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Introduccion

La enteroquinasa es una peptidasa que se produce en
la mucosa duodenal bovina, la cual consiste de dos
cadenas: una pesada (115 kDa) y una ligera (35 kDa) la
cual posee la actividad catilitica. Esta enzima activa el
tripsindgeno reconociendo la secuencia (Asp)s-Lis y
cortando en el extremo C-terminal de esta secuencial.
Esto la convierte en un reactivo esencial en la
produccion de proteinas recombinantes en Escherichia
coli ya que colocando esta secuencia entre una proteina
de fusion y la proteina de interés permitiria la
separacion de ambas. Para producir la enteroquinasa se
utilizara la secuencia de amioécidos del péptido sefial
de la enzima PelB, una pectato liasa de la bacteria
Erwinia carotovora?, la cual se encargara de dirigir la
expresion al periplasma de Escherichia coli. Se produce
aqui ya que es rara la formacion de cuerpos de
inclusion, favorece la formacion de puentes disulfuro
para el correcto plegamiento, ademas hay menos
proteinas y esto hace que la fraccidn sea mas pura. Esta
proteina se usard en el Laboratorio de Biotecnologia de
la FCQ para separar proteinas de fusion de las proteinas
recombinantes de interés.
Parte experimental

Para la digestion de la enteroquinasa y del vector
pET30a se utilizaron las enzimas de restriccion Ndel
(NEB) y Xhol (NEB) siguiendo las instrucciones del
fabricante. En la purificacion en gel del gen de la
enteroquinasa se utilizé el QlAquick Gel Extraction kit
(Qiagen). Se realizd la ligacion de pET30a con el
inserto de la enterogquinasa previamente digerida y se
transformd en Escherichia coli DH5o utilizando el
método de choque térmico. Para la extraccion del DNA
plasmidico se realiz6 un miniprep con el kit QlAprep
Spin Miniprep (Qiagen). Para verificar que el inserto de
la enteroquinasa fue clonado en pET30a se realizé una
PCR confirmatoria utilizando los primers o cebadores
T7.
Escherichia coli BL21 (DE3) fue transformada con el
plasmido pET30a-Ent. Para la expresion de proteinas se
tomaron varias colonias y se cultivaron en caldo LB con
Kanamicina (30pL) a una densidad dptica a 600 nm de
0.6. La expresion fue inducida con IPTG a
concentracion final de 0.1 mM incubada a 25 °C
durante 16h. La extraccion de la enteroquinasa del
periplasma se realiz6 utilizando el método de
lisozima/choque osmético®. Posteriormente se realizo el
andlisis de las fracciones por SDS-PAGE en gel de
poliacrilamida al 12% para confirmar que la
enteroquinasa fue expresada.
Resultados y discusién
Se realizd la clonacion del gen de la enteroquinasa en el
vector pET30a designandolo como pET30a-Ent vy
mediante PCR pudo confirmarse que el gen fue

insertado de manera satisfactoria (ver Figura 1).
Posterior a la transformacion en E. coli BL21(DE3) se
realizo la expresion de la enteroquinasa utilizando IPTG
como inductor. En la figura 2 se puede observar el
analisis dde la expresion por SDS-PAGE en gel de
poliacrilamida al 12 % observando la presencia de las
bandas de expresion de la  enteroquinasa
aproximadamente a 35 kDa.
Pet30a-EK VS pET41a-GST-EK

En GST-EK, la proteina se expresd el 10% en forma
soluble y 90% como cuerpos de inclusion. Sin embargo,
en nuestro plasmido como ya se vio anteriormente, no
se muestra presencia alguna de cuerpos de inclusién en
las fracciones solubles ni tampoco alguna banda visible
de la proteina de interés en la fraccion insoluble*.
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Figura 1. PCR confirmatoria de la clonacion del gen de la
enteroquinasa en pET30a

El gen de la enteroquinasa es de 801 bp, y el vector
contiene 200 bp aproximadamente. Por esta razén, en el
analisis en gel de agarosa aparece una banda en 1000 pb.

1 2 3 45 6 7 g 9 Canrill:Marcador.

Carril 2y 3: Fracciones hipertonicas e
hipotonicas del control negativo.

Carril 5,7 y 9: Fracciones hipertonicas
de las muestras 1,2,3 de
enteroguinasa.

Carril 4,6 y 8: Fracciones hipoténicas
de las muestras 1,2,3 de
enteroguinasa.

Figura 2. Anélisis de la expresion por SDS-PAGE

Conclusion

Se obtuvo y se purificd el inserto de la enteroquinasa.
Se clond el inserto de la enteroquinasa con el vector
pET30a. Se demostrd6 que la enteroquinasa
recombinante se produce de forma soluble en
Escherichia coli. Se esperaria que la enteroquinasa
producida sea activa por lo que se ha revisado en la
literatura. Se necesitan optimizar las condiciones del
choque osmético para confirmar la presencia de
enteroquinasa en el periplasma de Escherichia coli
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