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RESUMEN.

Las secuencias primarias y estructuras tridimensionales de la
Triosafosfato isomerasa (TIM) de Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi son
similares, de los 250 aminoacidos que se pueden comparar entre estas dos
proteinas, 74% son idénticos. A pesar del elevado porcentaje de parecido en
sus secuencias primarias y de la similitud de sus mondémeros, los estudios de
plegamiento de estas dos enzimas muestran patrones diferentes: Tc TIM
presenta un patrén de plegamiento reversible y Tb TIM presenta un patrén

irreversible en donde se forman agregados.

En este trabajo se presenta la estrategia para la construccién de una
proteina quimera de Tb TIM (M1-G174) y Tc TIM en la regiéon carboxilo
terminal (G174 - K250), ademas se presenta la caracterizacion estructural de la
misma por medio de estudios de fluorescencia intrinseca y de actividad
catalitica después de la desnaturalizacion con clorhidrato de guanidina (Gdn-
HCI). Los resultados obtenidos de los espectros de fluorescencia intrinseca y
actividad catalitica al desnaturalizar y renaturalizar a la proteina se compararon
con los reportados para las enzimas WT de Tb TIM y Tc TIM. El analisis de los
datos asi obtenidos permite suponer que la mutacién realizada en el extremo
carboxilo terminal de Tb TIM podria estar relacionada con la irreversibilidad

observada en la Triosafosfato Isomerasa de Trypanosoma brucei.



Capitulo I.
INTRODUCCION

1. Las proteinas

Las proteinas (del griego Proteion, primero) se forman en el ribosoma a partir de
la informacién contenida en los genes. Son biomoléculas formadas basicamente
por carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno. Pueden ademas contener Azufre
en la cadena lateral o como grupo prostético, en algunos tipos de proteinas,

tosforo, hierro, magnesio y cobre entre otros elementos.

El carbono alfa, es un vinculo para los cuatro diferentes grupos que
conforman a los aminodcidos: el grupo amino, el grupo carboxilo, el grupo Ry
un atomo de Hidrégeno (Nelson D y M. Cox, 2000). La cadena lateral o grupo
R de estas moléculas precursoras puede ser desde un dtomo de hidrégeno
(glicina), hasta un anillo complejo (triptéfano). Existen en la naturaleza 20
aminodcidos comunes que pueden ser constituyentes de las proteinas, cada uno
con un grupo R diferente que le confiere propiedades especificas. Los
aminoacidos se mantienen unidos en las proteinas mediante enlaces covalentes

denominados peptidicos (Figura 1).

H|[|O H
1 Il 1
NH,+=C C—I‘I\T (i‘.—C.OOH
1
R1 H| R2

Figura 1. Representacion del enlace peptidico (encerrado en el recuadro).

El enlace peptidico se forma por una reaccién de condensaciéon durante
la cual se elimina una molécula de agua, cuando se unen el grupo carboxilo de

un aminoécido y el grupo amino de otro aminoacido.



Debido al mecanismo de formacioén del enlace peptidico, una cadena
polipeptidica siempre tiene un extremo amino (NH 3) y un extremo carboxilo

(COOH).

1.2. Estructura de las Proteinas

En todas las células, los aminoédcidos que se encuentran enlazados por
enlaces peptidicos dan lugar a una estructura tridimensional especifica. Esta es
la disposicion tridimensional funcionalmente activa que se conoce como
estructura nativa. Para facilitar la descripcion de la estructura tridimensional de
una proteina se han utilizado los siguientes términos para definir a los

diferentes niveles estructurales (Creighton, 1993):

Estructura laria. Se refiere a la secuencia lineal de aminoacidos, de la cadena
polipeptidica, (Figura 2). El orden de aminoacidos le da su especificidad y
también influye en la conformacién final y en su funcién. Este orden es
consecuencia de la informacién contenida en el material genético (ADN). Las
cadenas polipeptidicas por lo tanto, difieren entre si, en el nimero de

aminoacidos que contienen y en la secuencia de sus grupos R.

Estructura 2aria. Consiste en la forma especifica en la que se enrollan o pliegan
los segmentos de un polipéptido. Puede haber dos tipos de estructuras

secundarias: repetitiva y no repetitiva.

* Repetitiva como:
Hélice a. En esta estructura la cadena polipeptidica se pliega en espiral sobre
si misma, (Figura 2), debido a los giros producidos en torno al carbono alfa
de cada aminoacido se compone por 3.6 residuos de aminoacidos por vuelta.

Esta estructura se mantiene gracias a los enlaces de hidrégeno intercatenarios



formados entre el grupo -NH de un enlace peptidico y el grupo -C=0O del

cuarto aminodcido que le sigue.

Hoja p plegada. En 1951 Pauling y Corey postularon la existencia de una
estructura secundaria diferente en la cadena polipeptidica, la hoja B plegada
(Figura 2) (Griffiths et.al, 2000). Se forma mediante puentes de hidrégeno
entre cadenas vecinas o alejadas en secuencia. Todos los enlaces peptidicos
participan en este enlace cruzado, confiriendo asi gran estabilidad a la
estructura resultante. Existen dos tipos de estructuras Beta:

- Antiparalelas, las cadenas vecinas del polipéptido unidas por enlaces de

hidrégeno se disponen en direcciones opuestas.
- Paralelas, en las que las cadenas vecinas del polipéptido unidas por

enlaces de hidrégeno se disponen en la misma direccion.

= No repetitiva.
Los loops, o asas (Figura 2). Son segmentos que pueden desempefiar el papel
de la unioén de las estructuras a-hélice y la hoja f-plegada, o la unién de dos o
mas cadenas polipeptidicas, es un mecanismo mediante el cual una proteina

pude actuar flexiblemente en la ejecucién de su funcion biolégica.

Estructura 3aia. Es el empaquetamiento tridimensional de la cadena
polipeptidica que en la mayoria de las proteinas permite adoptar la
conformaciéon nativa (Figura 2), se refiere a la localizaciéon en el espacio
tridimensional de cada uno de los atomos que conforman a la proteina. Esta
conformacién se mantiene estable en general por enlaces no covalentes como
los electrostaticos (puentes salinos) y los puentes de hidrégeno o bien
interacciones de van der Waals que se forman entre las cadenas laterales de los
aminodacidos. Para dar mas estabilidad a la proteina, se pueden formar enlaces
covalentes como los puentes disulfuro, que se forman a través de aminoacidos
que contienen azufre, como la cisteina. En la estructura terciaria en general los

aminoacidos no polares se sittan hacia el interior y los polares hacia el exterior



Estructura 4aria. Es la unién de dos o mas cadenas polipeptidicas, que pueden
ser iguales (homo-oligémeros) o diferentes (hetero-oligémeros). La estructura
cuaternaria de la proteina se obtiene después de la asociacién u oligomerizacién

de dos 0 mas mondémeros.

hoja P - plegada

Estructura Primaria
Met — Ser — Lys — Pro—Iso—Aln

Estructura Cuaternaria

Figura 2. Organizacion estructural de las proteinas.

Todas las proteinas, como producto final de los genes, conforme se van
sintetizando en el ribosoma, van quedando expuestas al solvente, donde, a
través del proceso de plegamiento, alcanzan su estructura funcional (Nelson. y

Cox, 2000).



2. El Plegamiento de las proteinas

El plegamiento, es la propiedad que tiene la cadena polipeptidica de
adoptar una determinada conformacién tridimensional estable para
desempefiar su funcién biolégica. La cadena polipeptidica se pliega en una
conformacién que esta determinada por la informacién incluida en la secuencia

de los residuos de aminoacidos (Anfinsen, 1973).

El estado nativo de una proteina es la conformaciéon de la cadena
polipeptidica termodindmicamente mas estable (Dobson, 2003). Se ha
obserbado que el plegamiento de una cadena polipeptidica a una estructura
tridimensional es un proceso reversible, que depende de las condiciones del

ambiente (Anfinsen, 1973).

Bajo condiciones fisioldgicas en el proceso de plegamiento las proteinas
son mdas estables en su conformacién nativa que en otras posibles
conformaciones. El plegamiento es un proceso rapido, que tarda a lo sumo

periodos del orden de milisegundos.

En 1968 Cyrus Levinthal sugiri6 la existencia de rutas preferenciales de
plegamiento (Levinthal, 1968), argumentando que la cadena polipeptidica
encuentra su estructura nativa en un periodo de tiempo extremadamente corto,
comparado con el tiempo predicho para un mecanismo de plegamiento por
medio de busqueda aleatoria. Esta observacién se conoce como la paradoja de

Levinthal.

En la actualidad esto se ha interpretado ademas como una evidencia de
que el plegamiento no es totalmente aleatorio, sino que es un proceso por
etapas, que reduce en muchos Ordenes de magnitud la busqueda de

conformaciones (Dobson, 2003).



Se han reconocido varias propiedades e interacciones fisicas que guian al
proceso de plegamiento, como la formacién de enlaces disulfuro entre cisteinas
o la formacién de puentes salinos entre aminodcidos bésicos y acidos, pero en
general se acepta que las principales interacciones en el proceso son la
hidrofobicidad de las cadenas laterales en un medio acuoso y la formacién de
puentes de hidrégeno. Como resultado del proceso de plegamiento en medios
acuosos, en general estas biomoléculas se empaquetan mostrando hacia el
solvente superficies hidrofilicas y ocultando al interior los componentes mas
hidrofébicos. En el interior de las proteinas las interacciones de van der Waals
son muy importantes para mantener la estabilidad conformacional de las

mismas (Pace, 1996).

Para examinar y tratar de entender los detalles del mecanismo de
plegamiento se han realizado modelos teéricos por medio de simulaciones
computacionales. Un ejemplo es el modelo de embudos de plegamiento, por
Leopold, Montal y Onuchic (Leopold PE etal, 1992). Un embudo de
plegamiento, (Figura 3) representa las diversas vias que puede tomar una
proteina para plegarse. El paisaje de energia o superficie del embudo
corresponde a la entropia de cada conformacién y puede tener una amplia
cantidad de formas diferentes, con colinas o valles, que representan barreras de

energia, trampas cinéticas o caminos mas directos al estado nativo.

El proceso de plegamiento puede verse como una exploracién en un
horizonte, (Figura 3). Si partimos de que A y B son proteinas sintetizadas
saliendo del ribosoma, entonces para A, la btisqueda es siempre hacia estados
de menor energia (N), pero partiendo de B hay que atravesar por
intermediarios, o agregados que requieren ser activados para poder llegar a la

estructura nativa.



Entropia

Figura 3. Representaciéon del modelo del embudo propuesto por Leopold, Montal y

Onuchic. http:/ /biochemistry.utoronto.ca.

La forma del embudo de plegamiento depende tanto de la secuencia de
aminodcidos de la proteina, como de las condiciones externas, determinando asi

el mecanismo de plegamiento.

El plegamiento hacia la conformacién nativa es un proceso central para
que las proteinas puedan llevar a cabo su funcién correctamente. En el
plegamiento in vivo, existen factores auxiliares como chaperonas y catalizadores
que asisten al proceso. Sin embargo, estos factores solo facilitan el plegamiento

productivo en el ambiente celular.



2.1. Desnaturalizacion de proteinas

Dado que el proceso de plegamiento in vivo puede llegar a ser muy
complicado se han disefiado experimentos para poder estudiar el plegamiento
in vitro. Se conocen como experimentos de desnaturalizacién y consisten en

ocasionar la pérdida de la estructura tridimensional de la proteina en cuestion.

Se llama desnaturalizacion de las proteinas a la pérdida de las
estructuras secundaria, terciaria y/o cuaternaria. Si tenemos proteinas en
disoluciéon y cambiamos de forma notable las condiciones en que suelen
encontrarse en su medio biolégico, pierden su estructura y por lo tanto su
funcién nativa. Este proceso, llamado reacciéon de desnaturalizacién, puede
estudiarse en el laboratorio mediante agentes desnaturalizantes: fisicos (calor o
presién) y quimicos (detergentes, disolventes organicos, pH, fuerza iénica). Este
proceso puede ser reversible si al variar o al retirar el agente perturbante y se

regresa a las condiciones nativas (Dill y Shortle, 1991).

En 1973 Anfinsen mostré experimentalmente que la desnaturalizacion
puede ser reversible para proteinas pequefias, afiadiendo y retirando agentes
desnaturalizantes a disoluciones de enzimas que ganaban y perdian su
actividad. Demostré asi que el plegamiento de una proteina depende
exclusivamente de su secuencia de aminoacidos, aunque hoy sabemos que

algunas necesitan la ayuda de chaperonas (Voety Voet, 2002).



3. La Triosafosfato isomerasa (TIM)

La triosafosfato isomerasa se utiliza como modelo para estudiar el
plegamiento, en diversos organismos se ha estudiado a nivel tanto estructural
como funcionalmente, y estos resultados muestran que esta enzima esta
altamente conservada a lo largo de la evolucion. (Lolis et.al, 1990). A la fecha se
ha reportado la secuencia de aminoacidos de esta proteina de mas de 200
especies. Se conoce la estructura tridimensional de la TIM de: Bacillus
sterarothermophilus (Delboni et.al, 1995), Caonorhabditis elegans (Symersky et.al,
2003), Oryctolagus cuniculus (Aparicio et.al, 2003), Entamoeba histolitica
(Rodriguez-Romero et.al, 2002), Escherichia coli (Noble et.al, 1993), Homo sapiens
(Mande et.al, 1994), Leishmania mexicana (Williams et.al, 1999), Saccharomyces
cerevisiae (Lolis et.al, 1990), Methanothermus fervidus (Kohloff et.al, 1996),
Plasmodium falciparum (Velanker et.al, 1997), Gallus gallus (Banner et.al, 1975),
Pyrococcus woesei (Walden et.al, 2001), Thermoproteus tenax (Walden et.al, 2004),
Thermotoga maritima (Maes et.al, 1999), Trypanosoma brucei (Wierenga et.al, 1991),
Trypanosoma cruzi (Maldonado et.al, 1998) y Vibrio marinus (Alvarez et.al, 1998).

3.1. Mecanismo catalitico de la TIM

La triosafosfato isomerasa (TIM), es una enzima glucolitica que cataliza
la interconversion de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido-3-
fosfato (GAP), ( Figura 4) reacciéon que se produce a través de un intermediario

enediol (Mathews, et.al. 2002).

Esta enzima ha sido considerada como un catalizador perfecto
(Knowles, 1991) y se estableci6é que in vivo el paso limitante de la reaccion esta
limitada tnicamente por la difusién de los sustratos al sitio catalitico (Blacklow,
et.al, 1988). Esta reaccién determina en gran parte la eficiencia de la glucdlisis

pues de los productos provenientes de la catalisis de la aldolasa (DHAP y el



GAP) tnicamente el GAP contintia en la glucélisis asegurando la ganancia

energética.

fDH fu
/
H,C HC
\ \
—0 — HC—OH
H Cf o H;Cf
H \U \D
- /
PO, po, i
dihidroxdacetona D-glyceraldehido-
fosfato (DHAP) J-fostato (GAP)

Figura 4. Reaccion catalizada por la triosafosfato isomerasa.

3.2. Estructura de la TIM

Se conoce a detalle tanto su estructura como su mecanismo catalitico. La
TIM, estudiada en diferentes especies, generalmente es un homodimero de
subunidades idénticas en mesoéfilos excepto en organismos termofilos donde
forma tetrameros (Walden etf.al, 2001). Cada uno de los monémeros esta
formado por una secuencia aproximada de 250 residuos de aminoacidos. El
peso molecular de cada mondémero es de 27 KDa (Straus D et.al, 1985). Cada
mondmero tiene un sitio activo y funciona independientemente del otro, sin

embargo sélo la forma oligomérica es activa (Waley, 1973).

La TIM es el prototipo de las proteinas tipo barril a/p. En general, la
estructura secundaria estd formada por ocho hebras paralelas en el interior de la
proteina, que forman una red de puentes de Hidrégeno. Usualmente hay una a
hélice, a veces dos, entre cada hebra  vecina (Reardon y Farber, 1995). La
secuencia global de la estructura secundaria es por lo tanto un dominio (a/p)s
(Figura 5a). Para todas las enzimas de la familia de barriles a/p, 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.



Los residuos mas importantes para la reaccién catalitica en la TIM son
una Lys, una His y un Glu, para Tb TIM son los residuos 13, 95 y 167, mientras
que para Tc TIM son 14, 96 y 168 (Figura 5b). En todos los barriles se localizan
en la zona C-terminal. Estos residuos cataliticos se encuentran conservados a

través de la evolucion.

Glu 165 "5

Sitio activo

Figura. 5. Estructura tridimensional de la TIM. a) Dimero de la TIM, se muestra cada
una de las subunidades A y B asi como las estructuras que los componen como Hojas
B, a-Hélices y asas. b) Se muestran los residuos del sitio catalitico de Tc TIM en el
centro del barril (a/P)s. Las coordenadas se obtuvieron del archivo 1TCD del PDB
(Maldonado, E. etal,. 1998).



Capitulo II

ANTECEDENTES

La alineacion de las secuencias de aminoacidos de la triosafosfato isomerasa
de Trypanosoma cruzi (Tc TIM) y la triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei
(Tb TIM) muestran una identidad del 74%. Las estructuras cristalograficas se
sobreponen con un rms de 0.96 A, y las areas ocultas al solvente son casi idénticas

(Maldonado et.al, 1998).

La secuencia primaria estd compuesta por 250 residuos de aminoacidos
para Tb TIM, mientras que Tc TIM presenta 251 a.a. Sus patrones de plegamiento,
basicamente son iguales, con la diferencia de que Tb TIM presenta agregados en
los intermediarios lo que la hace irreversible, mientras que Tc TIM es
completamente reversible (Tabla. 1). La formacién de dimeros activos a partir de

monoémeros desnaturalizados es més eficiente en Tc TIM que en Tb TIM (Zomosa-

Signoret V et.al, 2003).
Fuente. Modelo. Reversible Referencia.
A A
T. brucei. ANCA No Chanez-Cardenas
N2-N2*2N-2U ME et.al, 2002
Chéanez-Cardenas
T. cruzi. | N2N2*-2N-2U Si ME et.al, 2005
Tabla. 1. Patrén de plegamiento para las TIM de T. brucei y T. cruzi. Donde:
N2: dimero nativo; N2*: dimero NO nativo; 2N: mondmeros compactos; u2:

monoémeros desnaturalizados; A: agregados.



En la region carboxilo terminal, especificamente del aminodcido G174 al
término de las secuencias de aminoacidos de Tb TIM y de Tc TIM se encuentra un
gran namero de cambios conservativos y no conservativos. Dado que el patron de
plegamiento de Tc TIM es reversible, en este trabajo se plantea la idea de que esta
region puede estar involucrada en la irreversibilidad de la triosafosfato isomerasa

de Trypanosoma brucei.



Capitulo III

HIPOTESIS.

< Si se sustituye la region del carboxilo terminal de la Triosafosfato isomerasa
de Trypanosoma brucei por la equivalente de Trypanosoma cruzi, es probable

que el patrén de plegamiento de Tb TIM cambie de irreversible a reversible.



Capitulo IV

OBJETIVOS.

1. Objetivo general.

o Construccién de una mutante de triosafosfato isomerasa que contiene del
aminodacido 1-173 Trypanosoma brucei y del 174-250 Trypanosoma cruzi, para
estudiar el papel de la regiéon carboxilo terminal en la reversibilidad del

plegamiento de Tb TIM.

2. Objetivos particulares.

v Disefio de protocolo y construccién de la proteina quimera mutante de

triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi.

we  Llevar a cabo la clonacién, sobreexpresion y purificacién de la proteina

mutante.

oo Caracterizaciéon estructural y funcional de la proteina mutante por
fluorescencia intrinseca y actividad catalitica al desnaturalizar con Gdn-

HCL



Capitulo V
METODOS.

1. Construccion de la mutante.

La construccion de la proteina quimera se llevo a cabo mediante tres
PRC’s. Para obtener el fragmento de Tb TIM (581 pb) se utilizaron los
oligonucleétidos T7 promoter y Rev 180 Tb. Este fragmento codifica para la

region N terminal al residuo 1173 de Tb TIM (Figura 6. (1)).

Para Tc TIM (267 pb) se utilizaron los oligonucleétidos Fw 180 Tc3 y Ty
terminator, que codifica para la region C terminal (Figura 6. (2)). Una vez
obtenidos ambos fragmentos, éstos se unieron utilizando los oligonucleé6tidos

T7 promoter y T7 terminator como se observa en la figura 6, (3).

Los oligonucleétidos internos Rev 180 Tb de 12 pb (5'-
AATGGCCCAAAC-3) y Fw 180 Tc3 de 30pb 5'-
GTCATCGCCTACGAACCCGTTTGGGCCATT -3") se sobrelapan 12 pb. Los
oligonucléotidos se disefiaron en una region homologa en las secuencias de Tb

TIMy Tc TIM

Los genes de triosafosfato Isomerasa de Trypanosoma brucei y
Trypanosoma cruzi se encuentran clonados en el pldsmido pet3a, y fueron
donados por el Dr. Ruy Pérez Montfort del Istituto de Fisiologia Celular,
UNAM vy proporcionados por la Doctora Maria Elena Chanez Cardenas del

Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, Manuel Velasco Suérez.



Te TIM.

Fuw 180 Tc3

Eewv 180 Th

Figura 6. Disefio del protocolo para la construcciéon de la mutante G174 - K250,

utilizando la técnica de PCR.

Para cada reacciéon de PCR se utilizaron 200 ng de oligonucleétidos,
1.5 mM de dNTPs y 1.5 de mM MgCL. Las condiciones de tiempo y
temperatura, que se utilizaron para amplificar los fragmentos tanto de T. brucei

como el de T. cruzi, fueron 30 ciclos como se muestra en la Tabla 2:

Calentar Desnaturalizar Amplificacion
94.0°C 94.0°C Annealing 72.0 °C 72.0°C
10:00 min 45 seg 42.0°C 30 seg 10:00 min | 4.0°C
| 45 seg E

Tabla. 2. Programa que se utiliz6 en el termociclador para obtener los fragmentos

de T. bruceiy T. cruzi.




Los fragmentos amplificados se corrieron un gel de agarosa al 1% (p/Vv)
que se tifdé con bromuro de etidio para su detecciéon. El DNA de la banda
correspondiente a 581 pb de T.brucei y el de 267 pb a T.cruzi, y se purificaron
posteriormente por medio de un kit de purificacion de gel (QIAGEN).

Con el DNA limpio de las dos reacciones, se realiz6 la amplificaciéon de
PCR para unir los fragmentos de T.brucei y T.cruzi y formar la quimera con un
peso de 848pb (Figura 6. (3)). Esta reaccion se llevd a cabo con y sin
oligonucleétidos externos (T7 promoter y T7 terminator) y a dos concentraciones
de MgCL. 1.5mM y 3.0 mM. Las condiciones utilizadas para la amplificacion

de la mutante se muestran en la Tabla 3:

Calentar  Desnaturalizar Amplificacion
940°C |  94.0°C Annealing 720°C | 720°C
10:00 min 45 seg 42.0°C 30 seg 10:00 min | 4.0°C
I 45 seg I

Tabla.3. Programa del termociclador para obtener ala quimera.

El producto del PCR con oligonucleétidos y 3.0 mM de MgClz se purifico
mediante un kit de purificaciéon de gel (QIAGEN) para corroborar la identidad
de la quimera y el producto de PCR. Se digiri6 con la enzima PstI resultando
dos fragmentos de 475 pb y 416 pb; y con la enzima Age I dando como
resultado dos fragmentos de 630 pb y de 261 pb.




2. Clonacion.

La mutante se clon6 en el vector pPGEM-T Easy Vector® y se transformoé
en las células E.coli/TOP10. Posteriormente se digirié al pldsmido pGEM-
inserto con la enzima EcoRI para liberar al inserto de la quimera, dando como
resultado dos fragmentos de 3015pb y 848pb. El plasmido con el fragmento de
848pb de la mutante se purificé utilizando un kit de purificacién de gel
(QIAGEN); y se determin¢ la secuencia para verificar que no hubiera errores en

la secuencia mutada.

Para insertar el gen de la Quimera en un plasmido de expresién, se
realiz6 una digestion con las enzimas Ndel y BamH]I, tanto del pGEM-quimera
como del plasmido pET 3a. Después de digerir, desfosforilar y correr en un gel
de agarosa el inserto y el plasmido se ligaron con la enzima T4 ligasa durante
toda la noche a 4°C. La reacciéon de ligacion se us6 para transformar en células

E.coli/ TOP10, para una mayor eficiencia.

El analisis de restriccion con las enzimas Ndel y BamHI, de cinco
colonias resultantes de la transformaciéon demostr6 que cuatro de éstas

contenian el inserto de la quimera de 848pb.

Se seleccion6 una colonia y se realizé un patrén de restriccion. El
plasmido con el gen de la quimera se us6 para transformar a las células E.coli
BL21(DE3)plysS. Este plasmido se mandé a secuenciar con los oligonucleétidos

T7 promoter y T7 terminator, para verificar la secuencia.



3. Crecimiento de células y Sobreexpresion de proteina.

a)

b)

Precultivo. 100 mL de medio Luria-Bertani (LB) con 100 pg mL1 de
ampicilina se inocularon con una colonia fresca de BL21(DE3)plysS pET
(Mutante G174 - K250) y ampicilina, el cultivo se mantuvo durante toda

la noche a 37°C con agitacion constante (250 rpm).

Cultivo. El precultivo se centrifugé durante 10 min a 5000 rpm. Con el
botén resuspendido en medio LB se inoculé un litro del mismo medio
con el antibidtico, agregando poco a poco hasta alcanzar una densidad
optica de Agoo= 0.1, se dejo crecer a 37°C con agitacion constante hasta

que alcanz¢ la fase de crecimiento exponencial en una D.Ospo= 0.8-1.0

Sobreexpresién. La mutante se sobreexpresd agregando el inductor
isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG) a una concentracién final de

0.4 mM con agitacién constante (250 rpm) a 37°C durante toda la noche.

4, Purificacion de la mutante: G174 - K250.

La purificacion se realizé basdndose en el protocolo descrito por Borchert

y col. (Borchert et al. 1993) con ligeras modificaciones.

a) Cosecha de células. Una vez teniendo el litro de medio LB con la cepa

inducida y sobreexpresada se centrifugé durante 10 minutos a 4260 x g a 4°C.

b) Fragmentacion de células. El boton de células se resuspendié en 40

mL de amortiguador de lisis (Apéndice B). Las células se rompieron en una

prensa francesa a 1500 psi, a 4°C y el lisado se centrifugé a 17000 xg por 15

minutos a 4°C



¢) El boton resultante se resuspendié en 20 mL de amortiguador de lisis
con agitacién constante por 30 minutos y se centrifugé a 17000 xg por 15

minutos a 4°C.

d) Precipitacién con sulfato de amonio. El sobrenadante obtenido se
precipit6é de 12 a 24 horas con (NH4)2SOs al 45% de saturacion. Se centrifugé a
17000 xg por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se llevé al 65% de saturacién

de (NH4)2SOs por 12 horas y se centrifugé en iguales condiciones.

e) Dialisis. El botén obtenido de la centrifugacién se disolvié en 2 mL de
amortiguador A (Apéndice B) y se dializé6 contra el mismo amortiguador

realizando dos cambios, de 0.6 L por una hora y 1L por 12 horas.

f) Cromatografia de intercambio iénico. La proteina dializada se pas6
por una columna de carboximetil sefarosa (CM) en un sistema de HPLC (high
pressure liquid chromatography) equilibrada previamente con el amortiguador

A. La proteina se eluy6 con un gradiente de 25-200 mM de NaCl.

Para las fracciones en las que se evidenci6 la presencia de la proteina se
midi6 la absorbancia a 280 nm y posteriormente se cuantificé la concentraciéon
de la proteina por medio de la prueba de acido bicinconinico (BCA Pierce ®) a
562 nm. Las fracciones obtenidas se analizaron por SDS-PAGE al 15% tefiido

con azul de Coomasie.

Se realiz6 una segunda purificacion basada en el mismo protocolo
descrito por Borchert y col. (Borchert et al. 1993) con modificaciones para la
mutante y para 2L de medio. Se utilizé una columna Superdex 200 se lavo y
equilibr6é previamente con amortiguador A sin sal y se eluy6 la proteina con el
mismo amortiguador. Nuevamente la concentracion de la proteina se
determin6 por el método (BCA Pierce®) y las fracciones obtenidas se analizaron

por SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de Coomasie.



5. Concentracién de proteina.

La concentracién de proteina se determiné por el método del acido
bicinconinico (BCA. Pierce®). Este se basa en la conversiéon de Cu?* a Cu* en
condiciones alcalinas. El Cu* es detectado por la reaccion con BCA,
desarrollandose un color parpura que puede variar de intensidad dependiendo
de la concentracién de proteina, en este ensayo la producciéon de Cu* es funcion
de la cantidad de proteina. Posteriormente las fracciones que contenian a la
proteina mutante se analizaron por SDS-PAGE al 12% de acrilamida tefiido con

azul de Coomasie.

6. Determinacion de la Actividad Catalitica.

Para medir la cantidad de gliceraldehido-3-fosfato (GAP) que se
convierte a dihidroxiacetona fosfato (DHAP) se requiere de un ensayo acoplado
a otra reaccion enzimatica, que permita monitorear un cambio en la absorbencia

contra tiempo (Figura 7).

NADH NAD +H*

A
GAP — DHAP —— G3P

TIM a-GDH

Figura 7. Reaccién acoplada para medir la actividad catalitica de la TIM.
Donde: NADH nicotinamida adenin dinucleétido reducido, GAP gliceraldehido 3-

fosfato, DHAP dihidroxiacetona fosfato, a-GDH alfa glicerol fosfato deshidrogenasa.

La actividad catalitica de la enzima se determiné a través de la reaccion

acoplada de la TIM por el cambio de absorbencia a 340 nm, resultado de la



oxidaciéon/reducciéon del NADH/NAD?, donde cada molécula de DHAP que

se forma a partir del GAP es convertida por la a-GDH en glicerol 3-P.

El ensayo se realizé a 25°C evaluando el consumo de NADH a 340 nm
(longitud de onda a la cual absorbe el NADH) y siguiendo la disminucién de la
absorbencia de 1 mL de mezcla de reaccién que contenia amortiguador TED pH
74, GAP1 mM, a-GDH 2 pg/ml, NADH 0.2 mM, y 5ng/mL de proteina
(TIM) para determinar la actividad. La reaccion se inici6 con la adiciéon de la

TIM a la mezcla.

A partir de las graficas de absorbencia contra tiempo la actividad

especifica de la TIM se determiné con la siguiente férmula: (pmol/min*mg)

Ma

ml

Actividad especifica (p meol/min*mg) =
£.22 u.a * [Proteina (mg/mL]]

ol
mL

Donde: egapy = 6.22



7. Caracterizacidn estructural de la quimera al desnaturalizar con

clorhidrato de guanidina (Gdn-HCI).

Se prepararon las muestras de proteina Tc TIM WT y Quimera para la

desnaturalizacién de la siguiente manera:

A. Muestras de proteina nativa (N): Se prepararon a una concentracién de 150
ng mL-1 de proteina de Tc TIM WT y la quimera G174 - K250 en amortiguador
TED pH 7.4, en un volumen total de 0.5mL.

B. Muestras de proteina desnaturalizada (D): Se prepararon 0.5 mL de muestra
de las proteinas Tc TIM WT vy la quimera G174 - K250 a 5.53 M de Gdn-HCl y
150 ug mL-! de proteina.

C. Estudios de Fluorescencia intrinseca: Una vez equilibradas las muestras, se
cuantificaron los espectros de fluorescencia de las mismas a 280 y 295 nm de
excitacion, se obtuvieron en un fluorémetro Olis Slit= 0.5nm. Se prepararon las
muestras para la renaturalizacion termoreguladas a 25°C, para determinar si la
proteina es capaz de regresar a su estado nativo después de ser

desnaturalizada.

D. Muestras de proteina renaturalizada (R): Generalmente, este experimento
se realiza con una concentraciéon de 6 M de Gdn-HCI, pero como la mutante no
estaba muy concentrada se modificé la concentraciéon del desnaturalizante a
553 M, se tom6 el volumen necesario de las muestras de proteina
desnaturalizada tal que la concentracién de éstas quedé a 2.7 g mL-1 de Tc TIM
y la quimera, se utilizé amortiguador TED pH 7.4 para aforar un volumen de

ImL para que la concentracion final de Gdn-HCl fuera de 0.1 M.

Muestras de proteina diluida (Dil): A partir de una concentracion de 5.53 M de Gdn-
HCI y150 pg mL™ de proteina se diluyeron las muestras a un volumen final de 1 mL de
TED pH 7.4 y una concentracion final de 2.7 pg mL™ de Tc TIM y quimera'y 0.1 M de
Gdn-HCI.



Capitulo VI.
RESULTADOS Y DISCUSION.

1. Disefio y construccion de la mutante.

La estructura tridimensional de la TIM de Trypanosoma brucei y
Trypanosoma cruzi es muy parecida, presentan un 74% de identidad en su
estructura primaria con sélo un 13% de cambios no conservativos, es decir, son
casi idénticas. Por lo que el disefio para la construccién de la quimera se basé
principalmente en una regién de las secuencias de Tb TIM y de Tc TIM que va
de los aminodacidos 187 al 280. En esta regién existe un nimero considerable de
cambios tanto conservativos (9), como no conservativos (8), dando un total de
17 cambios. Como Tb TIM tiene un patrén de plegamiento irreversible, se
decidié intercambiar esta region por su homologa de Tc TIM que tiene un
patron de plegamiento reversible. La sustitucion del carboxilo terminal de la
TIM de Trypanosoma brucei por la de Trypanosoma cruzi se llevé a cabo
utilizando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (ver Apéndice I-1),

PCR por su nombre en inglés.

La mutacién de la proteina es en el aminoacido G-174, y a partir del
aminoécido 187 y hasta el 250. En la figura 8 se puede apreciar que a partir del
aminodcido 163 y hasta el 187 se encuentra una regiéon perfectamente
conservada en ambas secuencias Esto permiti6 disefiar los oligonucleétidos en

esta region para asegurar que el apareamiento de bases fuera mas especifico.

La region que codifica para los oligonucleétidos internos que se
disefiaron se muestran en la figura 8. En amarillo se encuentra el
oligonucleétido Rev 180 Tb (12 pb) para obtener el fragmento de Tb TIM, para
el fragmento de Tc TIM se disefié un oligonucleétido més grande, Fw 180 Tc-3

(30 pb) para asegurar el sobrelapamiento de las dos secuencias y poder formar



asi a la quimera. Este oligonucleétido se representa con la seccion verde mas la
amarilla en la figura 8. Ambos cebadores se disefiaron y se sintetizaron con base

en la secuencia de nucle6tidos de Tb TIM.

MSKPQPIARRNWKCNG SELIDLEFNSTS INHDV ASTEVHLAMTKERL SHEK]

MASKPQPITARANWNECHGEES LLVPLIETLNAATFDHDVQCWVWVAPTFLHI PMTEARLTHEE

/****************I/I*.**/I/ *.//I********I**/*//***I**/I**

123456789012345678901234567890125456789012345678901234567890
20 30 40 50 a0

AFTGEVSLPILEDFGVNWIVLGHIERRAY YGETNE TWVADE
FQIMQNAITRSGRFTGEVSLQILKDYGISUWLGHSERRLYYGETNEIVP;EKVAQP;CP;A
'}cl?\"}n\"}c:\"}r*/k*t****k***l**t*/*//*t****k*t*/'k'k'k:\"k?r'k'k'k'k/?r'k'kl*l*
1234567890122456780012245a789012345AT8901232456789012324567890

70 a0 an 100 110 120

SEMVIACTIGETLOEREIGRTAVVY

EFHWIVCVEETHE EREAGRTMWLTQLMVAQKL SKEAWS RWIAYE BT TIEgNE

**I**/ *f ***.***I****/ LR L EE) *I**I*.*I/ e L s

123456780012345678001234567890123456789012345678001234567800
130 140 150 1a0 170 180

PQQP\QEF—\HALIRSE'NSSKIGADVAGELRILYGGSVNGKNARTLYQQRDVNGE‘LVGGASLKPEFVDIIKF—\TQ
VHELLREWVREKLGTDIAA \RTLYOMRDINGEFLVGGASLEPEFVEITEATK
VE R B EEVE EVEY EXEEEsd tﬁ//ﬁtﬁ*t*tﬁ **/*#ﬁtﬁ*#ﬁtﬁtﬁ*tﬁ/ﬁt * %

123456789012345678501234567800123456789012345678901234567890123454673901
190 200 210 2210 230 240 250

IRepresentan los cambios no conservativos.
/ Representan los cambios conservativos.
* Representa a los aminoacidos id&nticos.

Figura. 8. Alineaciéon de las secuencias de Tb TIM y Tc TIM en donde se muestran los
fragmentos que componen a la quimera y la regiéon en donde codifican los
oligonucleétidos que se disefiaron. Remarcado con azul el fragmento correspondiente
a Tb TIM y en amarillo el oligonucléotido Rev 180 Tb, En la secuencia de Tc TIM la
region remarcada en verde mas la amarilla es la correspondiente al oligonucleétido Fw

180 Tc-3 y remarcado en rojo se encuentra el fragmento correspondiente a Tc TIM.

En el caso de los oligonucledtidos externos T7 promoter y T7 terminator el
sitio de unién de éstos se encuentra dentro de la secuencia del vector pET-3a
(Figura. 9). A los extremos se encuentra la regién de corte de las enzimas de
restriccion que liberan, Ndel del lado del promotor, y el sitio de BamHI del

lado del terminador. Estos sitios flanquean la secuencia del gen que se inserta



en el plasmido. Cuando se sintetiza una reaccion de PCR con los
oligonucleétidos externos se amplifica la regiéon que contiene el sitio de

restriccidn de las enzimas asi como la del DNA insertado al vector.

Vector pET-3a

Figura. 9. Representacion del vector pET-3a donde se muestra el sitio de unién de los

oligonucleé6tidos T7 promoter y T7 terminator (....), ademads de los sitios de restriccion

para las enzimas Nde [ y BamH I (| ) y la region del inserto (- - -).

Como se mencioné en el capitulo de métodos, la construcciéon de la
quimera se llevé a cabo utilizando las secuencias de nucleétidos de la TIM de
Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi, utilizando la técnica de PCR (ver
Apéndice I-1) para amplificar los fragmentos y posteriormente unirlos para

formar la mutante.

Los fragmentos de T. brucei (581 pb) y T. cruzi (267 pb) se amplificaron
utilizando una temperatura de alineamiento de 42 °C y una concentracién de

1.5 mM de MgCl>

Una vez teniendo los fragmentos limpios tanto de Trypanosoma brucei y
Trypanosoma cruzi se realiz6 la amplificacion de la quimera de 848 pb, a 40°C,
probando diferentes condiciones: (1) con y sin oligonucleétidos y (2) un par de
concentraciones de MgCl,, (3) ademads se cambi6 el programa del termociclador
para la amplificacion (Tabla. 3). Esto altimo debido a que se intenté amplificar

a la mutante con el mismo programa con el que se obtuvieron los fragmentos



de T. brucei y T. cruzi y no se obtenia la amplificaciéon la quimera de manera

satisfactoria, por lo que se alargo el de extensién de 30 seg a 1:30 seg.

1000 pla .
Lhumera

800 plr Th TDM
Te TDM

A00 pla

Figura.10. Amplificacion de la quimera de 891 pb.

Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, donde se muestra la amplificacion
de la mutante a 40°C, carril 1 marcador molecular 100 pb, carriles 2 y 3 reacciéon de
amplificacion con oligonucleétidos, carriles 4 y 5 reaccion de amplificaciéon sin
oligonucleétidos. Carriles 2 y 4 amplificaciéon con 1.5 mM de MgCl,. Carriles 3 y 5
amplificacién con 3.0 mM de MgCl,

En el gel se pueden apreciar las bandas de los fragmentos de Tb y Tc
ademas de la banda correspondiente a la quimera amplificada. Las condiciones
en las que se amplificoé mejor la quimera fue con los oligonucleétidos externos
T7 promoter y T7 terminator, con 3.0 mM de MgCl> se obtuvo una mayor
concentracion de quimera. Por otro lado, para las reacciones sin
oligonucleétidos, se logré amplificar la mutante, sin embargo el rendimiento
fue muy bajo en estas reacciones. Por lo que se decidi6 trabajar solamente con

quimera del carril 3. (ver Figura.10.)

Con la mutante una vez limpia por medio de un kit de purificacién de
gel (QIAGEN), se realiz6 un analisis de restriccion de la misma con las enzimas
Pst I y Age I (Figura 11), resultando dos fragmentos para cada corte: 475 pb y
416 pb para la enzima Pst I, mientras que para Age I 630 pb y 261 pb, estrategia

que nos ayudo a verificar que la construccién era correcta. Se utilizaron estas



enzimas de restriccién ya que sélo cortan una vez en la secuencia de DNA de la
quimera y son especificas para el sitio de corte. Pstl corta una vez en el gen de
Tb TIM, mientras que Agel corta una vez en el gen de Tc TIM. Por lo que la
quimera tiene un sitio de corte que genera los fragmento mencionados

anteriormente.

EI E; |:| I:I.I':I

500 p L

251 ph

Figura.11. Digestiéon de la quimera. Carril 1, marcador molecular 100pb. Carril

2, quimera digerida con la enzima Pst I. Carril 3, digestion con la enzima Age |.



2. Clonacion.

El inserto o gen quimérico se clono en el vector pPGEM-T Easy Vector® y
se transformé en células quimiocompetentes de E.coli/ TOP10 utilizando dos
diferentes proporciones entre el plasmido e inserto asi como un control sin

inserto.

Se obtuvieron 3 colonias transformadas. Se crecié un precultivo para
purificar el plasmido. A este DNA se le realiz6é un patrén de restriccion con la
enzima EcoRI para liberar al fragmento de la quimera, y revisar el peso

molecular de éste; resultando dos fragmento de 3015pb y 848pb.

3000 pb WSS

200 ph

500 phb

Figura.12. Clonacién de la quimera de 848 pb en el plasmido pGEM Easy Vector®
Gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio, donde se muestra en el carril 1 el
marcador molecular 100 pb plus. En los carriles 2, 4 y 6 se muestran el DNA de las
colonias seleccionadas sin digerir. En los carriles 3, 5y 7 las mismas muestras digeridas

con la enzima de restriccién Eco RI.

En el gel de la clonacion de la quimera (Figura.12.) se puede apreciar que
dos de las tres colonias que se seleccionaron (carriles 3 y 4) tienen a la quimera,
ya que se presenta una banda que tiene un peso molecular de alrededor de 900
pb, mientras que la colonia del carril 7 muestra una banda por debajo de los

900 pb, lo que indica que no es la mutante deseada.



Se eligi6 una muestra para mandar a secuenciar el DNA con los
oligonucleé6tidos T7 promoter y T7 terminator. Con la secuenciacion se confirmoé
la existencia de la quimera. Una vez analizada y confirmada la existencia de la
quimera, se liber6 a la mutante del plasmido de clonaciéon (pGEM-T Easy
Vector®) por medio de la digestion con las enzimas Ndel y Bam HI, y
posteriormente se insertd en el plasmido de sobreexpresion pET-3a digerido
con las mismas enzimas. Se llevd a cabo la reaccion de ligacion y la
transformacion de las células competentes TOP 10 a través de la transformaciéon

por choque térmico.

Con la mutante insertada en el vector pET 3a, se mand6 nuevamente a
secuenciar con los mismos oligonucleétidos, para confirmar la existencia de la
quimera, ésta vez se obtuvo la secuencia con los dos oligonucleétidos (T7
promoter y T7 terminator) y de esta forma se logré confirmar que la secuencia
de la quimera G174 - K250 es correcta y contiene a la mutacién en el sitio
indicado. El DNA de pET 3a - quimera se purificé para transformar la cepa de

expresion BL21 (DE3) pLys S.

En la figura 13 se pueden observar las secuencias alineadas de Tb TIM,
la Quimera y Tc TIM. La quimera estd formada por la secuencia de T.brucei del

aminodcido 1 al 173 y por T.cruzi a partir del aminoacido 174 hasta el 250.



T 77y | ~MBEPQPIRAANWK CNGEQOS LEELIDLENS TS INHDVQCVWASTEVHL AMTKERL 3HPK 54
Quimerg | "MIEPQP IAAANWK CNGEQO3 LEELIDLENS TS INHDVQCVVASTEVHLAMTKERL 3HEPK 29
Te TIM |MASKPQP IARANWK CNGIESLLVEPLIETLNAATFDHDVOCVVAPTEFLHI PMTKARLTNEPE 60

Tp TIM | FVIARQNATRKSGAFTGEVILEPILKDEGVNNIVLGHSERRAY YGETNEIVADEVARAVAS 119
Quimera | FVIARQNATAKIGAFTGEVIL PILKDFGYVNHIVLGH S ERRAY YGETNE I VADEVARAVAS 1109
Te TIM | FQIARQNATTRIGAFTGEVILQILKDYGIAWMVVLGHIERRLY YGETNE IVAEKVAQACAR 120

To TIM | GFMVIAC IGETLOEREIGRTAVVVLTQIARATAKELKEKADWAKVVIAYEFVIWATGTGEVAT 179
Quimera | GFMVIAC IGETLOEREIGRTAVVVLTQIAATAKELKEADWAKVVIAYEFVIWATGTGEVAT 179
Te TIM | GEHVIVCVGETNEEREAGRTAAVVLTOLAAVAQKL SEEAWSRVVIAYEPVWAIGTGEVAT 1080
174 —

ThTIM | POoROERHALIRSWVS SKIGADVAGELRILYGES VHGKNARTLY QORDVHGEF LVGGASLE 239
Quimera | POUAQEVHELLREWVRESKELGTDIAAQLRILYGGSVTAKNARTLYOMED INGEFLVGGASLE 239
Te TIM | POOAOEVHELLREEWVESKLGTDIAAQLEILYGEE VTAKNARTLYCMED INGEF LVGGASLE 2410

I TIM | PEFVDIIKATO- 2510
Quimera | PEFVEIIEATE- 2510
Te TIM | PEFVEIIEATE- 251

Figura.13. Alineamiento de las secuencias de Tb TIM y Tc TIM con la secuenciacién
de la mutante. Se muestra la region de la mutacién del carboxilo Terminal a partir del
sitio de corte en el aminoédcido G-174 los aminoécidos aromaticos existentes en éste

region y los aminoacidos del sitio catalitico K, H y E se encuentran subrayados.

Dentro de la region carboxilo terminal que se muté no existen
aminodacidos del sitio catalitico, mismos que se encuentran subrayados en el
alineamiento de la figura 13, pero existen cinco aminodcidos aromaticos:
fenilalaninas 232 y 243, tirosinas 211 y 224 y triptéfano 194, que contribuyen
para poder seguir el plegamiento/desplegamiento de la proteina por medio de

la fluorescencia.

En cuanto a la estructura tridimensional de la zona mutada, se
encuentran dos hojas B y cinco a- hélices unidas entre si por asas, como se
puede ver en la figura 14. La regiéon mutada se compone del a-hélice del loop 6,

todo el loop 7 y e loop 8 que forman el barril (a/ B)s de la TIM.



Figura. 14. Representacion tridimensional del carboxilo terminal de la mutante

G174 - K250

3. Crecimiento de células y Sobreexpresiéon de proteina.

La quimera G174 - K250 fue sobreexpresada en células BL21 (DE3)
pLysS. Se hizo un precultivo inoculado con una colonia fresca que contenia a
la mutante y se dejo crecer durante la noche. Con éste se inocul6 el medio hasta
alcanzar una densidad 6ptica de 0.1, se dej6 crecer hasta que alcanzé la fase de
crecimiento exponencial con una densidad optica de 0.8-1.0. Se indujo la
sobreexpresion de la TIM agregando IPTG, induciendo la trascripcion de la T7
RNA polimerasa. La expresion de la quimera se realizé a 37 °C con agitacion

constante.

Se determiné la densidad 6ptica del medio sin inducir y del medio con la
proteina sobreexpresada para poder determinar el volumen de muestra que se
someti6 al gel, las muestras 1X corresponden al volumen de medio requerido
para tener una D.O= 0.025, y las muestras 2X para tener una D.O= 0.05. Esto
con el fin de asegurar que se agregara a cada carril el mismo ntimero de células

inducidas y no inducidas.



Posteriormente se corrié un gel de acrilamida al 12% en condiciones
desnaturalizantes y se tifi6 con azul de Coomasie (Figura. 15) para observar la
sobreexpresion de la TIM antes de empezar la purificacion. El gel se corrié con
un marcador de peso molecular, la muestra del medio sin inducir y ya inducido

con el IPTG 1x y 2x ademas de un control de Tb TIM pura.

T —————"

Figura. 15. Sobreexpresion de la mutante G174 - K250. Gel de acrilamida al 12%
tefiido con azul de Coomasie, en el carril 1 el marcador de peso molecular, en 2y 5
cultivo sin inducir (1X y 2x respectivamente), 3 y 6 cultivo inducido con IPTG 100 a

0.4 mM (1Xy 2x respectivamente). Carril 7 control (Tb TIM pura).

Como se puede observar en la figura 14, existe una pequena

sobreexpresion basal de TIM, sin embargo, es mayor después de inducir con

IPTG.



4, Purificacion de la mutante. G174 - K250.

Las purificaciones de la proteina G174 - K250 se realizaron de acuerdo al
protocolo de reportado para la enzima silvestre de Tb TIM por Borchert y
colaboradores (Borchert et.al. 1993), ya que la mutante tiene un porcentaje

mayor de identidad con Tb TIM.

Se utilizé una columna de intercambio i6énico carboximetil sefarosa. La
proteina posee una carga positiva a pH 8 y la columna una carga negativa que
hace que la TIM se una a ésta dltima. La proteina se despega de la columna

utilizando cloruro de sodio (NaCl) en el amortiguador.

En una primera purificacién se sigui6 el mismo protocolo de purificacion
reportado para Tb TIM WT y partiendo de un litro de cultivo con la cepa
inducida y sobreexpresada. La concentracién de la proteina se determiné por el
método del acido bicinconinico (BCA Pierce®) y la pureza de la proteina se

determiné por medio de geles desnaturalizantes de poliacrilamida.

Al revisar el gel de acrilamida y la concentracion de diferentes fracciones,
dedujimos que la proteina se encontraba dispersa por todas las fracciones, por
lo que la proteina no se unié a la columna por la concentracién de sal del
amortiguador (50mM NaCl) con el que se lavé y equilibré la columna y por lo
tanto la concentracion de las fracciones era muy baja y no se observaban

significativamente en el gel.
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Figura. 16. Grafica de la absorbancias a 280 nm de las fracciones de la primera

purificacion.

En la figura 16, se puede apreciar la absorbancia a 280nm de las
fracciones obtenidas, existen picos de absorbancia en las fracciones 1 - 23 y en
las fracciones 37 - 50 de la purificacién, esto indica que la proteina no se pego a
la columna de purificacion, por lo que la TIM se encuentra distribuida a lo largo
de todas las fracciones. Posteriormente, las fracciones se corrieron en un gel de
acrilamida y se observo que la proteina estaba muy diluida puesto que no se

alcanzaba a percibir la banda de la TIM.

A partir de los datos obtenidos se decidi6 realizar una nueva
purificacion pero ahora partiendo de dos litros de cultivo. Y modificando el

protocolo de purificacion para asegurar que la proteina se pegara a la columna.



Purificacién I. Purificacién II.
Cultivo inducido y
sobreexpresado. 1L. 2L
Amortiguador de lisis. 200 mM NaCl. 0 nM NaCl.
Amortiguador A. 50 mM NacCl. 0 nM NacCl.
Elusion de proteina. 200 mM NacCl. 200 mM NaCl.
Volumen de Elusion. 1 mL. 3mL.
Columna. CM sepharose. CM sepharose.
Equipo utilizado. HPLC. FPLC.

Tabla 4. Tabla comparativa de las dos purificaciones que se realizaron.

En la segunda purificacion se decidi6 utilizar un amortiguador sin NaCl,
hasta el momento de eluir la proteina, y de esta manera asegurar que la
proteina se uniera eficientemente a la columna y saliera concentrada la TIM. El
cromatograma resultante mostr6 dos picos, el primero de las fracciones 2 ala 5,
y el segundo de las fracciones 6 a la 10. Se analizaron las fracciones de los dos
picos cuantificando la concentraciéon de la proteina por el método del acido
bicinconinico (BCA. Pierce®) y posteriormente las fracciones de se analizaron
con geles desnaturalizantes de acrilamida al 12% tefiidos con azul de Coomasie,

corriendo un control de TIM pura.

Con el gel de la segunda purificacién se verificé que las fracciones del
segundo pico son las que contenfan a la mutante G174-K250. También se
observo una banda de contaminacién de menor tamafio, por lo que se decidi6
pasar a la TIM por una columna de filtracién en gel Sephadex 200, para de esta

manera quitar la banda contaminante (Figura 17).



En el cromatograma de la columna de filtracién en gel Sephadex 200 se
observé un solo pico en las fracciones 14 a la 19. Las fracciones resultantes se
analizaron cuantificando la concentracion de la proteina y con geles
desnaturalizantes de acrilamida al 12% tefiidos con azul de Coomasie. La
concentracién final de la proteina fue de 480 pg/mL vy se obtuvieron 2 mL

totales, que se muestran en el gel de la figura 17 en los carriles 6 y 7.

Figura. 17. Gel acrilamida al 12% tefiido con azul de Coomasie de la purificacion II
de la columna de filtracién en gel Sephadex 200, en el carril 1 muestra el control de
Tb TIM pura, en los carriles 2 - 10 se muestran las fracciones 11 a la 19

respectivamente.

5. Experimentos de desnaturalizacion de la Quimera G174 - K250

con Gdn-HCl .

Intensidad de Fluorescencia.

Las enzimas Tc TIM y Tb TIM WT y la mutante se desnaturalizaron
incubando por una hora en 5.53 M de hidrocloruro de guanidina, aunque
generalmente los experimentos de desnaturalizacién se realizan incubando a la
enzima en 6 M de Gdn-HCI. En nuestro caso fue necesario incubarla en 5.53 M

debido a que la proteina mutante no estaba muy concentrada (480 pg/mL).



Para seguir la desnaturalizaciéon de la Quimera se midi6é el cambio en la

fluorescencia intrinseca a una longitud de onda de excitaciéon de 280 nm y 295

nm. La concentracion de las enzimas fue de 150 pg/mL.

50000000 —
40000000
30000000 4

20000000 —

Intensidad de Fluorescencia

10000000 —

C (N)

5000000
4000000 4
3000000

2000000

Intensidad de Fluorescencia

1000000

T
300

T T T T T
320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)

T
300

— T T T T
320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)

1
420

B (U)

Intensidad de Fluorescencia

25000000 4

20000000

15000000

10000000 4

5000000

D (U)

Intensidad de Fluorescencia

3000000 —

2500000

2000000

1500000

1000000

T T T T T T
300 320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)

500000

T T T T T T 1
300 320 340 360 380 400 420

Longitud de onda (nm)

Figura. 18. Espectros de intensidad de fluorescencia para la desnaturalizacion de la
Tc TIM WT y la Quimera.
Espectros de Tc TIM WT A y B. Espectros de de la Quimera C y D B Espectros

obtenidos a una longitud de onda de excitacion de 280 nm ® Espectros obtenidos a

una longitud de onda de excitaciéon de 295 nm. Los espectros de fluorescencia Ay C se
obtuvieron a 150 pg/mL de TIM en TED 20/1/1 pH 7 y con espectros By D con 5.53
M de GdnHCL



En la figura 18 se muestran los espectros de desnaturalizacién para las
enzimas Tc TIM WT y la quimera nativa y desnaturalizada. Se puede observar
que los espectros a 280 nm y 295 nm siguen el mismo patrén de cambios en

fluorescencia.

Los datos de intensidad de fluorescencia obtenidos se normalizaron y
obtuvieron los porcentajes para ajustar los espectros de fluorescencia de la

enzima WT y de la quimera.
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Figura. 19. Espectros de intensidad de fluorescencia normalizados para la
desnaturalizacion de la Tc TIM WT y la Quimera.
Espectros de proteinas nativas A y Espectros de proteinas desnaturalizadas B. Espectro
de la quimera con excitaciéon a 280 nm ® Espectro de la quimera con excitacién a 295

nm. Espectro de Tc TIM WT con excitaciéon a 280 nm. V¥ Espectro de Tc TIM WT

con excitaciéon a 295 nm.

De acuerdo a los espectros de la figura 19 con los datos normalizados, se
puede ver que para los espectros de las enzimas desnaturalizadas, el maximo

se recorre de 325 nm de las enzimas nativas, a 345 nm.



Renaturalizacion.

Al eliminar los agentes que causan la desnaturalizacién, la proteina

recupera su conformacién original (Nativa), a este fenémeno se le conoce como

renaturalizacion.

Este estudio permite determinar la actividad catalitica de

cada una de las muestras, ya que es necesario determinar si la proteina es capaz

de regresar a su estado nativo completamente después de ser desnaturalizada,

con el fin de determinar si el proceso es o no reversible. Después de 24 horas de

la dilucién del desnaturalizante con amortiguador TED pH 7.4 a 25°C se

determin¢ la actividad catalitica de las muestras con 5 ng de proteina (nativa y

renaturalizada), asi como los espectros de fluorescencia intrinseca a wuna

longitud de excitaciéon de 280y 295 nm.
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Figura. 20. Renaturalizaciéon de la mutante 180 Tb-Tc

Espectros de la quimera sin normalizar los resultados A y B. Espectros de la quimera

con los datos normalizados C y D. Espectros de la quimera tomados a 280 nm de



excitacion Ay C. Espectros de la quimera tomados a 295 nm de excitaciéon By D. B

Quimera nativa (N) ® Quimera renaturalizada (R)

Con los espectros de renaturalizacion de la figura 20, se puede observar
que la proteina tiene el mismo patrén de cambios en fluorescencia después de la
desnaturalizacién, ya que los espectros de la enzima nativa y renaturalizada son

similares.

El méaximo de intensidad de fluorescencia (IF) de la proteina mutante
estd en 325 nm. Después de desnaturalizar con 5.53 Gdn-HCl y renaturalizar
con 0.1 M de desnaturalizante residual, se observa que la enzima tiene su
longitud de onda maxima de la proteina nativa, por lo que se considera que la

enzima es reversible en cuanto a estructura.

Los resultados obtenidos para la desnaturalizaciéon con Gdn-HCl de la
mutante de Tc y Tb TIM, asi como los resultados obtenidos para la

renaturalizacion de las mismas enzimas se muestran en la tabla 5.



‘peplAnoR WIS W /o A oprunusiep ou (N Teseedse ese ap OJjUed S0 BUIIKELL
BpUO 2P priiuo] Xew Y BIOUBDEEION]] 8P PEPISUSIUT J] “BPEZRINjEUST ] ‘BPRZI[EINJEUSSP [ ‘BARRU ] BPUO]

TIIL #p cyuenuededes fojusnuedeidsep (ap S1SEUY "GE[QEL

(T 20 0g)
%5 (Tur2r pg)
(Tur 2d £77) (uu 3 27 | (T 8 477 (T (i z) | (Twadz) PEPIALTY
ar g1
UFF L6 an %00T % 06 (v /g % 00T % G0 (w7 /<) % 00T ap oy
UM o9hs | UM Tioge | UnIATEE an unrgge | umrgiocs | WIUGET
UM o RE | UAIGUGE | AT GgE uIu Ogg,
il il il SN
U OGUTE | WM GHE | UM OGAEE R (7% UL g'zge | umigze I G67,
unI gz e UMl GhE | UM GZE I Ogg,
an an an XEury
%1956 %729 3%00T %76 %007 % 05F HECET 9%00T AN S6T
%ETE6 6T 6T %00T AN 087
Al
A n N A n N o n N
(SDOT 737 AW SPUApPIR )-ZIUE)) {2002 1737 I SPUIPIED-ZAUTI D)
BIAUIIEY WILLAL

WIL 9L




Estado Nativo.

A partir de los espectros de fluorescencia y de los datos obtenidos de la
tabla 5, sabemos que la quimera presenta caracteristicas fluorescentes similares
a Tc TIM., Esto nos indica ademas que la posicion de los fluoréforos, y
particularmente los triptéfanos, se encuentran conservados en estructura

primaria y en estructura terciaria.

Estado desnaturalizado.

Los valores de longitud de onda maxima de 345 nm, para la mutante y
para Tc TIM (Figura 18), indican que los residuos fluorescentes se encuentran
totalmente expuestos al solvente por efecto de la concentracién 5.53 M de Gdn-

HCly por lo tanto se encuentran en estado desplegado (U).

Renaturalizacién.

Después de diluir el desnaturalizante e inducir la reactivaciéon de la
mutante G174-K250 incubando a 25 °C durante 24 hrs. Se obtuvo un espectro de
fluorescencia casi idéntico al de la enzima nativa, con un maximo de longitud
de onda de 325 nm (igual al de el estado nativo). Incluso cuando se excita s6lo a
los triptéfanos a 295 nm la mutante presenta un maximo de longitud de onda

también igual al del estado nativo (327.50 nm) Figura 20.

Este comportamiento se confirma con el valor de CME, ya que el valor a
295 nm obtenido en la renaturalizacién es muy similar al del estado nativo. Esto
indica que en el proceso de renaturalizacién, la TIM mutante adquiere su
estructura tridimensional inicial, donde los tript6fanos y los demés residuos de
aminoacidos que conforman la secuencia primaria, estdn adquiriendo la
posicién en la cual se encuentran el estado nativo y que probablemente se estan
llevando a cabo las interacciones intramoleculares necesarias para que la

enzima adquiera la estructura tridimensional que presenta en su estado nativo.



Después de la renaturalizacion Tb TIM WT s6lo recupera un 64.5% de la
IF, mientras que Tc TIM recupera 92% y la quimera 94.61%. En cuanto a la
actividad catalitica, Tb TIM recupera el 65% de la actividad de la proteina
nativa, mientras que Tc TIM recupera 90% y finalmente la quimera tiene una

recuperacion del 97.44% de la actividad catalitica que es mayor que las enzimas

WT.

Lo anterior sugiere que mutante G174-K250 tiene una reversibilidad de
plegamiento de casi 100%. Este dato se confirma al evaluar la actividad
catalitica. Los resultados obtenidos para la actividad especifica del estado
nativo y renaturalizado indican que la TIM mutante tiene 97.44% de
reversibilidad con respecto a su estado nativo, mientras que Tb TIM recupera el

65% de su actividad y Tc TIM recupera 90%.

Con el cambio en el carboxilo terminal, la mutante adquiere
caracteristicas de la triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi, ya que al
comparar los  espectros de  fluorescencia 'y los datos de
desnaturalizaciéon/renaturalizaciéon seguido por fluorescencia intrinseca y la
actividad catalitica los resultados obtenidos reflejan que la mutante se asemeja

mas al comportamiento de Tc TIM.

Finalmente, con el cambio en esta regién se puede observar que los
residuos de aminoécidos regresan a su posicién original al replegarse, por la
recuperacion en la posicion de los fluoréforos intrinsecos y la recuperacion de la
estructura. De acuerdo a la actividad catalitica cuantificada al replegar a la
mutante se puede asegurar que el plegamiento de la mutante (G174 - K250),
es reversible. Por lo que se puede pensar que es posible que la regiéon del
carboxilo terminal esté relacionada con la irreversibilidad de la Triosafosfato

isomerasa de Trypanosoma brucei.



Capitulo VII.
CONCLUSIONES.

8 El disefio de los oligonucledtidos fue exitoso, ya que éstos se unieron

especificamente en la secuencia de ADN tanto de Tb como de Tc.

8l Se realizé el disefo, construccion, clonaciéon y sobreexpresion de la

quimera.

§! Se cambio el carboxilo terminal de la triosafosfato isomerasa de

Trypanosoma brucei por el de Trypanosoma cruzi.

8! Se obtuvo la sobreexpresion de la quimera en el sistema pET 3a.

§) La quimera se purificé eficientemente, utilizando el método de Borchert

y colaboradores(1993) con modificaciones en la concentracién del NaCl.

8! La quimera nativa se caracteriz6 por fluorescencia y por actividad.

8! Los resultados de reversibilidad indican que los aminoécidos de la
quimera regresan a su posicién original y la proteina conserva su

actividad catalitica.

§] Dada la irreversibilidad de Tb TIM, los resultados obtenidos en este
trabajo indican que se puede proponer que la region carboxilo terminal
de esta mutante juegue un papel importante en la irreversibilidad de la

proteina triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei.



Capitulo VIII.
PERSPECTIVAS.

< Estandarizar el método de purificacion de la mutante para obtener una

mayor concentracion de proteina y mayor grado de pureza.

& Caracterizaciéon bioquimica de la mutante: cinética enzimética y agentes

derivatizantes de cisteinas
< Continuar con la caracterizaciéon del desplegamiento/replegamiento de
la mutante, seguida por dicroismo circular, fluorescencia y actividad

catalitica utilizando diferentes desnaturalizantes.

&) Cristalizar y difractar a la mutante para conocer su estructura 3D.

< Mutantes puntuales sobre la regién para ver el papel de cada

aminod4cido.



Apéndice A.
1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa. (PCR)

En 1986, K. Mullis, invent6 un método para lograr la amplificacién in
vitro de fragmentos de ADN, se denomind de la reacciéon en cadena de la
polimerasa, conocida como PCR, siglas provenientes del inglés polymerase chain
reaction. (Griffiths et.al., 1999). Esta técnica permite multiplicar ("amplificar" es,
en realidad, el término que se ha impuesto) pequefnas cantidades de ADN entre
cientos de miles y millones de veces. El tramo destinado a reproducirse puede

tener desde cincuenta hasta mas de dos mil nucleétidos de longitud.

El método se basa, en su forma maés simple en la realizacién de tres
reacciones sucesivas llevadas a cabo a distintas temperaturas. Estas reacciones
se repiten ciclicamente entre veinte y cuarenta veces (ver la figura Al). La
muestra se calienta, en el primer paso, hasta lograr la separaciéon de las dos

cadenas que constituyen el ADN, hecho que se conoce como desnaturalizacién.

En el segundo paso, la temperatura se reduce para permitir la hibridacién de
cada una de dos cadenas cortas de nucleétidos (oligonucleétidos) con cada una
de las hebras separadas del ADN molde. Se trata de segmentos de ADN de
cadena simple, disefiados de manera tal que permiten definir los limites del
tramo de ADN que se desea replicar. Obviamente, para que se pueda producir
la hibridacién, cada uno de estos iniciadores, a los que se denomina
oligonucleétidos o primers, deben ser complementarios del tramo al que tienen
que unirse en las cadenas separadas del ADN molde. En tercer lugar, una
enzima ADN polimerasa extiende los primers, en el espacio comprendido entre
ambos, sintetizando las secuencias complementarias de las hebras del ADN
molde. Para ello, la ADN polimerasa usa desoxidonucleétidos trifosfato
(dNTPs) agregados a la mezcla de reaccion. La temperatura a la que se realiza el
tercer paso esta condicionada por aquélla a la cual trabaja la enzima ADN
polimerasa. Al cabo del primer ciclo de tres reacciones (desnaturalizacion,

hibridacién, extension) el tramo de ADN elegido se ha duplicado y el doble de



su cantidad original se encuentra disponible para ser nuevamente replicado en
un segundo ciclo. El resultado de la aplicacién de numerosos ciclos en cadena
da lugar a la amplificaciéon del segmento de ADN delimitado por los oligos o

cebadores.

Desnaturalizacion Hibridacion Extension

DNA polimerasa
i(Thermus aquaticus)

Figura. Al. Para lograr la amplificacién de un tramo de ADN, cada ciclo de la técnica
PCR incluye tres etapas: a) desnaturalizaciéon, durante la cual se separan las dos hebras
constituyentes del ADN; b) apareamiento de los "iniciadores" o primers del tramo a
replicar; c) extension de las cadenas de primers gracias a la accién de una enzima ADN

polimerasa. La repeticién de los ciclos permite multiplicar los tramos de ADN elegidos.

Para replicar el ADN, la técnica PCR hizo uso, en un principio, de la
ADN polimerasa de la bacteria Escherichia coli. Pero esta enzima resulta
inactivada debido a la alta temperatura requerida para desnaturalizar la doble
cadena del ADN, por lo cual debia agregarse enzima fresca al comenzar el
tercer paso de cada ciclo. Este inconveniente fue solucionado de manera
ingeniosa cuando se la reemplaz6 por su equivalente de la bacteria "termofila"
Thermus aquaticus. (MullisK. B.,1990). La ADN polimerasa de este microorganismo,
denominada Taq polimerasa, acttia eficientemente entre los 75° C y los 80° C y
resiste mas de dos horas a 93° C. De esta manera es posible mezclar todos los
componentes de la PCR al comenzar el primer ciclo y la reacciéon en cadena
puede llevarse a cabo mediante equipos automatizados que realizaran los ciclos
térmicos programados. Una vez finalizada la reaccién se habra logrado fabricar,
en pocas horas, gran cantidad de un fragmento génico con un alto grado de

pureza. Por otra parte, la técnica PCR es el método de deteccion de secuencias



de ADN maés sensible conocido hasta la fecha: mediante ella resulta posible
identificar un gen a partir de un solo cabello, una célula somatica o un
espermatozoide. Es por lo tanto, un instrumento extremadamente valioso para

establecer, por ejemplo, lazos de parentesco.



2. Intensidad de Fluorescencia.

La Fluorescencia es el fenémeno en el cual la absorcién de luz de una
determinada longitud de onda por una molécula fluorescente es seguida por la
emisiéon de luz a mayores longitudes de onda por parte de esta molécula. La
distribucién de la intensidad dependiente de la longitud de onda que causa la
fluorescencia es conocida como espectro de excitaciéon, mientras que la
distribuciéon de la intensidad dependiente de la longitud de onda de la energia

emitida es conocida como el espectro de emision.

Las proteinas deben su fluorescencia intrinseca a la presencia de
aminodcidos aromaticos, de los 20 usualmente hallados en las proteinas
tnicamente son fluoréforos el triptéfano, la tirosina y la fenilalanina , ya que
son los dnicos con niveles de fluorescencia suficientes para ser medidos
directamente en solucién. En la Figura AIl se muestran los espectros de

absorcion y de emision tipicos de estos aminoacidos.

La fluorescencia es muy sensible al ambiente del fluoréforo y, por tanto,
los varios pardametros cuantificables (espectros de emision y excitacién, la
intensidad y el tiempo de vida) pueden ser afectados de diferentes formas. Por
ello, dentro del estudio de las proteinas, la fluorescencia ha sido empleada
ampliamente para conocer los cambios de estructura y conformacién de estas

biomoléculas.

Se trata de una técnica no invasiva, ya que la fluorescencia no interfiere
con la integridad de la muestra. Los niveles de excitacion luminica requeridos

para generar una sefal de fluorescencia son bajos.



Una proteina puede tener uno o varios residuos triptéfano. Si tiene uno
o dos se facilita la interpretacién de los datos espectrales. El Trp es muy sensible
al entorno. Es posible observar cambios en los espectros de emision en
respuesta a cambios conformacionales, asociaciéon de subunidades, unién de
sustratos, desnaturalizacién y cualquier situacién que afecte el entorno local del
anillo indol. El Trp puede ser excitado selectivamente a 295- 305 nm. (para

evitar la excitacion de la Tirosina)

------- Phe

L] L] L) Ll L] L)
250 300 350 400 450 500

A (nm)

Figura AII Espectros de a) absorcién y b) fluorescencia de los aminoacidos
fenilalanina, triptéfano y tirosina. En b) fenilalanina fue excitado a 240 nm,

triptéfano a 270 nm y tirosina a 260 nm. Tomada de: (Martinez, 2004)



Apéndice B.

Reaccion de PCR (50 pL)

DNA molde (Tb/Tc) 1puL
Oligonucleotidos: (200 ng/uL.) 1puL
MgCl, 3uL
Amortiguador 10x 5puL
dNTP’s 0.75 uL
Taq polimerasa 0.2 uL
Agua Aforar a 50 uL

Medio de cultivo Luria-Bertani (LB)

Peptona 10 gr
Extracto de levadura 5gr
NaCl 10 gr
Agua Aforar a1l

Amortiguador de lisis. pH 6.5

MES 25 mM
DTT 1 mM
EDTA ImM

PMSF (en 50ul de DMSO) 0.2 mM



Amortiguador A. pH 8.0

TEA 100 mM
NaCl 25 mM
DTT ImM
EDTA 1 mM
NaN3 1 mM

Gel de agarosa al 1%. (25 mL)

Agarosa 0.25 gr

Amortiguador TAE 25mL
50x Tris/ Acido acetico/ EDTA

Bromuro de etidio 2 uL

Gel de acrilamida desnaturalizante a 12% de 1.5mm.

Reactivo Gel Concentrador Gel Separador
Acrilamida 30% /bis 0.8 % 444 uL 3.0 mL
Tris HCl/SDS 4x pH 8.8 - 1.9 mL
Tris HCI /SDS 4x pH 6.8 300 uL -
HxO 1mL 2.5 mL
Persulfato de amonio 10% 28 uL 112 pL

TEMED SuL 5.0 uL
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