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Introduccion. La secrecién de proteinas recombinantes al
periplasma de E. coli, permite obtener proteinas con el N-
terminal correcto después de que se corta el péptido sefial,
formar puentes disulfuro por las oxidoreductasas del
periplasma, disminuir la degradacion proteolitica y facilitar
la recuperacion de la proteina para su purificacion (1). El
transporte de proteinas por la via Tat tiene ventajas con
respecto a la via Sec, debido a que puede transportar
proteinas complejas que contengan FeS, Ni-Fe, centros de
molibdoterina y grupos hemo (2). El consenso SRRxFLK de
los péptidos sefial Tat contienen un par de argininas
continuas que son esenciales para el transporte de las
proteinas al periplasma, sin embargo, existen excepciones
como es el caso del péptido sefial de la penicilino acilasa
(SPpac) en donde el par de argininas esta separado por una
asparagina, a pesar de este cambio es un péptido sefial Tat-
dependiente (3). En este trabajo se disefio el vector de
expresion pEMR, que contiene el SPpac y el promotor T7,
se utilizaron como proteinas modelo interleucina-2 humana
(rhiL-2) e interferon-y humano (rhINF-y) para evaluar su
transporte al periplasma por la via Tat.

Metodologia. E. coli BL21-SI/pEMR-hINFyy E. coli BL21-
SI/pEMR-hIL2 fueron crecidas en matraces de 250 mL con
50 mL de medio minimo a 37°C y 250 rpm. Los cultivos
fueron inducidos con 0.3 N NaCl cuando la densidad 6ptica
fue de 0.6. Las fracciones del periplasma soluble e insoluble
fueron obtenidas por la técnica de Robbens y col. (2006).
Resultados y Discusion. El rhINF-y se encontré en el
periplasma y en las fracciones soluble e insoluble en una
proporcion de 5.34, 2.86 y 91.80 %, respectivamente (Fig.
1A). Este resultado demostré que el SPpac permitié la
secrecion de rhINF-y por la via de transporte Tat. Sin
embargo para el caso de rhiL-2, la proteina recombinante
madura fue detectada en las fracciones soluble e insoluble
(9.82 y 7.28 %, respectivamente) y como pre-proteina en las
fracciones soluble e insoluble (3.58 and 79.32 %,
respectivamente) (Fig. 1B). Sin embargo, no se encontro
rhlL-2 en el periplasma. Estos resultados muestran que el
vector de expresion pEMR es una alternativa para clonar y
transportar proteinas al periplasma de E. coli por la via de
secrecion Tat.
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Fig. 1. Analisis del trasporte de proteinas recombinantes por
la via Tat. A) rhiINF-y. B) rhIL-2. P: Fracciones del
periplasma, S: fraccién soluble, I: fraccion insoluble. Las
columnas negras y grises corresponden a la proteina madura
y pre-proteina, respectivamente.

Conclusiones. Los estudios del transporte de rhiL-2 vy
rhINF-y por la via Tat, sugieren que el transporte de
proteinas recombinantes depende de las caracteristicas
nativas de la proteina.
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