias, micoplasmas, RNA doble cadena na-
tural o sintético, agentes quimicos. Algunos de estos son inducto
res en ciertas especies animales pero no en otras (30).

Se ha visto que el interferdn se une a sitios superficiales
de la membrana plasmica, lo cual seria necesario, pero no sufi-
ciente parabque estos desarrollen una actividad antiviral (17).
El interferdn se une aparentemente a sitios celulares especifi-
cos, de los cuales se calcula existeﬁ unos 500 por célula, Apa-
rentemente el tipo I posee distintos receptores que el tipo II
(6).

Entre-los diversos efectos que producen los interferones, po
. driamos citar: (30,32,45,47,55,56,65).

?) Interferencia con la replicacidn viral, afectan la mdti
lidad y proliferacién celular, asf como 1a respuesta ig
mune.

*)  Elevan el nivel de varios RNA mensajeros (RNAm) y enzi-
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mas, entre ellas, una de las mds importantes es la
(2-5) (A)n sintetasa. Esta enzima a su vez activa a
una endorribonucleasa, la RNAasa L, la cual corta'RNA
de cadena sencilla. Este proceso es reversible.
Inducen en forma reversible una proteina cinasa, que es
activada por RNA de doble cadena, y que fosforila al
factor de iniciacion de 1a sintesis proteica eIFz.
Alteran 1a metilacion del RNAm viral y decrecen la pro-
porcién de acidos grasos no saturados en los fosfolipi-
dos de membrana, cambiando la rigidez de T1a membrana ce
lular,

Aumentan la toxicidad a diversos agentes; por ejemplo,
células tratadas con interfer6n pueden ser destruidas
por exposicidn a niveles de poli rI:poli rC que no son

toxicos en las células sin tratar.

Aumentan la actividad fagocitica.

En general se acepta el hecho de que las células pretratadas

con interferdn bloquean el crecimiento viral a nivel de la expre

si6n genética (57). Pretratando las células con interferdn se

inhibe en ellas la replicacién viral sin alterar 1a habilidad

del virus para absorberse a las células huesped. Este fenfmeno

ha hecho que se asuma que el interferén no afecta 1a habilidad

del virus para penetrar a la célula (64). La captacidn de los

virus por células animales es un proceso que ocurre en dos pasos:
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a) Absorcion del virus a 1a superficie celular,

b)  Penetracidn del virus 1o cual ocurre a temperaturas fi-

sioldgicas.

En algunos virus este segundo paso se da por fusién directa
de los virus y membranas celulares. Otros virus se internalizan
por endocitosis. Se ha observado que el interferdn inhibe el
procese de endocitosis de 1a célula, siendo este proceso espect-
fico de cada especie (64).

E1 interferdn es una proteina de secrecion por 1o cual se su
pone que tanto su procesamiento como exportacién son similares &
los de otras proteinas de secrecidén. E1 modelo del péptido se-
fial propuesto por Blobel para proteinas de exportacién, supone
que la proteina que entra a una membrana posee un péptido sefial
hidrofdbico que interactia con un receptor que se ubica en el re
ticulo endoplasmico. E1 citoesqueleto y en particqlar Tos micro
tibulos, se han implicado en el movimiento de las proteinas del
lamen del reticulo endoplasmico 'y su posterior secrecidn,

Se ha observado que al menos el interferdn del tipo 8 humano
recién sintetizado se encuentra asociado a una fraccidn de mem-
brana, E1 RNAm especifico de este interferodn también estd en su
mayor proporcidn unido a wembrana, sugiriendo que la traduccidn
de‘ese mensaje ocurre a nivel de los polisomas unidos a membra-
na, lo cual va de acuerdo con el comportamiento postulado para

las proteinas con péptido sefial. El paso posterior seria de.un



corte proteolitico y la secrecién (39,55),

Hasta hace algiin tiempo, entre los conceptos mds generaliza-
dos sobre el interferén estaba el de considerarios como una fami
1ia de proteinas glicosiladas. Actualmente, se sabe que, con la
excepcion del gene leucocitario H, ninguno de los 9 6 10 genes
de la familia de interferdn leucocitario restantes, poseen sitios
potenciales para glicosilacidén. Los de origen de fibroblaste po
drian tener un sitio de glicosilacidn a nivel de ]é secuencia
Asn-Glu-Thr- {fig. 3) y los de origen linfocitario poseen 2 si-
tios posibles situados en Tas posiciones 28 y 100 (Fig. 4)
(30,45).

Por lo que respecta a la estructura secundaria del interfe-
rén no es mucho 1o que se sabe, Posiblemente, el interferdn leu
cocitario A tenga dos puentes disu1furq, uno entre las cistefnas
1y 98 y otro entre las 29 y 138, siendo éste Gltimo aparentemen
te necesario para su actividad biolggica (45). E1 y aparentemen
te no tiene puentes disulfuros, ya que las 2 cisteinas se encuzn
tran en las posiciones 1y 3 (22,45),

Entre las formas mids sencillas y usadas para medir la activi
dad antiviral del interferén se ubica el ensayo conocido como
inhibicién del efecto citopdtico. En general los virus 11ticos
producen lisis de 1a célula huesped infectada, generdndose mucha
progenie viral. Dado que el interferdn actiia previniendo la 1f-i

sis celular y la replicacién viral, es posible cuantificarlos de



terminando el grado de inhibicion de la 1isis celular (efecto ci
topdtico).

Este ensayo consiste en poner en una placa de microtitula-
cién diferentes concentraciones de interferén que vayan desde ce
ro a un miximo en las diferentes celdas. Luego se le agregan cé
lulas y virus, se incuba durante una noche y se tifien las celdas
con violeta cristal. Las celdas en las que no hubo infeccién se
identifican por la existencia de una monocapa celular uniforme
de color azul; Ta inhibicidn de la infeccién se debe a la presen
cia de interferén. En aquellas en que no habia interferdn se de
tecta la lisis celular por el virué, porque las celdas se ven
claras al no formarse la monocapa cetular (45,55).

Las propiedades antivirales y antiproliferativas del interfe
rén lo suponen como un agente antitumoral poderoso. Han sido nu
merosos 1os casos reportados en los Gltimos afios de tratamiento
a pacientes con céncer con preparaciones de interferdn. La pfi-
mera vez que se le us6 en pacientes humanos fué en el afio de
1963 en Francia, en un caso de leucemia mieloide aguda.

En general, al tratar a pacientes con interferdn purificado
de los tejidos originales se han observado efectos colaterales
que en general han sido dafiinos para los pacientes. Esto se in-
terpreta como que las preparaciones 1levaban numerosos contami-
nantes. de muy dificil eliminacidon durante el proceso de purifica

cién del interferdn, ademds que contenia una mezcla de varios in
terferones (7,53). En los Gltimos afos, métodos de purifica-



cidn mids refinados y bdsicamente 1a clonacion de los diferentes
genes de interferdn y su produccidn en bacterias, ha hecho posi-

ble obtener cantidades importantes de la proteina sin contaminan
tes y en particular ha permitido trabajar con preparaciones pu-
ras de cada tipo de interferén, por lo que ha aumentado el nime-
ro de casos en 1os cuales se ha aplicado el interferén en pacien,
tes con diferentes tipos de céncer. En general los resultados
"han sido alentadores (23). E1 15 de enero de 1981 el gene de in
terferén leucocitario A, obtenido por Ingenieria Genética en los
laboratorios de Hoffman-La Roche (USA) fué el primerc de los ob-
tenidos por esta metodologia que fué aplicado en un paciente con

resultados muy satisfactorios (45,46).

INTERFERON LEUCOCITARIO:  El1 primero de los genes de interferdn

clonado fué uno de los del tipo teucocitaric (20). La denomina-
cibn dada a Tos genes de esta familia varia de acuerdo con el
grupo que los ha reportado. Se 1os‘conoce bajo el nombre de ti-
pos « (numerdndolos de 1 en adelante) o se les nombra desde la A
a la H. (18,20).

E1 primer gene codificador de interferdn que fué clonado en
bacterias fué el gene A o0 op (Fig. 1), que codifica para una
proteina con un peso molecular de 19390d. Inmediatamente se su-
po que existian al menos 10 diferentes genes de origen leucocita-
rio. " En la poblacidn leucocitaria normal, el RNAm correspondien

te al interferén tipo A es el predominante (42%), el correspon-
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diente al D representa el 27% y el resto (F,G,B,C,E,H) se encuen
tran en un porcentaje que va del 3 al 6% (Fig. 2) (20).

E1 andlisis de la secuencia nucleotidica de estos genes ha
aportado muchos datos. Asi se sabe que todos con excepcidn del
interferdn E poseen un péptido 1ider de 23 aminodcidos, anterior
a la proteina madura. Todos ellos con excepcidn del A, consis-
ten en una proteina madura de 166 aminodcidos, el A tiene 165
faltandole el amonodcido de la posicidn 44. E1 gene E parece
ser la copia de un seudogene, ya que posee sefiales de termina-
cibn de la traduccidn en las 3 posibles fases de lectura. Si es
to fuera cierto serfa la primer evidencia de un seudogene que es
transcrito a RNA (18,20,26,31,40,41,68).

Al analizar el péptido 17der se observa que con excepcidn
del gene E, en todos los otros sus caracteristicas son muy simi-
lares a las de otros péptidos 1ideres de proteinas eucariontes
de secrecidn; esto es teniendo un Targo tramo de residuds hidro-
fobicos,  flanqueado por aminodcidos cargados y mds polares y con
una riqueza en serina en el sitio préximo al de su procesamien-
to.. El sitio de corte entre el lider y la proteina madura se en
cuentra entre los aminodcidos glicina y cisteina (Fig. 1) (9,20,
a1). - |

"Si se comparan las secuencias de 8 genes leucocitarios para
tratar de establecer posibles homologias entre ellos, se encuen-l

tra que a nivel del péptido lider existe un 70% de homologia,
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Fig. 1 Sccuencia del gene de interferdn leucocitario A
Los aminofcidos comprendidos entre S; y S;3
forman el péptido lider.

Subfayados se indican los sitios para la

cndonuclcasa BgllIl



12

0
' zfo ( 400 600  goo 1000
pb O I I |
T8 % %
o 4 &
—— == 1= - 42%
2 =9 3
d__wd N %
-£ — 6%
(=) =) =
2 =] 9
4 £ 2 E
= == T Je 27%
o o=t
: %7
o —— : = — 3%
] =
>
- == 551‘? 3= 8% .
- N
2
'S ,
. }~ 3%
=
3
[
e ‘ﬁ—s% !
9
Mapas de restriccién de los diferentes genes

Fig. 2

de interferén lcucocitario ;
A 1a derecha se indica el porcentaje cn que '
se encuentra cada gene cn la poblacibn celu- S

lar.



13.

con 11 de 23 aminodcidos en posiciones idénticas. Las homolo-
gias en la regién del péptido maduro son de un 80%, con 79 de
166 aminodcidos idénticos en todos ellos (48%). Si se ignora al
gene E al hacer estas comparaciones, entonces el porcentaje de
aminodcidos en igual posicidn pasa a ser de 60%, (99 aminodci-
dos)(20,45). Si comparamos la regién 3' no codificadora que
flanquea a estos genes vemos que su Tongitud varia desde 242 pa-
res de bases (pb) el gene D, a 441 pb en el gene B; estas varia-
ciones se podrian deber a deleciones evolutivas.

En eucariontes la secuencia consensc que sirve como sefial de
poliadeﬁi1acién del RNAm es AATAAA o AATTAAA y se localiza 15 a
25 nuclebtidos antes del sitio de adicidn de poli(A) al RNAm.

En los genes A,D,F y G existe la secuencia AATAAA, en cambio en
los otros genes la secuencia consenso no se localiza hasta una
regidn bastante posterior‘con referencia a los genes anteriores
y 1a secuencia que aparece es AATTAAA seguida luego de po1i(A)}‘
Aparentemente 1a region 3' se extiende hasta el sitio en que apa
rece alguna de las dos posibles secuencias sefiales para poliade-
nilacién (5,9,20,41),

La generacién de una serie de plasmidos recombinantes porta-
dores de diferentes cDNAs de interferdn Teucocitario permitid
usarlos como probadores en 1a.identificac16n directa de ellos en
_ un banco gendmico humano (41). Esto, junto a otro tipo de andli

sis, permitié verificar de que estos genes no poseen intrones

| S
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(28,30,41,45). Esta caracteristica resultd de alguna manera sor
prendente, dado que todos los genes eucariontes analizados a la
fecha con excepcifn de los genes de las histonas y el genoma de
mitocondria humana poseen intrones. La posible implicacion fun-
cional y/o evolutiva de este fendmeno afin no se conoce.

La realizaci6n del mapeo del RNAm con la nucleasa S1, ha per
mitido ubicar con precisidn el sitio de inicio de la transcrip-
cién. Este sitio aparece en la posicién -67 de la secuencia nu-
cleotidica y corresponde a los nucledtidos AG, cuando en la mayo
rfa de los eucariontes es AC. _

Si se analiza l1a regidn 5' de estos genes se encuentra 28
nucleftidos hacia arriba del posible sitio de cap del RNAm la
secuencia 5'TATTTAA3' (secuencia de Hogness-Golberg), que en eu~
cariontes se postula de que es importante para el reconocimiento
de 1a RNA polimerasa IT. A ambos lados de esta secuencia hay re

giones ricas en GC (28,41},

INTERFERON DE FIBROBLASTO: - las técnicas aplicadas para la

creacion de plasmidos portadores de este gene han sido bastante
similares a las usadas .con los genes de origeh Teucocitario (11,
19). Se ha determinado que existe un Gnico gene con este origen
dde se denomina 81; aunque se ha reportado otro denominédo Bs
que probab]emente es una duplicacién del primero, ya que solamen

te difieren en un nucledtido.



De igual manera que los leucocitarios éste gene tampoco po-

see intrones. Codifica también para un péptido 1ider de 21 ami-

nodcidos y una proteina madura de 166 (fig. 3) (12,19,25,29,45,

59},

En Ta hebra de DNA con igual polaridad al RNAm hay una abun-
dancia relativa de purinas, que van desde ¢l sitio de inicio de
1a transcripcién hasta la posicidn -150, En la posicién nucleo-
tidica -100 se localiza la secuencia de Hogness-Goldberg
(TATAAATA), y en la regidn de -70 a -80 se encuentra la secuen-
cia que seria reconocida por 1a RNA polimerasa II, que en los ge
nes leucocitarios aparece en la posicién -93 a -85 (Fig. 3)(10).

E1 mapeo con la nucleasa S1 ha ubicado el sitio de inicio
de la transcfipcién en el nuclebtido -73 o -75 (Fig. 3) (42).

Al comparar los genes del tipo a con los del tipo 8 se pue-
de observar que a nivel del péptido maduro poseen 39 de 166 ami-
nodcidos (23%) en la misma posicidn., La diferencia en la distri
buci6n de los aminodcidos parece ser al azar, con excepcitn de
Ta regidn comprendida entre los aminodcidos 115 al 151 {excluven
do a1 gene E) en donde los genes o codifican para los mismos amiv
nodcidos eﬁ 31 de 37 posibles. Al comparar esta region entré o
Yy By. se observa que entre las posiciones de los aminodcides 116
a 150 comparten 17 de 35 aminodcidos posibles, sugiriendo esto
que esa regidn cumpla alguna funcidn importante. En la regifn
3' no codificadora no se observan homologias importantes entre

8y ¥ o1 (D). En la regién 5', de la posicién -1 a -195, las ho-
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145

Secuencia del gene B, de interferdn de fibrolasto

Las flechas en las posiciones -73 a -75 indican

el sitio de comienzo de la transcripci6n.
Las flechas de las posiciones 764 y 766 muestran
el sitio de agregado de poli(A) aparecen subrayadas
‘las secuencias de Hogness-Goldberg y la sefial de-

poliadenilacion.
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mologias son mayores incluyendo los dos sitios probables de in-

teraccién de la RNA polimerasa II (9,10,42,45,58).

INTERFERON INMUNE: En este caso para purificar el RNAm con el

cual construir luego el cDNA, fue necesario inducir su expresidn
con_antigenos especificos o mitdgenos de células T (36).

El interferdn de tipo y posee diferentes propiedades fisicas
y determinantes antigénicos que los del tipo I (15,45,56), a pe-
sar de que induce las mismas enzimas y posee también actividades
antivirales, antitumorales e inmunorregulatorias. Su efecto an-
tiproliferativo en c&lulas transformadas es de 10 a 100 veces ma
yor que el del tipo I (22).

Su peso molecular es de 17100d (15). Consta de un péptido
}ider de 20 aminodcidos muy hidrofébicos y un péptido maduro de
146. E1 sitio de procesamiento del péptido lider es igual que
para los tipos a y queda comprendido entre Tos aminodcidos
g]icinaby cisteina (Fig. 4). ,

Una caracteristica importante del gene de interferfn vy y que
1o diferencia de los otros dos es la existencia de tres intro-
~nes. Los tres comienzan con el par de bases GT y terminan con
" AG; estas bases son las postuladas en el reconocimiento para el
procesamiento del RNAm. E1 primer intron es de 1238 pb, el se-
gundo de 95pb y el tercero de 2422pb. Por su parte los cuatro

‘exones que dan origen a la proteina madura codifican para 38,23,

-

| S
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61 y 44 aminodcidos (9,21,44),

Existe un solo gene del tipo vy y posee muy poca homologia
conay B. Sial comparar los tres tipos de fami11a§ de genes
excluimos las posiciones de los aminodcidos 11 al 14 del gene y
y comparamos entonces las posiciones que van desde el aminodcido
7al 17 enel yy las 130 a 136 en el a, entonces encontramos
que 6 de 7 aminodcidos son idénticos entre ambos o sea 17 de 21
nuclebtidos dg homologia. Esta homologia en esa regidon es apa-
rentemente significativa, ya que la secuencia de todos los genes
o en ese sitio es muy conservada. La insercidn en el gene y de
cuatro aminodcidos en esa regidn, aumenta la longitud de cadena,
pero permaneces las regiones hidrofébicas a un lado y las hidro-
filicas al otro.

Una caracteristica comln a todos los interferones es un seg-
mento de 15 residuos con una alta potencialidad para formas o hé

lice anfipdtica, seguida por una regién de alta homologia en la

secuencia.

La secuencia especifica de aminodcidos de una regién larga
de este segmento con una alta potencialidad para formar una es-
tructura anfipdtica parece ser de poca cohsecuencia en tanto que
su caracter anfipdtico es conéervado, sugiriendo que esta regidn.
podria tener un rol estructural estabilizando la superficie de
esta protefna. Sec ha sugerido que esa regién es helicoidal y v

tiene un papel estructural en los interferones o y 8.
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Si alineamos a los tres tipos de interferdn a nivel de esas
regiones es posible localizar secuencias homélogas entre los re-
siduos 64 a 110 en el gene oA, 66 a 112 en el B y 59 a 104 en el
y (9).

La secuencia de Hogness-Goldberg se localiza 30pb hacia arri
ba del inicio del RNAm. E1 hecho de que la regidn 5' que prece-
de a los tiposay B sea muy homéloga entre ambos, pero no con la
del tipo y, hace suponer que esa regidn puede estar involucrada
en la regulacion de Ta transcripcion del gene de acuerdo con el
hecho de que existen diferencias en el modo de accién entre los

tipos I y II (6,9,15,21).

EXPRESION: Han sido empleados muchos sistemas diferente5~para
1a expresion de los genes clonados de interferdn. Estos siste-
mas buscan una produccién elevada de la proteina.

Se les han insertado a los plasmidos portadores de las se-
cﬁenci#é para el interfern diferentes promotores que permiten
regular e incfementar sﬁ expresion, bEntre los promotores mis
empleados figura el promotor de triptofano {promotor y sitiO'de
unién a ribosomas), con el cual se han obtenido algunos de los
mejores resultados, que son de aproximadamente unos 600 ug., por
litro de cultivo (18). Otros promotores que se han usado son
el 1lamado PL del fago A en el cual la expresién se regula por

un represor termosensible (12); también se ha fusionado el gene
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de interferdn al gene lacZ, insertdndolo en el fago M13mp7

(54). En términos generales, el sistema mds eficiente ha resul
tado ser el de triptofano con una produccidn promedio de 8 x
107U de interferdn por 1itro de cultivo (19,22,47).

En todos los casos, el interferdn obtenido mediante la tec-
nologia del DNA recombinante resulta tener las mismas caracteris
ticas bioldgicas que el natural (18,19,22,47).

Resultados interesantes han sido descritos al variar las dis
tancias entre el codon ATG de inicio de la traduccidn y el sitio
de unién a ribosomas (Shine-Dalgarno-SD) en los pldsmidos que
11evan la informacién para los genes de interferdn tipos o« y B,
en que se encuentra regulada su expresién por el promotor de
triptofano (52).

La iniciacidn de Ta traduccin del RNAm en E. coli es un pro
ceso que involucra el apareamiento entre 3 especies de RNA (RNAr
16s, RNAm y fmet tRNA), 3 factores de iniciacién (IF1, IF2 y-

“IF3) y Ya proteina ribosomal o (43).

La estructura secundaria del RNAm es también importante en
la regulacién de la frecuencia de la iniciacidon.  La secuencia
de Shine-Dalgarno comprende de 3 a 12 nucleftidos comb]ementa-
rios de la regidn 3' del RNAr 16s. E1. hibrido RNAr 16s- RNAm
en el inicio de 1a traduccidn y su estabilidad son importantes

. en la frecuencia de iniciacion. La distancia entre el codon

AUG y el SD son también de importancia.
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Variando 1a distancia desde el Sb (secuencia GGT) al ATG se
observé que 9pb era la distancia Gptima para la mayor expresién
de interferdn. Las diferencias que se apreciaban al variar és-
tas distancias se podrfan deber a la formacidn de estructuras se
cundarias del tipo de tallo y asa. A las distancias de 6,8,9 y
10, el tallo incluye varias secuencias del espaciador, asi como
al coddn AUG y Ta A que le sigue. En las otras distancias es pQ
sible agregar un par G:C al tallo lo cual aumentaria su estabili
dad, Timitando la accesibilidad de los ribosomas al AUG (52).

También se ha construido el gene D leucocitario en forma sin
tética, usando en este caso codones preferenciales para E. coli
(13).

Otro de los sistemas que se ha empleado para la expresion
del interferén ha sido el de levadura. En Tevadura las sefiales
de iniciaci6n y terminacitn de la transcripcién son muy especifi
cas y no es capaz de procesar genes eucariontes con intrones.
Para expresar un gene de mamifero en este sistema, es necesario
que la secuencia codificadora de la proteina a expresar se en-=-
cuentre bajo el control del promotor de levadura y que haya una
adenina en la posici6n -3 y una pirimidina, que én general es
una timina, en la posicidn +6, ‘

Para maximizar la expresidn en este sistema se fusjond el
gene D leucocitario con unos pocos codones del gene de fosfogli-

cerato ceinasa de levadura (se regula con glucosa como fuente
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de carbono a nivel transcripciona]). Se logran obtener 1x106

moléculas por célula (24,61),

HIBRIDOS: La clonacidn de los tres tipos de ingerferén ha per-
mitido mediante manipulaciones genéticas la construccidn de ge-
nes hibridos de ellos. Aunque este proceso es aiin incipiente,

se le asigna gran trascendencia, ya que permite generar nuevas
proteinas con posible acci6n bioldgica mds potente y de mayor es
pectro gue las originales. Hasta Ta fecha ha sido reportada la
construccidn de 4 tipos de protefnas hibridas (63). Estas se
han generado &l combinar los genes leucocitarios tipo Ay D.
Estas proteinas hibridas varfan de las originales en 13 o 36
aminodcidos. Los cortes y posteriores uniones de los genes, que
se realizaron para la fusion, se efectuaron a nivel de los si- '
tios de reconocimiento de las endonucleasas de restriccién Bgl Il
y Pvu. 1l que se encuentran dentro de 1a region que codifica pa-
ra ¢] péptido maduro.

Los estudios que se han realizado con ellos han demostrado
que algunos intefferones hibridos son alin mds activos que los
originales, en particular el hibrido denominado como AD. Ademds
manifestaron también diferentes efectos antivirales. El intef—
’ferén AD resulté ser activo en células de ratén, lo que no ocu- "
rre con Tas protefnas parentales. ‘

Se ‘ha sugerido entonces, que la actividad antiviral se en-
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contraria dada por determinantes que se ubican en la regién ami-
no de los genes de tipo a, la regidn carboxilo del gene D serfa
1a responsable de la accidén del hibrido en células de ratén (16,

45),

LOCALIZACION CROMOSOMICA:  E1 uso de hibridos somdticos humano-

ratén ha permitido localizar a los genes tipo I en el brazo cor-
td del cromosoma humano No, 9 (44) y los del tipo II en el 12
(60). Los genes que codifican para los receptores de interferén
parecen encontrarse en el cromosoma No. 21. Se sabe de que los
genes del tipo a se encuentran bastante ligados y al menos seis
de ellos estdn en una regidn continua del genoma de 36 kiloba-

| . ses (30).
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JUSTIFICACION

E1 proyecto de clonar en una primera etapa alguno de los ge-
nes de interferdn se debe por una parte a las muy alentadoras
perspectivas que ofrecen estas proteinas a nivel de terapias an-
tivirales y antitumorales, en particular en el tratamiento de va
rias enfermedades cuyo tratamiento por los métodos tradicionales
no resulta muy eficiente.

Por otro lado, el disponer de estos genes, permite seguir
ampliando nuestras perspectivas en la tecnologia del DNA recombi
nante, pudiendo seguir generando Tentamente una cierta indepen-
dencia tecnoldgica.

E1 continuar incorporande nuevas técnicas de uso relevante
en el campo de 1a Ingenierfa Genética, nos permite generar nue-
vos y mas ambiciosos proyectos de investigacion.

Finalmente, el clonar alguno de estos genes, nos facilitard
la obtencidn posterior de otros a partir de un banco gendmico

humano, usando el o los genes clonados como probadores.
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MATERIALES Y METODOS

a) PURIFICACION DEL RNAm CON EXTENSIONES DE POLI(A) [POLI(A)*] :

E1 RNAm del interferén leucocitario fué obtenido de un mieloblas
toma humano amablemente donado por el Dr. Ricardo Brentani (San
Pablo, Brasil).

ET RNA celular total se extrajo mediante el método del cloru
ro de guanidinio, (33,38) separdndose el RNAm Poh’(A)+ por cro-
matografia de afinidad usando como resina oligo d{(T) celulosa
(1). Esta resina se prepard tratdndola primero con NaOH 0.}M
y luego se lavd con varios vollimenes de NaCl 0.5M, Tris 0.01M
pH=7.5 y EDTA 1nM.

A la preparacién del RNA, se le agregé 1/10 de volimen de
EDTA 20mM pH=7.5 y ée calentd por 10 min. a 652 enfriando Tuego
a temperatura ambiente, Posteriofmente, se le agregé 1 volimen
de Tris 20mM pH=7.5 y'KCI 1M y se aplicd la mueétra a la colum-
na. E1l Poh'(A)+ se eluyé con Tris 10mM pH=7.5 {1,18,33,38). '

b) SINTESIS DEL cDNA: La reaccin para la construccin del

- ¢DNA consistié en lo siguiente:
A 3ug Poh’(A)+ se agregan:
40 U transcriptasa reversa (donada por el Dr. Beard, N.I.H.,

Bethesda, Maryland, U.S.A.)
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3 ug prinero,

32
50 uCi dATP (o P) (550 Ci/mmol1) (Amersham) y
500uM dGTP, dCTP, dTTP, dATP (PL Bjochemical USA)

La reaccifn se realizb en un volumen de 50ul en buffer con
KC150mM, Tris 50mM pH=8.3, MgC]2 10mM y 30mM 2 mercaptoetanol.
Se incub6 a 422 por 45 min, Se separd la marca no incorporada
mediante filtracién en gel en columna de 10ml de Sephadex G-75,
A1 cDNA cadena sencilla obtenido se 1o traté con NaOH 0.1M por
- 20 min, a 702 con objeto de hidrolizar al RNAm, finalmente, se
neutralizé con HC1 IM (18,33,38,40).

La segunda cadena del cDNA se construyd en forma similar a
la primera, con excepcion de que se usaron 4U de transcriptasa
reversa y no se usG primero.

Se cuantificd la cantidad de cDNA generado en base a las ac-
tividades especificas obtenidas y asumiendo una distribucion
equimolar de las bases en el RNAm.

Se trat6 al cDNA doble cadena con 20U de nucleasa Sl
(Bethesda Research Laboratories Inc. USA) por 30 min, a 372 y
5 min. a 32 (33,38). Posteriormente, se repard con 1U de DNA
polimerasa I (fragmento Klenow) (Boehringer Manheim) y 10mM de

los cuatro dNTPs (33,38).

c) CLONACION MOLECULAR: La adicién de homopolimeros de deoxiC

“al cDNA se realizé de la siguiente manera: A 24ng de cDNA do-
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ble cadena se agregan 1.5U de transferasa terminal (Miles Corp.
USA) vy deoxiCTP (1001M).

Se incub6 por 10 min. a 372 en cacodilato de potasio 100mM
pH=7, DTT 0.1nM, CoC]2 1mM (18,33,38).

Se unieron luego los 24ng del cDNA con colas de deoxiC con
500 ng de pBR322 linearizado y con colas de deoxiG en el sitio
de Pstl (New England, Nuclear USA) .

Se transformd con este DNA la cepa de E. coli K12 RR1 recA”
(8).

Se selecciond para transformantes resistentes a Tetracicli-
na, Los pldsmidos de las colonias transformantes Tc" (ApS) se

purificaron de acuerdo al método de Tisado claro (3).

d) SECUENCIA DE DNA;  Se electroeluyeron las bandas EcoRI-~
B9l II, Bgl II-Bgl II y Bgl II-Pstl del pldsmido pBR500 y se li-
garon respectivamente 100ng de cada una a 20ng de los fagos
M13mp8, M13mp7 y M13mp9 {BRL Inc, USA digeridos con EcoRI-

BanHI y BamHI-BamHI y BamHI-Pstl (37).

E1 fago M13 es un fago filamentoso de 7230pb que es excreta .
do de 1a célula huesped en forma de cadena sencilla. Posee en
su genoma una porcidn del operon lac que incluye una regidn regu
Jadora y la informacidn para los primeros 146 aminodcidos del ge
ne estructural de lapgalactosidasa, FEste fragmento complemen-

“ta la delecidn del ségmento de g galactosidasa que posee el epi-
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soma de la célula huesped. Se le ha insertado un fragmento de
DNA con sitios Gnicos de clonacin en 1a porcidn aminoterminal
de 1a g galactosidasa.

E1 fenotipo 1ggf se identifica mediante un sustrato cromogé-
nico (Xgal) e IPTG (inductor) que generan placas azules.

Se transformé la cepa de E. coli K1Z JM101 en presencia de
0.01m1 de IPTG 100mM y.05 m1 de XGal 2%. Las colonias blancas
transformantes se usaron para la purificacidn del DNA cadena sen
cilla que se usé como templado en la reaccién de secuencia (37).
La secuencia se realizé de acuerdo al método reportado por

Sanger et al. (50).
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RESULTADQS Y DISCUSIGON

E1 porcentaje de RNA mensajeros poco abundantes en células
eucariontes se estima entre 0.1 a 0.3% del RNAm total.

Para el caso de los RNAm de interferdn, estos porcentajes
son alin inferiores, por 1o cual para purificarlos es necesario
inducir su expresion o trabajar con lineas celulares tumorales
. en que los niveles de interferdn sean altos de forma que los ren
dimientos en la purificacidn se incrementen. Estos motivos nos
condujeron a usar como fuente de RNAm de interferdn leucocitario

un mieloblastoma humano (18,55).

a) PURIFICACION DEL RNAm POLI (A)+: Se parti6 de 700mg de te-

jido de donde fueron extraidos 1.8mg. de RNA total. La presen-
cia en muchos RNAm eucariontes de largos tramos de Poli(A) en su
extremo 3' no traducido, permite separarlos del resto de 10s
RNAs celulares mediante cromatografia de afinidad, usando como
resina oligo d(T)} celulosa (Fig. 5) (1,33,38). Mediante este
proceso se recuperaron al final aproximadamente 10ug de Po]i(A)+,

de los cuales un porcentaje bajo corresponde a interferdn.

b) PREPARACION DEL cDNA: La enzima transcriptasa reversa usa

como ‘templado RNAm para generar cDNA. Esto ocurre en presencia
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de un oligonucle6tido que funcione como primero de la transcrip-
cién y de los cuatro deoxiribonucledsidos trifosfato (Fig. 5).
(33,38,48). Esta enzima se ha usado anteriormente en la clona-
cioén de varios genes cucariontes de los cuales se tenfa sus res-
pectivos RNAm. Entre los genes que se han clonado por este méto
do figuran: B globina {14,34), ovoalbimina (43), insulina (66),
interferén (18,40).

En nuestro caso, se usdé como primero para la transcriptasa
reversa un oligonucledtido sintético de 12 bases de longitud, en
el cual hibridiza especificamente contra una secuencia del extre
mo 3' no traducido del gene de interferdn. E1 uso de este prime
ro nos debia permitir generar cDNAs especificos de interferén
Teucocitario.

Al calcular la complejidad del RNAm de una célula eucarionte,
considerando que existan unos 15000 RNAm diferentes de los pocos
abundantes con una Tongitud promedio de 2000 bases, obtenemos un
valor de 3 x 107. Estimando entonces el nimero de RNAm diferen-
tes con posibilidades de hibridizar contra el primero sintético
de 12 bases de largo 1legamos a que

(0.25)1% x 3.10" = 1.8

. Este valor nos indica que habia una mayor probabilidad de

' que solo dos RNAm diferentes dieran origen a los cDNAs. Esto

nos decia que estrictamente los cONAs obtenidos, serian en su ma
yorfa correspondientes a interferdn.

Comparaciones realizadas a nivel nucleotidico entre los dife - -
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METODOLOGIA
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Fig. 5 Proceso seguido en la preparacibn y clonacién
del cDNA de interferbn,
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rentes gehes para interferdn leucocitario indicaban que las homo
logias de las regiones 3' no traducidas, no eran tal elevadas
como ocurre con la regidn del péptido maduro, Realizando la mis
ma comparacidn, pero ahora entre 1os genes o y 8 en su regidn
3', se observa que las homologfas son muy bajas y con respecto
al gene v son despreciables (20).

Esto nos condujo al supuesto de que al construir el cDNA con
el primero especffibo contra 1a regifn 3', en teoria los cDNAs
obtenidos corresponderfan a varios de los genes leucocitarios.

Pbr otro lado, el hecho de que norma]meﬁte la representa-
cion de Tos RNAm de los diferentes genes leucocitarios en la cé-
lula sea de un 42% del gene A, un 27% del D y un porcentaje en-
tre 3 y 6% para los restantes (20)(Fig. 2), nos sugeria que el
cDNA que preferencialmente obtendriamos seria el correspondiente
al tipo A.

Al construir el ¢DNA es muy importante Ta relacidn cuantita-
tiva entre ef poli(A) y 1a transcriptasa reversa en la reaccion.
En general es conveniente usar un exceso de enzima, 1o cual in-
crementa la cantidad y longitud del cDNA generado (33,38).

| Otros detalles importantes en la construccion del cDNA son:
usar altas concentraciones de los cuatro deoxinuclefsidos trifos
fato (disminuciones de 50 a 10 uM en su conce;tracién reducenim1k
cho 1a eficiencia de la reaccién), trabajar a un pH de 8.3 dédo

. + . AN s e .
que un desvio de - 0.5 unidades disminuye 1a eficiencia .unas. 5
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veces (33,38).

En nuestro caso se obtuvieron aproximadamente 56ng de cDNA
cadena sencilla.

En la preparacidn de 1a segunda cadena de cDNA se usd como
primero para la transcriptasa reversa la estructura de "hairpin",
que por mecanismos que no se conoce, se sabe que se genera en el
extremo 3' del cDNA cadena sencilla por la misma enzima durante
el proceso de polimerizacidn (Fig. 5) (14,33,38). Obtuvimos unos
100 ng. de cDNA doble cadena.

" Al construir las dos cadenas del cDNA, estas se encuentran
covalentemente unidas a través del hairpin; Se hace necesario
entonces, digerir esta estructura con la nucleasa S1, la cua]tes
especifica para cadena sencilla (33,38). Los extremos que se ge
neran en el cDNA, posteriormente a este tratamiento, no son
siempre perfectamente rasurados por lo cual se les repara con
DNA polimerasa I (Fragmento Klenow) para mejorar la eficiencia
de 1a clonacién posterior (Fig. §) {51).

Al realizar electroforésis en gel de poliacrilamida al 7.5%
de el cDNA obtenido se observa la existencia de una sola banda pro
minente de aproximadamente 1500 pb {Fig. 5').

E1 encontrar claramente favorecida esta poblacion de cDNA,
en lugar de una coleccidn de diferentes tamaiios es consistente
cbn el uso del primero especifico de interferdon, en particular si

ademds consideramos que los RNAm de interferdn leucocitario for-



.35

« o
RNA vy ods

‘Fig. 5' Gel de acrilamida al 7.5% donde,sé observa en el
‘ punto senalado por la flecha, la presencia de -=
~una banda prominente de DNA. - ‘

"cDNA - DNA comp]ementariO‘cadena sencilla
cDNAds-DNA complementario doble cadena.
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man una poblacidn bastante homogénea en tamafio, Por otro lado
se sabe que Ta transcriptasa reversa al copiar al RNAm se detie-
ne preferencialmente en determinadas secuencias nucleotidicas

(33).

c) CLONACION MOLECULAR DE DNA: La estra‘égia que usamos a es-

tos efectos fué la de agregar homopolimeros de deoxiC al cDNA

mediante 1a enzima transferasa terminal (Fig. 5), La aplicacidn

.de esta técnica presenta la ventaja de que usando como vehiculo

de clonacidn algin pldsmido que tenga agregados homopolimeros de
deoxiG en el sitio de reconocimiento de 1a endonucleasa Pstl,
Tuego fdcilmente se puede extraer el fragmento insertado en ese
sitio, digiriendo con Pstl, dado que este procédimiento regenera
los dos sitios para esa enzima a ambos lados del inserto (4,66).
La eficiencia con la cual se regeneran estos sitios va a depen-
der en parte de la enzima terminal transferasa usada (33). - El

nimero Gptimo de colas de deoxiC y deoxiG que se deben agregar

- se estima que es de 20 (38).

Luego de Tigar el vehiculo-al cDNA se transformd en una cepa
de E. coli K12 RR1 recA”, selecciondndose las colonias recombi-
nantes como Tc' Aps. E1 nimero éproximado de transformantes es -
perfdo segin reportes de New England Nuclear, proveedores de el

3

plasmido pBR322 con Tas colas de deoxiG era de 2 x 10 x ug de

pldsmido. * Los reportes dados por otros autores que clonaron
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cDNAs de interferdn por el mismo método, son también de 1000
transformantes % ug de cDNA (18). En nuestro caso se obtuvieron
solamente dos transformantes a partir de 24 ng de cDNA, debiéndo-
se haber obtenido aproximadamente 50 transformantes.

Entre las posibles causas que podrian explicar nuestro bajo
rendimiento podriamos anotar que las cepas de E. coli recA” dan
menos transformantes‘al usar cDNA con colas de homopolimeros, que
las cepas rggAf (33). Se us6 la cepa rggAf para evitar posi-
bles recombinaciones en el caso de que se transformara con plds-
midos que llevaran insertos diferentes, pero con un grado eleva-
do de homologia. Aparentemente el sistema recA bacteriano se en
cuentra involucrado en la reparacidon del DNA circular abierto‘y
de las moléculas hibridas de DNA con residuos de homopolfimeros
(33).

También podemos pensar en varias otras posibilidades; como
ser que las células receptoras no fuesen totalinente competen-

‘ tes en el momento de la transformacion o bien que 1os'plésmidos
no se hayan recircularizado, pudiéndose haber degradado por la

accion de nucleasas.

d) CARACTERIZACION DE LOS FRAGMENTOS DE cDNA CLONADOS:  Los

plasmidos aislados de Tas dos colonias se denominaron pBR500 y.
pBR501.A ambos se les realizaron mapas. de restriccidn con dife-

rentes endonucleasas de.donde fué posible inferir: (Fig. 6)
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*  Ambos pldsmidos habian regenerado solo uno de los dos si-
tios de Pstl esperados.

*  En ambos habian ocurrido deleciones de regiones del vehi
cule original e inserciones de DNAs heterdlogos envsitios dife-
rentes. E1 pBR500 posefa una deleciGn cn la regién del pBR322
original, que estaba comprendida entre los sitios de EcoRI y
Pstl, insertdndose en ese sitio un fragmento de DNA de aproxima-
damente 1250 pb. E1 pBR501 tenfa numerosas deleciones peque-
fias en diferentes regiones del vehfculo, as? como varias inser-
ciones de DNA en distintos sitios. Digiriéndolo con 1a endonu-
cleasa Haelll, resultaba claro que el inserto no correspondia. a
ninguno de los genes de interferdn, dado que posefa numerosos si
tios para esta enzima cosa que no ocurre en ninguno de los genes
reportados, Esto hizo que este pldasmido fuera descartado para
posteriores estudios.

* Al digerir el pBR500 con varias endonucleasas cuyos si-
tios de corte en l0s genes de interferéﬁ han sido reportados
Fig. 2) (18,20,45), nos fué posible determinar que el fraghento
de 1250 pb que se habfa insertado en este pldsmido, contenia va-
rios sitios de restriccifn en posiciones coincidentes con el ge-
ne de interferén leucocitario A y que carecfa de otros que se'sg:
be que no posee este gene. En particular era muy claro que cuan |
do lo dfgeriamos con la enzima Bgl II, se generaba unkfragmento k

de 260pb4que correspondfa exactamente con uno reportado para el
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gene leucocitario A (Fig. 7) (18).

*  Aproximadamente 600pb del inserto correspondfan al gene
para interferdn, pero a ambos lados de este habia regiones de
DNA que no correspondfan ni al gene de interferdn, ni al vehicu-
1o pBR322 (Fig. 7). Deleciones e inserciones como las ocurridas
en nuestro caso, pese a que trabajamos con cepas de E. coli rggA',
ya han sido reportadas aunque las razones por las cuales esto
ocurre afin no se conocen. Fiers et al., (67) usando una metodolo
gia similar a 1a nuestra pero con el genc de interferdn de fibro-
blasto, ha observado de igual forma fendmenos aberrantes durante
Ta clonacién, como el hecho de encontrar pldsmidos con insertos
con una regidn 5' invertida de varios cientos de pares de bases 0
con una duplicacidn parcial del extremo 3', el cual se invierte y
se 1iga al extremo 5' del cDNA. Ademds en ninglin caso han logra-
do clonar fragmentos de cDNA pequefios.

Entre las posibles explicaciones que dan a estos‘fenémenos
se encuentra de que no necesariamente siempre que se usa la trans
criptasa reversa en la construccién de la primera cadena del
cDNA, se forma el "hairpin" en el extremo 3', Esto se puede de-
ber a la falta de secuencias complementarias en el extremo 3' o
a que se puede bloquear la elongacidn del asa por estructuras se
cundarias del DNA. En este caso, la segunda hebra del DNA se
forma cuando el extremo 3' del cDNA cadena sencilla encuentra

otras regiones con las cuales aparearse. Una actividad de nu-
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cleasa, posterior a la desestructuracidn del asa generaria los
dos tipos de rearreglos observados. Sin embargo, no es posible
concluir que en nuestro caso hayan ocurrido fendmenos similares.
Los fendmenos aberrantes aqui observados resultan dificiles de
explicar aunque en muchos casos en que se ha clonado cDNA en for
ma similar a la aqui usada reportan la ocurrencia de hechos pare
cidos (14,34,67). En general los autores nos han analizado las
posibles causas que originan estos fenémenos, por lo cual nos re
sulta atn mds dificil encontrar referencias que aporten cierta

explicacidn sobre ellos,

e) SECUENCIA DE DNA:  Se efectué con el fin de confirmar que

el inserto del pBR500 contenia el cDNA para interferdn leucocita
rio A y que éste se encontraba completo.- Se usd el fago Mi3
(37) como vehiculo portador de la regidn de DNA a secuenciar.

Al insertar un fragmento adicional de DNA en estos vectores
se destruye la complemenfgcién de B galactosidasa dando placas
blancas.

El inserto EcORI-Pstl del pBRSOO fué subclonado en tres deri
vados del M13 en la siguiente forma: - (Fig. 7).

- el fragmento interno.Bgl II-Bgl II de 260pb en el fago M13

mp7 eﬁ el sitio para BamHl . o

- el fragmento de EcoRI-Bgl II de 660pb en el fago M13 mp8

en los sitios EcoRI-BamHI
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- el fragmento Eé}}-ggl IT de 439pb en el fago M13 mp9 en

los sitios PstI-BamHl. '

La secuencia nucleotidica de estos tres fragmentos confirmé
que el pBR500 1levaba un inserto que correspondia al gene de in-
terferdn leucocitario A, dado que coincidia perfectamente con
las secuencias ya reportadas (Fig. 8) (18).

De los 1240pb totales del inserto que habjamos clonado, solo
una parte correspondia al gene de interferdn y comprendia desde
el primer aminodcido del péptido maduro, hasta 20pb después del
codén TGA de terminacidn de la traduccidn (Fig. 1).

Las regiones de DNA que se clonaron a ambos lados del gene
de interferén no sabemos aiin a que corresponden.

Entre las posibles hipdtesis que nos permitirian explicar el
origen de estas secuencias de DNA heterGlogas podriamos incluir:

-) que el RNAm que di6 origen a este cDNA para el interfe-

rén leucocitario . tipo A fuese diferente por 1o menos a ni-

vel del péptido 1ider y la regidn 5' de los ya reportados.

Dado que en nuestro caso el RNAm ha sido purificado de un tu

mor, serfa posible pensar en la ocurrencia de diferencias en

el RNAm en esas regiones.

~Sin embargo, el hecho que todas las secuencias reportadas

' para los interferones leucocitarjos poseen los aminofcidos
glicina y cisteina en el sitio de procesamiento de]ypéptido

lider y que la glicina no se encuentra en nuestra secuencia

)
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hace poco probable esta hipétesis. Por otro lado esto tam-
poco explica el origen del DNA heterdlogo que aparece hacia
el extremo 3'.

=) que se hayan originado a partir de mecanismos de recombi
nacidn, inversiones,duplicaciones o bien que provengan de un
RNAm diferente al de interfer6n que luego por algiin mecanis-

mo que ignoramos se 1igd al cDNA del interferdn.

f) CONCLUSIONES: Las técnicas utilizadas indican que se ha
clonado el gene que codifica para interferdn leucocitario A huma
no. La clonacion de este gene nos permitird en un futuro cons-
truir un sistema para su expresion en forma eficiente, verificdn
dose entonces su actividad biolégica.

Asimismo, permitird usar a este gene como probador a los -~
efectos de aislar de un banco gendmico humano, otros de los ge-
nes para interferdn, pudiéndose generar después diferentes hfbni

dos entre ellos,
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