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(57) Resumen

La presente invencion describe un vector de expresién que contiene un péptido sefial que utiliza la via de secrecion Tat
como alternativa al sistema Sec de secrecién para el transporte de citocininas y otras proteinas de interés bictecnolégico
al periplasma de Escherichia coli. La parte novedosa de esta invencién consiste en utilizar el péptido sefal de la penicilino
acilasa (SPpac) mutado y fusionado al gen sintético de interferén-? humano (inf.-?) para el transporte de la proteina al
periplasma de Escherichia coli por via Tat. El SPpac mutado contiene el sitio Ndel en el extremo 5', conteniendo en el
vector de expresion pEMR, y en el extremo 3' el codon de triptéfano se cambia por el codén de serinay con ello se genera el
sitio de restriccion Hind lll. Se modifican los codones de Leucenia y Alanina para generar el sitio Nhel. Con ello se generan
dos sitios de restriccion para la clonacién y fusion en fase de genes de proteinas homoélogas 6 heterdlogas. Actualmente,
no hay vectores comerciales disponibles para la expresion y transporte de proteinas mediante péptidos sefal de via de
transporte Tat.

(57) Abstract

The present invention describes an expression vector which contains a signal peptide using the Tat secretion pathway
as an alternative of the Sec secretion system for the transport of cytoquinine and further proteins of biotechnological
interest to Escherichia coli periplasm. The novel system consists in using the signal peptide of penicillin acylase (SPpac)
which is mutated and fussed to the synthetic human interferon-y gene (hINF-y) for the transport of the protein to the
Escherichia coli periplasm using the Tat pathway. The mutated SPpac includes the Ndel site at the 54 end, which is
contained in the expression vector pEMR, at the 3¢ end the tryptophan codon being exchanged by the serine codon,
thus generating the restriction site Hind lll. The Leucine and Alanine codons are modified so as to generate the Nhel site.
Thus, two sites for restricting the cloning and fusion within a gene phase of homologous or heterologous proteins are
generated. Nowadays there is no commercial vector available for the expression and transport of proteins, which include
signal peptides using the Tat pathway.
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SISTEMA PARA EXPRESAR Y TRANSPORTAR PROTEINAS RECOMBINANTES AL
PERIPLASMA DE Escherichia coli POR LA ViA DE SECRECION Tat

OBJETO DE LA INVENCION

Actualmente en Escherichia coli, no hay vectores comerciales disponibles para la expresién y

La presente invencién consiste en un sistema de produccién de proteinas terapéuticas en

transporte de protefnas utilizando péptidos sefial de la via de transporte Tat.

Escherichia coli, donde la proteina es exportada al espacio periplasmico utilizando el sistemai de
secrecion Tat. Esto permite recuperar y purificar la proteina terapéutica en forma mas senciII:a a
la vez que se obtiene con el amino-terminal correcto. En esta invencién el péptido sefial dé la
penicilino acilasa (SPpac) mutado, se fusioné al gen sintético humano de interferén-y (thFl-y)
para transportarlo al periplasma de E. coli por la via Tat. El SPpac se le agregé el sitio Nde 1 eli] el
extremo 5’ y forma parte del vector de expresion pEMR bajo el control del promotor T7; etj el
extremo 3’ se mutd la secuencia para generar los sitios HindIll y Nhel, este dltimo se obtﬁvo

mediante el cambio del codén de triptéfano por el codén de serina.

ANTECEDENTES

El uso de la bacteria Gram negativa E. coli como sistema para la produccion de protefnas

]
heter6logas, es uno de los mas atractivos, debido a la capacidad de esta bacteria de crejccr

rdpidamente en sustratos econémicos, su genética es bien conocida y se cuenta con un m’nm!ero
|
importante de vectores y cepas de expresion. Sin embargo, es muy comin que la protefnai se
acumule en el citoplasma en forma de cuerpos de inclusién (Baneyx F. 1999, Recombin;ant
protein expression in Escherichia coli. Current Opinion in Biotechnology. 10: 411-421.). A pefsar
de esta desventaja sigue siendo unos de los sistemas maés utilizados en la industria farmacéutiica

para la expresion de biofdrmacos (citocininas y otras), ya que se cuenta con métodos eficientes de
|

solubilizacién con urea, guanidina-HCI y dodecil sulfato de sodio, entre otros (Tsumoto, :K.;
i
|
|
!
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|
Ejima, D.; Kumagai, I. y Arakawa, T. 2003. Practical considerations in refolding proteins fro:m

inclusion bodies. Protein expression and purification. 28: 1-8.). |

La fusion de péptidos sefial a las proteinas heterélogas para transportarlas al espacio pcriplésmi'co

de E. coli puede evitar la formaci6n de cuerpos de inclusidn en el citoplasma, y en el caso de l!as
proteinas de mamifero con puentes disulfuro, estas se pueden plegar por estar en un ambierflte
oxidante. También se facilitard la recuperacion y la purificacién de la proteina heteréloga, ya que
en el espacio peripldsmico, sélo se encuentran el 4 % de las proteinas de la célula (Makrides,S. C.
1996. Strategies for achieving high-level expression of genes in Escherichia coli. Microbiologigal

Reviews. 60: 512-538). |

El transporte de proteinas a través de las membranas biolégicas es crucial para la vida celular. l:-Zn
E. coli, existen varias rutas para el transporte de proteinas del citoplasma al periplasma. La \{/fa
general de transporte (Sec) es la principal ruta para el transporte de proteinas, en donde, l!as
proteinas no plegadas utilizan energia de la hidrélisis del ATP y un gradiente electroquimico de
protones transmembranales. Recientemente se descubrié una via general de transporte, designada
por sus siglas en inglés “twin-arginine translocation” (Tat). La maquinaria Tat utiliza ﬁnicamer;lte
el gradiente electroquimico de protones transmembranales para llevar a cabo el transporte de

proteinas plegadas y que en algunos casos contienen cofactores como FeS, Ni-Fe, centros de

{
{

molibdoterina (Palmer T., Sargent F. and Berks B.C. 200S. Export of Complex Cofactuior-
containing Proteins by the Bacterial Tat Pathway. TRENDS in Microbiology. 13: 175-180) o
grupos hemo (Sturm A., Schierhomn A., Lindenstrauss U., Lilie H and Briiser T. 2006. YcélB
from Escherichia coli reveals a novel class of Tat-dependently translocated hemoproteins. ’ﬁhe

Journal of Biological Chemistry. 281: 13972-139978).

I
|
F
La via de transporte Tat se localiza en las membranas de bacterias Gram negativas, Grejlm
positivas, archeas y en las membranas de tilacoides de los cloroplastos. El sistema de secrecién
de la bacteria Gram negativa E. coli, est4 constituida por las proteinas TatA, TatB, TatC y TaéE.
Los genes ratABC estdn organizados en un operdn y el gen tatE se encuentra fuera de éste. fEl

consenso SRRXFLK de los péptidos sefial Tat contienen un par de argininas continuas que son

esenciales para el transporte de las proteinas al periplasma (Sargent F., Berks B.C. and palmer T.
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2006. Pathfinders and trailblazers: a prokaryotic targeting system for transport of folded proteirjls.
FEMS Microbiology Letters. 254: 198-207). Sin embargo, existen excepciones como es €l ca!so
del péptido sefial de la penicilino acilasa en donde el par de argininas estd separado por u|‘na
asparagina. A pesar de este cambio es un péptido sefial Tat-dependiente, esto fue demostrado'al
expresar el gen de la penicilino acilasa con su péptido sefial nativo en una cepa de E. c!oli
(AtatAAtatE), en donde no hubo transporte de la penicilino acilasa. Cuando la penicilino acilzjlsa

VP . . ioi |
se fusiond al péptido sefial OmpT de la via Sec, la proteina fue transportada con éxito en una cepa

de E. coli tat (Ignatova Z., Homle C., Nurk A. and Kasche V. 2002. Unusual signal pepti;de

directs penicillin amidase from E. coli to the Tat translocation machinery. Biochemical and

Biophysical Research Communications. 291: 146-149). \

Para demostrar la funcionalidad del SPpac mutado se evalué la produccién y transporte de hINF-
y. El Interfer6n-y humano (hINF-y) es secretado pbr linfocitos estimulados por mitogénesis y estd
involucrado en la respuesta inmune. En los humanos, el hINF-y estd constituido por 143
amino4cidos y tiene un peso molecular entre 20-25 kDa de pendiendo del grado de glicosilaci(jﬁn,
sin embargo, la glicosilacién no es necesaria para su actividad biolégica. En 1986 el A]:)N
complementario de hINF-y se clond y expresé en E. coli por primera vez. El hINF-y tuvo u:na
metionina en el N-terminal y su peso molecular fue de 17 kDa. El hINF-y estd indicado para: el
tratamiento de céncer de rifién, cancer de colon y artritis reumatoide, entre otras (Khalilzadeh ?R.,
Shojaosadati S.A., Maghsoudi N, Mohammadian-Mosaabadi J., Mohammadi M.R., Bahrami A,
Maleksabet N., Nassiri-Khalilli M.A., Ebrahimi M. and Naderimanesh H. 2004. Procgss
development for produétion of recombinant human interferon-y expressed in Escherichia czj;li.

Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology. 31: 63-69). |

Existen muy pocos reportes del transporte de protefnas recombinantes al espacio peripldsmicolde
E. coli por la via Tat, entre los que se encuentran: ’

a) Un estudio donde se demuestra que proteinas eucari6ticas complejas como el activador tisu:lar
de plasmindgeno humano que contiene 17 puentes disulfuro, se transportd cficientementei al
periplasma de E. coli por la via Tat utilizando el péptido sefial de TorA. Este es el primer repclrte

en donde una protefna humana se transporta por esta via (Kim J.Y., Fogarty E. A., Lu F.J., Zihu

t
|
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|
H., Wheelock G.D., Henderson L.A. and DeLisa M.P. 2005. Twin-arginine translocation of

active human tissue plasminogen activator in Escherichia coli. Applied and Enviromental

Microbiology. 71: 8451-8459). !

!

!

Nuestra invenci6n difiere en que estamos proponiendo una secuencia sefial de penicilino acilasa
mutante que es diferente a la secuencia TorA. !

I

b) La proteina verde fluorescente (por sus siglas en inglés: GFP) fue utilizada como protefha
modelo en estudios de transporte transmembranal, debido a que es facilmente detectada. Fl
transporte de GFP, utilizando el péptido sefial TorA se evalué por microscopia confocal en
diferentes cepas de E. coli: silvestre, sobreproductora de bpAB y mutada IbpAB. En este estudlio
se demostr6 que el transporte de la GFP via Tat fue eficiente en las cepas de E. coli silvestre|y
mutada en IbpAB, siendo esta ultima 2 veces mayor la concentracién de GFP en el periplasmP,
debido a que la proteina IbpAB incrementa la expresién de GFP y evita su protedlisis, pero
incrementa los niveles de formacién de cuerpos de inclusién al 90% (Han MLJ, Park S.J., Park
T.J. and Lee S.Y. 2004. Roles and applications of small heat shock proteins in the production (Sf

recombinant proteins in Escherichia coli. Biotechnology and Bioengineering. 88: 426-436).

mutante que es diferente a la secuencia TorA.

)
|
|
|
\
. s . . - —~ .« .y . !
Nuestra invenci6n difiere en que estamos proponiendo una secuencia sefial de penicilino acilasa
;
|
Las patentes relacionadas con el tema son: |

!

La patente No. 7,052,867 de los Estados Unidos que se refiere a la invencién de un vector dte
expresion para la secrecidn de interferén-e< humano (hIFN-e<), constituido por un polinuclcétid!o
modificado que codifica para la secuencia sefial de la enterotoxina termoestable II de E. colli
fusionado a un polinucleétido que codifica a hIFN-=. El proceso es capaz de secretar al
periplasma de E. coli la forma activa soluble de hIFN-< y carente del residuo adicional dé

metionina en el N-terminal,
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Nuestra invencién difiere en que nosotros proponemos el uso de un sistema de secreci6n Tat para

el transporte de hINF-y utilizando el vector pEMR, mientras que la patente anterior utilizalel

sistena de secrecion Sec para el transporte de hIFN-e<. |

La solicitud de patente de los Estados Unidos No. 20020110860 se refiere a la descripcion ‘de
métodos para incrementar la secrecién de proteinas en una célula huésped. Preferentemente en
microorganismos gram-positivos tal como Bacillus, en la bacteria gram-negativa E. coli, o &‘an
miembros del género Panfoaea. La secrecién podria ser incrementada por la sobreexpresién !de

proteinas que forman el complejo de la via Tat, ademds la secrecién de las proteinas prodria ser

selectivamente incrementada por la fusién de un péptido sefial tat a la proteina de interes.

Preferentemente los péptidos sefial phoD o LipA que funcionan por la via Tat. }
| |
Nuestra invencién difiere en que nosotros proponemos el uso de un sistema de secrecion Tzilt,
utilizando el SPpac de E. coli mutado, mientras que en la solicitud de patente anterior propone;n
el uso de los péptidos sefial phoD o LipA de la via Tat de Bacillus subtilis fusionados a un
polipéptido heterdlogo. | |
)
|
La solicitud de patente de los Estados Unidos No. 20020182672 se refiere a la descripcion cile
métodos para incrementar la produccién de proteinas secretadas, donde los aminodcidos de leils
proteinas de interes que tienen una cola de carboxilo no polar, son cambiados o sustitudos del
péptido nativo por aminodcidos cargados. '
|
Nuestra invencion difiere en que nosotros proponemos el uso de un sistema de secrecién Ta‘t,
utilizando el SPpac de E. coli mutado y en la solicitud de patente anterior proponen adicionzlir

aminoécidos para incrementar el transporte de la proteinas de interes. !
La solicitud de patente de los Estados Unidos No. 20030180937 se refiere al aislamiento d‘je
péptidos lider capaces de transporte proteinas heterélogas del citoplasma bacteriano. Los
métodos, fueron basados en la biisqueda de secuencias de péptidos lider nativos o mutantes elh
bibliotecas, estos péptidos lider permiten transportar proteinas heterdlogas y por lo tanto, ll;a
recuperacion de la proteina antes que sea degradada en el citoplasma. Los péptidos h’de!r
idenficados en esta patente muestran significativamente mayor transporte, no solo de protefnaEs

|

l
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el transporte de proteinas plegadas en el citoplasma por la via Tat. |

Nuestra invencién difiere en que nosotros mutamos el péptido sefial SPpac mutado de E. coli
para facilitar la fusién de proteinas homoldgas o heterdlogas y el transporte por la via T4!‘:lt,

mientras que en la solicitud de patente anterior proponen utilizar un péptido sefial aislados de uha

biblioteca para transportar proteinas heter6logas via Tat. 1
|

La solicitud de patente de los Estados Unidos No. 20030219870 se refiere a la invencién c;1e
métodos, para producir polipéptidos heterélogos con multiples puentes disulfuro y transportarlos
por la via Tat. Tambien se describe, la seleccién de polipéptidos a partir de bibliotecas, pa||ra
secretarlos por la via Tat, y métodos para mejorar la produccién de polipéptidos heterdlogos que

tengan al menos un puente disulfuro. i

Nuestra invencion difiere en que nosotros proponemos el uso de un sistema de secrecion Tat para
el transporte de cualquier proteina homoéloga o heteréloga, mientras que en la solicitud de paten;te

anterior proponen transportar polipéptidos heterélogos con multiples puentes disulfuro via Tat. |
|

La patente de Weltorganisation fiir geistiges Eigentum No. WO 2004/108932 Al, se refiere !a]
incremento de los niveles de secrecién de protefnas, sobreexpresando la proteina SecA, ademas
describen un método para la produccién de proteinas. I‘I
|
Nuestra invencion difiere en que nosotros proponemos el uso de un sistema de secrecion Tat par!a
el transporte de protefnas por via Tat, mientras que en la patente anterior proponen incrementglr
los niveles de secrecion sobreexpresando una proteina de la via de transporte Sec. ‘

|
Con respecto a la produccion de hIFN-y: |

|
La patente de los Estados Unidos No. 6,046,034 se refiere a nueva variante de interferén—?y
humano recombinante (hIFN-y), vectores y células huésped para su produccién, asi como!,

métodos para su empleo terapéutico. Las variantes son la sustitucién de uno o més pares de los
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siguientes aminodcidos seleccionados: Glu8-Ser70, Alal8-His112, Lys81-Leul2l y Gln4:9-

Leu96 por pares de residuos de Cys, y opcionalmente por la remocion de uno a diez residuos de

. : : , : |
aminodcidos del C-terminal de hIFN-y. Las variantes de la invencién mostraron mayor

termoestabilidad y no perdieron su actividad biolégica comparada hIFN-y. |

i
1
Nuestra invencion difiere en que nosotros utilizamos un gen completamente sintético, donde los

codones fueron optimizados para su traduccién en E. coli, dando como resultado una protefna
100% equivalente a la humana, mientras que la patente anterior protege una proteina con

, \
mutaciones puntuales.

i

|
La patente de los Estados Unidos No. 6,083,724 se refiere al aislamiento de un cADN de pol}lo
que corresponde a IFN-y que es expresado como proteina recombinante y utilizado en ‘el

tratamiento de enfermedades de aves . "
i

Nuestra invencion difiere en que utilizamos un gen completamente sintético, donde los codoan
fueron optimizados para su traduccién en E. coli, dando como resultado una protefna 1001%
equivalente a la humana, mientras que la patente anterior protege un cADN que codifca a IFNI—Y
de pollo. ;

.

La patente de la organizacién mundial de la propiedad intelectual No. de publicaciéjn
internacional WO 2004/050702 A2 se refiere a nuevos marcos de lectura abiertos del genom;a

humano, donde al menos uno tiene actividad de hIFN-y.

Nuestra invencién difiere en que utilizamos un gen completamente sintético, donde los codones

fueron optimizados para su traduccién en E. coli, dando como resultado una proteina 100%
|

equivalente a la humana, mientras que la patente anterior protegen marcos de lectura abiertos dél
|

genoma humano.

v
|
|
1
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS |

|
La Figura 1 muestra el vector de expresién pEMR. Las abreviaciones SPpac, Amp, pBR322
origin pT7 significan: péptido sefial de la penicilino acilasa mutado, gen de resistencia! a
ampicilina, origen de replicacién para E. coli y promotor T7 respectivamente. En el recuadjro
superior se muestra la secuencia de nucledtidos, aminoacidos y los sitios de restriccién Nde‘zl,
HindIIL, Nhel, Xhol y BamHI del SPpac. :

La Figura 2 ilustra las cinéticas de crecimiento de E. coli BL21-SI/pEMR-INF-y reportada c:an
densidad 6ptica (OD) a 620 nm, el consumo de glucosa en la gréfica del inciso A) y ﬁa

produccién de hINF-y reportada como la intensidad de las dreas en milimetros (INT*mm)
obtenidas de un ensayo de Western blot en la grifica del inciso B). |

|
La Figura 3 muestra el andlisis de Western blot de hINF-y maduro en la fraccién pen'plésmic;a,
fraccidn soluble e insoluble de la célula, asi como el grifico de barras correspondiente a 1$s
porcentajes de hINF-y en cada una de las fracciones. Las letras P, S e I significan fraccion d!e']

periplasma, fraccién soluble y fraccién insoluble, respectivamente. |
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION |
En esta invencion el vector de expresién pEMR ofrece una alternativa para el transporte de
proteinas recombinantes al periplasma por la via Tat de E. coli, utilizando el péptido sefial de l"a
penicilino acilasa mutado. Las mutaciones realizadas en el péptido sefial nativo de la penicilinio
del péptido sefial a diversos genes hom6logos o heterélogos.

Las mutaciones realizadas en la secuencia del péptido sefial fueron las siguientes:

acilasa, fueron con la intencién de generar sitios de restriccién para facilitar la clonacién y fusiép
|
|
)
|
\
|
|
|

1) La adici6n de los nucledtidos CAT al inicio de la secuencia para generar el sitio d!e

restriccién Ndel (CATATG) en la secuencia de SPpac y generar el vector pEMR. L.fa
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ventaja de tener este sitio al inicio, es que, contiene el codén de inicio ATG que codifi;ca
para metionina (M). |

|
2) EI cambio del nucledtido G situado en la posicion 60 por una A para generar el sitio he
restriccion HindIll (AAGCTT), debido a este cambio, el codén que codifica para iel
aminodcido triptéfano (W) cambio a serina (S). En este sitio se podrian fusionar geneé a
los que previamente se les ha adicionado la secuencia 3’ del péptido sefial cl)n
oligonucleétidos especificos por el método de PCR. |
3) EI cambio del nucledtido A de la posicién 72 por una G, para generar el sitio Nhiel
(GCTAGCQ).

4) El cambio del nucleétido G de la posicién 75 por una A, al igual que en el punto anterior
para generar €l sitio Nhel (GCTAGC). Este es otro sitio que puede ser utilizado para

|
fusién de genes heter6logos. ‘

Por el método de PCR se adicionaron al gen sintético de hINF-y los sitios de restriccién HindIII'y
BamH], este producto de PCR se cloné el plasmido pCRII-TOPO, posteriormente se subcloné el
fragmento HindIII-hINF-y-BamHI en el vector de expresion pEMR como se muestra en la Fi gul‘ra
1, utilizando los mismos sitios de restriccion, con la finalidad de fusionar el péptido sefial muta(?o
de la penicilino acilasa al gen hINF-y el plasmido resultante se nombré pEMR-hINF-y. Con esta
construccion se transformé la cepa E. coli BL21-SI de Invitrogen (patente de los Estados Unid(!)s
No. 5,830,690), en donde la sobreexpresién de genes clonados bajo el promotor T7 és
fuertemente inducida con cloruro de sodio, debido a que la ARN polimerasa T7 estd bajo el
control del promotor de choque osmético proU (Bhandari P. and Gowrishankar J. 1997. AEn
Escherichia coli host strain useful for efficient overproduction of cloned gene products with NaCl
as the inducer. Journal of Bacteriology. 179: 4403-4406). La cepa recombinante se denomin bl"
coli BL21-SI/pEMR-hINF-y.

\
La expresion de hINF-y a partir de E. coli BL21-SI/ pEMR-hINF-y se llevé a cabo en matrace{s
Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de medio minimo BSg, con 5 g/L de glucosa como fuente de

|

|
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10 |
carbono, a 37°C, pH 7 y una agitacion de 200 rpm. El cultivo se indujo con 0.3 M de NaCl a uina
ODs20nm de 0.6, se tomaron muestras durante el tiempo de cultivo, para determinar el crecimieri]to
(ODé620nm), consumo de glucosa y produccién de hINF-y. Las cinéticas de crecimiento y consumo
de glucosa mostraron un perfil tipico de E. coli como se observa en la Figura 2. ‘

|

EI Western blot para identificar el hINF-y mostré que toda la proteina se encuentra en su fonlna

procesada, debido a que las bandas coinciden con el peso molecular de 17.5 kDa del hINF-y ‘%ie
un estandar y no se observé la preproteina de 21 kDa. Por densitometria se obtuvieron las ércfas
de las bandas obtenidas en el Western blot y se construyd una cinética de produccién de hINF-éy.
La produccién méxima fue a las 12.5 horas después de haber iniciado el cultivo. ;
Las proteinas de la fraccién del periplasma, la fraccién soluble y la fraccién insoluble d‘el
citoplasma fueron obtenidas por el siguiente método: 1.5 mL de células procedentes de un cultivo
con una ODe20nm de aproximadamente 2 se centrifugé a 8,000 x g durante 2 minutos, €l paque:te
celular obtenido se resuspendié en 200 puL de amortiguador de choque osmético (Tris-HCI 190
mM , pH 7.4, 20 % de sacarosa p/v y EDTA1 0 mM ) y se incubé durante 5 minutos en hielo,
posteriormente se centrifugé a 8,000 x g durante 2 minutos, se eliminé el sobrenadante y el
paquete celular fue rapidamente resuspendido en 200 pL de agua destilada con agitacién vigoroé;a :
e incubado por 5 minutos més en hielo. La fraccién del periplasma fue colectada después ci;e
centrifugar a 16,000 x g durante 2 minutos. Los protoplastos fueron resuspendido en 200 pLEy
sonicado en hielo durante 30 segundos, posteriormente se centrifugé a 16,000 x g durante i2
minutos el sobrenadante se colectd (fraccion soluble del citoplasma) y el paquete celular se lavé i2
veces con agua destilada y finalmente se resuspendié en 200 pL de agua destilada (Robbens ]i
De Coen W, Fiers W. and Remaut E. 2006. Improved periplasmic production of biologically

|
active murine interleukin-2 in Escherichia coli through a single amino acid change at the

cleavage site. Process Biochemistry. 41: 1343-1346).

|
Se separaron las proteinas de cada una de las fracciones (10 uL) en un gel de poliacrilamida-SDS
con un gradiente de 4-20 %, para evaluar el transporte de hINF-y recombinante, por la via Tat. E:l

hINF-y se distribuy6 de la siguiente forma: 5.34 % se encontrd en la fraccién del periplasma, 2.86
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1 |
% en la fraccion soluble y 91.80 % en la fraccion insoluble del citoplasma como se observa en la
Figura 3. |
|
Para que la proteina sintetizada sea transportada al espacio peripldsmico se requiere he
determinadas secuencias sefial (Olins, P. O. and Lee, S. C. 1993. Recent advances :m
heterologous gene expression in Escherichia coli. Current Opinion in Biotechnology. 4: 520-
525). Sin embargo, actualmente no hay vectores comerciales de expresién de proteinas qile
contengan peptidos sefial para transportar proteinas por la via Tat. En esta invencién proponem?s
el SPpac mutado como una alternativa rentable para el transporte de eficiente de protel’nfas

humanas o de interés biotecnoldgico. i

Se muestra a continuacién la secuencia de ADN del péptido sefial de la penicilino acilasa mutado
y fusionado al gen sintético optimizado de hINF-y. El péptido sefial indicado con una flecha,
contiene los sitios de restriccion Ndel, HindIIl y Nhel; mientras que al final de la secuencia

correspondiente al hINF-y contiene un sitio BamHI para la clonacién. ‘
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En seguida se muestra el cambio del amino4cidos triptéfano (W) de la posicién 20 por serina (S)

13

de la secuencia de aminoacidos del péptido sefial de la penicilino acilasa.

Pépido senal nativo:

Pépido sefial mutado:

MKNRNRMIVNCVTASLMYYWSLPALA

MKNRNRMIVNCVTASLMYY S SLPALA
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. Un sistema de produccion de proteinas terapéuticas en Escherichia coli, segin la

14

REIVINDICACIONES !

1. Un sistema de produccién de proteinas terapéuticas en Escherichia coli, caracterizado

. . . ) |
porque el gen de la proteina recombinante estd fusionado a la secuencia del péptido sefal
de la penicilino acilasa mutado contenido en el vector de expresién pEMR, vy la protefna

recombinantes es exportada al espacio periplasmico utilizando sistema de secrecién Tat.
|

reivindicacion 1, caracterizado porque la proteina es exportada al espacio periplasmico
|
utilizando el sistema de secrecién Tat del plasmido pEMR, vy los sitios de clonacion como

Hindl1l, Nhel, Xhol, BamHI pueden ser utilizados. |

. . s P 2 .o . . |
. Un sistema de produccién de proteinas terapéuticas en Escherichia coli, segin las

reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque la proteina es exportada al espaciio
peripldsmico utilizando el sistema de secrecién Tat del plasmido pEMR, donde la protefna
transportada es el hINF-y fusionado al péptido sefial de la penicilino acilasa mutado bajo ‘el

control del promotor T7. |

. Un sistema de produccion de proteinas terapéuticas en Escherichia coli, segln las
|

reivindicaciones 1, 2 y 3 caracterizado porque la proteina es exportada al espacio

|
periplismico utilizando el sistema de secrecién Tat del plismido pEMR, y otrés
promotores para el control de la expresion como el promotor ara de arabinosa, el promot?r

trp de triptéfano y el promotor lac y sus derivados que utilizan lactosa pueden ser

utilizados. !
|
[

. Un sistema de produccién de proteinas terapéuticas en Escherichia coli, segiin las

|
reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la proteina es exportada al espaciio

periplasmico utilizando el sistema de secrecién Tat del plasmido pEMR, donde lja

expresion y transporte del gen del hINF-y fusionado al péptido sefial de la penicilin'o

acilasa mutado se realiza en la cepas E. coli BL21-S1. |
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6. Un sistema de produccién de proteinas terapéuticas en Escherichia coli, segiin las

reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque la proteina es exportada al espacio
peripldsmico utilizando el sistema de secrecién Tat del plasmido pEMR, y otras cepas he
E. coli conteniendo el gen de la T7 RNA polimerasa pueden ser utilizadas como
BL21(DE3), Rosseta, Origami, IM101(DE3). |

|

\

. Un sistema de produccion de protefnas terapéuticas en Escherichia coli, segin las

reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque la proteina es exportada al espacio

peripldsmico utilizando el sistema de secrecién Tat del plasmido pEMR vy se utiliza iel

hINF-y para evaluar la eficiencia del péptido sefial de la penicilino acilasa mutado. |

i

. . . . N . p |
. Un sistema de produccién de protefnas terapéuticas en Escherichia coli, segin las

reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque la proteina es exportada al espac%o
periplasmico utilizando el sistema de secrecion Tat del plasmido pEMR y otras protefnas

homélogas o heterélogas pueden ser fusionadas para su transporte y procesamiento. |
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RESUMEN !

La presente invencion describe un vector de expresion que contiene un péptido sefial que utiliza
la via de secrecion Tat como alternativa al sistema Sec de secrecion para el transporte de
citocininas y otras proteinas de interés biotecnoldgico al periplasma de Escherichia coli. La par}te
novedosa de esta invencidn consiste en utilizar el péptido sefial de la penicilino acilasa (SPpa\c)
mutado y fusionado al gen sintético de interferon-y humano (hINF-y) para el transporte de la
proteina al periplasma de Escherichia coli por la via Tat. El SPpac mutado contiene el sitio Ndl’eI
en el extremo 5, contenido en el vector de expresion pEMR, y en el extremo 3’ el coddn (fi(:
triptéfano se cambia por el codén de serina y con ello se genera el sitio de restriccion Hind II].
Se modifican los codones de Leucina y Alanina para generar el sitio Nhel. Con ello se generén
dos sitios de restriccion para la clonacion y fusion en fase de genes de protefnas homélogas 6
heterélogas. Actualmente, no hay vectores comerciales disponibles para la expresion y transpoﬁe

de proteinas mediante péptidos sefial de la via de transporte Tat.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3

100

75

S0+

AANT %

25




	Bibliography
	Description
	Claims
	Drawings

