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Introduccion

Escherichia coli es el hospedero mas utilizado para la
produccion de proteinas heter6logas, sin embargo, existen ciertas
dificultades cuando se expresan tales como la degradacion
intracelular por proteasas del hospedero y la formacion de
cuerpos de inclusion!. Un método com(n para superar estos
obstéculos es el uso de proteinas de fusion. La expresion en el
periplasma confiere ciertas ventajas con respecto a la expresion
citoplasmica ya que contiene una menor cantidad de proteinas y
proteasas del hospedero ademéas de favorecer la formacion de
enlaces disulfuro?. Para que las proteinas puedan ser
transportadas al periplasma es necesario que contengan un
péptido sefial o péptido liders. En este estudio se evalla el efecto
de péptidos sefial alternativos de las proteinas PelB y CusF en la
proteina de fusién SmbP para la expresion de proteinas en el
periplasma de E. coli. Los resultados muestran que SmbP con el
péptido sefial de la proteina PelB produce mayores cantidades de
RFP y facilita su extraccion por medio del método
lisozima/shock osmotico.

Materiales y métodos

La secuencia de aminodacidos de los péptidos sefial de CusF,
PelB y SmbP se obtuvieron a través de la herramienta SignalP
4.1* y fueron sintetizados por GenScript. La Tabla 1 muestra la
secuencia de aminoacidos de los péptidos sefial de las proteinas
SmbP, CusF y PelB. Las secuencias de CusFps-SmbP y PelBps-
SmbP fueron amplificados por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), digeridos y ligados en pET30a conteniendo el
gen de la proteina rojo fluorescente (RFP) como proteina
reportera. E. coli BL21(DE3) fue transformada con los plasmidos
pET30a-CusFps-SmbP-RFP y pET30a-PelBps-SmbP-RFP para
la expresion de proteinas la cual fue cultivada a 37°C a una
densidad Optica a 600nm de 0.6. La expresion fue inducida con
IPTG a concentracion final de 0.1mM incubada a 25°C durante
16h. La extraccion de las proteinas periplasmicas se llevo a cabo
utilizando el método de lisozima/shock osmatico®.
Tabla 1
Secuencia de aminoacidos de los péptidos sefial de SmbP, CusF y PelB
obtenidos con la herramienta SignalP 4.1.

Proteina Secuencia de aminoacidos del péptido sefial
SmbP MKTTLIKVIAASVTALFLMQVYA
CusF MKKALQVAMFSLFTVIGFNAQA

PelB MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA

Resultados y discusién
Los resultados preliminares de las diferentes versiones de
SmbP realizadas en este estudio muestran que la version de

SmbP con el péptido sefial de PelB tuvo una mayor produccion
de RFP en comparacién con SmbP wild type ya que las células
se tornaron mas rojas. Esto era de esperarse ya que el péptido
sefial de PelB es de los més utilizados en diversos vectores de
expresion comerciales como pET para la expresion de proteinas
heterdlogas en el periplasma de E. coli®. Sin embargo, se
esperaba que el péptido sefial de CusF mostrara mejores
resultados comparados con los del péptido sefial de PelB ya que
es una proteina nativa del periplasma de E. coli que juega un rol
importante en el transporte y equilibrio de metales’.

Un péptido sefial posee 3 regiones: la regién -n, la regiéon -h y
la region -c. Para que un péptido sefial sea un buen candidato
para transportar proteinas heterélogas al espacio periplasmico
debe de cumplir con ciertas caracteristicas: una region -n
altamente positiva confiriéndole la capacidad al péptido sefial de
anclarse en la membrana interna por medio de interacciones
electroestaticas; una region -h con aminoacidos hidrofébicos para
que la maquinaria Sec sea capaz de reconocer el péptido sefial; y
la region -c con el patron A-X-A el cual sera reconocido por la
peptidasa sefial | para el corte del péptido sefial de la proteina
heter6loga de interés y pueda ser liberado satisfactoriamente al
periplasma. El péptido sefial de CusF y PelB cumplen muy bien
estas caracteristicas, sin embargo, PelB posee una region -h mas
hidrofébica ya que posee una mayor cantidad de aminoacidos
hidrofébicos lo cual es un punto muy importante para el -
reconocimiento del péptido sefial por la maquinaria Sec?.

Conclusién

PelBps-SmbP ha mostrado mejores resultados en la
produccién de RFP con respecto a CusFps-SmbP y SmbP wild
type debido a que las células se tornan mas rojas.
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