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I. RESUMEN

La triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima clave en la glucdlisis debido a que es la
responsable de la isomerizacion reversible de los azucares dihidroxiacetona fosfato y
gliceraldehido-3-fosfato. La ruptura de la fructosa 1,6-bifosfato por la aldolasa da lugar a la
formacion de gliceraldehido-3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato; esta ultima tiene que ser
isomerizada a gliceraldehido-3-fosfato para continuar la via glucolitica hasta la formacién de
piruvato. El piruvato es modificado posteriormente a acetil CoA para obtener energia en el ciclo del
acido citrico y fosfoforilacion oxidativa. La TIM se encuentra representada en todos los
organismos en los que se ha buscado y en la mayoria de los casos actia como dimero. Sin
embargo, en Trypanosoma brucei, a través de ingenieria de proteinas, se generd una mutante
monomeérica {(monoTIM) la cual es estable, pero presenta parametros cataliticos muy por debajo a
los encontrados en la enzima dimérica (Borchert et al., 1994). Mediante evolucidén dirigida,
generamos dos mutantes monomericas, las cuales presentan una mayor actividad que la enzima
monoTIM que les di6 origen. Ambas mutantes son capaces de complementar la cepa de Escherichia
coli VEJMI101 (tpi-) formando colonias de mayor tamafio que las formadas por la enzima
monoTIM en condiciones de medio selectivo. Al analizar las cinéticas de crecimiento, las mutantes
fueron capaces de mostrar velocidades de crecimiento mayores a la presentada por monoTIM en
medio selectivo. Las mutantes monoméricas son 2 triples mutantes a nivel de aminoécidos, las
cuales fueron seleccionadas en condiciones distintas: De la condicién de medio minimo sin
casaminodcidos, se obtuvo una clona llamada E, la cual tiene los siguientes cambios: S43P, T44A
y AL179T, mientras que la otra clona fue seleccionada de la condicién de medio minimo con
casaminoacidos, presentando los siguientes cambios: S43P, T44S y N208S llamada V. Dichas
mutantes comparten mutaciones en las posiciones 43 y 44, La presencia de prolina (Pro) en la
posicién 43 en ambas mutantes monoméricas se encuentra al inicio del asa o loop 2 ( al final de la
beta 2) de tal forma que la Pro puede rigidizar este loop provocando la estabilizacion del asa 1 (asa
que estd en movimiento constante por lo que no es visible en el cristal de monoTIM). Al
estabilizarse el asa 1 (el cual contiene la Lys 13, que es un aminoé4cido importante en el
posicionamiento de los residuos cataliticos), el sustrato es posicionado correctamente en el sitio
activo y esto provoca el incremento en la catilisis de 1a reaccién. El hecho de encontrar
coincidentemente mutadas las posiciones 43 y 44 en ambas mutantes, sugiere que estos son los
cambios que contribuyen en mayor medida al aumento en la actividad. Sin embargo, se tendrian
que segregar las mutaciones ocurridas en otras posiciones lejanas para entender su papel en la
actividad, debido a que se han identificado en proteinas TIM interacciones no covalentes distantes
del sitio activo que muestran importancia en la estabilidad de dichas proteinas. Como ejemplo de




estas interacciones puede mencionarse el puente salino entre los residuos Arg 191 y Asp227enla
formacién de la cavidad de TIM observada en ausencia de sustrato (Wierenga et al.. 1992). Esta
interaccidn también se encuentra presente en ambas mutantes, solo que la mutante E, scleccionada
del medio minimo sin casaminoacidos ademas puede tener una nueva interaccion no covalente en la
posicion A179T que podria formar un puente de hidrogeno con aminoacidos aledafios. La mutante
E al ser seleccionada presenté un mayor crecimiento de colonia que la clona V proveniente de la
seleccién en medio minimo con casaminoacidos. Las cinéticas de crecimiento con medio minimo y
el anlisis de los experimentos de complementacion en cajas con medio minimo de las clonas
seleccionadas, pudo corroborar en ambos casos que la mutante E es capaz de crecer en menor
tiempo que las colonias que contienen el otro gene mutado.

La seleccién consiste en el uso de una cepa cuyo gene fpi no es funcional (VEJM101). Al
entrar la glucosa a la via glucolitica a través de una serie de reacciones enziméticas, se forma una
molécula de dihidroxiacetona fosfato y una molécula de gliceraldehido-3-fosfato. Mientras que el
gliceraldehido-3-fosfato puede continuar hacia la formacién de piruvato, la dihidroxiacetona
fosfato, se acumula si no hay una TIM funcional. Finalmente, su acumulacion da lugar a el uso de
otra via que produce metilglioxal, el cual es téxico y las células mueren por el efecto inhibitorio en
la replicaci6n, transcripcién y sintesis de proteinas (Krymkiewiez et al., 1971).




II. INTRODUCCION

La glucolisis es la via metabodlica por la que la glucosa se transforma a través de una serie
de intermediarios a piruvato, con la produccion de 2 moles de ATP/mol de glucosa. Esta secuencia
de 10 reacciones enzimaticas es probablemente la via metabélica mejor conocida. Desempeiia un
papel clave en el metabolismo energético al proporcionar una parte importante de la energia
utilizada por la mayoria de los organismos y preparar a la glucosa para su degradacién oxidativa.
En condiciones aerdbicas, el piruvato formado en la glucélisis es oxidado ain mas por el ciclo del
4cido citrico y la fosforilacion oxidativa hasta CO; y agua. Mientras que en condiciones
anaerdbicas, el piruvato es transformado en lactato como producto final reducido, mediante el
proceso de la fermentacion. La glucosa penetra en la mayoria de las células a través de un
transportador especifico que la translada desde el exterior de la célula hasta el citosol. Las enzimas
de la glucdlisis estan situadas en el citosol, regién en la cual son activas. La glucolisis transcurre en
dos fases: La fase I (reacciones 1-5) es la fase de preparacién en la que la glucosa es fosforilada y
fragmentada, dando lugar a dos triosas: Dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y Gliceraldehido-3-
fosfato (GAP). Este proceso consume dos ATPs, en lo que constituye una especie de inversion de
energia. La fase II (reacciones 6-10), es la fase donde sélo uno de los productos de la ruptura
aldélica, el GAP continua a lo largo de la via glucolitica, de tal forma que DHAP requiere ser
isomerizada a GAP, formandose dos moléculas de GAP, las cuales se convierten a piruvato con la
producci6n neta de cuatro ATPs. Por consiguiente el rendimiento neto de la glucélisis es de dos
ATPs por molécula de glucosa después de sustraer las dos moléculas de ATP consumidas en la
fase I (Voet y Voet, 1989).

2.1 Triosafosfato isomerasa (TIM)

La Triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima esencial en la glucdlisis (Knowles,
1991), 1a cual cataliza la interconversién reversible de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y
gliceraldehido-3 -fosfato (GAP). Solo el GAP continfia la via glucolitica (figura 1), por lo que la
accion de la enzima es esencial para la via glucolitica, ya que de acumularse la DHAP se forma
metilglioxal, compuesto toxico para la célula (Krymkiewiez et al., 1971). Dicha enzima actiia como
dimero en la mayoria de los casos (Borchert et al., 1994) y esta formada por dos subunidades
idénticas de aproximadamente 250 residuos de aminoacidos (Wierenga et al, 1992; Walley, 1973).
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Figura 1. La degradacion de la glucosa a través de la via glucolitica para la formacién de dos
moléculas de piruvato. Se resalta la reaccion que lleva a cabo la triosafosfato isomerasa para la
produccién de dos moléculas de gliceraldehido-3-fosfato.

Cada subunidad de este dimero presenta un dominio estructural tipo barril (o/B)g, con un
corazén central de 8 hebras B paralelas (beta | hasta la beta 8), cubiertas en su exterior por 8 a-

hélices (hélice 1 a la hélice 8). Las hebras P y las hélices o estan conectadas mediante asas

(loops).
El sitio activo esta siempre en el extremo carboxilo terminal de las hebras beta (Wierenga et

al., 1992). Los residuos involucrados en la catélisis estan localizados en dos asas distintas: asa 4
(His 95) y el asa 6 (Glu 167) (figura 2). El asa 1 contiene la Lys 13, un aminoacido que no
participa directamente en la catalisis, pero ayuda en el posicionamiento de la His 95 al formar un
puente salino con el Glu 97.




Figura 2. Una subunidad del dimero de la triosafosfate isomerasa de T. brucei en donde se
representa ¢l dominio estructural (ovp)8, el asa 3 (importante en la dimerizacion) y los amino4cidos
del sitio activo.

Las asas I, 2, 3 y 4 son los reponsables de la formacidn de la interfase dimérica. Entre las
asas 1 y 4 de la misma subunidad se encuentra una profunda cavidad cercana al sitio activo. Esta
cavidad es rellenada por el asa 3 de la otra subunidad o monémero. Dos de las asas sobresalen
hacia afuera después de las hebras beta de cada subunidad: asa 3 y el asa 6. El asa 3 de la
subunidad 2 embona o rellena la profunda cavidad entre las asas 1 y 4 de la otra subunidad;
manteniendo interacciones con los residuos Lys 13 y Glu 97 via contactos Van der Waals y puentes
de hidrégeno entre los aminodcidos Thr 75 de la punta del asa 3 y el 4cido carboxilico del Glu 97.




La cavidad del sitio activo es muy cercana a la interfase dimérica y al embonamiento del asa
3 de la otra subunidad. Sin embargo, los residuos que interactian directamente con analogos del
sustrato son todos de la misma subunidad, esto forma dos subunidades cada una con su sitio activo
independiente para catalisis. El asa 3 tiene el papel de empujar y posicionar las asas de la otra
subunidad hacia adentro, mientras que el resto de la otra subunidad cumple el papel de una especie
de techo que tapa parte del otro mondémero para evitar la entrada del agua y de esta forma ayudar en
la reaccion. El segundo gran asa, el asa 6, sobresale hacia el solvente cuando no hay sustrato
ligado (forma abierta) y se cierra cuando el sitio activo une su sustrato (forma cerrada). Dicha asa
funciona como una tapa que se cierra o abre dependiendo de la presencia o ausencia del sustrato
{Joseph et al., 1990).

2.2 El mecanismo de reaccién

El mecanismo de reaccién de la TIM ha sido estudiado en detalle por Knowles (1991).
Después de la union del sustrato, se lleva a cabo la conversién de DHAP a GAP. La cadena lateral
desprotonada del glutamico catalitico (Glu 167 en TIM de Trypanosoma brucei), quita un protdn
del C-9 (equivalente al N-9 en el inhibidor fosfoglicolato hidroxamato (PGH)), con lo cual se
genera un intermediario enediolato con los atomos C-7, O-8, C-9 y O-10 en un plano (como en
PGH). La cadena lateral de la histidina 95 facilita la transferencia del proton entre el O-8 y O-10.
La cadena lateral del glutdmico protonado libera el protén al C-7, con lo cual se completa el
segundo paso de transferencia del protdn (Schliebs et al., 1996) (figura 3).

En el complejo enzima-PGH, la cadena lateral del Glu 167 esta bien posicionada (sobre el
plano), para la transferencia del proton entre los dos atomos de carbono y el N2 de la cadena lateral
de la His 95 puede facilitar la transferencia del protén entre los dtomos O-8 y O-10. Los dtomos
cargados positivamente N (lysl3} y N (Asnll) bajo el plano del enediolato, facilitan la
transferencia del proton por el glutamico catalitico.
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Figura 3. Mecanismo catalitico de la isomerizacion de los azicares DHAP a GAP llevado por la
triosafosfato isomerasa.

Knowles y Albery en 1977 han demostrado que la TIM, ha alcanzado la perfeccion
catalitica porque la velocidad de la reaccién bimolecular entre la enzima y el sustrato esta controlada
por la difusion, es decir que la formacién del producto tiene lugar con la misma rapidez con la que
la enzima y sustrato chocan en solucién, de forma que cualquier intento de aumentar la eficiencia
catalitica de TIM dimérica no produce ningin aumento en la velocidad de la reaccién.

2.3 La familia de los barriles (co./ p).

La familia de los barriles o/ se encuentra caracterizada por la formacion de un dominio
estructural o./P formado por un corazon central de hebras {3 paralelas cubiertas en su exterior por
o-hélices; las hebras B y las hélices o estan conectadas mediante asas,

Es interesante sefialar que en todas las enzimas de la familia de barriles o/, el sitio activo
esta localizado hacia el extremo carboxilo terminal de las hebras beta, a pesar de que las reacciones

catalizadas por estas enzimas son ampliamente diferentes. Al parecer, el plegamiento de barril 0./ 8

ha sido exitoso a lo largo de la evolucién al ser empleado como un “scaffold” o esqueleto estable
sobre el cual se han montado diferentes sitios activos. A pesar del gran parecido estructural, la baja




identidad en la secuencia primaria no ha permitido concluir si los bariles ./, han sido derivados

de un ancestro comin por evolucién divergente (Farber, 1993; Reardon y Farber, 1995) o realmente

ellos convergieron hacia la formacién de un mismo tipo de plegamiento o/ (Doolittle, 1994).

Aproximadamente el 10% de las estructuras de enzimas conocidas en la actualidad, presentan un

dominio estructural del tipo barril (ot / B)g.

Como ya se menciond, los miembros de esta gran familia de proteinas catalizan diferentes
tipos de reacciones, por tal motivo han sido blanco de una gran cantidad de estudios de ingenieria
genética y estructura de proteinas (Bertolaet y Knowles, 1995; Brange et al., 1998; Deirdre y
Farber 1995; Farber y Petsko 1990; Keeling y Doolittle, 1997; Kirschner y Eder 1992; Kishan et
al., 1994; Lodi et al., 1994; Luger et al., 1989; Luger et al., 1990; Mainfroid et al., 1993 y
Wilmanns et al., 1992). El modo de accién de este tipo de proteinas varia desde multimeros
oligoméricos hasta mondmeros. Sin embargo, es deseable poder contar con formas monoméricas
de barriles de TIM que permitan la simplificacién y el entendimiento del andlisis estructural y
funcional de estas proteinas.

En esta clasificacién de barriles oo/ se encuentra la TIM; esta enzima al parecer se

encuentra en todos los organismos hasta ahora reportados y actia como dimero. La iinica excepcién
estd presente en las bacterias terméfilas, en donde se han encontrade TIM tetraméricas, como es el
caso de Thermotoga maritima (Schuring et al., 1995). El andlisis estructural de la TIM permiti6 el
disefio de una variante monomérica a partir de la enzima silvestre de Trypanosoma brucei (wt
TIM), por el acortamiento del asa 3 (loop importante en la dimerizaci6én del barril), la cual es
conocida como monoTIM (Borchert et al., 1993; Borchert et al., 1994).

2.4 La monoTIM y sus propiedades.

La monoTIM fue construida a través de un proyecto de ingenieria de proteinas con el
objetivo de estudiar el papel de la dimerizacién en la actividad de esta familia de enzimas, formando
enzimas monoméricas con sitios activos independientes. Esta enzima fue generada mediante el
reemplazamiento de 15 residuos que forman la interfase de dimerizacién por 8 residuos diferentes.
Las mutaciones afectan parte del asa 3 y la alfa-hélice 3 del dimero de TIM de Trypanosoma
brucei. El esquema de numeracion y la secuencia de wt TIM y monoTIM son mostrados en la
figura 4.
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Figura 4. La secuencia de aminodacidos de la beta 3 y la alfa-hélice 3 se muestran subrayadas. El
fragmento de 15 residuos incluye las posiciones 68 a 79 (en el asa 3) y 80 a 82 (en la alfa-hélice 3)
de la enzima dimérica. Dicho fragmento es remplazado por 8 residuos que forman un nuevo asa 3
mas corto en el mondémero; las mutaciones son marcadas por asteriscos.

La monoTIM es una proteina estable que muestra una actividad catalitica significativamente
menor a la de la enzima dimérica. Su kcat es 1000 veces mas pequeiia que la encontrada para la
enzima wt TIM, mientras que la Km es 20 veces mas grande con respecto a la que presenta la
enzima silvestre. El analisis de la estructura cristalografica de la monoTIM revel6 que las asas 1 y 4
muestran considerables diferencias en sus propiedades estructurales con respecto a la wt TIM
(figura 5). El asa 1, en el que se encuentra la Lys 13, esta completamente movil, por lo que no
aparece en la estructura cristalografica y el asa 4 (con la His 95) adopta una conformacion diferente
(Borchert et al., 1993),

Se sabe que la TIM presenta dos residuos cataliticos: His 95 y Glu 167, los cuales son
esenciales para la catélisis de monoTIM, aunque la Lys 13 no participa directamente en la catalisis,
se sabe que una mutante que carece de estos residuos es completamente inactiva (Schliebs et al.,
1996). Se conocen dos inhibidores competitivos de TIM: el fosfoglicolato hidroxamato (PGH) y el
2-fosfoglicolato (2PG). La afinidad por el sitio activo de 1a monoTIM por estos inhibidores se
encuentra también afectada. El analisis cristalografico de la proteina monomeérica en presencia de
estos inhibidores mostré que el 2PG interactia con la Lys 13 y la His 95 de un modo muy similar,
pero no idéntico al observado en la enzima silvestre.

Este resultado sugiere que a pesar de la ausencia de la otra subunidad, la monoTIM cataliza
la interconversion de dihidroxiacetona fosfato a gliceraldehido-3-fosfato por el mismo mecanismo
que el dimero (Borchert et al., 1993).




Hay una diferencia en la energia de activacién en la enzima que ahora es monomerizada
debido a que la His 95 y el asa | se encuentran en conformaciones diferentes a las requeridas para
la catdlisis como se encuentran en la enzima dimérica. La energia que ahora se tiene que emplear o
invertir en monoTIM para mantener a estos residuos en el sitio catalitico, dan lugar a un aumento en

la energia de activacién para la reaccién y por tanto una disminucién en la kcat.

Figura 5. Sobrelapamiento de las estructuras de monoTIM (rojo) y de una de las subunidades de la
enzima dimérica (verde), en donde se representa ¢l dominio estructural (o./)s. Las cadenas laterales
de los residuos en el sitio activo estdn indicadas.

2.5 Evolucién dirigida en las proteinas.
La evolucién dirigida consiste en la modificacién de genes con la finalidad de formar

proteinas modificadas que bajo esquemas adecuados de seleccién, permitan mejorar alguna (s) de
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sus propiedades (actividad, estabilidad, etc.). Mediante técnicas como la PCR mutagénica al azar
(Cadwell y Joyce, 1992), recombinacion sexual (Stemmer, 1994), StEP (Zhao et al, 1998), entre
otras.

Mediante la evolucidn dirigida ha sido posible la generacion de proteinas con propiedades
diferentes, por ejemplo: la formacién de proteinas mas activas a partir de la cual fueron formadas
(Crameri et al, 1996; Taguchi et al, 1998; Zaccolo y Gherardi, 1999), proteinas con tolerancia a la
temperatura (Akanuma et al, 1998; Meijer et al, 1996; Satoh et al, 1999 y Zhao y Amold, 1999),
etc.

Existen una gran cantidad de trabajos sobre la evolucién dirigida de las proteinas, en donde
se disefia el método de seleccion para la propiedad que se pretende mejorar basado en una cepa
deficiente en la actividad indispensable que se desea evolucionar, para complementar la actividad
con los mutantes generados (Buchholz et al, 1998; Matsuura et al, 1999; Matsumura y Ellinton,
1996; Kumamaru et al, 1998; Kosa y Sweasy, 1999; Vartanian et al, 1996 y Williams et al, 1999).
Las técnicas mediante la cuales opera la evolucidén dirigida radican en incorporar mutaciones a lo
largo del gene o en una regidn particular para la generacién de variantes independientes que puedan
ser seleccionadas y analizadas de acuerdoe a los fines que se persigan. Es importante mencionar que
se puede controlar la tasa de mutacion, lo cual es relevante ya que una tasa elevada de mutacién
puede provocar una rapida pérdida de la funcién de la proteina y en algunos otros casos hasta la
pérdida de la estructura primaria original. Sin embargo, si se desea aumentar la actividad de una
funcion enzimatica ya existente, es relevante tomar encuenta las siguientes recomendaciones:

1) Tasas de mutacion bajas que nos permitan tener pocas mutaciones por gene.

2) Bancos génicos de variabilidad grandes que nos permiten tener representadas la mayor cantidad
de mutaciones (sencillas, dobles, triples y hasta cuadruples mutantes) a nivel de nucledtidos.

3) Contar con un método de seleccion que permita discriminar las variantes mas activas de las
menos activas.

4) La adicion de la PCR sexual o gene shuffling a los pardmetros anteriores ayuda a mejorar mas la
actividad de las mutantes ganadoras. El PCR sexual se basa en la recombinacién homologa de una
serie de fragmentos al azar de genes mutados unidos por la PCR (Stemmer, 1994).

Nosotros elegimos a la TIM de Trypanosoma brucei debido a que ya se cuenta con la
enzima monomerizada y con una estructura cristalina refinada a 1.83°A de resolucion. Se cuenta
con la estructura cristalografica tanto de la enzima dimérica (Wierenga et al., 1991), como de la
monomeérica (Borchert et al.,, 1994), en ausencia y en presencia de diferentes inhibidores
competitivos (Lolis y Petsko, 1990; Davenport et al., 1991 y Noble et al., 1993).
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Ya que se observd que ni la estructura, ni el modo de interaccién con el inhibidor se
afectaron seriamente al monomerizar a la TIM, resulta muy atractivo tratar de regenerar su
actividad, debido a que los residuos cataliticos estan presentes en el mondmero solo que se
encuentran desplazados de sus contactos originales en comparacién al dimero. Nosotros
proponemos abordar este problema haciendo evolucion dirigida por mutagénesis al azar del gene de
monoTIM, con la finalidad de incorporar variaciones de dicho gene que permitan la introduccion
de mutaciones benéficas en la actividad.

Un requisito importante para llevar a cabo este proyecto es el contar con una cepa que nos
permita seleccionar variantes mas activas. Aunque existen algunas cepas de E. coli tpi- reportadas
como la AA200 (Anderson y Cooper, 1970) y DF502 (Babul, 1978), estas cepas presentan
problemas de altos indices de reversidn o baja eficiencia de electrotransformacion respectivamente.
Por lo que un factor determinante para el éxito de este trabajo fue la obtencion de una cepa tpi- con
las caracteristicas deseadas (baja reversion y alta eficiencia de electrotransformacién).




III. OBJETIVOS

o Objetivo general

1.- Regeneracién enzimatica de una variante monomérica de la enzima triosafosfato isomerasa de
Trypanosoma brucei mediante mutagénesis al azar,

e Objetivos particulares

1.- Crear una cepa de E. coli para seleccion de la funcidn de triosafosfato isomerasa, mediante el
“knockout ” del gene cromosomal,

2.- Validacién de las propiedades de complementacién de la cepa creada fpi -, ante variantes del
gene ipi de diferente actividad.

3.- Estudiar sistematicamente distintas condiciones de crecimiento de la cepa complementada para
establecer el rango dindmico de seleccion de actividad.

4.- Generar mutantes en el gene de la mono TIM con el empleo de mutagénesis al azar.

5.- Seleccion de mutantes mas activas que mono TIM y su caracterizacidn,



IV, HIPOTESIS

La evolucién dirigida ha mostrado ser una herramienta poderosa para el mejoramiento de la
actividad enzimatica en otro tipo de proteinas que no son TIM. Resulta muy interesante emplear
esta estrategia para poder evolucionar hacia una mayor actividad la proteina monoTIM. Nosotros
proponemos que la incorporacién de mutaciones cercanas al sitio activo, pueden favorecer el
posicionamiento adecuado de los residuos cataliticos y/ o estabilizar a la proteina en otras regiones

estructurales. Este mejoramiento se debe ver reflejado en una mayor actividad.




V. MATERIALES Y METODOS
5.1 Medios de cultivo.

Los medios de cultivo empleados en las diversas metodologias utilizadas durante la
elaboracién de este trabajo se mencionan a continuacion.

® Medio Luria - Bertani (importante para el crecimiento de E. coli ).

1 Litro
Tryptona 10gr
Extracto de levadura Sgr
NaCl 10gr
Bacto Agar Sgr

- Ajustar a pH 7, en los medios liquidos no se agrega agar

e Medio SOC (empleado para la recuperacién de las células electrotransformantes de E. coli ).

500 ml
Tryptona 10gr
Extracto de levadura 2.5gr
NaCl (1M) 5ml
KCl1 (1M) 1.25ml
Glucosa (2M) 50l
MgSQO4 (1M) 50ul

- AjustarapH 7

e Medio M9 (empleado para la seleccion de las células electrotransformantes de E. coli).
Sales M9 10X

500 ml
NazHPO4 30gr
KH2PO4 15gr
NaCl 2.5gr
NH4Cl Sgr
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- Las siguientes soluciones se agregan después de esterilizar.

250ml
Sales M9 10X 25ml
Glucosa 20% 2.5ml
MgSO4 IM 250ul
Vitamina Bl 250pl
CaCl IM . 25pl
Casaminoacidos 20% 468111
Amp (200pg/mi) 250ul
Km (25ug/ml) 250pl
IPTG 100t

5.2 Enzimas empleadas.

Todas la enzimas de restriccién empleadas durante la elaboracién de este trabajo provienen
de la empresa Boehringer, asi como la fosfatasa alcalina y ligasa, Gnicamente la Taq polimerasa es
obtenida de una cepa que la produce y es purificada en el laboratorio por FPLC (FiliTaq).

enzima concentracién secuencia que reconoce
BamHI 10 U/l 5" G-GATCC ¥’

HindIII 10 U/l 5" A-AGCTT 37

EcoRI 10 U/l 5" G-AATTC 3’

Mlul 10 U/ul 5" A-CGCGT 3’

Avall Sl 5" G-GACC ¥’

Pstl 10 U/ul 5" CTGCA-G ¥

Fosfatasa Alcalina 1 U/l 5"PDNA ---- 50OH DNA
T4 DNA Ligasa 1 Ul cataliza la formacién de enlaces

fosfodiester entre extremos vecinos 3 'OH
y 5 fosfato en DNA de doble cadena

Taq 5 U/l actividad 5" a 3’

Tablal. Se muestran las enzimas empleadas, la concentracién a la cual se encuentran y la
secuencia sobre la cual actian en el DNA.
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5.3 Cepas para seleccién.

En la actualidad, se han generado cepas mutantes en el gene de la triosafosfato isomerasa
(tpi -) de E. coli como la cepa AA200 generada por mutagénesis quimica (Ande}son y Cooper,
1970) y DF502 (Babul, 1978). Uno de los objetivos primarios de este trabajo es la formacion de
bancos grandes de millones de variantes para un gene dado, por lo que se requiere de cepas con
una alta eficiencia de electrotransformacién; debido a ésto la cepa DF502 no nos fue 1til, ya que
presenta una baja eficiencia de transformacion.

En cuanto a la cepa AA200 se ha observado que tanto la TIM dimérica como la monomérica
del parésito son capaces de complementar la funcién de la TIM enddgena de E. coli. Sin embargo,
la experiencia encontrada en el laboratorio nos reveld la presencia de un alto grado de reversién de
la cepa dando un alto indice de falsos positivos.

Con la finalidad de seleccionar mutantes mas activas que monoTIM, nos dimos a la tarea de
generar una cepa nueva de E. coli que nos permitiera diferenciar entre la actividad de la enzima
dimérica y la monomérica del Trypanosoma brucei (parasito). Para evitar que la enzima enddgena
de E. coli interfiriera con el analisis de las TIM del pardsito, era necesario inactivar el gene
cromosomal de ¢pi. Para lo cual fue necesario realizar el “knockout” y la validacién de las
propiedades de complementacién de dicha cepa en medios selectivos.

5.4 Obtenciéon de la secuencia genomica de Escherichia coli para el Knockout del
gene tpi del cromosoma bacteriano.

La secuencia del gene tpi de E. coli se obtuvo de la base de datos de E. coli de la cepa
K12 (cepa secuenciada completamente por Blattner et al., 1997). Se tomaron 4.3 Kb de secuencia
gendmica, en donde se situd en el centro el gene ¢pi de 768pb que codifica para la enzima
triosafosfato isomerasa de E. coli (256 aa). Se disefiaron dos oligonucleétidos que introdujeron
en la secuencia nucleotidica los sitios de restriccidn para las endonucleasas HindIII para un oligo y
BamHI para el otro (estas secuencias se muestran en la figura 6); esto facilité la clonacién posterior
del fragmento en el vector pUC18. Se puso especial atencion para el diseiio de las secuencias de
los oligonucle6tidos, en que no cayeran en genes o en secuencias regulatorias que pudieran alterar
otras regiones génicas.
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Para la amplificacién del producto genémico se probaron diferentes temperaturas de
alineamiento para establecer la temperatura Gptima que permitiera amplificar el producto esperado.
Utilizando el siguiente programa:

95 °C (desnaturalizacion) gradiente 50 a 56 °C (alineamiento)  72°C (extension) # de ciclos
1 min ! min 2 min 25
0 0 10 min 1

Utilizando los oligos HindIll y BamHI, se extendi6 un producto de 4.3 Kb mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (figura 6). El gene de 768pb que codifica para la TIM
se encuentra ubicado en el centro de este fragmento.

En el analisis de sitios de restriccion de la secuencia del producto de PCR se buscaron sitios
tinicos que pudieran ser utilizados para la insercidn de un casette que interrumpiera la secuencia del
gene pi. Se identificé como sitio unico de clonacién presente en el gene #pi al sitio Mlul. Dicho
sitio se encuentra localizado casi al final del gene, por lo que la insercién del cassette interrumpe el
gene y con ello 1a proteina a nivel de los tltimos 41 aminodcidos (aa), los cuales son importantes

en el mantenimiento de la estructura del barril (0/B)s. Como resultado de esta insercidn, es posible

la obtencién de una proteina truncada que muy probablemente serd inactiva debido a la pérdida del
sitio de ligadura al fosfato presente en todas las TIM (Wilmanns et al, 1992 y Bork et al, 1995),
sitio de vital importancia para que la TIM pueda unir su sustrato, suponiendo que el producto
proteico aun fuera capaz de plegarse.

Una de las técnicas mas empleadas en la actualidad para la interrupcion de genes en el
genoma de E. coli se basa en esquemas de doble recombinacion, haciendo uso de plasmidos
sensibles a temperatura que permiten la seleccion de dobles recombinantes. Al elevarse la
temperatura de un cultivo bacteriano, los plasmidos no son capaces de replicarse y son eliminados
en las siguientes divisiones celulares (Hamilton et al, 1989).

Lo relevante del sistema, es el hecho de que a través de un fenémeno de doble
recombinacion, el gene silvestre de E. coli es sustituido por una versién inactiva del mismo,
incluyendo ademas un marcador que permite su posterior seleccién. La ventaja de hacer cepas
cuyos genes han sido eliminados de esta manera radica en que la posibiblidad de reversion es
practicamente nula y los genes son selectivamente eliminados, a diferencia de las cepas formadas
por esquemas de mutigenos quimicos, que son muy inespecificos y tienen altos grados de
reversion, como pudimos observar en la cepa AA200.
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Fragmento genémico de 4.3Kb

-

—
Oligo HindIII

M A

Oligo HindII 5'AACCTTCTGGCAAGCTTTGCTCATC 3°

Oligo BamHI =~ 5'CTGCAGAGGATCCAGCGGCGGCAAG 3’

M= Mlul
I Enzimas de restriccion A= Avall Gene de la Triosafosfato
€on sitios unicos B= BamHI isomerasa
H= HindIII
E] Sulfate-binding periplasmic § ORF-f199
protein gene
E Gene de la protefna Diglicerido E ORF-0146

hidrolasa

Figura 6. Ubicacion del gene ¢pi de E. coli junto con las regiones génicas que lo flanquean. Se
muestran los sitios de restriccidn que son dnicos, los nucleGtidos en letras negras marcan los sitios
de restricci6n para las endonucleasas empleadas.

Para llegar a la obtenci6n del pldsmido pRMAK 109 sensible a temperatura, fue necesaria la
construccion de los pldsmidos pRUC7 y pRUC81. El pRMAKI109 tiene clonado el fragmento
genémico de E. coli (4.3 Kb). En dicho fragmento se encuentra interumpida la secuencia de TIM
por medio del cassette que contiene la unidad transcripcional que expresa la protefna Neomicina
fosfotransferasa (NPTII). Esta protefna es la responsable de inactivar a la kanamicina (Km).
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Una vez formado, el plasmido pRMAKI09 nos permitié el “knockout” del gene
cromosomal de E. coli mediante un evento de doble recombinacion.

5.5 Construccién de los diferentes plismidos para la formacién del plismido
pPRMAKI109.
1) Plasmido pRUC7 (pUC18+producto genémico de PCR de 4.3Kb).

El plasmido pRUC7 de 7 Kb se construyé a partir de la clonacién del producto de PCR de
4.3Kb en pUC18 (figura 7). El plasmido pUC18 fue empleado para clonar el producto de PCR
por dos razones: contiene un “polylinker” en el cual se encuentran como sitios inicos BamHI y
HindIll y no presenta ningun sitio Mlul, de manera que el Unico sitio de Mlul es el que esta
presente en el gene tpi de E. coli.

-

Se digirieron 200 ng del producto de PCR del genoma de £, coli y 100 ng del vector
pUCI18 con las enzimas BamHI y HindIII (con los buffers de Boehringer) a 37°C durante toda la
noche, corriendo controles individuales de digestion. Una vez que se verifico que la digestion fuera

completa, se procedié a desfosforilar el vector mediante la adicion de 1 pl de fosfatasa alcalina,

durante 1 hora a 37°C, después de lo cual, se inactivé la enzima 10 min a 75°C en presencia de
EDTA 5mM. Los fragmentos asi obtenidos se purificaron mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1%, las bandas fueron visualizadas bajo luz ultravioleta (UV) después de la adicion de
Bromuro de etidio y cortadas. Los fragmentos de DNA fueron purificados de la agarosa utilizando
el Kit de Qiagen con el protocolo ahi propuesto. Una vez purificados los fragmentos de DNA se
verificd su concentracién aproximada mediante un gel de agarosa al 1%. Se pusieron a ligar

aproximadamente 50 ng de vector con 600 ng de inserto en un volumen final de 20ul con ligasa y

buffer de ligasa de Boehringer. La ligacién se incubdé a 16°C durante toda la noche.
Posteriormente, el DNA fue precipitado con butanol. La pastilla de DNA se sec6 mediante Savant

por 10 min y se resuspendié en 5 pul de agua, de los cuales 2l se utilizaron para electroporar 50ul

de células IM101 electrocompetentes, preparadas de acuerdo al protocolo descrito por Sambrook et
al., (1989), mediante 1 pulso de 0.8 Kilovoits (KV). Después del pulso, las células se recuperaron
en 1 ml de medio SOC e incubaron a 37°C durante 1 hora antes de platearlas en las cajas de medio

Luria Bertani (LB) y Ampicilina (Amp) 200pg/ml a 37 °C. Como control se empled un plismido

ligado sin inserto, bajo las mismas condiciones. Después de la incubacién a 37°C toda la noche, se
obtuvieron cientos de colonias de la transformacion con inserto, comparada con 3 a 5 colonias de!
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vector ligado sin inserto. Se tomaron al azar 4 colonias de la caja de ligacién con inserto y s¢
utilizaron para inocular tubos con 6 ml de medio LB+Amp 200pg/ml; las clonas se incubaron toda

la noche a 37 °C. Una vez crecidos los cultivos, se purificS el pldsmido pRUCT usando el Kit de
Bochringer (High Pure ™ Plasmid Isolation Kit) con el protocolo ahf propuesto. Se digiricron los

pldsmidos con la enzima Mlul y su Buffer de Boehringer, para comprobar la presencia del inserto.

BamHI

/

Mlul

Figura 7. El pldsmido pRUC7 de 7Kb contiene el origen de replicacién, el gene de resistencia a
ampicilina y el producto genémico en donde fue situado el gene tpi de E. coli en el centro.

2) Pldsmido pRUCS81 (pUC18 + producto de 4.3Kb + la unidad de transcripcién de NPTII de
1.1 Kb).

El pldsmido pRUCSB1 de 8.1 Kb se construy$ interrumpiendo el gene pi del pldsmido
pRUC?7 por la unidad de transcripcién de la Neomicina fosfotransferasa NPTII (figura 8). Dicha
unidad transcripcional estd flanqueada por dos sitios Mlul en el pldsmido pBSL9B, del que fue
obtenida para su clonacién en el pldsmido pRUC7 dando lugar al pldsmido pRUCS1.
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E! plasmido pBSL98 se transformo en la cepa JM101 por electroporacién con un pulso de

0.8 KV, las colonias transformantes se incubaron a 37°C en cajas con medio LB y Km 251g/ml

durante toda la noche. Se inocularon 6 ml de medio LB+Km 251g/ml con una de las colonias

seleccionadas en caja y se incub6 a 37°C durante 12 hrs. De este cultivo se purifico suficiente
plasmido pBSL98 utilizando el Kit de Boehringer (High Pure ™ Plasmid Isolation Kit). Se
pusieron a digerir 200 ng de este plasmido con Mlul durante toda la noche a 37°C; al mismo tiempo
que se digirié el plasmido pRUC7 obtenido anteriormente con esta misma enzima.

De la digestion del pBSL98, mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% se separ6
el fragmento de 1.1Kb liberado y posteriormente el fragmento se purificé de la agarosa utilizando
el Kit de Qiagen para dicho propésito. Por otro lado el vector pRUC7 digerido con Mlul, fue

desfosforilado mediante el tratamiento con 1l de fosfatasa alcalina durante 1 hora a 37°C, después

de lo cual, la enzima fue inactivada a 75°C durante 10 min en presencia de EDTA 0.5mM. Se llevé
a cabo una extraccién con un volumen igual de una mezcla de fenol cloroformo (1:1), para remover
la enzima, la fase acuosa se precipité con butanol y se lavé con etanol al 70%, se sec6 la pastilla en

el Savant para luego resuspenderla en un volumen de 20 pl de agua destilada. Después de verificar

la concentracién aproximada del vector pRUC?7 digerido y del fragmento de 1.1 Kb liberado del
pBSL98 (el cual contiene la unidad de transcripcion de la Neomicina fosfotransferasa). Se ligaron
50 ng de vector con 200 ng de inserto empleando la ligasa y el buffer de Boehringer, en un

volumen final de 20 ! durante toda la noche a 16°C. El procedimiento de electroporacién se repitio
como en el caso anterior con un pulso de 0.8 KV y la electroporacién se plated en cajas de
LB+Amp(200pg/ml)+Km (25ug/ml). Se seleccionaron colonias al azar y se purific el plasmido

pRUCS1 utilizando el Kit de Boheringer y se digirié con la enzima Mlul para comprobar la
presencia del inserto.
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Mlul

Miul

Figura 8. El pldsmido pRUC81 de 8.1Kb contienc el origen de replicacién, el gene de resistencia a
ampicilina y la insercion del interposén en el gene #pi.

3) Plismido pPRMAK109 (producto de 4.3Kb + interposén de NPTII + pMAKT705).

El plismido pPRMAKI109 de 10.9 Kb es ¢l resultado de la subclonacién del fragmento de
5.4 Kb del plismido pRUC81 en pMAKT70S5 (figura 9). El plismido termosensible pMAK705 de
5.5 Kb se transformé por electroporacién en la cepa IM101. Las células transformantes fueron

crecidas a 30°C en cajas con medio Luria y cloramfenicol (Cm) 20ig/ml, debido a que el
pMAK705 tiene clonado el gene que codifica para la proteina cloramfenicol acetil transferasa,
responsable de la inactivacién del cloramfenicol. De una de las colonias resultantes, se purificé
suficiente pldsmido pMAK705 utilizando el Kit de Boehringer. 300 ng de plismido pMAK705

fueron digeridos con las enzimas de restriccion BamHI y HindIII utilizando el buffer en comuin,
durante 15 hrs a 37 °C. Después de este periodo y de verificar individualmente la eficiencia de cada

una de la digestiones, se desfosforilé el vector mediante la adicién de 1l de fosfatasa alcalina
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durante | hora a 37°C. La inactivacion de la fosfatasa se llevo a cabo mediante la incubacion por 10
min a 75°C en presencia de EDTA 5mM. El fragmento de 5.5 Kb se purifico mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1% como se describié anteriormente.

Por otro lado 200 ng del vector pRUCRI se digirieron igualmente con las enzimas BamHI
y HindIIl. Después de 15 hrs de digestién a 37°C, los productos de digestion fueron separados
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%, la banda de 4.3 Kb se cortd del gel y el
fragmento se purificé de la agarosa, utilizando el Kit de Qiagen para la purificacion de fragmentos
de geles de agarosa.

Se checd la concentracién aproximada de cada uno de los fragmentos purificados (5.5Kb
de pMAK705 v 5.4Kb del pRUCS81) y se pusieron a ligar 50 ng de pMAK705 con 300ng de

fragmento de 5.4Kb del pRUCS81 con la ligasa de Boehringer, en un volumen final de 20 i

durante toda la noche a 16°C. Después de la ligacién, se repitié el mismo procedimiento que el
descrito anteriormente y las células transformadas fueron plateadas en cajas de Luria conteniendo

Cm (20pg/ml) + Km (25ug/ml) e incubadas a 30°C. De las colonias obtenidas, se purificé el

plasmido pRMAK 109 (figura 9), utilizando el Kit de Boehringer para ese propésito. Este plasmido
su utilizé posteriormente para llevar a cabo el Knockout del gene de tpi de la cepa IM101 de E.
coli, por medio de un evento de doble recombinacion.

5.6 Propiedades del plasmido termosensible pRMAKI109.

El plasmido tiene dos genes que forman proteinas involucradas en la inactivacidn de los
antibidticos Km y Cm. El gene de la Neomicina fosfotransferasa estd flanqueado por secuencias
homologas presentes en el cromosoma de E. coli. Mediante un evento de doble recombinacion es
posible que la cepa silvestre adquiera el gene mutado de ésta maneray el fenotipo de la
cepa mutante es kanamicina resistente (Km r) y cloramfenicol sensible (Cm s} (figura 10).

La proteina de replicacion es sensible a temperatura, de tal forma que a 30°C se expresa y
replica el plasmido, mientras que a temperaturas mayores (42 y 44°C) es completamente inactiva.
Ante esta situacion de estrés la bacteria termina por eliminar el plasmido sensible a temperatura en
las siguientes divisiones celulares. '
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Figura 9. Construccién del pldsmido pRMAK109 de 10.9 Kb.
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Figura 10. Caracteristicas del plasmido pRMAKI109. 1) Es un plismido con bajo nimero de
copias. 2) Con una replicacién sensible a temperatura. 3) Presenta dos marcadores de seleccién
distintos (uno de reemplazamiento Km) y el otro de pérdida del vector (Cm). 4) Lleva la secuencia
gendmica de 4.3 Kb de E. coli, mas la insercién de 1a unidad de transcripcién de NPTl en el gene
ipi.

5.7 Knockout del gene #pi del cromosoma de Escherichia coli. _

La interrupcién del gene cromosomal se llevé a cabo por medio de un evento de doble
recombinacién entre dos regiones homélogas presentes en el vector de clonacién pRMAK109 y el
cromosoma de la cepa JM101 de E. coli. El plismido pRMAKI109 fué disefiado de tal forma que
la informacién que flanquea las regiones de homologia pueda pasar al cromosoma bacteriano
insertando la unidad de transcripcién de NPTII cuyo producto confiere resistencia a kanamicina,
interrumpiendo de esta forma el gene fpi del cromosoma bacteriano (figura 11).




Regidn recombinante 4.3 Kb

4 1

1pi

Cromosoma de la cepa JM101
de E coli

Plasmido sensible a temperatura

pRMAK109 Km! Cm$
Km Cromosoma de la cepa VEIM 101
N Y
tpi i Km! Cm$

Figura 11. El Knockout del gene #pi del cromosoma de E. coli, por medio de un evento de doble
recombinacion.

5.8 Seleccién de las dobles recombinantes.

La seleccién estd dada mediante la sensibilidad del plismido pRMAK 109 de replicarse a
44°C. Las colonias que aparecen a 44°C en presencia del antibiético Km y son sensibles al
antibiético Cm, serdn aquellas en las que se haya llevado a cabo la doble recombinacién. Es
necesario replicar estas colonias a 30°C en presencia de Cm para corroborar la pérdida del pldsmido
(figura 12).
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«4—— Electroporacion del plasmido pRMAK109 en
la cepa IM101 de E. coli

¢————| Recuperacién de las células transformantes en
medio de Cultivo SOC a 30 ¢C, por 1 hora

\
44— | Seleccionen LB + Cm + Kma 30 ¢C por
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LB+ Km, Cm y Km/Cm por 48 hrs
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—

v

PCR genodmico de la cepa silvestre IM101 y de la
mutante VEJIM101 (Kmr y Cm s)

Figura 12. Seleccién de las dobles recombinantes.
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Las células electrocompetentes de la cepa IM101 de E. coli fueron transformadas con 20
ng del vector pPRMAK109. Después de un pulso de 0.8 KV, las células se recuperaron en Iml de
medio SOC e incubadas a 30°C durante 1 hora. Posteriormente estas células fueron plateadas en

cajas de Luria+Km (25ug/ml)+Cm (20pg/ml) e incubadas a 30°C durante 60 hrs. Se tomé una de
la colonias seleccionadas en las cajas de Luria+Km +Cm y se inocul$ en 10 ml de medio Luria
suplementado con Km (25ug/ml). Se incubé por 6 hrs a 30°C para permitir algunos ciclos de

replicacion del plasmido, posteriormente con el fin de enriquecer las células en las que el plasmido
recombiné se transfirié a una incubadora a 37°C, en donde se mantuvo durante 16 hrs. Después de
la incubacion, se hicieron series de diluciones, las cuales se platearon en cajas con medio LB+Km

(25ng/ml) y se incubaron a 44°C durante 24 hrs.

Las colonias que crecieron bajo estas condiciones, son aquellas en que se llevé a cabo un
proceso de recombinacién (sencilla o doble). Para seleccionar las colonias en que se llevo a cabo
un proceso de doble recombinacion (que serian las unicas en las que el gene de fpi fue eliminado),
se crecieron réplicas de 400 colonias en cajas con Km/Cm, Km y Cm tanto a 44°C como a 30°Cy
se incubaron durante 48hrs. Se buscaron aquellas colonias que fueran KmR y Cms tanto 44°C
como a 30°C. De las 400 colonias analizadas solo una nos dio el fenotipo esperado.

Se prepararon gliceroles de la colonia que cumplié con el fenotipo anterior y se purificé el
DNA cromosomal (Sambrook et. al., 1989), para verificar mediante PCR la interrupcion del gene
tpi. A la cepa resultante se le denominé VEIMI101.

5.9 Andlisis de los experimentos de complementacién en medic minimo M9 sélido
con diferentes fuentes de carbono, plismidos y cepas.

Se prepararon cajas con medio minimo (MM) sdlido con 0.2% de glucosa o con 0.2% de
glicerol. Los plasmidos empleados son: pBR322, pMono (pET3a+monoTIM, proteina 1000 veces
menos activa que la WT TIM) y pBitim (pET3a+WT TIM); las cepas de E.coli empleadas fueron:
la AA200, VEIM101 y la JM101. Para la realizacion de los experimentos de complementacion se
probaron diferentes diluciones de las células, colocando el mismo nimero de c€lulas por caja Petri.

La dilucion empleada fue de 10-6, agregando 1001l y 200 ul por caja encontrando entre 100 y 200

colonias crecidas. El anélisis se llevé a cabo por triplicado incubando por 37 hrs después de
plaquear las cajas a 37 °C, por itimo se contaron ¢l nimero de colonias formadas y se analiz6 el
tamaiio de las mismas.
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5.10 Validacion del intervalo diniamico de la cepa VEJMI101 mediante
experimentos de complementacién en medio minimo M9 sélido empleando
diferentes fuentes de carbono y plismidos generados.

Para la validacion del intervalo dindmico se empled la técnica de gota, mediante la cual se
agregan gotas de la cepa VEJM101 con diferentes variantes de #pi a las cajas con medios selectivos,
analizando el tamafio de las colonias, asi como el tiempo de aparicién de las mismas. Por cada gota

de 10 pl, se colocaron entre 30 y 40 células de la dilucién 10-4 de cultivos frescos con densidad

Optica (D.O) de 0.5, son células potencialmente divisibles. Se realizaron los experimentos de
complementacion en la cepa VEIM 101 (¢pi-) la cual fue transformada con las siguientes variantes
construidas del gene tpi de Trypanosoma brucei clonados en el plasmido pUC18: pUCI8+WT
TIM (enzima silvestre dimérica de T. brucei), pUC18+C14F (es una mutante de TIM 100 veces
menos activa que la silvestre de 7. brucei caracterizada por el grupo del Dr. Ruy Pérez Monfort);
pUC18+monoTIM (enzima monomérica de TIM 1000 veces menos activa, disefiada por el grupo
del Dr. Wierenga (Borchert et al, 1993 y Borchert et al, 1994); pUC18+]as mutantes monoméricas
2.1 y 3 (diseiiadas mediante la insercion del asa 3 original de la proteina dimérica en el asa 2 de
monoTIM, son inserciones de aa hidrofobicos). Las mutantes monoméricas mut | hasta mut §
provienen de una construccion similar pero incluyendo residuos hidrofilicos y basicos en el asa 2
y finalmente se probé el pUC18 sélo. Se probaron diferentes condiciones de medio selectivo por
triplicado; el analisis se llevd a cabo durante el transcurso de 96 hrs de haber goteado las cajas. Fué
muy importante contabilizar las colonias, asi como analizar el tamafio y el tiempo de aparicién de
las mismas.

Las condiciones de medio selectivo probadas fueron las siguientes: a) MM + glucosa 0.2%,
b) MM + glucosa 0.2% + casaminodcidos 0.032%, ¢) MM + glucosa 0.2% + IPTG 0.5 mM +
0.032% de casaminoacidos, d) MM+glucosa 0.2% + IPTG 0.5 mM. Las siguientes
combinaciones de fuentes de carbono se suplementan con 0.032% de casaminodacidos: €) MM +
glucosa 0.2% + glicerol 0.1%, f) MM + glucosa 0.2% + glicerol 0.2%, g) MM-+glucosa 0.1% +
glicerol 0.1%, h) MM + glicerol 0.3%). Las siguientes condiciones llevan: i) glicerol al 0.1%, j)
glicerol al 0.3%, k) glicerol al 0.3% + 0.032% de casaminoécidos, 1) glicerol al 0.3% + 0.032%

de casaminoécidos + 0.5 mM de IPTG. Todas las condiciones llevaron Amp (200pug/ml) + Km

(25ug/mi) y fueron incubadas a 37°C.
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5.11 Empleo de la evolucién dirigida para la formacién de mutantes mds activas
que la monoTIM.

5.11.1 Mutagénesis al azar del gene de la monoTIM y tamaiio del banco.

El gene de monoTIM fue proporcionado por el laboratorio del Dr. Rick Wierenga (EMBL),
este gene se encontraba clonado en el vector pET3a mediante los sitios de restriccion Ndel.

Se realizaron PCRs mutagénicas al azar sobre ¢l gene de la monoTIM con la finalidad de
generar variabilidad en la secuencia, para posteriormente seleccionar las clonas mas activas de
monoTIM. La secuencia de los oligonucléotidos (EcoRI 40 amero y HindIII 35 amero), diseiiados
y empleados para la formacion de las poblaciones de genes mutados se muestran en la figura 13.
Las condiciones mutagénicas empleadas para la evolucion dirigida fueron las descritas por Cadwell
y Joyce (1992).

Las condiciones que se utilizaron para levar a cabo las reacciones de PCR mutagénica
fueron las siguientes:

PCR mutagénica de un reaccién.

1.- DNA:S pmol/pLl, usar 4 ul
2.- Primer 40: 10pmol/ul, usar 3 pl

3.- Primer 35: 10pmol/pl, usar 3 pl

4.- 10X PCR buffer: 70mM MgCl2, 500 mM KCL, 100mM Tris (8.3).

5.- 10X dNTP mezcla: 2mM dGTP, 2mM dATP, 10mM dCTP, 10mM dTTP
6.- 5 mM MnCI2

7.- Taq polymerasa (5U/ul)

Se utilizé el siguiente programa del termociclador:

95°C (desnaturalizacidn) 60°C (alineamiento) 72°C (extension) # de ciclos
5 min 0 0 1

Imin 1 min 2 min 30

0 0 10 min 1

Se realizaron 4 reacciones de PCR mutagénica independientes con la finalidad de obtener 8
picomoles de DNA purificados y digeridos del gene de la monoTIM. Las PCRs fueron mezcladas
y purificadas de un gel de agarosa al 1% mediante el Kit de Qiagen para tal propésito.

Se digirieron por separado 4 pug de pUCI18 y 8 ug de producto de PCR mutagénica de

monoTIM, empleando las enzimas EcoRI y HindIIl; en el caso de la digestién del pUC18 se
adicion6 ademas la enzima Pstl para asegurar la destruccién del polilinker, en caso de que la
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digestién con alguna de las otras dos enzimas hubiera sido incompleta, dejando la digestién toda Ia
noche a 37°C. Los productos de digestion en ambos casos fueron purificados mediante
electroforesis en un gel preparativo de agarosa al 1%. Las bandas cortadas de 2.8 Kb (pUC18) y
0.76 Kb (gene de monoTIM), fueron purificados de agarosa mediante el Kit de Qiagen para tal
propésito. Después de verificar la cantidad aproximada de cada purificacién se pusieron a ligar

1pmol de pUCI18 con 8 picomoles de inserto en un volumen final de 200 pl, dejando la ligacion
toda la noche a 16°C. El producto de la ligacidn se precipité con butanol y la pastilla seca se
disolvi6 en 20 p! de agua destilada, de los cuales la mitad se utiliz6 para electroporar 200l de

células electrocompetentes de la cepa XL1BLUE de E.coli (¢pi+, la cual es una cepa con buena

eficiencia de transformacidn), con un pulso de 2.5 KV y su posterior recuperacion en 2 ml de
medio SOC.

Se realizd una estimacién del mimero de colonias transformantes plateando [pl en cajas

con medio LB, encontrandose que el tamaiio del banco inicial fue de 5X106 transformantes; el
resto del banco fué crecido en medio LB liquido, con la finalidad de multiplicarlo. Se extrajo el
plasmido del banco mediante el kit de Boehringer, posteriormente se realizé una retransformacion

en la cepa VEIM101 (#pi -) empleando 3ug de este DNA en 200yl de células, con un pulso de 2.5
KV y su posterior recuperacién en 2 m! de medio SOC. Se realizé la cuantificacion del mimero de
colonias en cajas con medio LB plateando 11, el anilisis reflejo que se tenia un banco de 1 X108

transformantes, el resto del banco se distribuy6 en cajas y matraces con medios selectivos.

5.11.2 Seleccién de las proteinas mas activas que monoTIM.

Se realizaron dos tipos de seleccion para los genes formados por la PCR mutagénica y
como consecuencia las proteinas que derivan de tales mutaciones, empleando como unica fuente de
carbono a la glucosa al 0.2%+0.5mM de IPTG con 0.032% de casaminodcidos y sin
casaminoacidos. Este ultimo es un medio mas estricto para la seleccién de una actividad de TIM,
Con el fin de realizar un andlisis comparativo con respecto a las mutantes formadas por la
evolucién dirigida, el gene de la monoTIM también fue subclonado en el plasmido pUCIS y
transformado bajo las mismas condiciones. Para el analisis de complementacién se realizaron los
mismos tipos de seleccion que en el caso anterior.
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Producto de PCR mutagénico de 763 pb del gene de la monoTIM de T.brucei

| , 1
| Oligo HindINl
-
—_—
Oligo EcoRI

Oligo EcoRI 5" TAATTTTGTTGAATTCTAAGAAGGAGATATACATATGTCC 37

EcoRI Shine Delgamno
Oligo Hindlll 5" GCACCAAAGCTTATTGACACATGAAGGAAAATCA 37
HindITI

g, Producto de PCR o
' R I Producto de PCR

ﬂ Promotor

E o de repliacacién

g Ampicilina

(%

Figura 13. Producto de PCR mutagénico del gene #pi de monoTIM clonado en pUC18. Los
nucleétidos en letras negras marcan los sitios de restriccion que fueron empleados. En el oligo
EcoRI se encuentran el sitio de pegado a ribosoma o Shine Delgamo (letras negras) y el codén de
inicio de monoTIM (subrayado), mientras que en el oligo HindIIl se encuentra la hebra
complementaria que contiene el cod6n de término de la traduccién. La ventaja de inclufr estos sitios
en los oligos radica en el hecho de evitar que sean mutados durante la PCR mutagénica.
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5.11.3 PCR diagnéstico de las variantes seleccionadas en los medios selectivos.

Se realizaron PCRs diagnésticos de las variantes mas activas que monoTIM, para excluir la
presencia de enzimas diméricas introducidas por contaminacién en la PCR, para lo cual fué
necesario emplear un oligo especifico del asa 3 de la enzima dimérica (WT TIM) y el oligo EcoRI
40mero. De tal forma que si hay dimeros en las variantes seleccionadas se forma un producto de
250 pb por PCR. Sin embargo, si las enzimas parten del gene monomérico, las clonas
seleccionadas no dan reaccién en la PCR.

Los oligonucledtidos empleados son:
Oligo EcoRI 5 TAATTTTGTTGAATTCTAAGAAGGAGATATACATATGTCC 3’
Oligo 6 diagndstico del Loop3 5" GGCACCGCTCTTTGCAATGG 3°

Las condiciones del termociclador fueron:

95°C (desnaturalizacion) 60°C (alincamiento) 72°C (extensién) # de ciclos
S min 0 0 1

Imin 1 min 2 min 30

0 0 10 min 1

5.11.4 Secuenciacién de los genes que codifican para proteinas mas activas que
monoTIM.

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo empleando los oligos universales del
plasmido pUC18, mediante un secuenciador automatico en la unidad de secuencia del IBT.

5.11.5 Estrias de diferentes variantes de TIM en cajas con medios selectivos y
medio LB.

Se estriaron por triplicado, diferentes variantes de TIM clonadas en el plasmido pUCI18 y
transformadas en la cepa VEIM101 en cajas con medios selectivos conteniendo glucosa 0.2% +

IPTG 0.5mM + 0.032% de casaminoéacidos + Amp (200 pg/ml) + Km (25 pg/ml} y glucosa 0.2%
+ IPTG 0.5mM + Amp (200 pg/ml) + Km (25 pg/ml) sin casaminoacidos, para corroborar que
todas las construcciones fueron estriadas también se empleé medio rico LB+Amp (200 pg/ml} +

Km (25 ug/ml), analizdndose el tamafio y el tiempo de aparicién de las colonias.
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Los plasmidos construidos para las complementaciones son los siguientes: pUCI18+WT
(enzima dimérica de T. brucei clonada en el vector de expresion), pUC18+C14F (C14F es una
mutante 100 veces menos activa que la WT TIM de T. brucei, caracterizada por el grupo del Dr.
Peréz Monfort, pUC18+mono TIM (mono TIM es una mutante monomérica 1000 veces menos
activa que WT TIM), pUC18+la mutante S43P, T44A y A179T denominada E (esta mutante
monomeérica fue seleccionada de la condicién de MM sin casaminoacidos), pUC18+]a mutante
S43P, T44S y N208S denominada V (esta mutante fue seleccionada de la condicién de MM con
casaminoacidos) y pUC18 sdlo como control negativo.

5.11.6 Cinéticas de crecimiento

Antes de realizar las cinéticas de crecimiento de las diferentes variantes de #pi, fue necesario
hacer preinéculos en medio LB por triplicado, los cuales fueron incubados durante toda la noche a
37°C. Se determind la D.O. de los diferentes cultivos y se estandarizaron en una misma D.O. con
el fin de poner el mismo numero de células como inoculo.

Para la realizacion de las cinéticas de crecimiento se utiliz6 el mismo nimero aproximado de
¢élulas como indculo (lavadas dos veces con medio minimo estéril para eliminar los restos del
medio LB). Los inéculos se llevaron a cabo en tubos de ensayo (PYREX 13X100 mm), con 3 m]
de medio minimo con glucosa 0.2% + IPTG 0.5 mM, probando la condicién de medio minimo sin
casaminoacidos. Los cultivos fueron analizados por triplicado, midiendo cada hora la D.O a 600
nm con el equipo Spectronic 20 (BAUSCH y LOMB). Las muestras fueron incubadas a 37°C, en
agitacion constante.

Las cepas con las siguientes construcciones que se verificaron en las cinéticas de
crecimiento presentan las siguientes caracteristicas: JM101 (cepa de E. coli que presenta el gene de
la TIM dimérica cromosomal), IM101+pUCI18 (cepa de E. coli que presenta el gene cromosomal
de TIM en presencia de una carga metabdlica). En la cepa VEJM101 se probaron las siguientes
variantes: pUC18+WT TIM; pUC18+C14F; pUCI18+monoTIM; pUC18+la mutante monomeérica
V (S43P, T44S y N208S), pUC18+la mutante monomérica E (843P, T44A y A179T ). El pUCI38
es nuestro control negativo debido a que no presenta el gene fpi. En cuanto a las cepas, empleamos
la VEIMI101 (tpi -) y 1a IM101 (¢pi +), ésta ltima presenta actividad de TIM silvestre.
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VI. RESULTADOS
6.1 Obtenciéon de la secuencia genémica de E. coli mediante PCR y comprobacién
de su idéntidad por anailisis de restriccién.

En todas las condiciones probadas se encontraron algunos subproductos debido al pegado
inespecifico de los oligos, purificandose sdlo el fragmento que correspondia en tamaiio al producto
de interés (4.3 Kb) y se selecciond la temperatura de 54°C para el alineamiento, donde se observé
una mayor concentracion del producto de 4.3 Kb (figura 14).
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Figura 14. PCR de DNA cromosomal de la cepa IM10! con oligos que pegan en las regiones
flanqueantes al gene de fpi. A) gradiente de temperatura: carril 1 marcador de peso molecular de
1Kb DNA Ladder ; carriles 2 al 17 productos de PCR genémico a diferentes temperaturas (50, 52,
54 y 56 °C) y aumento en la concentracion de DNA (diferentes volumenes de DNA). Carriles 2 a 5
(0.5 ul de DNA gendmico) las temperaturas se variaron de 50 a 56 °C. Carriles 6 a 9 (1 pl de DNA
gendmico), las temperaturas se variaron de 50 a 56 °C. Carriles 10 a 13 (1.5 ul de DNA
gendmico), las temperaturas se variaron de 50 a 56 °C. Carriles 14 a 17 (2 pl de DNA gendmico),
las temperaturas se variaron de 50 a 56 °C. B) Producto de PCR gendémico de 4.3 Kb
purificado.Carril 1, marcador de peso molecular de 1Kb; carril 2, producto de PCR digerido con
HindlIII y BamHI.

Después de purificar el producto de 4.3 Kb de la reaccion de la PCR, se llevaron a cabo
digestiones con las enzimas de restriccién (BamHI, HindlIll, Avall y Mlul), para comprobar el
patrén de digestion esperado en base a la secuencia obtenida de la base de datos del genoma de E.
coli para dicho producto. Los fragmentos obtenidos corresponden al tamaiio esperado de acuerdo
a la secuencia (figura 15).
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Figura 15. Producto de PCR genémico de E. coli (4.3 kb), digerido con diferentes enzimas de

restriccion. Carril 1, marcador de peso molecular A HindllI; carril 2 digestion con BamHI/HindllI,;
carril 3 digestion con Avall; carril 7 digestién con Mlul. Digestiones del plasmido pMAK705.
Carriles 4 y 5 con Avall; carril 6 con BamHI y HindIIl y carril 8 digestion con Mlul.

6.2 Construcciéon de los plasmidos para la formacion del plismido pRMAKI109.

1} Plasmido pRUC7.

Este plasmido se deriva de la clonacion del producto de PCR de 4.3 Kb en pUCI8 por medio
de los sitios de restriccion BamHI y Hindlll. Se empleé el plasmido pUCI18 ya que contiene un
“polylinker” en el cual se encuentran como sitios unicos BamHI y HindIIl y a diferencia del vector
pMAKT705 no presenta ningun sitio Mlul, de manera que el unico sitio de Mlul presente esta en el
gene tpi de E. coli. Después de purificar el plasmido pRUC?7 de las colonias transformantes, se
digind con Mlul obteniéndose un fragmento de 7Kb (figura 16).
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Figura 16. Digestion del plasmido pRUC7 con Mlul, para comprobar la presencia del inserto. En

el carril | esta el marcador de peso molecular A EcoRI-HindIIl y en el carril 2 esta el plasmido
pRUCT7 digerido con Mlul.

2) Plasmido pRUCS].

El plasmido pRUCS1 se derivo de la insercion de la unidad transcripcional de la Neomicina
fosfotransferasa en el sitio de Mlul del plasmido pRUC?7 para interrumpir el gene #pi.

La razon por la cual el sitio Avall no fué empleado para interumpir el gene (pi por el
interposon de la kanamicina, radica en que este sitio estd presente varias veces en los plasmidos
pUC18 y pMAKT70S, de tal forma que dificulta la interrupcion del gene tpi en el fragmento
genomico de E. coli. Para evitar este problema, se usd el sitio Mlul que aunque esta presente en el
plasmido pMAKT705 no esta presente en el pUC18.

La seleccidn de clonas con inserto se hizo plateando en medio Luria, suplementado con Km y
Amp. Se tomé una de las colonias resultantes, de la cual se purificé el plasmido pRUCSI, el cual
se digirié con Miul para checar la presencia del interposén de Km (figura 17).
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Figura 17. Digestiones con Mlul de los plasmidos pRUCS81 y pBSL98 (de donde se obtuvo la
unidad transcripcional de la Neomicina fosfotransferasa), carriles 2 y 3 respectivamente; en el

carril 1 esta el marcador de peso molecular A EcoRI-HindIIl. Del pBSL98 se obtuvo la unidad
transcripcional de la Neomicina fosfotransferasa, contenida en el fragmento de 1.1 Kb.

3) Plasmido pPRMAK109.

E!l ptasmido pRMAKI109 de 10.9 Kb proviene de la subclonacion del fragmento BamHI
/HindIlI de 5.4 Kb del plasmido pRUCS1 en pMAKT705. El pRMAKT70S tiene presente un sitio de
Mlul, al insertar el producto de 4.3 Kb + interposén de NPTII de 1.1 Kb, adquiere dos sitios mas
MIul, de tal forma que al realizar una digestién con dicha enzima el resultado es la formacion de 3
fragmentos de diferente peso molecular. Dos de los fragmentos presentan un peso molecular muy
similar (5 y 4.8 Kb), mientras que el tercer fragmento es de 1.1 Kb (corresponde al tamafio del
interposén). Todas las clonas analizadas mostraron los fragmentos esperados (figura 18).
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Figura 18. Digestiones con Mlul de diferentes clonas del pPRMAKI109 carriles 2-6 se observan 3

fragmentos de distinto peso molecular, en el carril 1 esta el marcador de peso molecular A EcoRI-
HindIII.

6.3 Seleccién e identificacion de las dobles recombinantes.

A 30°C el plasmido pRMAK 109 sensible a temperatura dirige la sobrevivencia de la bacteria,
mientras que a 44°C, la proteina responsable de la replicacién del plasmido ya no puede realizar su
funcién debido a que se encuentra desplegada; debido a esto, el plasmido se pierde en las
siguientes divisiones celulares. En un evento de doble recombinacion sélo se gana la resistencia a
un antibidtico, en este caso a kanamicina. Las colonias que adquirieron la resistencia a los dos
antibioticos, son aquellas en las que se llevo a cabo un evento de recombinacion sencilla y por tanto
queda una copia integra del gene tpi en el cromosoma.

De las 400 colonias analizadas, sélo una clona mostré el fenotipo esperado (Km ry Cm s).

Esta clona fue denominada VEIM101, crece en presencia de kanamicina en todas las temperaturas
(44, 37 y 30 °C) y es incapaz de crecer en Cm en las mismas temperaturas (figura 19).
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Km Cm

Figura 19. Crecimiento de la cepa doble recombinante (VEIM101), la cual es resistente a
kanamicina y sensible a cloramfenicol en las diferentes temperaturas 44 (a) y 30°C (b)
respectivamente.

6.4 Comprobacion del Knockout del gene fpi gendmico mediante la PCR.

Se compararon los patrones de bandas de los productos de PCR formados de los genomas
de las cepas JM101 (cepa silvestre) y 1a cepa VEIM101 (Kmr, Cms a 44°C). Los oligonucleétidos
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(EcoR1 y HindlII), empleados para amplificar la secuencia de 4.3 Kb del cromosoma de la cepa
silvestre JIM101, fueron también utilizados para amplificar la secuencia cromosomal de 5.4 Kb de
la cepa VEIM101. El PCR se llevd a cabo empleando la misma concentracion de DNA que la cepa
silvestre en un volumen de 1pl y bajo las mismas condiciones.

El analisis por PCR confirmo la presencia de un fragmento de mayor tamario en la cepa
VEJM 101 que el obtenido con DNA cromosomal silvestre. La banda de 5.4 Kb corresponde al
fragmento amplificado con la insercidn del interposén de la kanamicina (figura 20).

21 Kb
5.4 Kb

4K
54 Kb 4.3 Kb

1.3Kb

Figura 20. PCR genémico de la cepa IM101 y VEIMI0I de E. coli. En el carril | esta el marcador

de peso molecular A EcoRI-Hindlll; en el carril 2 esta el producto de 4.3 Kb (JM101) y en el carril
3 el producto de 5.4 Kb (VEIM101).

6.5 Analisis de los experimentos de complementacion en medio minimo (MM),
empleando diferentes fuentes de carbono, cepas y vectores.

Se determinaron las condiciones de crecimiento en medio minimo suplementado ya sea con
0.2% glucosa o con 0.2% glicerol como unicas fuentes de carbono. Con este analisis se obtuvieron
las caracteristicas de crecimiento y seleccion de la cepa VEIM 101, comparado con las cepas AA200
y IM101 (ver tabla 2).
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MM+Glucosa 0.2%

Cepas Plasmidos

""""""""""""""""""""" pBR322 T pMono*  pBiTIM*
AA200 _ + ++

VEIM 101 _ + +++++
IMI101 (wt) ++++++ ettt NSTRIE

AA200 _ i B
VEIMI01 _ B s
IMIO01 (wt) o+ A+ bt

Tabla 2. Crecimiento de las cepas ¢pi- con los diferentes plasmidos después de 37 hrs de
incubacion a 37°C. Complementacion de las cepas tpi- (AA200 y VEIM101) y cepas tpi+ (JM101
wt) con diferentes plasmidos crecidas en medio minimo con glucosa y medio minimo con glicerol.
Los signos negativos (-) indican la falta de colonias; mientras que los signos positivos (+) indican
el crecimiento de colonias. La cantidad de signos positivos reflejan el tamafio de las colonias.

* Los genes de las enzimas TIM monomérica y dimérica fueron clonados en el plasmido pET3a
bajo la expresion de un promotor T7, cuya polimerasa no existe en las cepas empleadas. Sin
embargo, la observacion de la complementacién indica que hay una produccién de escape de las
proteinas suficiente como para lograr la complementacion de la funcién.

Caracteristicas de las cepas empleadas: cepa AA200 (¢pi-), generada por mutagénesis
quimica; cepa VEIMI101 (tpi-), generada por medio de un evento de doble recombinacién,
mediante el cual se interrumpe el gene #pi con una cassette que introduce €l gene que codifica para
la proteina NPTI! y la cepa IM101 (fpi+) es la cepa silvestre.

Caracteristicas de los plasmidos empleados: El plasmido pBR322 fue empleado como
control negativo debido a que es un vector que da resistenciaa Ampicilina pero que no contiene ¢l
gene tpi; el plasmido pMono (formado por el vector PET3a + el gene de la monoTIM) y el
plasmido pBiTIM (formado por el vector PET3a + ¢l gene de la enzima dimérica de T brucei ).
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La cepa VEJM101 perdio su actividad de tpi cromosomal ya que no es capaz de crecer en
medio minimo con glucosa 0.2% al ser transformada con el plasmido pBR322 y es capaz de ser
complementada con isomerasas heterélogas de Typanosoma brucei en los plasmidos pBiTIM y
pMono (figura 21).

A B

Figura 21. Complementacion de la cepa VEIM101 con los plasmidos A) pBiTIM y B) pBR322
crecidas en medio minimo con glucosa 0.2% a las 37 horas a temperatura de 37°C.

Para el caso de las cepas que fueron complementadas con los distintos pldsmidos en la
condicion de MM + glucosa 0.2%, se observé una diferencia en el crecimiento de la cepa AA200
con los plasmidos pMono y pBiTIM, ya que las colonias encontradas de BiTIM son méas grandes
que las provenientes de la complementacién con la enzima monomeérica. Sin embargo, los
resultados encontrados para la cepa VEJM101 con estos vectores, muestran una diferencia
dramatica en el crecimiento de colonias transformadas con el vector conteniendo el gene que
codifica para las enzimas monomeéricas y diméricas, siendo las colonias de BiTIM mas grandes que
las de monoTIM. Al ser transformada con los distintos plasmidos, la cepa JM101 (wt) muestra un
crecimiento mayor de colonias en tiempos mas cortos, debido a que tiene su genoma intacto.
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La cepa AA200 muestra una alta tasa de reversion, razdn por la cual no fué empleada. Este es
un problema cuando se desea seleccionar enzimas con actividades enzimaticas vestigiales, mientras
que la cepa VEIM101 no presenta este problema. En experimentos posteriores la alta tasa de
reversion fué el motivo principal que nos llevo a no usar la cepa AA200.

En las cepas que fueron complementadas con los distintos plasmidos en la condicién de MM +
glicerol al 0.2%, se observé que ninguna de las construcciones fue capaz de complementar a la
cepa AA200. Esto es muy importante ya que se esperaria que BiTIM fuera capaz de complementar,
lo que sugiere la posible existencia de mas mutaciones en el resto del genoma en la cepa AA200,
ademas de la mutacidn en el gene tpi. En contraste, los resultados encontrados para la cepa
VEIMIO0I con estos vectores fueron muy alentadores, por la presencia de colonias de gran tamafio
provenientes de la complementacion de la cepa VEIM101 con el plasmido pBiTIM, demostrando la
utilidad de la enzima hetérologa. Es importante mencionar que en un medio selectivo cuya fuente de
carbono es glicerol, se forma directamente dihidroxiacetona fosfato que de no ser isomerizada, se
metaboliza para dar lugar a la formacién de metilglioxal; este compuesto es altamente toxico para la
célula (Krymkiewiez et al., 1971). La unica forma de sobrevivencia estéd dada por la presencia de
una TIM activa (figura 22). La cepa JM101 no presenté ningan problema de crecimiento en la
condicion de glucosa 0.2% mostrando colonias de mayor tamaiio en todos los casos, sin embargo,
cabe mencionar que el tamafio de las colonias fue menor cuando se utiliz6 glicerol al 0.2% como
unica fuente de carbono. Este comportamiento se observé en todos los casos. El atraso en el
tamarfio de las colonias, se debe muy probablemente a que se estd produciendo metilglioxal en
cantidades pequefias que frenan la division celular de E. coli, pero no la matan debido 2 que la
mayor parte de la DHAP es isomerizada a GAP alimentando la via metabolica de la glucdlisis hasta
la formacion de piruvato, el cual posteriormente serd modificado a acetil CoA para obtener energia
en ¢l ciclo del 4cido citrico y la fosforilacidn oxidativa. Esto apoya la idea de que sélo la cepa que
tenga una TIM eficiente sera capaz de crecer en medio minimo cuya 1inica fuente de carbono sea
glicerol.
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Glucosa

Fructosa 1,6 bisfosfato

Aldolasa
Glicerol —» DHAP = » GAP
Triosafosfato isomerasa
Metilglioxal sintetasa
Metilglioxal

Piruvato

Figura 22. Formacién de metilglioxal a partir de la metilglioxal sintetasa, este compuesto al
acumularse es toxico para la célula.
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6.6 Rango dindmico de la cepa de seleccion VEJM101.

Para determinar el rango dindmico de actividad de la cepa VEIM101, se evaluaron diferentes
condiciones de crecimiento usando la técnica de gota, complementando la funcioén de tpi con
mutantes de diferentes actividades conocidas para algunos casos. Los resultados de algunas de las
condiciones de seleccion se muestran en la tabla 3.

Plasmidos condiciones de seleccion
—————— e — T —
MM+ MM + 0.2% MM + 0.2% MM +02% | MM+ MM MM +0.3% Glicerol
0.2% Glucosa + Glucosa + IPTG + Glucosa + 0.1% +0.3% + IPTG+
Glucosa | cacaminoscidos | Casaminoicidos IPTG Glicerol Glicerol Casaminoacidos
pUCIE + _ ++ ++ _ B _ _
monoTIM
pUCIB+CI4E | +++ | ittt b+ ot + _ _
PUCIBFWTTIM | b | bbbt | bbbt | kbt | 4+ + ++
pUCIS - - - —_ _ _ —
pUCI18 + mut2.1 - — - _ - _ _
|| pUCIB + mut5.1
pUCLE + mutl3 _ — - _ - _ _
pUCIS + muil
pUCI18+ mut5 _ _ - _ _ — _

Tabla 3. Crecimiento de la cepa VEIM101 complementada con diferentes pladsmidos y mutantes de
tpi de diferente actividad bajo distintas condiciones de crecimiento. Las cepas fueron crecidas a
37°C durante 96 hrs. * Los signos negativos indican la falta de colonias, mientras que los signos
positivos indican la presencia de colonias, la cantidad de signos positivos representan de una
manera comparativa el tamafio de las colonias. ** La concentracién de casaminodcidos es de
0.032% y la de IPTG es de 0.5 mM. *** Todas las construcciones fueron clonadas en pUCI18 con
la finalidad de que los genes fueran expresados a partir de un promotor que reconociera la RNA
polimerasa bacteriana.

La tabla 3 muestra el analisis de los experimentos de complementacién realizados por
triplicado en distintas variantes de TIM las cuales presentan las siguientes caracteristicas: pUCIS8 +

47




monoTIM de Wierenga (Borchert et al, 1993 y Borchert et al, 1994); pUCI18 + C14F; pUCI8 +
WT TIM; pUCI8 es nuestro control negativo debido a que no presenta gene tpi. Las mutantes
monoméricas: mut 2.1, mut 5.1 y mut 13, son mutantes disefiadas mediante insercion del asa 3
original de la proteina dimérica en el asa 2 de monoTIM (son inserciones de aa hidrofobicos). Las
mutantes monoméricas: mut | hasta mut 5 provienen de una construccion similar pero incluyendo
residuos hidrofilicos y basicos en el asa 2, para aumentar la solubilidad de la enzima disefiada. Las
construcciones de las inserciones de aa hidrofébicos e hidrofilicos fueron disefiadas y construidas
por los Dres. Saab y Horjales.

Al complementar la cepa de E. coli VEIMI101 con estas variantes de TIM, se generaron
diferentes fenotipos, los cuales se evaluaron en distintas condiciones de seleccion mostrando los
siguientes resultados.

En los medios que contenian sélo glucosa, no se habia logrado la formacién de colonias con el
gene monomérico en experimentos anteriores. Sin embargo, al adicionar casaminoacidos 0.032% a
nuestro medio selectivo se observd por primera vez, la formacidn de colonias muy pequeiias de
monoTIM a las 40 hrs de haber inoculado las cajas, también incrementan su tamaiio las colonias de
C14F y WTTIM, siendo mayores estas ultimas. El resto de las variantes construidas no fueron
capaces de complementar a la cepa VEJM101 durante mas de 96 hrs de incubacién al igual que el
pUCI1E solo.

Al adicionar IPTG 0.5 mM a este nuevo sistema selectivo, se observd un incremento en todas
las colonias en general, debido a que en nuestro sistema la expresién del gene tpi de T. brucei se
encuentra controlada por Lacl (represor). El IPTG anula la funci6n de este represor cuya funcion
es evitar que la RNA polimerasa transcriba el gene de monoTIM. Al interaccionar el IPTG con el
represor, éste ya no puede unirse a su sitio de contacto (operador) y el gene es expresado
constitutivamente.

Se observo el crecimiento de células transformadas con las diferentes construcciones en
pUCI18 durante 96 hrs de haber sido plaqueadas en el medio selectivo (0.2% glucosa +
casaminoacidos 0.032% + 0.5mM de IPTG). Bajo esta condicidn, las colonias transformadas con
pUCI18 no fueron capaces de crecer, asi como las construcciones formadas por los Dres. Horjales
y Gloria Saab (figura 23). Esta condicion también nos permiti6 diferenciar clonas que contenian
construcciones con genes de TIM de diferentes actividades. En general, bajo esta condicion las
colonias son mdas grandes que las observadas en presencia de glucosa 0.2%+casaminoécidos
0.032%, debido a esto, esta condicién fue empleada para seleccionar posteriormente las
mutantes
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mds activas que monoTIM en los experimentos por evolucién dirigida. La aparicién de colonias de
WT TIM se da desde las 12 hrs de haber sido inoculadas en las cajas de medio selectivo, mientras

que la aparicién de colonias con C14F se observa a las 20 hrs y las de monoTIM aparecen a las
40hrs,

Figura 23. Variantes de TIM que muestran el intervalo dindmico de actividad en la condicién de
MM+glucosa 0.2% + casaminoécidos 0.032% + IPTG 0.5mM, por técnica de goteo. 1) pUC18 +
monoTIM 1000 veces menos activa; 2) pUCI18 + C14F 100 veces menos activa; 3) pUC18 + WT
TIM; 4) pUC18; 5) pUCI8 + mutante 2.1; 6) pUC18 + mutante 5.1; 7) pUC18 + mutante 13; 8)
pUCI18 + mutante 1; 9) pUCI8 + mutante 2 y 10) pUCI8 + mutante 5, crecimiento a las 48 hrs
después de inocular las colonias e incubarlas a 37°C.

La condicién de glucosa 0.2%+ 0.5mM de IPTG itnicamente ayuda al crecimiento de las
colonias de C14F y WT TIM, siendo de mayor tamaiio las colonias que llevan la enzima WT TM.
Sin embargo, esta condicion también fué empleada para seleccionar las mutantes mds activas que la
monoTIM en los experimentos de evolucién dirigida, ya que es una condicién més astringente que
la mencionada con anterioridad.

Por otra parte, es importante mencionar que también se tienen condiciones de seleccién mds
estrictas donde solo son capaces de crecer colonias de la cepa VEIM101 transformada con
pUCI18+Cl4F y WT TIM, tal es el caso de la condicién de MM+ 0.1% de glicerol donde las

colonias de C14F son de menor tamaiio que las colonias provenientes de WT TIM. En general
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ambas colonias son de menor tamafio que las encontradas en la condicién de 0.2% glucosa.

Como se menciond anteriormente, al emplear el glicerol como tinica fuente de energia se
forma la dihidroxiacetona fosfato. Este producto en ausencia de TIM no puede ser isomerizado a
gliceralhehido-3 fosfato por lo que la dihidroxiacetona es transformada a metilglioxal, un
compuesto citotdxico que al acumularse afecta la traduccion, trancripcién y replicacién de las
bacterias (Krymkiewiez et al., 1971). En la condicién de 0.3% de glicerol sélo crecieron las
colonias que presentan la enzima sin alteraciones (WT TIM), sin embargo, estas colonias son
diminutas, mientras que el resto de las variantes de TIM no crecieron. La mayor concentracién de
glicerot tiene un mayor efecto de toxicidad para la bactenia.

Al utilizar un medio con glicerol al 0.3%, con casaminoacidos al 0.032% y 0.5 mM de
IPTG, se obtuvo un incremento en el crecimiento de las colonias complementadas con el gene de la
enzima WT TIM, ya que las colonias incrementan ligeramente su tamaiio, esto nuevamente se
puede atribuir a que €l IPTG ayuda a desrreprimir el sistema para que la polimerasa trancriba el
gene de TIM, formandose mayor cantidad de proteina capaz de convertir la DHAP a GAP en un
medio con glicerol. El resto de las variantes de TIM nuevamente no crecieron.

Los sistemas probados nos permitieron garantizar un rango de condiciones para discriminar
entre mutantes poco activas y mas activas.

En general, el resto de las combinaciones de glicerol con glucosa+casaminoéacidos no
generd informacién confiable, para poder emplear algunas de estas fuentes de carbono en
experimentos de evolucién dirigida. Ya que no se encontré una correlacién entre la actividad de la
enzima que complementa la actividad de TIM y el tamafio de las colonias, dichos sisternas no
fueron empleados en los experimientos de evolucion dirigida.

Con la finalidad de encontrar mutantes mas activas que la monoTIM, se realizd mutagénesis
al azar sobre el gene #pi de esta enzima, una vez comprobada la complementacion en la cepa
VEIMI101 con diferentes variantes de TIM en medios selectivos.

6.7 Generacién de proteinas mdis activas que monoTIM por evolucién dirigida.
Para la generacion de proteinas mas activas que la monoTIM fue necesario el empleo de la
evolucion dirigida por mutagénesis al azar en el gene de monoTIM (figura 24). Esta técnica se
utilizé ya que ha dado grandes resultados en otros tipos de proteinas en donde ha sido posible la
generacion de proteinas con diferentes propiedades, por ejemplo: la formacién de proteinas mas
activas a partir de la cual fueron formadas (Crameri et al., 1996; Taguchi et al., 1998; Zaccolo y
Gherardi, 1999). Para poder detectar todas las posibles mutantes (sencillas, dobles y triples) a
nivel de nucleétido es necesario que se construyan bancos de millones de variantes independientes.

50




requiere de ligaciones grandes (2 a 3 pg de DNA vector), células con buena eficiencia de

clectrotransformacién (XLIBLUE) y electroporaciones en volimenes grandes (200 pl de células y

recuperacion en 2 ml de SOC).

ATG TCC AAG CCA CAA CCC ATC GCA GCA GCC AAC TGG AAG TGC AAC GGC TCC CAA CAG TCT
met ser lys pro gln pro ile ala ala ala asn trp lys cys asn gly ser gln gln ser

al

TTG TCG GAG CTT ATT GAT CTG TTT AAC TCC ACA AGC ATC AAC CAC GAC GTC CAA TGC GTA
leu ser glu leu itle asp leu phe asn ser thr ser ile asn his asp val gln cys val

B2 Loop2 a2

GTG GCC TCC ACC TTT GTT CAC CTT GCC ATG ACG AAG GAG CGT CTT TCA CAC CCC AAA TTT
val ala ser thr phe val his leu ala met thr lys glu arg leu ser his pro lys phe
43 44

p3 (k]
GTG ATT GCG GCG CAG AAC GCA GGT AAC GCT GAC GCT CTG GCT TCC CTC AAA GAT TIC GGT
val ile ala ala gln asn ala gly asn ala asp ala leu ala ser leu lys asp phe gly

B4
GTC AAC TGG ATT GTT CTG GGT CAC TCC GAG CGC CGC GCA TAC TAT GGT GAG ACA AAC GAG
val asn trp ile val leu gly his ser glu arg arg ala tyr tyr gly glu thr asn glu

ATT GTT GCG GAC AAG GTT GCC GCC GCC GTT GCT TCT GGT TTC ATG GTT ATT GCT TGC ATC
ile val ala asp lys val ala ala ala val ala ser gly phe met val ile ala cys ile

o5
GGC GAA ACG CTG CAG GAG CGT GAA TCA GGT CGC ACC GCT GTT GIT GTG CTC ACA CAG ATC
gly glu thr leu gln glu arg glu ser gly arg thr ala val val val leu thr gln ile

Bs
GCT GCT ATT GCT AAG ARA CTG AAG AAG GCT GAC TGG GCC AAA GTT GTC ATC GCC TAC GAA
ala ala ile ala lys lys leu lys lys ala asp trp ala lys val val ile ala tyr glu

[+13]
CCC GTT TGG GCC ATT GGT ACC GGC AAG GTG GCG ACA CCA CAG CAA GCG CAG GAA GCC CAC
pro val trp ala ile gly thr gly lys val ala thr pro gln gln ala gln glu ala his

GCA CTC ATC CGC AGC TGG GTG AGC AGC AAG ATT GGA GCA GAT GTC GCG GGA GAG CTC CGC
ala leu ile arg ser trp val ser ser lys ile gly ala asp val ala gly glu leu arg

ATT CTT TAC GGC GGT TCT GTT AAT GGA AAG AAT GCG CGC ACT CTT TAC CAA CAG CGA GAC
ile leu tyr gly gly ser val asn gly lys asn ala arg thr leu tyr gln gln arg asp
208

i as
GTC AAC GGC TTC CTT GTT GGT GGT GCC TCA CTT AAG CCA GAA TTT GTG GAC ATC ATC AAA
val asn gly phe leu val gly gly ala ser leu lys proc glu phe val asp ile ile lys

241 243

GCC ACT CAG TGA
ala thr gln OPA

Figura 24. Secuencia nucleétidica y de aminodcidos de monoTIM. Los elementos de estructura
secundaria hebras By o hélices son marcados en color azul y verde respectivamente:
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6.7.1 Mutagénesis al azar

Se realizarén 4 reacciones independientes de PCR mutagénica al azar sobre el gene de la
monoTIM con la finalidad de generar variacion en la secuencia, para posteriormente seleccionar las
clonas mas activas de monoTIM (figura 25). Las condiciones mutagénicas empleadas son las
descritas por Cadwell y Joyce (1992), mencionadas en la metodologia. La razén por la cual se
utilizo esta estrategia, radica en que la tasa mutagénica es baja incorporando un nimero pequefio
de mutaciones, entre 4 y 6 cambios a nivel de nucleodtido para un gene de 763 pb (el tamaiio del
gene tpi de monoTIM en T. brucei), comparadas con otros protocolos de PCR mutagénicas que
introducen de 15 a 20 cambios en un gene de este tamafio (763pb), estas PCRs mutagénicas

emplean agentes como el DMSO (Dimetil sulfoxido) y B-mercaptoetanol que provocan que la

polimerasa introduzca mutaciones con mayor frecuencia.

2kb o
1.6 kb »

lkb-»
NUNPIINY %1 ERR 4 763 pb

Figura 25. Productos de 763 pb formados por PCRs mutagénicas independientes de! gene de la
monoTIM en los carriles 2 al 5. En el carril | esta el marcador de peso molecular de 1 Kb.

6.7.2 Seleccion de las proteinas mas activas que monoTIM y anilisis del PCR
dia gnéstico

Se realizaron dos tipos de seleccion empleando como unica fuente de carbono glucosa al
0.2% + 0.5 mM de IPTG con 0.032% de casaminoécidos y sin casaminoacidos. En el caso de la
seleccion sin casaminoécidos en las cajas Petri, se observaron decenas de colonias pequefias sobre
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las cuales destacaron unas cuantas colonias de mayor tamafio. De estas se tomaron 3 colonias al
azar (colonias 1, 2 y 3), las cuales constituyeron el grupo a). Para el caso de la seleccién en medio
minimo suplementado con 0.032% de casaminodcidos + 0.5 mM de IPTG, en las cajas se
observaron cientos de colonias pequefias sobre las cuales destacaron colonias de mayor tamafio. Se
tomaron 3 de estas colonias al azar, las cuales formaron el grupo b) colonias 4, 5 y 6. Se
inocularon con el mismo niimero de células mezcladas por un lado las del grupo a) y por el otro las
del grupo b), en matraces que contienen: glucosa 0.2% + IPTG 0.5 mM con casaminoacidos y
matraces con glucosa 0.2% + IPTG 0.5 mM sin casaminoédcidos. Las clonas 1, 2 y 3 crecieron
més rapido que los matraces que contenian las clonas 4, 5 y 6; tanto en presencia de
casaminoécidos como en ausencia de los mismos. Todos estos indculos crecieron més rapido que
aquelios que contenian células complementadas con el gene de monoTIM.

Posteriormente las colonias de ambos grupos fueron cultivadas individualmente en medio
Luria + Km + Amp. Se purificaron los plasmidos utilizando el kit para purificacion de plasmidos
de Boehringer (High Pure™ Plasmid Isolation Kit) y se digirieron con EcoRI y HindIII. Todas las
clonas liberaron el producto equivalente al gene de monoTIM. Fué necesario utilizar un oligo que
reconoce unicamente la secuencia del asa 3 de la enzima dimérica, para excluir por PCR la ausencia
de contaminacion en el banco proveniente de la secuencia dimérica. Al realizar esta PCR
diagnéstico con un oligo que reconoce la secuencia que codifica el asa 3 presente en el dimero y el
oligo EcoRI (40 amero), reconoce el inicio del gene, se forma un producto de 250 pb sdlo cuando
la secuencia contiene el asa 3 del dimero, el resultado fué que del grupo a), s6lo la clona 1 es una
enzima monomérica ya que no liberd producto en la reaccién de PCR, mientras que el resto de las
clonas resultaron ser dimeros, debido a que liberaron el producto de 250 pb (figura 26). Esta
clonal fue denominada clona E. Mientras que ninguna de las 3 clonas seleccionadas del grupo b),
mostraron reaccién de PCR, por lo tanto contienen enzimas monoméricas (figura 26). Se realizé
una reclonacién en pUCI8 de los insertos combinados de este grupo y se llevd a cabo una
retransformacién en la cepa VEIMI101 (transformacién a baja escala). Nuevamente se
seleccionaron en presencia de glucosa 0.2% + 0.5 mM de IPTG + casaminoacidos. El resultado
fué la seleccion de una colonia de mayor tamafio que el observado para monoTIM. Se crecié en
medio Luria y se purificé el plasmido. Esta clona que fué capaz de crecer en presencia de
casaminoacidos, posteriormente fué completamente secuenciada, reclonada en la cepa VEIM101
(transformacion a baja escala), nuevamente secuenciada y probada para determinar su fenotipo en
el medio selectivo. A esta clona se le denominé clona V. La clona E que fué capaz de crecer en
ausencia de casaminoacidos, posteriormente fué completamente secuenciada y reclonada en la cepa
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VEIM101 (transformacion a baja escala), nuevamente secuenciada y probada para determinar su
fenotipo en el medio selectivo.

2kb '

1.6kb o

1kb st
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200pb — [y <—250pb

Figura 26. PCR diagndstico del asa 3. Carril 1, marcador de peso molecular 1kb plus de Gibco;

carriles 2 y 3 corresponden a las colonias 2 y 3 diméricas; carril 4 al 7 corresponden a las colonias
1,4, 5 y 6 monoméricas que no amplifican el producto de 250pb.
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6.8 Andlisis de secuencia de las mutantes seleccionadas.
El andlisis de la secuencia de la clona E seleccionada de la condicién sin casaminodcidos,

mostré la presencia de protefna derivada de la monoTIM, con tres cambios de aminodcidos en las
siguientes posiciones: S43P, T44A y A179T (figura 27).

1 1] 20
ATG TCC AAG CCA CAA CCC ATC GCA GCA GCC AAC TGG AAG TGC AAC GGC TCC CAA CAG TCT
met ser lys pro gln pro ile ala ala ala asn trp lys cys asn gly ser gln gln ser

al

TTG TCG GAG CTT ATT GAT CTC TTT AAC TCC ACA AGC ATC AAC CAC GAC GTC CAA TGC GTA
leu ser glu leu ile asp leu phe asn ser thr ser ile asn his asp val glin cys val

B2 Loop2 oz,
GTG GCC CCG GGC TTT GTT CAC CTT GCC ATG ACG AAG GAG CGT CTT TCA CAC CCC AAA TTIT

val ala pro ala phe val his leu ala met thr lys glu arg leu ser his pro lys phe
43 44

¢} a3
GTG ATT GCG GCG CAG AAC GCA GGT AAC GCT GAC GCT CTG GCT TCC CTC AAA GAT TTC GGT
val ile ala ala gln asn ala gly asn ala asp ala leu ala ser leu lys asp phe gly

GTC AAC TGG ATT GTT CTG GGT CAC TCC GAG CGA CGC GCA TAC TAT GGT GAG ACAR AAC GAG
val asn trp ile val leu gly his ser glu arg arg ala tyr tyr gly glu thr asn glu

ATT GTT GCG GAC AAG GTT GUC GCC GCC GTT GCT TCT GGT TTC ATG GTT ATT GCT TGC ATC
ile val ala asp lys val ala ala ala val ala ser gly phe met val ile ala cys ile

ab
GGC GAA ACG CTG CAG GAG CGT GAA TCA GGT CGC ACC GCT GTT GTT GTG CTC ACA CAG ATC
gly glu thr leu gln glu erg glu ser gly arg thr ala val val val leu thr gln ile

GCT GCT ATT GCT AAG ARA CTG AAG AAG GCT GAC TGG GCC AAA GTT GTC ATC GCC TAC GAA
ala ala ile ala lys lys leu lys lys ala asp trp ala lys val val ile ala tyr glu

ab
CCC GTT TGG GCOC ATT GGT ACC GGC AAG GTG GCG ACA CCA CAG CAA GCG CAG GAA ACC CAC
pro val trp ala ile gly thr gly lys val ala thr pro gln gln ala gln glu thr his
179

GCA CTC ATC CGC AGC TGG GTG AGC AGC AAG ATT GGA GCA GAT GTC GOG GGA GAG CTC CGC
ala leu ile arg ser trp val ser ser lys ile gly ala asp val ala gly glu leu arg

B7? a?

ATT CTT TAC GGC GGT TCT GTT ATT GGA AAG AAT GCG CGC ACT CTT TAC CAA CAG CGA GAC
ile leu tyr 9ly gqly ser val asn gly lys asn ala arg thr leu tyr gln gln arg asp

ge a8
GTC AAC GGC TTC CTT GTIT GGT GGT GCC TCA CTT AAG CCA GAA TTT GTG GAC ATC ATC AAA
val asn gly phe leu val gly gly ala ser leu lys pro glu phe val asp ile ile lys

241 243
GCC ACT CAG TGA
ala thr gln OPA

Figura 27. Secuencia de la clona E monomérica més activa. Las mutaciones que cambian el
aminodcido se muestran en rojo (S43P, T44A y A179T).
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Para el caso de la clona V seleccionada de la condicién con casaminodcidos proveniente del
grupo b} 4, 5 y 6. El andlisis de la secuencia mostré$ la presencia de otra proteina derivada de la

monoTIM, con 3 mutaciones a nivel de aminodcido en las siguientes posiciones: S43P, T44S y
N208S (figura 28). '

1 f1 20
ATG TCC AAG CCA CAA CCC ATC GCA GCA GCC AAC TGG AAG TGC AAC GGC TCC CAA CAG TCT
met ser lys pro gln pro ile ala ala ala asn trp lys cys aen gly ser gln gln ser

al

TTG TCG GAG COTT ATT GAT CTG TTT AAC TCC ACA AGC ATC ARC CAC GAC GTC CAAR TGC GTA
leu ser glu leu ile asp leu phe asn ser thr ser ile asn hia asp val gln cys val

f2 Loop2 a2

GTG GCC CCC AGC TTT GTT CAC CTT GCC ATG ACG AAG GAG CGT CTT TCA CAC CCC ARAR TTT

val ala pro ser phe val his leu ale met thr lys glu arg leu ser his pro lys phe
43 44

g3 a3
GTG ATT GCG GCG CAG AAC GCA GGT AAC GCT GAC GCT CTG GCT TCC CTC ARA GAT TTC GGT
val ile ala ala gln asn ala gly asn ala asp ala leu ala ser leu lys asp phe gly

g4
GTC AAC TGG ATT GTT CTG GGT CRC TCC GAG CGA CGC GCA TAC TAT GGT GAG ACAR AAC GAG
val asn trp ile val leu gly his ser glu arg arg ala tyr tyr gly glu thr asn glu

ad fs
ATT GTT GCG GAC AAG GTT GCC GCC GCC GTT GCT TCT GGT TTC ATG GTT ATT GCT TGC ATC
ile val ala asp lys val ala ala ala val ala ser gly phe met val ile ala cys ile

as
GGC GAA ACG CTG CAG GAG CGT GAA TCA GGT CGC ACC GCT GTT GTT GTG CTC ACA CAG ATC
gly glu thr leu gln glu arg glu ser gly arg thr ala val val val leu thr gln ile

g6
GCT GCT ATT GCT AAG AAA CTG AAG AAG GCT GAC TGG GCC AAA GTT GTC ATC GCC TAC GAA
ala ala ile ala lys lys leu lys lys ala asp trp ala lys val val ile ala tyr glu

ab
cCce GTT TGG GCC ATT GGT ACC GGC RAG GTG GCG ACA CCA CAG CAA GCG CAG GAA GCC CAC
pro val trp ala ile gly thr gly lys val ala thr pro gln gln ala gln glu ala his

GCA CTC ATC CGC AGC TGG GTG AGC AGC ARG ATT GGA GCA GAT GTC GCG GGA GAG CTC CGC
ala leu ile arg ser trp val ser ser lys ile gly ala asp val ala gly glu leu arg

g7 o7
ATT CTT TAC GGC GGT TCT GTT AGT GGA AAG AAT GCG CGC ACT CTT TAC CAA CAG CGA GRC

ile leu tyr gly gly ser val ser gqly lys asn ala arg thr leu tyr gln gin arg asp
208

fs8 aB
GTC RAC GGC TTC CTT GTT GGT GGT GCC TCA CTT ARG CCA GAA TTT GTG GAC ATC ATC ARA
val asn gly phe leu val gly gly ala ser leu lys pro glu phe val asp ile ile lys

241 243
GCC ACT CAG TGA
ala thr gln OPA

Figura 28. Secuencia de la clona V derivada de la combinaci6n de las clonas 4, 5 y 6 monoméricas.
Las mutaciones que cambian el aminodcido se muestran en rojo (S43P, T44S y N208S).




6.9 Tasa mutagénica

Se secuenciaron 5 colonias al azar provenientes del banco inicial (cepa XLIBLUE) del medio
LB+Km+Amp. Este anélisis de secuencia revel$ la presencia de 15 mutaciones a nivel de
nucleétidos. Las mutaciones caen al azar a lo largo de la secuencia de la monoTIM. La distribucién
de estas mutaciones a nivel de nucleétidos fué la siguiente: una doble mutante, 3 triples mutantes y
una mutante cuidruple; con esto se determind la tasa real de mutagenicidad de 0.41% comparada
con el valor esperado para la estrategia utilizada de 0.66% segiin Cadwell y Joyce (1992). Todas
las mutantes que se seleccionaron para este anélisis correspondian a la secuencia del mondmero, es
decir no contenian el asa 3 originalmente presente en la enzima dimérica.

6.10 Anadlisis de los experimentos de complementacion de la cepa VEJM101 transformada
con las diferentes variantes del gene ¢pi obtenidas en medio selectivo sin casaminoacidos y
en medio LB.

Para llevar a cabo los experimentos de complementacién de las diferentes variantes de TIM en
la cepa VEIM101 fué necesario una retransformacién de todas las construcciones. Con la finalidad
de emplear colonias frescas, se estriaron por triplicado en cajas con medio minimo suplementado
con Glucosa 0.2%+0.5 mM de IPTG y en medio LB. Los resultados reflejan que la construccién
que complementa en menor tiempo a la cepa VEJM101 es la proveniente de WT TIM en pUC18,
seguida por la mutante sencilla C14F del Dr. Ruy Peréz y las mutantes triples monoméricas
seleccionadas, aunque las colonias de la mutante V (S43P, T44S y N208S), son de menor tamaiio
que las colonias de la mutante E (S43P, T44S, A179T). No aparecen colonias complementadas con
monoTIM+pUCI18 (a las 96 hrs de haber estriado las cajas), ni colonias con pUCI18. Es claro que
las mutantes monoméricas obtenidas tienen una actividad mayor que monoTIM, ya que fueron
capaces de crecer un medio estricto (MM+glucosa+IPTG), condicién en la cual no se habia
logrado obtener crecimiento con enzima monomérica. La mutante E (843P, T44S, A179T), es 100
veces menos activa que la WT TIM (Datos obtenidos por la Dr. Saab en experimentos posteriores);
ésta es la razén por la cual la mutante E fué capaz de complementar la cepa VEJM101, al igual que
la mutante C14F que también es 100 veces menos activa que la enzima WT TIM (figura 29).
Actualmente se estd cristalizando la proteina, para poder conocer como contribuyen las mutaciones
en la estructura de la proteina. Por otra parte, no se han determinado los pardmetros cinéticos de la
mutante V (S43P, T44S y N208S), pero estos seran mas bajos que los de la mutante E, tomando en
cuenta la tasa de crecimiento de la cepa VEJM101 complementada con este gene.
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a b

Figura 29. Crecimiento de la cepa VEJM101 con diferentes variantes de TIM en los medios: a) LB
y b) medio minimo con Glucosa 0.2%+0.5 mM de IPTG. a las 48 hrs de haber estriado las
colonias y a 370C. 1, WT TIM; 2, mutante E; 3, C14F; 4, mutante V; 5, monoTIM y 6, pUCI8.

6.11 Cinéticas de crecimiento

Se estudi6 la cinética de crecimiento de la cepa VEJMI101 complementada con las dos
mutantes, con monoTIM asi como con el pUCI8 solo. También se estudié la cinética de
crecimiento de la cepa JM101 séla y con el plasmido pUCI1S.

Las cinéticas de crecimiento en la figura 30 cubren 15 hrs de crecimiento en medio minimo
con glucosa 0.2% + IPTG 0.5 mM. La cepa IM101 mostrd la mayor velocidad de crecimiento
celular en el medio selectivo debido a que tiene su genoma intacto. Sin embargo, cuando la misma
cepa es transformada con el plasmido pUC18 muestra un retraso en la velocidad de crecimiento
(figura 30). No obstante, la cepa llega a la saturacién del cultivo, €l retraso se debe a la presencia
selectiva del antibiético, por lo que la cepa tiene una carga metaboélica extra para evitar la accion del
antibiético.

La mutante triple (S43P, T44A y A179T), seleccionada bajo la condicién de glucosa 0.2%
+ IPTG 0.5 mM dispara su velocidad de crecimiento a las 7 horas de haber sido inoculada,
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consistentemente con lo que ya se habia observado en caja con medio selectivo. La otra mutante
triple (S43P, T44S y N208S), seleccionada de glucosa 0.2% + IPTG 0.5 mM + casamino4cidos
muestra su disparo en la velocidad de crecimiento a las 9 horas de haber sido inoculada, sin
embargo, esta mutante crece mds lento que la mutante proveniente de la seleccién en medic minimo
sin casamino4cidos, si bien es cierto que crece mds rdpido que la cepa complementada con el gene
de la monoTIM. Es relevante comentar que esta mutante es capaz de crecer en medio minimo con

glucosa como nica fuente de carbono e IPTG tanto en medio liquido como en medio sélido.

Desafortunadamente, tanto WT TIM como la mutante C14F (datos no mostrados),
crecieron muy poco, aparentemente el problema fué€ que los inéculos utilizados para estas dos
construcciones en particular, provenian de células almacenadas a -70°C en glicerol al 20%, el
glicerol es téxico para la cepa fpi-, a pesar de que se hizo un preinéculo nocturno en LB los
cultivos no llegaron a saturacién como se esperaba. Estos experimentos fueron repetidos y
validados posteriormente por la Dr. Saab donde se mostré que tanto la WT TIM como la C14F

crecen mejor que las mutantes monoméricas, sin embargo, ambas mutantes crecen mucho mejor que
la monoTIM.

La C14F fue una mutante gencrosamente obsequiada por e} Dr. Ruy Pérez Monfort, la cual
ya se encontraba caracterizada cinéticamente, cuya kcat habia disminuido 100 veces con respecto a
WT TIM, por lo que se utilizé para validar el intervalo dindmico de seleccién de nuestra cepa.

Para el caso de la complementacién con la monoTIM, la clona resultante crece muy poco y
lentamente en el medio liquido selectivo (glucosa + IPTGj, esto tambi€n es consistente con los
datos encontrados en cajas con medio selectivo donde dicha enzima es incapaz de complementar a
la cepa VEIMIOL. Para el caso de la cepa VEJIM 10! complementada con el plasmido pUC18 no se
observé crecimiento, esto correlaciona con los datos encontrados en las cajas con medio minimo
donde no hay colonias después de mds de 96 hrs de incubacién.
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Figura 30. Cinéticas de crecimiento de las mutantes mds activas que monoTIM, comparadas con
diferentes variantes de TIM.




VL. DISCUSION

Se disefié una cepa tpi- (VEIM101) de Escherichia coli que fue 1til para la seleccion de
variantes con diferentes niveles de actividad de triosafosfato isomerasa. Dicha cepa fué gencrada
mediante un evento de doble recombinacién, para lo cual se empleé el pldsmido sensible a
temperatura (pMAK705) y un fragmento homélogo al genoma de E. coli de 4.3 Kb. En esta
secuencia genémica, ¢l gene fpi fué situado en el centro para posteriormente ser interrumpido
mediante la insercién del cassette que contiene la unidad de transcripcién del gene nptll cuyo
producto proteico confiere resistencia a kanamicina.

La cepa VEIM101 nos permite analizar un amplio intervalo dindmico por medio del cual se
pueden rastrear mutantes con actividades de triosafosfato isomerasa que van del orden de 100 hasta
1000 veces menos activas que la enzima silvestre de Trypanosoma brucei. Esto no fue posible en
nuestras manos con las otras cepas fpi- reportadas en la literatura. Con glucosa al 0.2% como tnica
fuente de carbono, la cepa VEJIM101 es capaz de ser complementada con los vectores pET3a que
llevan el gene de la monoTIM y WT TIM observdndose una diferencia dramitica en el tamaiio de
las colonias, siendo las colonias que contienen ¢l gene de WT TIM mds grandes que las colonias
que contienen €l gene de monoTIM. Aunque el pET3a es un vector que contiene un promotor fuerte
del fago T7 (no reconocido por la polimerasa endégena de la VEJM101), pudimos observar la
complementacién. La cepa BL21 de E. coli si puede iniciar transcripcién a partir de este promotor,
debido a que presenta la RNA polimerasa del fago T7.

La cepa VEJM101, en presencia de glicerol al 0.2% como tnica fuente de carbono no fue
capaz de crecer a menos que fuera complementada con la enzima TIM dimérica de T. brucei
(BiTIM). Dado que las colonias son de menor tamaiio a las encontradas con glucosa + IPTG, se
puede inferir que para evitar el envenenamiento por metilglioxal, la cepa VEIMI101 necesita ser
complementada por un gene que tenga una TIM funcional. Aunque pudiera pensarse que
completaciones heterdlogas serian menos eficientes, la cepa es capaz de crecer en un medio
totalmente adverso (MM-+glicerol), en el que el metilglioxal se concentraria a menos que se
encontrara una proteina TIM muy activa.

Cuando la cepa AA200 fué transformada con la construccién pET3a+WT TIM o BiTIM
(enzima dimérica de T. brucei) y crecida bajo la condicién de glicerol 0.2%, ésta no fué capaz de
complementar como en el caso anterior. Esto pudiera explicarse asumiendo que la AA200 presenta
alteraciones en otras secuencias génicas o regulatorias y esto de alguna manera resuita légico
considerando que la mutante no ha sido bien caracterizada.
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En el anilisis de los experimentos de complementacién en 0.2% de glucosa y 0.2% de
glicerol, la cepa VEIM101 fue complementada usando diferentes pldsmidos y aunque se obtuvieron
resultados muy alentadores, fue necesario hacer estos mismos experimentos con mayor nimero de
condiciones para seleccién de actividad de TIM y empleando un mayor nimero de vanantes de
TIM clonadas en un mismo vector (pUClS), con la finalidad de que los genes fueran expresados
con la RNA polimerasa bacteriana de la JM101. De tal forma que tuviéramos nuestro sistema de
seleccién montado bajo un mismo fondo genético.

La utilizacién de glucosa al 0.2% como tnica fuentc de carbono + IPTG 0.5 mM, nos
permite la complementacién de la cepa VEIM101 con el plasmido pUCI18 que lleva la mutante
C14F (100 veces menos activa} y el pldsmido con WT TIM, observéndose diferencias en el tiempo
de aparicién de las colonias y ¢l tamaiio de las mismas. Mientras que al usar 0.2% de glucosa +
0.032% de casaminodcidos + IPTG 0.5 mM, nos permitié aumentar el intervalo dindmico de
seleccidn de actividad menor de isomerasa, permitiéndonos la formacién de colonias con
pUC18+monoTIM (1000 veces menos activa), asi como pUC18+C14F (100 veces menos activa) y
WT TIM (TIM silvestre de T. brucei). De igual modo, la condicién de 0.2% de glucosa +
casaminodcidos nos permitié ver la aparicién de las mismas complementaciones, sélo que con una
tasa de crecimiento menor en general.

El uso de diferentes condiciones de medio minimo permitié la discriminacién de diferentes
érdenes de magnitud de actividad de triosafosfato isomerasa en la cepa VEJIM101. Ademés la cepa

VEJM101 tiene una buena eficiencia de electroporacién (1X108 células/pug DNA), lo que nos

permitié la formacién y amplificacién de bancos de TIM formados a partir de evolucién dirigida
por mutagénesis al azar.

Las condiciones que fueron empleadas para la seleccién de mutantes més activas que
monoTIM son: glucosa 0.2%+ IPTG 0.5 mM sin casaminoicidos y glucosa 0.2%+ IPTG 0.5 mM
con 0.032% de casaminodcidos. En ambas condiciones se encontraron mutantes mds activas que la
monoTIM que les dié origen. Para obtener dos mutantes mds activas que la monoTIM por
evolucién dirigida, fueron necesarios los siguientes pasos: La formacidn de bancos genéticos de
variacién grandes. En este caso, obtuvimos un banco de 5X10¢ transformantes, utilizando cepas con
alta eficiencia de electrotransformacioén (XLIBLUE), ligaciones grandes, empleando 1picomol de

vector + 8 picomoles de inserto, volimenes de electroporacién mayores (200 pl de células y 2 ml de

medio SOC), una tasa de mutacién baja (0.66%) y una cepa que tenga un intervalo dindmico en
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medio selectivo o medios selectivos,

La ventaja de utilizar una tasa de mutagenicidad baja es que se evita la acumulacién de
mutaciones deletéreas para la actividad que impedirian la posterior seleccién de mutaciones
benéficas para ia funcién.

Hasta el momento, contamos con 2 mutantes triples derivadas de monoTIM que
complementan mds eficientemente que monoTIM la funcién de isomerizar los aziicares en la cepa
VEIJM101. La mutante triple seleccionada a partir de glucosa con IPTG, es capaz de crecer mejor,
tanto en medio liquido como en medio sélido selectivo, que la otra mutante seleccionada con
casaminodcidos. El andlisis de la secuencia de ambas mutantes vino a reflejar los siguientes
cambios, la mutante E proveniente del medio selectivo sin casaminodcidos presenta las mutaciones
en los siguientes sitios: S43P, T44A y A179T, mientras que la mutante V proveniente del medio
selectivo con casaminodcidos presenta las siguientes mutaciones: S43P, T44S y N208S.

Es interesante notar que ambas mutantes comparten cambios en las posiciones 43 y 44. La
posicion 43 en ambas clonas fué mutada de serina a prolina, mientras que la posicién 44 de treonina
fué cambiada a serina en una mutante y a alanina en la otra mutante. Al analizar cuidadosamente la
secuencia de aminodcidos de las variantes monoméricas y su ubicacién en la estructura
tridimensional de monoTIM, se puede observar que dos de las mutaciones caen al principio del asa
2 (al final de la beta 2 y en el inicio del asa 2) (figura 31). Hay que recordar que en general, la
prolina es un residuo que reduce la flexibilidad por lo que en este caso puede estar ayudando a
rigidizar el asa 2. Esto es de gran relevancia debido a que esta asa 2 es posicionado del tal forma

que evita que ¢l asa 1 se mueva. En el asa 1 estd la Lys 13 la cual es clave para ¢l posicionamiento
de los residuos cataliticos de la proteina.

El asa 1, el cual es bastante flexible en la estructura cristalina de la proteina monomérica
debe interaccionar con su contigua asa 2. Es posible que al rigidizar el asa 2 mediante la mutacién a
prolina del residuo 43, se rigidice también el asa 1. Resulta claro de ambas mutantes que al mutar la
posicion 43 a prolina, la posicidn 44 tiene que ser modificada también, aparentemente la dnica
restriccion es que sec mute 2 un residuo mds pequeiio que treonina (thr), como son alanina (Ala) o
serina (Ser).

La presencia de mutaciones en las posiciones 43 y 44 en ambas mutantes nos lleva a pensar
que son estas mutaciones las que son de relevancia para la actividad, més que la tercera posicién
mutada. En cada caso, esto tendria que ser corroborado construyendo las mutantes individuales.

La posicién 179 que mutd de Alanina a Treonina en la mutante més activa o que crece

mejor, cac en la mitad de la hélice-6, region en la cual se encuentra muy probablemente formando

63




puentes de hidrégeno con otros residuos aledafios. La mutacién a treonina introduce un OH que
incrementa las posibilidades de formacién de puentes de hidrégeno contribuyendo potencialmente a
la estabilidad de la proteina. En el caso de la mutante menos activa, la tercera mutacién cae en el

residuo 208 de Asparagina a Serina. Esta posicién que se encuentra en el asa P/a7, podria tener una

contribucién en la actividad puesto que estd més cercana al sitio activo. Sin embargo, es menos
activa que la otra mutante triple, al menos de acuerdo a la tasa de crecimiento de la cepa VEIM101
(tpi-), complementada.

Una de las hipétesis anteriores a este trabajo generada por los investigadores Soberén y
Saab era que la baja de funcionalidad de monoTIM se debia en gran medida a la entropia adquirida
en la zona de los loops al remover el asa 3. Especialmente el asa 1, el cual yanoes visible en la
estructura cristalizada de monoTIM (Borchert et al., 1993 y Borchert et al., 1994). Este loop es
importante ya que contiene a la Lys 13, la cual al formar un puente salino con el glutimico 97
posiciona al residuo catalitico, His 95. La energia que ahora se tiene que emplear o invertir en
monoTIM para mantener a estos residuos en el sitio catalitico, dan lugar a un aumento en la energia
de activacién para la reaccién y por tanto una disminucién en la kcat. Saab y Horjales propusieron
un modelo mediante el cual se generara una monoTIM con una insercién de la secuencia
correspondiente al asa 3 de la enzima dimérica enelasa2, conla finalidad de hacer una tapa y
evitar el desorden del asa 1. El hecho de encontrar coincidentemente que las dos mutantes mis
activas que monoTIM tienen cambios en el asa 2, apoya la hipétesis original de que logrando fijar
Jas asas cataliticas, s¢ podrd mejorar la actividad de la enzima monomérica.

Cuando se analiza el alineamiento de la secuencia de aminodcidos de las dos mutantes
monoméricas més activas, la monoTIM y el dimero de Trypanosoma brucei, con las enzimas TIM
diméricas de diferentes organismos reportadas en la base de datos, se puede observar un importante
hallazgo, ¢l cual radica en que la mutacién de prolina en la posicién 43 encontrada en las dos
mutantes, se conserva en las TIM diméricas alineadas, el alineamiento incluye 35 secuencias de 50
conocidas (figura 31). Este residuo no esté presente en la TIM dimérica de 7. brucei, esto es muy
interesante ya que al parecer las mutaciones que fueron seleccionadas para formar enzimas
monoméricas més activas de T. brucei ya han sido seleccionadas y fijadas por la evolucidn en las
TIM diméricas de otros organismos, incluso en las TIM de los tripanosométidos como son:
Trypanosoma cruzi (Ostoa-Saloma et al, 1997) y Leishmania mexicana (Kohl et al, 1994) que
también presentan prolina en dicha posicién. Esto sugiere que al monomerizar estas proteinas muy
probablemente serfan mds activas que la monomerizada a partir de Trypanosoma brucei (Swinkels
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et al., 1986). Esta mutacién estd representada en toda la gama de organismos, incluyendo
vertebrados, invertebrados, plantas, hongos y bacterias. En el caso de los vertebrados, tanto el
humano (Maquat et al, 1985), el mono Rhesus (Old y Mohrenweiser, 1988), el ratén (Cheng et al,
1990), el gallo (AAA49094), el conejo Oryctolagus cuniculus (Corran y Waley, 1975); el pez
Latimeria chalumnae o Celacanto (Kolb et al, 1974) en invertebrados como: el gusano
Caenorhabditis elegans (CAA19447); 1a mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Shaw-Lee
et al, 1991) y Drosophila simulans (Hasson et al, 1998), en pardsitos como: Plasmodiun
falciparum (2624736), Giardia lamblia (Mowatt et al, 1994), en plantas como: el arroz Oryza
sativa (Xu y Hall, 1993); el maiz (Marchionni y Gilbert, 1986) y Arabidopsis thaliana (P48491),
en hongos como: Coprinus cinereus Basidiomyceto (Logsdon et al, 1995); Aspergillus nidulans
Ascomyceto (Mcknight et al, 1986); Sacharomyces cerevisiae (Albert y Kawasaki, 1982),
Schizosaccharomyces pombe (Russell, 1985), en bacterias como: Escherichia coli (Pichersky et al
, 1984), Enterobacter cloacae (AADI16183); Haemophilus influenzae (664085), Vibrio marinus
(Alvarez et al, 1998), Pseudomonas syringae (Rich y Willis, 1997), Bacillus megaterium
(JQ1955), Bacillus subtilis (Leyva-Vazquez y Setlow, 1994), Lactococcus lactis (Cancilla et al,
1995), Clostridium acetobutylicum (AAC13162), Borrelia burgdorferi (Q59182), Synechocystis
(Kaneko etal, 1995); Mycobacterium leprae (Smith y Robinson, 1994), Hantobacter flavus
(AAC45452), Brucella abortus (Sangari et al, 1996). La prolina también esta presente en las
bacterias terméfilas como Bacillus stearothermophilus (Artavanis-Tsakonas y Harris, 1980). Con
todo lo anterior se puede pensar que una de las mutaciones encontradas, como lo es Pro en la
posici6n 43, en las dos variantes monoméricas mds activas que la monoTIM que fué introducida
por evolucién dirigida estd representada o ya fue seleccionada de manera natural en las TIM
diméricas encontradas en los otros Tripanosométidos y en un amplio espectro de organismos. Tan
importante es este cambio que en la TIM tetramérica también esta presente la prolina en la misma
posicién, tal es el caso de la bacteria Thermotoga maritima (Schurig et al, 1995).

La segunda mutacién que fue seleccionada en ambas mutantes monoméricas fue diferente,
de tal forma que al analizar la posicién 44 en el alineamiento de las proteinas TIM (diméricas), se
pudo apreciar que sélo algunas TIM comparten las mutaciones de Alanina (Ala) y Ser (Ser).
Nuevamente tenemos que las mutaciones seleccionadas por evolucién dirigida en las variantes de
monoTIM ya fueron exploradas por la evolucién de manera natural en algunas TIM dimericas,
aunque al parecer la posicién 44 soporta un alto grado de variacién de aminoacidos. Sin embargo, la
aparicién de las mutaciones en la posicién 44 de los mondmeros d4 una ventaja selectiva sobre la
monoTIM que no presenta estos cambios. Al no existir un consenso en la posicién 44 esto nos
estaria hablando de que muy probablemente existan aminodcidos que en combinacién con la prolina
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puedan reflejar mejores actividades en monémeros. Tanto la Alanina como la Serina se encuentran
en el asa 2 en donde posiblemente ayuden al posicionamiento de la prolina (P43) y como
consecuencia al mejoramiento estructural del asa 2 que posicione al asa 1; lo cual nuevamente se
verd reflejado en una mayor actividad enzimética de ambos monémeros comparada con la actividad
de monoTIM.

Es interesante destacar que la aparicién de mutaciones que contribuyen al mejoramiento de
la actividad, no ha sido particular de nuestro sistema, ya que Katy Judrez, encontré algo similar para
el caso de un activador transcripcional, en donde las mutaciones que fueron seleccionadas ya
existian en otros activadores transcripcionales al realizar los alineamientos de las secuencias de
aminoécidos (Comunicacién personal).

Wierenga et al., (1992), reportaron la formacién de una cavidad en las TIM entre las que
destacan la de levadura, la de pollo y la de Trypanosoma brucei (figura 32). Dicha cavidad es
formada cuando la enzima se encuentra en el estado abierto y desaparece cuando pasa al estado
cerrado. En particular, la interaccién conservada entre los aminodcidos Argl91 y el Asp227 que
forman un puente salino, es importante para estabilizar la cavidad formada entre la cercania del asa 7

(ubicado en la parte de abajo del barril) y €] N-terminal de la o hélice 6. Esta cavidad puede ser de

relevancia funcional puesto que existe sélo en el estado abierto dado por el movimiento del carbono

beta (CB) de la Ala 178 (en la enzima dimérica), durante ¢! switch conformacional del estado abierto

al cerrado. El hecho de que una de las mutantes monoméricas presente un cambio cerca de esta
zona en la monoTIM, sugiere que esta enzima puede ser mds activa que la otra mutante
seleccionada, quiz4 por la formacién de un nuevo tipo de interaccién no covalente (puente de
hidrégeno) que esté contribuyendo a la estabilizacién de la estructura de la monoTIM. Una cavidad
conservada también ha sido encontrada en la familia de la mioglobina (Rashin et al, 1986), donde
proponen que esta cavidad estd asociada con una importante flexibilidad conformacional.




{MONOTIM} ~MSKPQPTAA ANWIRNCNGSQ QSLSEL.IDL FNSTSI..NH
{MUTANTEPSS} ~MSKPQPIAA INCNGS(Q QSLSEL.IDL FNSTSI..NH
{MUTANTEPAT} ~MSKPQPIAA ANWWMCNGSQ QSLSEL.IDL FNSTSI..NH
{TBRUCETI} ~MSKPQPIAA ANWSCNGSQ QSLSEL.IDL FNSTSI..NH
{TCRUZI} MASKPQPIAA ANWIRCNGSE SLLVPL.IET LNAATF..DH
{LMEXICAN2} MSAKPQPIAA IRCNGTT ASIEKL.VQV FNEHTI..SH
{HUMAN} MAPSRKFFVG GNWIIMNGRK QSLGEL.IGT LNAAKVPAD.
{RHESUS} MAPSRKFFVG GNWERMNGRK QNLGEL.IGT LNAAKVPAD.
{RATON} MAPTRKFFVG GNWRMNGRK KCLGEL.ICT LNAANVPAG.
{GALLUSG} ~~APRKFFVG GNWNMNGDK KSLGEL.IHT LNGAKLSAD.
{ORYCTOLAGUSC} ~APSRKFFVG GNWRMNGRK KNLGEL.ITT LNAAKVPAD,
{LATIMERIAC} ~~APRKFFVG GNWISMNGDK KSLGEL.IQT LNAAKVPFT.
{ CAENORHABDITISE} ~~MTRKFFVG GNWEMNGDY ASVDGI.VTF LNASADNSS.
{DROSOPHILAM} ~~MSRKFCVG GNWIXMNGDQ KSIAEI.AKT LSSAALDPN.
{DROSOPHILAS} ~~MSRKFCVG GNWHMNGDQ KSIAEI.AKT LSSAALDPN.
{ PLASMODIUMF} ~~MTRSFFVG GNWRLNPTS LSAAKAPVEA LNKADLDPS.
{GIARDIAI} ~MPARRPFIG GNFIRCNGSL DFIKS.HVAA IAAHKIPDS.
{ORYZAS) ~~MGRKFFVG GNWISCNGTT DQVDKI.VKI LNEGQIASTD
{ZEAM} ~~MGRKFFVG GNWICNGTT DQVEKI,.VKT LNEGQVPPSD
{ARABIDOPSIST} ~~MARKFFVG GNWISCNGTA EEVKKI.VNT LNEAQVPSQD
{COPRINUSC} ~~MTRSFFVG GNWELNPTS LSAAKAPVEA LNKADLDPS.
{ASPERGILLUSN]} ~~MPRKFFVG GNFJMNGNA ESTTSI.IKN LNSANLDKS.
{ SCEREVISIAE) ~~MARTFFVG GNFZLNGSK QSIKEI.VER LNTASIPEN,
{SCHIZOSACCHAOMYCESP} ~~MARKFFVG GNFEMNGSL ESMKTI.IEG LNTTKLNVGD .
{ECOLI} ~~~MRHPLVM GNWJLNGSR HMVHELVSNL RKELAGVAGC ..
{ ENTEROBACTERC) ~~~MRHPLVM GNWILNGSR HMVNELVANL RKELAGVTGC
{HINFLUENZAE} ~~MARRPLVM GNWRLNGSX AFTKELIEGL KAELHDVTGC
{VMARINUS} ~~~MRHFVVM GNWLNGSK EMVVDLLNGL NAELEGVIGV .
{ PSEUDOMONASS } ~~~MRRPMVA GNWIMHGTR ASVAELIEGL CKQ.SLPGSV ..
{BACILLUSM} ~~~MRKPIIA GNWM SEATSFVEEV KGAVPS.PES
{BSUBTILIS) ~~~MRKPIIA GNWEMNKTL GEAVSFVEEV KSSIPA.ADK
{ LACTOCOCCUSL} ~~MSRKPIIA GNWIEMNKTL SEAQAFVEAV KNNLPS.SDN
(CLOSTRIDIUMA} ~~~MRTPIIA GNWIRMNNTI SESLKLIEEL KPLVKD..A.
{BORRELIAB} ~~~MRKTFLA GNWEMHYTS AFEASIVAKKI ATEVKT.LKD
{ SYNECHOCYSTI1SS} ~~~MRKIIIA GNWEMHKTQ AEAQAFLOGF XPLIEDAAES
{MYCOBACTERIUML) ~~MSRKSLIA GNWaM FEAIALVQKI AFSLPDKYYD
{ XANTHOBACTERF) MTAERRPLIA GNWEMNGLR AAKSE....L RTVAAGLAGL
{BRUCELLAA} ~~~MTKFWIG TSWRMNKTL AEA,RLFAEA LKAADAGRSP
{BSTEAROTHERMOPHILUS} ~~~MRKPIIA GNWRMHKTL AEAVQFVEDV KGHVPP.ADE
{ THERMOTOGAM} ~~ITRKLILA GNWIMHKTI SEAKKFVSLL VNELHD..VK
CONSENSO M-MMRKFFVG GNWHEM] SVKELVIELL NAA--PASD-

13

Figura 31a. Alineamiento multiple de proteinas TIM de diferentes organismos. Se resaltan los
aminodcidos Lys 13 y la conservacién de la prolina en la posicién 43 al inicio del asa 2.
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{MONOTIM}
{MUTANTEPSS}
{MUTANTEPAT}
{TBRUCEI}
{TCRUZI}
{LMEXICANA}
{HUMAN}
{RHESUS}
{RATON}
{GALLUSG}
{ORYCTOLAGUSC}
{LATIMERIAC)

{CAENORHABDITISE}

{DROSOPHILAM}
{DROSOPHILAS}

{ PLASMODIUMF}
{GIARDIAI}
{ORYZAS)

{ ZEAM}
(ARABIDOPSIST}
{COPRINUSC}
{ASPERGILLUSN}
{SCEREVISIAE}

{ SPOMBE}
{ECOLI}
{ENTEROBACTERC)}
{HINFLUENZAE}
{VMARINUS}

{ PSEUDOMONASS }
{BACILLUSM)
{BSUBTILIS}

{ LACTOCOCCUSL}
{ CLOSTRIDIUMA)
{ BORRELIAB}

{ SYNECHOCYSTISS}
{MYCOBACTERIUML}
{ XANTHOBACTERF)
{ BRUCELLAA}
(BACILLUSS}

{ THERMOTOGAM}
CONSENSO

VHLAMTKERL
VHLAMTKERL
VHLAMTKERL
VHLAMTKERL
LHIPMTKARL
VHIPLVQAKL
AYIDF.ARQK
AYIDF.ARQK
AYIDF .ARQK
IYLDF.ARQK
AYIDF.ARQK
AYLDF .ARLK
PYLAY .AKSK
IYLMY . ARNL
IYLMY . ARNL
LYL.LPIQEI
VHLSTAIAAN
VFLPV.VKSQ
VFLPV.VKSQ
VFLPL.VKST
LYL.LPIQEI
LYL.LQAREV
TYLDYSVSLV
MYL.ITTRQQ
MYIDMAKREA
MYLDLAKHAA
MYLGTAEAAL
LFVDLAERTL

LFLDRLV. ..
LFLEKLA. ..
LFLAFMA. ..
VSLETVV...
TALSKVS. ..
TDLSGMS. ..
TDLRSVQ. ..
TLIGAFAAD

TAVREVKEIL
LFLDRLV...
TALSEVG. ..
VYLA-VARSL

S.uun.. HPK
S...... HPK
S.uu... HPK
S.v.... HPK
L SR NPK
R...... NPK
PR DPK
Levunn. DPK
PR DPK
L...... DAK
Leven.. DPK
Veoun. DPK
Leveu.. KAG
Lovo... PCE
Leves.. PCE
A...... GKA
Tevun.. SKQ
L......RPE
Levean. RQE
) PP RSD
F GKA
A..uu.. NKE
Kiovnn. KPQ
Vevenan KKD
EG ..... SH
DG ..... SH
5GCGCSCGGK
TEAG....SA
QVVDGLKATS
.EATKGTDLK
.SAVKGTDLK
.YLRQGSELK
.NATKGSNIK
.ECIKGSNIL
.QOLHGGRVR
. TLVDGDKLR
AG...... TQ
SGT...... s
.QAADGTDLK
.EILSGRNIK

LEA-KGKDPK

FVIAAQNA. .
FVIAAQNA. .
FVIAAQNA. .
FOIAAQNA. .
YVISAENA. .
IAVAAQNC. .
TIAVAAQNC. .
IAVAAQNC. .
IGVAAQNC. .
IAVARQNC. .
FGVAAQNC. .
VLVAAQNC. .
LGLAGQNA. .
LGLAGQNA. .
VKVAAQNA. .
LRIAAQNV. .
TQVARQNC. .
FHVAAQNC. .
FFVAAQNC. .
VKVAAQNA. .
IGVAAQNV. .
VTVGAQNA. .
IGVGAQNV. .
IMLGAQNVD.
IILGAQNVD.
SVIQLGAQNV
IILGAQNTD.
IIVGAQDAA .,
I..GAQNMH.
. .GAQNMH .
. .AAENSY.
. .AAQNAH.
. .GAQNMS.
. .GAQNVH.
LTYGAQDLS .
LMIGGQDCH.
VKVGAQNMH .
I..GAQTMH.
L. .GAQNVF.
IGVAAQNA-G

[l I I

I.AKSGAFTG
I.TRSGAFTG
I1.AKSGAFTG
YKVINGAFTG
YKVTNGAFTG
YKVTNGAFTG
YKVPKGAFTG
YKVTNGAFTG
YKVSKGAFTG
YKVPKGAFTG
YKVAKGAFTG
YKVAKGAFTG
YFKESGAFTG
YLEGNGAWTG
WVKKGGAFTG
WVKKGGAFTG
WVKKGGAFTG
YFKESGAFTG
FDKPNGAFTG
YLKASGAFTG
FDKKNGAYTG
LNL . SGAFTG
VNL . SGAFTG
DINVKGAFTG
LNN.SGAFTG
IQAEQGALTG
FE.ENGAFTG
FE.ESGAFTG
FE.NAGAFTG
FE.ESGAFTG
YM.ESGARTS
WE ,ASGAYTG
QH.DLGAYTG
.PAESGAHTG
W . ADQGAWTG
FA.DQGAYTG
YE.DQGAFTG
YKVESGAFTG

Figura 31b. Alineamiento multiple de proteinas TIM de diferentes organismos.
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ADALASLKDF
ADALASLKDF
ADALASLKDF
EVSLPILKDF
EVSLQILKDY
EVSMPILKDI
EISPGMIKDC
EISPGMIKDC
EISPGMIKDL
ETISPAMIKDI
EISPGMIKDC
EISPAMIKDC
EISPAMIKDL
EISPAMLKDI
EISPAMLKDI
EISPKQISDA
ETSVEMLQDM
EVSAEMLVNL
EVSAEMLVNL
EVSAEMLVNL
EISPKQISDA
EISVQQLREA
ENSVDQIKDV
ENSAQSLIDA
ETSAAMLKDI
ETSAEMLKDI
DISTEMLKDF
DMSPAMLKEF
EVASSQLADA
EVSPVALADL
EISPVALKDL
ENSPAAIVLL
EISLKALEEL
EISPSMLLEF
EISAAMLTEI
DISGAFLAKL
DISAEMLRDA
EISPLMLKDC
EVSPVMLKDL
EISPLMLQEI
EISPAMLKD-

79
79
79
86
87
87
87
87
87
85
86
as
85
85
85
86
87
87
87
87
86
85
B6
86
87
87
85
89
86
B6
86
87
85
87
87
91
87
87
87
88




{MONOTIM}
{MUTANTEPSS }
{MUTANTEPAT}
{TBRUCEI}
{TCRUZI}
{LMEXICANA}
{HUMAN}
{RHESUS}
{RATON}
{GALLUSG}
{ORYCTOLAGUSC)
{LATIMERIAC)
{CAENORHABDITISE}
{DROSOPHILAM}
{DROSOPHILAS}

{ PLASMODIUMF}
{GIARDIAI)
{ORYZAS}

{ZEAM}
{ARABIDOPSIST}
{COPRINUSC}
{ASPERGILLUSN}
{SCEREVISIAE}

{ SPOMBEP}
{ECOLI}

{ ENTEROBACTERC }
{HINFLUENZAE}
{VMARINUS}

{ PSEUDOMONASS }
{BACILLUSM}
{BSUBTILIS)

{ LACTOCOCCUSL}
{CLOSTRIDIUMA}
{BORRELIAB)

{ SYNECHOCYSTISS)
{MYCOBACTERIUML}
{ XANTHOBACTERF }
{ BRUCELLAA)
{BACILLUSS)

{ THERMOTOGAM }
CONSENSO

95
G
e H
Gl
Gif
eH
€
Gigl
&
G

GVNWI
GVNWI
GVNWI
GVNWI
GIS
GVHWVI
GA'

GA'

GA'
GAAWVI
GA'
GVTWVI
GLEWVI
GADWVI
GADWVILGH
GIPYVILGH
GLKHVIVGS
SIPWVILGH
GVPWVILGY
DIPWVILGH
GIFYVILGY
NIDWTILGH
GAKWVILGH
AITYTLTGY
GAQYIIIGH
GAKYIIIGH
GAKYIIIGH
GATHIIIGH
GCKLVLVGE
GVNYVILGH
GVDYCVIGHS
GIEYIIIGH
GVSYVILGS
GVEYVILGH
GIHYVVIGE
GCSFVLVGEE
GAVAVILGS
NLDIVELGH
GVTYVILGH
GVEYVIVGS
GATWVILGH

G
e ||
€]
€]
€ H

ERRAYYGETN
ERRAYYGETN
ERRAYYGETN
ERRAYYGETN
ERRLYYGETN
ERRTYYGETD
ERRHVFGESD
ERRHVFGESD
ERRHVFGESD
ERRHVFGESD
ERRHVFGESD
ERRHVFGESD
ERRHVFGESD
ERRAIFGESD
ERRAIFGESD
ERRTLFHETS
ERRRIMGETD
ERRSLLGESN
ERRALLGESN
ERRAILNESS
ERRTLFHETS
ERRVILKETD
ERRSYFHEDD
ERRTIFKESD
ERRTYHKESD
ERRTYHKESD
ERRTYHKESD
ERREYHAESD
ERRQLIGEQD
ERREMFAETD
ERREMFAETD
ERREYFHETD
ERRQYFNETD
ECRLYLAETD
ERRQYFGETD
ERRTYHDEGD
ERRIDHQEGD
ERREHFGETN
ERRQMFAETD
ERRRIFKEDD
ERR-YFGESD

EIVADKVAAA
EIVADKVAAA
EIVADKVAAA
EIVADKVAAA
EIVAEKVAQA
EIVAQKVSEA
ELIGQKVAHA
ELIGQKVAHA
ELIGQKVSHA
ELIGQOKVAHA
ELIGQKVAHA
ELIGQKVSHA
ALIAEKTVHA
ALTAEKAEHA
ALIAEKAEHA
EVVALKTRAA
EQSAKKAKRA
EFVGDKVAYA
EFVGDKVAYA
EFVGDKVAYA
EVVALKTRAA
EFIARKTKAA
KFIADKTKFA
EFVADKTKFA
ELIAKKFAVL
EFIAKKFAVL
EFVAKKFGAL
EFVAKKFAFL
DVLNKKFAAX
ETVNQKTIAA
ETVNKKAHAA
EDINKKAKAT
CALNKKVKAA
EIINKKILAG
ETANLRVLAA
ALVAAKTAAA
AIVKAKVKAA
ETVGLKVEAA
ETVNKKVLAA
EFINRKVKAV
ELVAKKVAAA

VASGFMV.IA
VASGFMV.IA
VASGFMV.IA
VASGFMV.IA
CAAGFHV.IV
CKQGFMV . IA
LAEGLGV.IA
LAEGLGV.IA
LAEGLGV.Ia
LAEGLGV.IA
LSEGLGV.TIA
LSEGLGV.VA
LEAGIKV.VF
LAEGLKV.IA
LAEGLKV.IA
LDNGLKV.IL
LEKGMTV.IF
LSQGLKV.IA
LSQGLKV.IA
LAQGLKV.IA
LDNGLKV.IL
IEGGLQV.IF
LGOGVGV.IL
LEQGLTV.VA
KEQGLT.PVL
KEQGLI.PVL
KEAGLV.PVL
KENGLT. PVL
QAKGLT.PVL
FKHGLT.PIV
FKHGIV.PII
FAAGAT.PIL
FAHNIT.PIL
LKHPFKYLIL
QKAGLI.PIL
LKNSLT.PIV
WRAGL . LPVV
VRHGL.IPLI
FTRGLI.PII
LEKGMT.PIL
LAQGL-VPIA

CIGETLQERE
CIGETLQERE
CIGETLQERE
CIGETLQERE
CVGETNEERE
CIGETLQQRE
CIGEKLDERE
CIGEKLDERE
CIGEKLDERE
CIGEKLDERE
CIGEKLDERE
CIGEKLDERE
CIGEKLEERE
CIGETLEERE
CIGETLEERE
CIGETLKERE
CVGETLDERK
CVGETLEQRE
CVGETLEQRE
CVGETLEERE
CIGETLKERE
CIGETLEERE
CIGETLEEKK
CIGETLADRE
CIGETEAENE
CIGETEAENE
CIGESEAENE
CIGESDAQNE
CVGETLEERK
CCGETNEEYE
CVGETLEERE
CCGETLETFE
CCGETLEERE
CVGETLDERD
CVGESKAQRD
CIGEYLEIRE
CVGETLVERD
CIGETLEDRE
CCGESLEERE
CVGETLEERE
CIGETLEERE

128
128
128
135
136
136
136
136
136
134
135
134
134
134
134
135
136
136
136
136
135
134
135
135
138
136
144
138
135
135
135
136
134
137
136
140
136
136
136
137

Figura 3ic. Alineamiento multiple de proteinas TIM de diferentes organismos. Se resalta la His 95
uno de los aminodcidos involucrados en el sitio activo.
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{MONOTIM)
{MUTANTEPSS}
{MUTANTEPAT}
{TBRUCEI}
{TCRUZI}
{LMEXTCANA}

{ HUMAN}
{RHESUS}

{ RATON}
{GALLUSG}
{ORYCTOLAGUSC)
{LATIMERIAC}

{ CAENORHABDITISE}
{DROSOPHILAM}
{DROSOPHILAS}

{ PLASMODIUMF}
{GIARDIAT}
{ORYZAS}

{ ZEAM}
{ARABIDOPSIST}
{COPRINUSC}
{ASPERGILLUSN}
{SCEREVISIAE)}
{SPOMBE}
{ECOLI}

{ ENTEROBACTERC}
{HINFLUENZAE}
{VMARINUS}

{ PSEUDOMONASS}
{BACILLUSM}
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Figura 31d. Alineamiento multiple de proteinas TIM de diferentes organismos. Se resalta el

Glu 167 uno de los aminodcidos involucrados en el sitio activo.
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Figura 3le. Alineamiento multiple de proteinas TIM de diferentes organismos.
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Figura 31f. Alineamiento multiple de proteinas TIM de diferentes organismos.
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Figura 32, Una subunidad del dimero de la Triosafosfato isomerasa en donde se representa la
interaccién de tipo no covalente conservada entre los residuos D227 y R191. Los segmentos
polipeptidicos que sufren rearreglos conformacionales estan sombreados, Las flechas indican el
movimiento de apertura y cierre.
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VIL. CONCLUSIONES.

1.- Se cuenta con una cepa de Escherichia coli 1pi - (VEIM101) capaz de recuperar su viabilidad
en medio minimo con glucosa como vnica fuente de carbono cuando es complementada con un
gene activo de triosafosfato isomerasa. Experimentos de complementacién con diferentes variantes
de 1pi de Trypanosona brucei nos permitieron discriminar bajo diferentes condiciones de
crecimiento mutantes que van del rango de: 100 hasta 1000 veces menos activas que el dimero de
Trypanosoma brucei.

2.- Se establecieron la condiciones para la PCR mutagénica a baja frecuencia (0.6%), donde al
analizar S clonas al azar qué no fueron sometidas a seleccién se pudo observar la presencia de
cambios: dobles (un caso), triples (tres casos) y cuadruples (un caso) a nivel de nucleétido. Es
importante tomar en cuenta la tasa de mutagenicidad cuando se piense realizar pocos cambios en las
proteinas que uno desee estudiar, ya que una alta tasa de mutacién, muy probablemente incorpora o
aumenta la probabilidad de introducir mutaciones deletéreas para la actividad y/o la estabilidad
estructural de la enzima.

3.- Se cuentan con dos mutantes mds activas que monoTIM. Ambas mutantes son capaces de
complementar la cepa VEJM 101 mostrando crecimiento en medio minimo con glucosa como nica
fuente de carbono+IPTG, tanto en medio liquido como en medio sélido. Estas mutantes son
considerablemente mdés activas que la enzima que les dié origen (monoTIM).

4.- Ambas mutantes comparten mutaciones en las posiciones 43 y 44, mientras que las otras
mutaciones caen en regiones diferentes. La presencia de prolina en la posicén 43 es uno de los
hallazgos més importantes de este trabajo debido a que estas mutaciones se encuentran
representadas en las TIM diméricas alineadas de otros organismos, de tal forma que para obtener
enzimas monoméricas mds activas que monoTIM fué necesario la introduccién de mutaciones
presentes en las TIM diméricas de otros organismos. Incluso los cambios que aparecen en la
posicion 44 de estas mutantes ya estdn representados en enzimas dimé€ricas, lo cual nuevamente
apoya, la idea de que para que se incorporen mutaciones en mondmeros activos de 7. brucei es
necesario la introduccién de cambios que la evolucion ya probé en otros dimeros.
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5.- La mutante mds activa, contiene ademis de los cambios en los residuos 43 y 44, una mutacién
en el residuo179 de Ala a Thr. Esta posicién se encuentra en la mitad de la hélice 6, lejana al sitio
activo. Para saber si esta mutaci6n tiene alguna repercucién en la actividad, tendria que ser
segregada de las otras dos mutaciones y de ser asi, su contribucién podria estar asociada a una

mayor estabilidad de la proteina dada por la capacidad de formar puentes de hidrogeno de la
treonina.
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VIIL. PERSPECTIVAS

1.- Es necesario ver la expresién de estas proteinas monoméricas y purificarlas para medir sus
pardmetros cataliticos y poder compararlos con los reportados para la monoTIM, para lo cual es
necesario reclonar los genes en un pldsmido del tipo pET3a, de tal forma que la expresion del gene
estaria regulada por un promotor fuerte. La cepa en la que posteriormente hay que realizar la
ransformacién es la BL21. Esta cepa tiene el gene que codifica para la RNApolimerasa del fago T7
(esta polimerasa es la responsable de dirigir la expresién del promotor del pldsmido pET3a).

2.- Es importante segregar las mutaciones para poder entender la relevancia de las mismas. La
segregacion de las mutaciones se puede realizar por PCR sitio dirigida y el empleo de megaprimers.
Es importante secuenciar totalmente las nuevas mutantes para observar las presencia de las
mutaciones en los sitios blanco y ausencia de mutaciones extras introducidas por la Taq polimerasa.
Finalmente, hay que transformarlas en la cepa VEJM101 en medio selectivo y analizar los
fenotipos, también hay que realizar las cinéticas de crecimiento incorporando los controles positivos
y negativos del sistema.

3.- Finalmente seria deseable cristalizar las variantes obtenidas para analizar el efecto estructural que
tuvieron las mutaciones ocurridas y comprobar nuestra hipétesis sobre 1a rigidizacin del asa 1
como consecuencia de la rigidizacién del asa 2. El asa 1 hasta ahora no se encuentra definido en la
estructura cristalina de monoTIM.

76




X.- BIBLIOGRAFIA

1.- Akanuma.S., Yamagishi, A., Tanaka. N and Oshida, T. (1998). Serial increase in the thermal

stability of 3-isopropylmalate dehydrogenase from Bacillus subtilis by experimental evolution.
Protein Science. 7:698-705.

2.- Alber, T. and Kawasaki, G. (1982). Nucleotide sequence of the triosephosphate isomerase gene
of Saccharomyces cerevisiae J. Mol. Appl. Genet. 1 (5), 419-434.

3.- Alvarez, M., Zeelen, J .P., Mainfroid, V., Rentier-Delrue, F., Martial, J. A., Wyns, L., Wierenga,
R. K. and Maes, D. (1998). Triose-phosphate isomerase (TIM) of the psychrophilic bacterium
Vibrio marinus. Kinetic and structural properties. J. Biol. Chem. 273 (4), 2199-2206.

4.- Anderson, A and Cooper, R. A. (1970). Genetic Mapping of a Locus for Triosephosphate
Isomerase on the Genome of Escherichia coli K12. Journal of General Microbiology. 62:329-334,

5.- Artavanis-Tsakonas, S and Harris, J. L. (1980). Primary structure of triosephosphate isomerase
from Bacillus stearothermophilus. Eur.].Biochem.108:599-611.

6.- Balbul, J. (1978). J. Biol.Chem. 253:4350-4355.

7.- Bertolaet, L. B and Knowlcs. J. R. (1995). Complementation of fragments of triosephosphate
isomerase defined by exon boundaries. Biochemistry. 34: 5736-5743.

8.- Blattner, F. R., Plunkett I, G., Bloch, C. A., Perna, N. T., Burland, V., Riley. M., Collado-Vides.
I, Glasner, J. D., Rode, C. K., Mayhew, G. F., Gregor, J., Davis, N. W., Kirkpatrick, H. A., Goeden,
H. A., Rose, D. J., Mau. B and Shao Y. (1997). The complete genome sequence of Escherichia coli
K-12. Science. 277:1453-1462.

9.- Borchert, T. V., Abagyan, R., Jacnicke, R and Wierenga, R. K. (1994). Design, creation and
characterisation of a estable monomeric triosephosphate isomerase. Proc.Natl. Acad.Sci.USA.
91:1515-1518.

10.- Borchert, T. V., Abagyan, R., Kishan, K. V., Zeelen, J. P., Wierenga, R. K. (1993). The crystal
structure of an engineered monomeric triosephosphate isomerase, monoTIM: the correct modelling
of an eight-residue loop. Structure.1:205-213.

11.- Bork. P., Gellerich. J., Groth. H., Hooft. R and Martin. E. (1995). Divergent evolution of a

o/f3-barrel subclass: detection of numerous phophate-binding sites by motif search. Protein
Science. 4:268-274. '

12.- Brange, J., Ribel, U., Hansen, J. F.,, M. T., Havelund, S., Melberg,S. G., Norris, F., Snel,L.,
Sorencen , A. R and Vogt, H. O. (1998). Nature. 33:679-682.

13.- Buchholz,- F., Angrand, P. O and Stewart, A. F. (1998). Improved properties of FLP
recombinase evolved by cycling mutagenesis. Nature Biotechnology. 16:657-662.

14.- Cadwell, R. C and Joyce, G. F. (1992). Randomization of genes by PCR Mutagenesis.
Research. 2:28-33.

77



15.- Cancilla, M. R., Davidson, B. E,, Hillier, A. J., Nguyen, N. Y. and Thompson. J. (1995). The

éactacoccus lactis triosephosphate isomerase gene #pi is monocistronic. Microbiology. 141:229-
38.

16.- Cheng, J., Mielnicki, L. M., Pruitt, S. C. and Maquat, L. E. (1990). Nucleotide sequence of
murine triosephosphate isomerase cDNA. Nucleic Acids Res. 18 (14), 4261.

17.- Corran, P. H and Waley, S. G. (1975). The amino acid sequence of rabbit muscle triose
phosphate isomerase. Biochem. J. 145 (2), 335-344.

18.- Crameri, A., Whitehorn, E. A., Tate, E and Stemmer, W. P. (1996). Improved green fluorescent
protein by molecular evolution using DNA Shuffling. Nature Biotechnology. 14:315-319.

15.- Davenport, R. C., Bash, P. A., Seaton, B. A, Karplus, M., Petsko, G. A and Ringe, D. (1991).
Structure of the triosephosphate isomerase phosphoglycolate hydroxamate complex: An analogue
of the intermediate on the reaction pathway. Biochemistry. 30:5821-5826.

20.- Deirdre, R and Farber, K. G. (1995). The structure and evolution of o/ barrel proteins.
Proteins Motifs. 14:315-319.

21.- Doolittle, R. F. (1994). Convergent evolution: The need to be explicit. Trends. Biochem.
Sci.19:15-18

22.- Farber, G. K. (1993). An o[ -barrel full of evolutionary trouble. Current biology.3:409-412.

23.- Farber, G. K and Petsko, G. A. (1990). The evolution o/f barrels enzymes. TIBS. 15:228-
234.

24.- Hamilton, M. C., Aldea. M., Washburn, B, K., Babitzke. P and Kushner, S. R, (1989). New

method for generating deletions and gene replacements in Escherichia coli. Journal of
Bacteriology. 171:4617-4622.

25.- Hasson, E., Wang, I. N, Zeng, L. W,, Kreitman, M. and Eanes, W. F. (1998). Nucleotide
variation in the triosephosphate isomerase (Tpi) locus of Drosophila melanogaster and Drosophila
simulans. Mol. Biol. Evol. 15 (6), 756-769.

26.- Josep, D., Petsko, G. A and Karplus, M .(1990). Anatomy of a conformational change: hinged
“lid” motion of the triosephosphate isomerase loop. Science. 249:1425-1428.

27.- Kaneko, T., Tanaka, A., Sato, S., Kotani, H., Sazuka, T., Miyajima, N., Sugiura, M. and Tabata,
S. (1995). Sequence analysis of the genome of the unicellular cyanobacterium Synechocystis sp.
strain. DNA Res. 2 (4), 153-166.

28.- Keeling, P. J and Doolittle, W. F. (1997). Evidence that eukaryotic triosephosphate isomerase
is of alpha-proteobacterial origin. Proc.Natl. Acad.Sci.USA. 94:1270-1275.

29.- Kirschner, K and Eder, J. (1992). Stable substructures of eightfold a / B -barrels proteins:

Fragment complementation of phosphoribosylanthranilate isomerase. Biochemestry. 31:3617-
3625.

78




30.- Kishan, R., Zeelen, J., Noble, M., Borchert, T. V., Mainfroid, V., Gora, K., Martial, J. A and
Wierenga, R. K. (1994). Modular mutagenesis of a TIM-barrel enzyme: the crystal structure of a
chimeric E. coli TIM having the eighth o/ B-unit replaced by the equivalent unit of chicken TIM.
Protein Ingineering. 7:945-951.

31.- Knowles, J. (1991). Enzyme catalysis: not differents just better. Nature.350:121-124.

32.- Knowles, J and Albery, W. J. (1977). Perfection in enzyme catalysis: The energetics of
triosephosphate 1somerase. Acc.Chem.Res,10:105-111,

33.- Kohl, L., Callens, M., Wierenga, R. K., Opperdoes, F. R and Michels, P. A. (1994) Triose-
phosphate isomerase of Leishmania mexicana. Cloning and characterization of the gene,
overexpression in Escherichia coli and analysis of the protein, Eur, J. Biochem. 220 (2), 331-338.

34.- Kolb, E., Harris, J. I and Bridgen, J. (1974). Triose phosphate isomerase from the coelacanth.
An approach to the rapid determination of an amino acid sequence with small amounts of material.
Biochem. J. 137 (2), 185-197,

35.- Kosa, L. J and Sweasy, B. J. (1999). 3°-Azido-3"-deoxythymidine-resisten mutant of DNA
polymerase B Identified by in vivo selection. The Journal of Biological Chemistry. 274:3851-3858.

36.- Krymkiewiez, N., Diéguez, E., Rekarte, U. D and Zwaig, N. (1971). Properties and mode of
action of a bactericidal compound (= methylglioxal) produced by a mutant of Escherichia coli. J.
Bacteriology.108:1338-1347.

37.- Kumamaru, T., Suenaga, H., Mitsuoka. M., Watanabe, T and Furukawa, K. (1998). Enhanced
degradation of polychlorinated biphenyls by directed evolution of biphenyl dioxygenase. Nature
Biotechnology. 16:663-666.

38.- Leyva-Vazquez, M. A. and Setlow, P. (1994) Cloning and nucleotide sequences of the genes
encoding triosephosphate isomerase, phosphoglycerate mutase and enolase from Bacillus subtilis.
J. Bacteriol. 176 (13), 3903-3910.

39.- Leodi, P. J., Chang, L. C., Knowles, J. R and Komives, E. A. (1994). Triosephosphate

Isomerase requires a positively charged active site: The role of lysine-12. Biochemistry. 33:2809-
2814.

40.- Logsdon, J. M., Tyshenko, M. G., Dixon, C., D-Jafari, J., Walker, V. K and Palmer, J. D.
(1995). Seven newly discovered intron positions in the triose-phosphate isomerase gene: evidence
for the introns-late theory. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92 (18), 8507-8511.

41.- Lolis, E and Petsko, G. A. (1990). Crystallographic analysis of the complex between
triosephosphate isomerase and 2-phosphoglycolate at 2.5 °A resolution: Implications for catalysis.
Biochemistry. 29:6619-6622.

42.- Luger, K., Hommel, U., Herold, M., Hofsteenge, J and Kirschner, K. (1989). Correct folding
of circulary permuted variants of a o/} barrel enzyme in vivo, Science. 243:206-210.

43.- Luger, K., Szadkowski, H and Kirschner, K. (1990). An 8-fold a/p barrel protein with

79




redundant folding possibilities. Protein engineering. 3:249-258.

44.- McKnight, G. L., O'Hara, P. J and Parker, M. L. (1986). Nucleotide sequence of the
triosephosphate isomerase gene from Aspergillus nidulans: Implications for a differential loss of
introns. Cell. 46 (1), 143-147.

45.- Mainfroid, V., Goraj, K., Delrue, F., Houbrechts, A., Loiseau, A, Gohimo_nl, A., Noble, M. E.,
Borchert, T. V., Wierenga, R. K and Martial, J. A. (1993). Replacing the (0/B)-unit 8 of E.coli TIM

with its chicken homologue leads to a stable and active hybrid enzyme. Protein Engineering. 6:893-
900.

46.- Marchionni, M and Gilbert, W. (1986). The triosephosphate isomerase gene from maize:
introns antedate the plant-animal divergence. Cell. 46 (1), 133-141.

47.- Matsumura, I and Ellington, A. D. (1996). DNA Shuffling brightens propects for GFP. Nature
Biotechnology. 14: 366.

48.- Matsuura, T., Miyai, K., Trakulnaleamsa, S., Yomo, T., Shima, Y., Miki, S., Yamamoto, K and
Urabe, L. (1999). Evolutionary molecular engineering by random elongation mutagenesis. Nature.
Biotechnology. 17:58-61.

49.- Maquat, L. E., Chilcote, R. and Ryan, P. M. (1985). Human triosephosphate isomerase cDNA
and protein structure. Studies of triosephosphate isomerase deficiency in man. J. Biol. Chem. 260
(6), 3748-3753.

50.- Meijer, Per-Johan., Holmberg, N., Grundstrom, G and Bulow, L. (1996). Directed evolution of
a type I antifreeze protein expressed in Escherichia coli with chloride as selective pressure and its
effect on antifreeze tolerance. Protein Engineering. 9:1051-1054.

51.- Mowatt, M. R., Weinbach, E. C., Howard, T. C and Nash, T. E. (1994). Complementation of
an Escherichia coli glycolysis mutant by Giardia lamblia triosephosphate isomerase. Exp.
Parasitol. 78:85-92.

52.- Noble, M. E., Zeelen, J. P and Wierenga, R. K. (1993). Structures of the open and closed state
of trypanosomal triosephosphate isomerase, as observed in a new crystal form: Implications for the
reaction mechanism. Proteins Struct Funct Genetic. 16:311-326.

53.- Old ,S. E and Mohrenweiser, H. W. (1988). Nucleotide sequence of the triosephosphate
isomerase gene from Macaca mulatta. Nucleic Acids Res 26;16(18):9055.

54.- Qstoa-Saloma, P., Garza-Ramos, G., Ramirez, J., Becker, 1., Berzunza, M., Landa, A., Gomez-
Puyou, A., Tuena de Gomez-Puyou, M and Perez-Montfort, R. (1997). Cloning, expression,
purification and characterization of triosephosphate isomerase from Trypanosoma cruzi. Eur. ].
Biochem, 244 (3), 700-705.

55.- Pichersky, E., Gottlieb, L. D and Hess, J. F. (1984). Nucleotide sequence of the
triosephosphate isomerase gene of Escherichia coli. Mol. Gen. Genet. 195 (1-2), 314-320.

56.- Rashin, A. A., Iofin, M and Honing, B. (1986). Internal Cavities and Buried Waters in

80




Globular Proteins. Biochemistry. 25:3619-3625.

57.- Reardon, D and Farber, G. K. (1995). The Structure and evolution of o/ barrel proteins.
FASEB Journal. 9:497-503.

58.- Rich, J. J and WILLIS, D. K. Direct Submission Submitted (FEB-1997) to the EMBL
/GenBank /DDBJ databases.

59.- Russell, P. R. (1985). Transcription of the triose-phosphate-isomerase gene of
Schizosaccharomyces pombe initiates from a start point different from that in Saccharomyces
cerevisiae. Gene 40 (1), 125-130. :

60.- Sambrook, Fritsch, E and Maniatis, T. (1989). Molecular Cloning A Laboratory manual.
CSHL.USA.

6l.- Sangari, F.J., Aguero, J and Garcia-Lobo, J. M. (1996). Characterization of a gene cluster
involved in erythritol catabolism in Brucella abortus. Sometido.

62.- Satoh, T., Takahashi, Y., Oshida, N., Shimizu, A., Shinoda, H., Watanabe, M and Samejima, T.
(1999). A chimeric inorganic pyrophosphatase derived from Escherichia coli and Thermus
thermophilus has an increased thermostability. Biochemistry. 38:1531-1536.

63.- Shaw-Lee, R. L., Lissemore, J. L. and Sullivan, D.T. (1991). Structure and expression of the

triose phosphate isomerase (Tpi) gene of Drosophila melanogaster Mol. Gen. Genet. 230 (1-2),
225-229.

64.- Schliebs, W., Thanki, N., Eritja, R and Wierenga, R. (1996). Active site properties of
monomeric triosephosphate isomerase (monoTIM) as deduced form mutational and structure
studies. Protein Science. 5:229-239.

65.- Schuring, H., Beaucamp, N., Ostendorp, R., Jaenicke, R., Adler, E and Knowles, J. R. (1995).
Phpsphoglycerate kinase and triosephosphate isomerase from the hyperthermophilic bacterium
Thermotoga maritima form a covalent bifunctional enzyme complex. EMBO.J, 14:442-451.

66.- Smith, D. R. and Robinson, K. Direct Submission Submitted (MAR-1994) to the EMBL/
GenBank/ DDBJ databases.

67.- Stemmmer, W. P. (1994). Rapid evolution of a protein in vitro by DNA shuffling. Nature.
370:389-391.

68.- Swinkels, B. W., Gibson, W. C., Osinga, K. A., Kramer, R., Veeneman, G. H., Van Boom, J. H
and Borst, P. (1986). Characterization of the gene for the microbody (glycosomal) triosephosphate
isomerase of Trypanosoma brucei. EMBO 1. 5 (6), 1291-1298.

69.- Taguchi, S., Ozaki, A and Momose, H. (1998). Engineering of a cold-adapted protease by
sequential random mutagenesis and a screening system. 64:492-495,

70.- Vartanian, J. P., Henry, H and Wain-Hubson, S. (1996). Hypermutagenic PCR involving all

four transitions and a sizeable proportion of transversions. Nucleic Acids Research. 24:2627-2631.
71.- Voet, D and Voet, J . (1989). Biochemistry. John wiley and Sonds. USA.425-460.

]|




72.- Xu, Y and Hall, T. C. (1993). Cytosolic triosephosphate isomerase is a single gene in rice.
Plant Physiol. 101 (2), 683-687.

73.- Walley, S. G. (1973). Refolding of triose phosphate isomerase. Biochem J. 173:165-172,

74.- Wierenga, R. K., Noble, M. E., Davenport, R. C. (1992). Comparasion of the refined crystal
structures of liganded and unliganded chicken, yeast and trypanosomal triosephosphate isomerase.
J.Mol.Biol. 224:1115-1126.

75.- Wierenga, R. F,, Noble, M. E,, Vriend, G., Nauche, S and Hol, W. G. (1991). Refined 1.83A°
structure of trypanosomal triosephosphate isomerase crystallized in the presence of 2.4M
ammonium sulphate a comparasion with the structure or the trypanosomal triosephosphate
isomerase-glycerol-3-phosphate complex. J.Mol.Biol. 220:995-1015.

76.- Williams, J. C., Zeelen, J. P., Neubauer, G., Vriend, G., Backmann, I., Michels, A. M., Lambeir,
A. M and Wierenga, R. K. (1999). Structural and mutagenesis studies of Leishmania
triosephosphate isomerase: a point mutation can convert a mesophilic enzyme into a superstable
enzyme without losing catalytic power. Protein Engineering.12:243-250.

77.- Wilmanns, M., Priestle, J. P., Niermann, T and Jansonius, J. N. (1992). Three-dimensional
structure of the bifunctional enzyme phophoribosylantranilate isomerase: Indolglycerolphosphate
synthase from Escherichia coli refined at 2°A resolution. J.Mol.Biol. 223:477-507.

78.- Zaccolo, M and Gherardi, E. (1999). The effect of high-frequency random mutagenesis on in
vitro protein evolution: A study on TEM-1 B-Lactamase. J.Mol.Bio}.285:775-783.

79.- Zhao, H and Amold, F. H. (1999). Directed evolution converts subtilisin E into a functional
equivalent of the thermitase. Protein Engineering. 12:47-53.

80.- Zhao, H., Giver, L., Shao, Z., Affholter, A. J and Amol, F. H. (1998). Molecular evolution by
staggered extension process (StEP) in vitro reconbination. Nature Biotecnnology. 16:258-261.

B2




