INGENIERIA CELULAR DEL METABOLISMO CENTRAL EN E.coli Y SU EFECTO SOBRE LA
PRODUCCION DE LA PROTEINA HIBRIDA TrpLE-PROINSULINA HUM ANA
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Introduccién. Uno de los problemas principales asociados a
los procesos de fermentacion de ata densidad celular
empleados en produccién, es la sintesis y acumulacion de
&cido acético en el medio de cultivo. En un estudio reciente
se observd que cepas de E coi con € sistema de
fosfotransferencia inactivado (PTS) pero capaces de crecer
répidamente en glucosa (Glc™), presentan una tasa especifica
de produccién de &cido acético menor a una cepa silvestre (1).
Por otro lado, alteraciones en el metabolismo de nitrégeno en
E. coli, intimamente ligado a metabolismo de carbono,
pudiera tener un efecto importante sobre la capacidad
biosintética de la bacteria. La enzima glutamato sintasa
(GOGAT) participa en la asimilacién de amonio dependiente
de energia, en una reaccién ciclica que involucra a la enzima
glutamina sintetasa (GS). E. coli posee una via alternativa
para la asimilacion de amonio no dependiente de ATP através
de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH). Tanto
GOGAT-GS como GDH, pueden catalizar la asimilacion de
amonio bagjo condiciones de crecimiento en un medio rico en
energia y nitrogeno (2). Al reemplazar a la enziima GOGAT
nativa por la enzima GDH de E. cdli en e organismo
Methyiophilus  methylotrophus, se  logré  incrementar la
conversion de la fuente de carbono (metanol) en biomasa en
un 4-7% (3).

Con base en |o anterior, nos interesa determinar si es
posible incrementar la productividad de la proteina hibrida
TrpLEPI en una cepa de producccion con el fenotipo PTS
Glc'y GOGAT.

Metodologia. Inactivar los sistemas PTSy GOGAT en la
cepa W3110 de E. cdli. Transformar las cepas mutantes con el
plasmido pTrcPl el cual tiene la region codificante del hibrido
TrpLE-Pl bajo € promotor Trc. Realizar cultivos en matraz,
verificando la presencia de |a proteina heterdloga por geles de
poliacrilamida y determinando €l porcentaje que representa de
las proteinas totales.

Resultados y Discusion. En los sititos Neol y Smal del vector
pPTrc99A se clond la regidon que codifica para la proteina
heter6loga TrpLE-PI (pTrcPl). La cepa WGM, con € fenotipo
GOGAT, se obtuvo a insertar un cassette de resistencia a
cloramfenicol en la region gitB, la cua codifica para la
subunidad mayor de GOGAT. El fenotipo PTS se confirio al
deletar €l operon ptsH-l-crr insertando un cassette de
resistencia a kanamicina (VH32). Al transformar la cepa
VH32 con & plasmido pvGlkGalP54, que contiene los genes
gk y gdP, le confiere e fenotipo Glc*. La cepa WHM32
(PTS, GOGAT") se construy6 por transduccion del fenotipo

GOGAT a la cepa VH32. La cepa W3110 se transformé
con € plasmido pTrcPl y se realizd la induccién de Ptrc
mediante
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Fig. 1.- Electroforesis de proteinas totales en ge de
poliacrilamida al 15% correspondiente a la cepa W3110/pTrcPI.
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la adicién de isopropil b-D tiogalactopiranosido (IPTG) a
una concetracion fina de 1mM. Los cultivo se realizaron
en medio minimo M9, en un matraz de 250ml, e volumen
del cultivo fue de 50ml, 37°C, 300rpm. La adicién de
IPTG se realiz6 cuando el cultivo alcanz6é una densidad
optica a 600nm de 0.4 (Fig. 1). Se determiné el porcentagje
de la proteina TrpLE-PI por medio de la densidad éptica
La proteina heteréloga representé e 5% +/- 0.7% de las
proteinas totales. Con base en estos datos se transformara
el vector pTrcPl en s cepas WGM, VH32/pvGlkGal P54,
WH32/pvGlkGalP54 y se determinard s € porcentge
obtenido en la cepa silvestre cambia en los diferentes
fondos genéticos antes mencionados.

Conclusiones. Se han obtenido cepas con los fondos
genéticos GOGAT, PTS Gc' y GOGAT PTS Glc' Se
realizé la induccion de la expresion de la proteina TrpLE-
Pl en la cepa W3110 en donde la proteina heteréloga
representd el 5% de |as proteinas total es.
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