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Resumen 
Uno de los principales objetivos del diseño de enzimas es construir proteínas con 

propiedades mejoradas o nuevas. Esta capacidad de diseñar enzimas con las 

actividades deseadas tiene una aplicación importante en la industria química, agrícola y 

farmacéutica. Para alcanzar este objetivo normalmente se emplean dos estrategias de 

ingeniería de proteínas: el diseño racional y la evolución dirigida. Recientemente, el 

desarrollo de algoritmos computacionales ha permitido el diseño de enzimas que han 

cambiado de función, pero cuyas nuevas actividades están órdenes de magnitud por 

debajo de la eficiencia catalítica de la enzima silvestre. Probablemente es necesario 

involucrar cambios de secuencia más drásticos que nos permitan explorar más 

ampliamente el espacio de secuencia de la proteína de interés. Con ello en mente en el 

presente trabajo planteamos una nueva estrategia de exploración del espacio de 

secuencia en una enzima (beta/alpha)8 isomerasa. Dicha estrategia involucró el 

intercambio de asas completas y la introducción de variabilidad de secuencia en los 

residuos que las unieron con la enzima molde, además del rediseño de los residuos 

catalíticos. La enzima molde se denomina TrpF, PRA isomerasa o PRAI y está presente 

en la ruta de biosíntesis del triptófano. En este trabajo mostramos como se pueden 

adaptar funcionalmente asas de diferentes enzimas en la enzima TrpF y cómo esta 

adaptación funcional puede ser medida con un ensayo in vivo. La inserción de 

variabilidad en ambos lados de cada asa intercambiada se hizo con el objetivo de imitar 

el mecanismo natural con el cual las asas de los anticuerpos adquieren variabilidad en 

sus sitios de unión. También obtuvimos detalles a nivel molecular de algunas variantes 

mediante análisis de cinética enzimática, dicroísmo circular y filtración en gel. Como 

último punto, siguiendo esta estrategia de intercambio de asas y de rediseño del sitio 

activo discutimos la obtención de una nueva actividad enzimática en la enzima TrpF.  
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1. Introducción 
Actualmente uno de los retos mas activos en el campo de la investigación en 

biocatálisis y biotransformación es el descubrimiento, diseño y optimización de enzimas 

(1, 2). ¿Cómo podemos encontrar o diseñar enzimas que catalizen importantes 

reacciones químicas, incluso cuando éstas no existan en la naturaleza? ¿Cómo 

podemos optimizar diferentes enzimas para reconocer sustratos no biológicos y para 

que funcionen en condiciones de reacción industriales? ¿Cómo ensamblar de manera 

eficiente múltiples enzimas en nuevas rutas de biosíntesis de varios pasos? La mayoría 

de las estrategias utilizadas comúnmente para encontrar respuestas a estas preguntas 

incluyen aproximaciones de bioinformática, evolución dirigida, diseño racional y una 

combinación de todas ellas (3, 4).  

Las enzimas que podemos observar hoy en día son el producto de la evolución 

biológica que ha tomado millones de años y suelen catalizar una determinada reacción 

con alta especificidad y enantioselectividad. Por ello las enzimas son ampliamente 

utilizadas en muchos procesos industriales como catalizadores biológicos. Sin embargo, 

a pesar de la perfecta adaptación a su rol fisiológico, la actividad y la estabilidad a 

menudo están muy lejos de lo que la química orgánica o los procesos industriales de 

gran escala necesitan (5). Por lo que con el fin de aprovechar plenamente el potencial 

de las enzimas en los procesos industriales y su aplicación práctica aún quedan muchos 

retos que mejorar. Las cualidades que normalmente se necesitan mejorar son: la 

eficiencia, la disponibilidad en altas cantidades, los precios bajos, la poca inhibición por 

producto y la mejor estabilidad (3, 4).  

Uno de los principales objetivos del rediseño de enzimas es construir proteínas 

con propiedades mejoradas o nuevas. Esta capacidad de diseñar enzimas con las 

actividades deseadas a partir de una enzima silvestre tiene una aplicación práctica 

importante en la industria química, agrícola y farmaceútica (1, 2). Para alcanzar este 

objetivo normalmente se emplean dos estrategias de ingeniería de proteínas: la primera 

es el diseño racional y la segunda es la evolución dirigida (4). A través del diseño 

racional podemos modificar específicamente una determinada región o propiedad de 

una enzima, pero para ello es necesario tener información previa sobre su secuencia, 

estructura y función. Por otro lado, la evolución dirigida surge como una alternativa al 
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diseño racional y no requiere de un conocimiento detallado de la estructura ni del 

mecanismo de reacción de la enzima a modificar. Esta estrategia se enfoca en la 

generación de variabilidad al azar en el gen de la proteína de interés y la posterior 

selección de la actividad deseada, imitando el proceso de la evolución natural (6-8). Por 

estas características la evolución dirigida es ampliamente utilizada como primera 

estrategia para modificar enzimas tanto en laboratorios académicos como industriales. 

Aunque en la optimización de enzimas los mejores resultados se han obtenido al 

combinar ambas estrategias, en las que por ejemplo primero se realizan mutaciones 

específicas por diseño racional y posteriormente la enzima es sometida a ciclos de 

evolución dirigida o viceversa {Chica, 2005 #26;Chica, 2005 #59}.  

Recientemente, el desarrollo de potentes algoritmos computacionales ha 

permitido la aplicación de enfoques novedosos, diseñando proteínas que han cambiado 

de función, pero cuyas nuevas actividades están órdenes de magnitud por debajo de la 

eficiencia catalítica correspondiente a la enzima silvestre (9, 10). Probablemente sea 

necesario involucrar cambios de secuencia más drásticos que nos permitan explorar 

más ampliamente el espacio de secuencia de la proteína de interés (4). Con ello en 

mente, el presente trabajo plantea una estrategia que involucra el intercambio de asas 

completas y la introducción de variabilidad de secuencia en los residuos que las unirán 

con la enzima molde, además del rediseño de los residuos catalíticos de una enzima 

(β/α)8 isomerasa.  

El entendimiento de la relación estructura-función de las asas es de gran interés 

en la ingeniería de proteínas (11) debido a que es conocido que las asas juegan un rol 

crítico en la función enzimática, incluyendo la catálisis (12), la especificidad de sustrato 

(13) y las interacciones proteína-proteína (14). Nuestro trabajo se enfoca en enzimas 

que poseen el plegamiento de barril (β/α)8. Este plegamiento es uno de los más 

representados comúnmente en las enzimas conocidas, además posee una gran 

versatilidad funcional y estructural (15). Convenientemente los residuos del sitio activo 

de las enzimas que poseen este plegamiento se encuentran localizados en la sección 

C-terminal de las hebras β así como en las asas que unen las hebras β con las hélices α 

(asas β/α), las cuales se consideran que no influyen en la estabilidad de la enzima (15, 

16). En este sentido, el objetivo del presente proyecto es tratar de entender cómo se 
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puede adaptar la relación estructura-función de las asas β/α en el plegamiento de barril 

(β/α)8 y con ello proponer estrategias para diseñar nuevas funciones enzimáticas en 

estas proteínas. 

Las tres enzimas que constituyen nuestro modelo de estudio son: TrpF (PRA 

isomerasa o PRAI, EC 5.3.1.24) de Escherichia coli, HisA (ProFAR isomerasa, EC 

5.3.1.16) de Thermotoga maritima y PriA (PRA y ProFAR isomerasa, EC 5.3.1.24 y 

5.3.1.16) de Streptomyces coelicolor. La enzima TrpF está presente en la ruta de 

biosíntesis del triptófano y cataliza un rearreglo de Amadori del sustrato PRA hacia el 

producto CdRP (17). La enzima HisA se encuentra en la ruta de biosíntesis de la 

histidina y utiliza un mecanismo de reacción similar al de TrpF para convertir una 

aminoaldosa en una aminocetosa: del sustrato ProFAR al producto PRFAR (18). La 

enzima PriA es homológa de HisA y fue encontrada formando parte de la biosíntesis de 

triptófano e histidina en algunas bacterias del género de los actinomicetos (19). PriA 

posee tanto la actividad de PRA como de ProFAR isomerasa y es muy similar 

estructuralmente a HisA (20). Se ha sugerido que cambios conformacionales de las 

asas β/α 5 y 6 son esenciales para que esta enzima posea ambas actividades 

catalíticas (20, 21). Cambios en la longitud e identidad de secuencia de las asas se han 

asociado a menudo con la evolución de nuevas actividades enzimáticas en la naturaleza 

(22). 
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2. Antecedentes 
Existen diversos ejemplos donde se muestran cambios de actividad o 

especificidad con una o pocas mutaciones pero con parámetros catalíticos lejos de 

parecerse a los de las enzimas silvestres. Teóricamente la evolución de diferentes 

funciones enzimáticas en superfamilias mecanísticamente diversas se inició por 

procesos que involucraron una o pocas mutaciones, por lo que los experimentos in vitro 

de este tipo proporcionan información sobre las primeras etapas de la evolución natural 

divergente (23). Sin embargo, muy a menudo los alineamientos de secuencias de 

proteínas revelan muchas inserciones y deleciones, lo cual resalta su importancia en el 

diseño natural (16, 24, 25). Aunado a ello, las secuencias de enzimas que presentan 

diferentes funciones dentro de una superfamilia típicamente comparten una identidad de 

secuencia menor al 40%. Esto puede explicar por qué unas pocas mutaciones 

puntuales no pueden producir variantes que catalicen la “nueva” reacción con valores 

altos de kcat o de kcat/kM, por lo cual es probable que para lograr mejores valores 

catalíticos sean necesarias estrategias de mutagénesis in vitro más agresivas (4). Pero 

además se requiere entender cómo es que cambios o rearreglos de secuencia como 

inserciones o deleciones podrían adaptarse para mejorar o cambiar funciones 

enzimáticas (24). 

En el transcurso del desarrollo de nuestro proyecto se reportó un trabajo de un 

rediseño agresivo del sitio activo de una glioxilasa II (GlxII) la cual fue convertida a una 

β-lactamasa (IMP-1) mediante inserciones/deleciones e intercambio no sistemático de 

secciones de asas (26). Inicialmente, GlxII e IMP-1 compartían una baja identidad de 

secuencia, diferentes sitios de unión de metales y asas de diferentes tamaños y 

secuencias. La modificación de la enzima GlxII incluyó la eliminación de todo un 

dominio, el rediseño del sitio de unión a metales y la inserción de variabilidad natural y 

al azar en las asas de especificidad, así como la aplicación de diferentes estrategias de 

evolución dirigida. La variante ganadora adquirió la actividad de β-lactamasa y resultó 

mantener un 59% de identidad de secuencia con su progenitora y un 25% de identidad 

con la enzima blanco, pero aún con todas las modificaciones hechas los parámetros 

cinéticos fueron considerablemente mucho más bajos que los de la enzima silvestre 

IMP-1. Una de las conclusiones importantes de este trabajo es que el rediseño de las 
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asas es claramente esencial para explorar más ampliamente el espacio de secuencia 

funcional de una enzima (25). Además, dado que la mejor enzima obtenida en este 

trabajo tiene una actividad enzimática muy baja, también demuestra que aún falta 

entender como adaptar mejor la relación estructura-función de las asas y con ello poder 

mejorar la actividad enzimática.  
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3. Hipótesis: 

Las asas β/α de los barriles (β/α)8 contienen información funcional (incluida la 

especificidad de sustrato) que puede ser trasladada y adaptada a la enzima TrpF de E. 

coli mediante novedosas estrategias experimentales, permitiéndonos ampliar el 

conocimiento para diseñar nuevas funciones enzimáticas. 

 

4. Objetivos:  
4.1 Objetivo general: 
Entender como adaptar la relación estructura-función de las asas β/α de 

diferentes barriles (β/α)8 en la enzima TrpF de E. coli mediante intercambio de asas, 

introducción de variabilidad en sus sitios de unión, diseño racional del sitio activo y 

evolución dirigida, y con ello explorar la posibilidad de diseñar la nueva función de 

ProFAR isomerasa en esta enzima. 

 
4.2 Objetivos específicos: 
- Concluir la caracterización estructural del primer método de intercambio de asas 

β/α en un barril (β/α)8 modificado: SCLE, de sus siglas en inglés: Systematic 

Catalytic Loop Exchange. 

- Diseñar una nueva estrategia para intercambiar asas β/α en la enzima TrpF que 

nos permita introducir variabilidad en ambos sitios de unión de cada asa y 

analizar la relación estructura-función de cada asa intercambiada en esta enzima.  

- Desarrollar una estrategia para medir cuantitativamente la adaptabilidad de la 

relación estructura-función de las asas β/α intercambiadas en TrpF.  

- Rediseñar el sitio activo de TrpF de tal manera que sea más grande y esto nos 

permita analizar sí sólo con estos cambios es posible obtener la nueva actividad 

de ProFAR isomerasa.  

- Intercambiar las asas β/α importantes para la función de ProFAR isomerasa de 

PriA en TrpF, así como sus residuos catalíticos y analizar in vivo la nueva 

actividad de ProFAR isomerasa en TrpF.  
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5. Metodología 
Manipulación de ADN 

Se utilizaron los procesos estándar para la preparación de plásmidos, reacciones 

de digestión, reacciones de ligación, transformación y electroforesis. Todas las 

construcciones se hicieron en el plásmido pDAN5-ped1 (16). Las variantes analizadas 

en fusión con la enzima CAT (Cloranfenicol Acetil Transferasa) se construyeron en el 

plásmido pDAN5-trpF-loxP-CAT (16).  Tanto los productos de PCR como los plásmidos 

empleados en este trabajo se purificaron y analizaron en geles de agarosa al 1 %.  

 

Intercambio de asas en la secuencia del gen de TrpF 

Para cada asa se diseñaron dos oligonucleótidos parcialmente complementarios 

en 12 pb entre sí: uno corresponde a la hebra no codificante y el otro a la hebra 

codificante. En ambos oligonucleótidos se introdujo un codón NNS el cual reemplaza al 

respectivo residuo bisagra. Las librerías se construyeron por PCR de manera 

independiente, utilizando el correspondiente par de oligonucleótidos para cada asa y los 

dos oligos que flanquean el gen de TrpF. De esta manera, la primera mitad del gen de 

cada librería fue amplificada utilizando como templado el plásmido pDAN5_trpF y los 

oligonucleótidos Hind3AOL como 5´-primer (el cual tiene un sitio de restricción HindIII) y 

el oligonucleótido no codificante del asa correspondiente como 3´-primer. La segunda 

mitad se amplificó utilizando el mismo plásmido como templado y el correspondiente 

oligonucleótido codificante del asa como 5´-primer y el oligonucleótido NheIAOL (el cual 

tiene el sitio de restricción NheI) como 3´-primer. Los productos amplificados se 

purificaron de un gel de agarosa al 1%. Finalmente, cada librería se construyó por 

“overlapping-extension PCR” utilizando como templado el par de productos de PCR 

anteriormente purificados y los oligonucleótidos HindIIIAOL como 5´-primer y NheIAOL 

como 3´-primer. Estos productos finales se purificaron de la misma manera que los 

anteriores y luego se digirieron con las enzimas de restricción HindIII y NheI. Los 

productos de la reacción se purificaron y se ligaron en el vector pDAN5 previamente 

digerido con las mismas enzimas. Para confirmar la correcta inserción de cada asa, la 

distribución de los residuos en el sitio NNS y la eficiencia de construcción de nuestro 
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método, se secuenciaron aproximadamente 20 plásmidos de cada librería. Para mayor 

detalle ver el manuscrito de la sección 2 de resultados (24). 

 
Inserción de mutaciones puntuales  

Las mutaciones puntuales se insertaron utilizando la estrategia de megaprimer 

(46). Para el caso de las librerías con sitios de variabilidad NNS se utilizó la misma 

estrategia y siempre asegurando tener la librería final al menos 5 veces representada 

experimentalmente.  

 

Fusiones al reportero de plegamiento CAT 
Para fusionar las variantes a CAT se subclonaron del plásmido pDAN5 al 

plásmido pDAN5-trpF-loxP-CAT utilizando la estrategia previamente descrita (16). 

 
Métodos de selección 

Para analizar in vivo las actividades enzimáticas de PRA isomerasa (TrpF) y de 

ProFAR isomerasa (HisA) se utilizaron las cepas de selección de E. coli JM101ΔtrpF y 

HFRG6, respectivamente (20). La primera cepa tiene una deleción del gen de TrpF de 

su genoma y por lo tanto en medio mínimo no complementa la actividad de PRA 

isomerasa. Por otro lado la cepa HFRG6 tiene una mutación puntual en HisA que la 

convierte en una enzima no funcional y por lo tanto en medio mínimo no complementa la 

actividad de ProFAR isomerasa.  

 

Ensayos de complementación 
Los ensayos de complementación de las diferentes librerías en ambas cepas de 

selección se hicieron en placas de medio mínimo M9 sólido. Primeramente se 

transformó una alícuota de células electrocompetentes con el ADN de cada librería y se 

incubaron por una hora a 37 ºC en agitación. Posteriormente cada alícuota fue lavada 

cuatro veces con medio mínimo M9. Para ello se centrifugaron por 2 minutos a 5000 

rpm, se desechó el sobrenadante y se adicionó 1 ml de M9.  Se repitió este proceso 4 

veces. Al final se resuspendió la pastilla celular en 1 ml de M9 y posteriormente se 

esparció en las placas de M9 sólido. En los casos indicados, el medio se suplementó 
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con 50 μM de IPTG y 0-1 μg/ml de triptófano o histidina (según corresponda la actividad 

a seleccionar). Las placas se incubaron a 30 ºC y se aislaron las colonias nuevas que 

aparecían cada 24 horas.  

 
Expresión de proteínas en la cepa MC1061ΔtrpF 
 Para analizar el nivel de expresión de las diferentes mutantes de residuos 

puntuales por alanina se utilizó la cepa MC1061ΔtrpF. Cada variante se transformó en 

células calcio competentes y posteriormente se inoculó con una colonia 5 ml de 

LB/ampicilina, los cuales fueron crecidos por 12 horas a 30 ºC. Estos cultivos se 

centrifugaron y la pastilla se resuspendió en 500 μl del amortiguador de sonicación y 

posteriormente se sonicó a 4 ºC. Se separó la fracción soluble de la insoluble mediante 

centrifugación a 11,000 rpm por 10 minutos y se cargaron 10 μl del extracto soluble en 

un gel de SDS-poliacrilamida al 12.5%. 

 
Análisis de la eficiencia funcional 

La fracción de variantes que retienen la actividad de PRA isomerasa fue 

calculada con base al número de variantes que complementaron la auxotrofía del gen 

de TrpF en la cepa de selección JM101ΔtrpF en medio mínimo M9. Para ello, cada 

librería se transformó por triplicado en células electrocompetentes y posteriormente se 

lavaron con medio M9 (ver sección de ensayos de complementación). Del cultivo lavado 

se esparcieron diluciones de aproximadamente 1000-1500 células viables en dos 

diferente medios de cultivo suplementados con ampicilina (200 μg/ml): LB agar y M9 

agar. Las placas se incubaron a 30 ºC por 144 horas y cada 24 horas se contaron las 

unidades formadoras de colonias (UFCs). La fracción de variantes funcionales se 

calculó como el cociente del número de UFCs encontradas bajo la presión de selección 

de la actividad de PRA isomerasa (medio M9) entre el número de UFCs crecidas sin 

esta presión de selección (medio LB). Este valor fue el primer componente del valor de 

SFLA (structure-function loop adaptability). Para cada librería se seleccionaron 

aproximadamente 20 colonias de las placas de M9 y se secuenciaron los respectivos 

plásmidos.  
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Análisis de la eficiencia de plegamiento 
 La fracción de variantes con capacidad de plegarse se estimó fusionando cada 

librería al gen del reportero de plegamiento de cloranfenicol acetil transferasa (CAT), 

utilizando el método descrito previamente (16). Todas estas librerías, así como los 

controles positivos y negativos (16), se transformaron por triplicado en células 

electrocompetentes de la cepa MC1061ΔthiE. Posteriormente estas células se lavaron 

con medio M9 (ver sección de ensayos de complementación) y del cultivo lavado se 

esparcieron diluciones de aproximadamente 1000-1500 células viables en dos diferente 

medios de cultivo suplementados con ampicilina (200 μg/ml): LB agar con y sin 

cloranfenicol (20 μg/ml). Las placas se incubaron a 30 ºC por 18 horas y la eficiencia de 

plegamiento se calculó como el cociente del número de UFCs crecidas en las placas de 

selección de plegamiento (LB ampicilina/cloranfenicol) entre el número de UFCs 

crecidas en las placas sin esta presión de selección (LB ampicilina). Este valor fue el 

segundo componente del valor de SFLA (structure-function loop adaptability). 

 
Purificación de proteína y ensayo de actividad enzimática 

Cada pastilla del litro de cultivo de células se resuspendió en 25 ml de 

amortiguador de fosfato de potasio 10 mM, pH 7.6, 50 mM NaCl, 5% (v/m) de glicerol, 

0.1 mM DTT, 0.1 mM PMSF y 2.5 mg de lisozima. Se sonicó a 4 ºC (20 segundos, 6 

veces con intervalos de 30 segundos cada vez y un pulso de 50%). Posteriormente se 

centrifugó a 11000 rpm por 20 minutos a 4 ºC para separar la fracción soluble de la 

insoluble. La fracción soluble de cada extracto celular se filtró con una membrana de 

0.44 μm de diámetro y se vertió a una columna de sefarosa-níquel (HisTrap FF crude 5 

ml, GE Healthcare), la cual había sido previamente equilibrada con el amortiguador de 

fosfato de potasio 50 mM pH 7.6 y 300 mM de NaCl. La proteína etiquetada con el “His-

tag” se eluyó aplicando un gradiente linear de 1 mM a 300 mM de imidazol en 10 

volúmenes de columna. Las fracciones con la proteína pura se mezclaron y se 

concentraron hasta obtener un volumen final de 3 ml utilizando el sistema Amicon Ultra-

15 (MILLIPORE) a 4 ºC. Posteriormente se cargó esta muestra en una columna de 

filtración en gel Superdex 200 (GE Healthcare Biosciences), la cual previamente se 

equilibró con el amortiguador HEPES 50 mM, pH 7.6 y 100 mM de NaCl. 
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Posteriormente, las fracciones con la proteína pura se mezclaron y se concentraron 

hasta obtener un volumen final de 3 ml utilizando el sistema Amicon Ultra-15 

(MILLIPORE) a 4 ºC. Este volumen final fue dializado 3 veces a 4 ºC contra 1 lt de 

amortiguador desgasificado de fosfato de potasio 10 mM, pH 7.6, 1 mM EDTA y 1 mM 

2-Mercaptoetanol. La concentración de proteína final se calculó usando el método de 

Bradford (28) con el ensayo “Bio-Rad Protein Assay” (BIORAD). La actividad enzimática 

de PRA isomerasa se determinó usando el protocolo previamente reportado (29) y sólo 

con algunas modificaciones menores (21). Cada medida de la actividad enzimática 

representa el promedio de por lo menos 3 experimentos independientes, utilizando 

enzima fresca purificada cada vez.  

 
Cinéticas de crecimiento en medio mínimo M9  

Para estos ensayos, cada variante se inoculó por cuadruplicado en placas de 96 

pozos con medio LB suplementado con ampicilina (200 µg/ml) y posteriormente estas 

placas se incubaron por 12 horas a 30 ºC. También se preparó una placa de 96 pozos 

con medio mínimo M9 (48 pozos para la cepa JM101ΔtrpF y los otros 48 pozos para la 

cepa HFRG6). Esta placa se suplementó con la correspondiente cantidad del respectivo 

aminoácido para cada variante. Cada pozo de medio mínimo se inoculó con 2 μl de la 

respectiva variante de la placa de 96 pozos de LB ampicilina. Las placas se incubaron a 

30 ºC en agitación y se midió la absorbancia (OD600 nm) del cultivo celular cada 4 horas 

durante 5 días. Con los datos obtenidos de este experimento se graficó la cinética de 

crecimiento de cada variante.  

 

Construcción de los modelos tridimensionales 
Cada modelo se hizo utilizando como molde la estructura de TrpF de E. coli 

(PDB: 1pii). Sobre esta estructura se insertaron las mutaciones puntuales utilizando el 

programa SWISS-PDB Viewer. Posteriormente se corrió una minimización energética y 

la estructura resultante fue minimizada pero ahora en presencia del análogo del 

producto de la reacción de PRA isomerasa (rCDRP) con el servidor del RosettaDesign. 

Se seleccionó la estructura mejor calificada y como último paso se hizo un análisis de 

modos vibracionales de baja frecuencia utilizando el servidor de ElNemo. Se seleccionó 
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el modelo con la mejor calificación y fue minimizado con el programa UCSF Chimera en 

presencia del análogo del producto de la reacción de PRA isomerasa (rCDRP). Los 

modelos resultantes son los analizados en el Capítulo 4 del presente trabajo.  
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6. Resultados y discusión 
 En el Capítulo 1 se analiza la capacidad de la estructura de la enzima TrpF-LoxP 

para soportar el intercambio sistemático de diferentes asas β/α, proyecto que fue 

iniciado en la Tesis de Maestría (30) y el cual fue concluido en el inicio del doctorado 

(16). En el Capítulo 2 se presenta el análisis de la relación estructura-función de 

diferentes asas β/α intercambiadas en el asa 6 de TrpF (24). Para este segundo capítulo 

se desarrollaron nuevas estrategias experimentales tanto de intercambio de asas como 

de diseño de las conexiones con la enzima molde (bisagras).  

En el Capítulo 3 se discute la utilización de dos estrategias para explorar la nueva 

actividad de ProFAR isomerasa en la enzima TrpF. La primera es mediante el rediseño 

del sitio activo y el diseño de bisagras y la segunda es mediante el intercambio de asas 

y el diseño de bisagras. 
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Capítulo 1. Efecto en la estructura de TrpF-LoxP del intercambio sistemático de 

diferentes asas β/α 

 

En este capítulo se hizo la caracterización estructural de las variantes de la 

enzima TrpF-LoxP, las cuales tienen modificadas diferentes asas β/α como 

consecuencia del intercambio sistemático de sus asas catalíticas (SCLE del inglés: 

Systematic Catalytic Loop Exchange) (30). De esta manera se analizó la tolerancia 

estructural del intercambio sistemático de tres asas β/α de la enzima TrpF-LoxP. El gen 

de esta enzima tiene insertada la secuencia de un sitio de reconocimiento loxP en la 

posición correspondiente al asa α/β 4, el cual codifica para una inserción de 20 

aminoácidos en la enzima TrpF y por ello es un barril (β/α)8 modificado no existente en 

la naturaleza (31).  

Las asas 2, 4 y 6 de la enzima TrpF-LoxP se reemplazaron por otras asas β/α de 

diferentes tamaños y secuencias y el porcentaje de plegamiento de cada librería se 

analizó mediante su fusión con el gen reportero de plegamiento de la enzima 

cloranfenicol acetil transferasa (CAT). De esta manera si nuestra proteína fusionada es 

soluble, CAT también es soluble y por lo tanto provee de resistencia contra cloranfenicol 

a la célula que contiene esta fusión (30). La estrategia del SCLE incluyó la introducción 

de variabilidad a saturación mediante la introducción del codon NNS en las dos últimas 

posiciones de las hebras β que preceden a cada asa intercambiada y que apuntan hacia 

el interior del barril (β/α)8. Estos sitios se diseñaron con el objetivo de permitir un mejor 

ajuste estructural de las nuevas asas así como para introducir variabilidad en las áreas 

importantes para la catálisis. Además, el diseño del SCLE permite el intercambio 

sistemático de asas tanto a la misma posición estructural de la cual provienen como a 

posiciones diferentes (30).  

El sistema de selección de plegamiento in vivo se validó con diferentes 

construcciones como controles, las cuales fueron probadas en diferentes cepas de E. 

coli. Este análisis mostró que la única cepa que no reporta falsos positivos es la 

MC1061ΔthiE y que además la concentración óptima de cloranfenicol para discernir 

entre proteínas plegadas y desplegadas es de 20 μg/ml, lo cual permite un nivel de 

selección de plegamiento y a la par una alta viabilidad celular. Por lo tanto, todas 
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nuestras librerías fusionadas a CAT se evaluaron utilizando estas condiciones de 

presión de selección de plegamiento. Los resultados mostraron que entre el 30% y 90% 

de las variantes generadas en las diferentes librerías están plegadas. Para confirmar 

con mayor precisión la eficiencia de este método en la selección de variantes plegadas 

se hizo un análisis de tipo “Western blot” del extracto celular soluble de 72 variantes 

seleccionadas por crecer en presencia de cloranfenicol. Los resultados mostraron que 

todas las fusiones son solubles, lo cual confirma la eficiencia de nuestro método para 

seleccionar proteínas plegadas (30). 

Los espectros obtenidos por dicroísmo circular en el UV lejano, así como el 

cambio en los espectros de la emisión de fluorescencia de algunas variantes sin la 

fusión con CAT fueron muy similares con los de la enzima TrpF-LoxP, demostrando que 

las interacciones globales de la estructura se mantienen aún después de intercambiarle 

asas de diferentes posiciones y de quitarle la fusión con CAT (16). Además, su alto nivel 

de expresión en la fracción celular soluble sugiere que las variantes están 

correctamente plegadas y que los pequeños cambios observados en los espectros de 

CD podrían reflejar sólo algunos cambios estructurales a nivel local (16). Los resultados 

en extenso de este capítulo se encuentran en el manuscrito de la página siguiente (16).  

Con base en los resultados obtenidos al aplicar el método del SCLE al estudio de 

la estructura de la enzima TrpF-LoxP, concluimos dos aspectos importantes para la 

continuación del proyecto de doctorado: 1) es posible intercambiar sistemáticamente las 

asas β/α 2, 4 y 6 de TrpF-LoxP sin afectar su estabilidad, a pesar de que esta enzima es 

un barril (β/α)8 modificado, y 2) las dos posiciones de las hebras β que se mutaron a 

saturación son importantes para seleccionar proteínas plegadas pero sin función. 

Basados en estas conclusiones, en el Capítulo 2 del presente trabajo decidimos analizar 

la relación estructura-función de las asas β/α utilizando como modelo a la enzima 

original de TrpF. Además diseñamos una nueva estrategia de introducción de 

variabilidad en los residuos bisagra, los cuales son ahora los dos residuos finales de 

cada asa intercambiada.  
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Capítulo 2. Explorando la adaptabilidad de la relación estructura-función de las 

asas β/α de TrpF 

 

En esta parte del proyecto analizamos el rol funcional del intercambio de asas β/α 

en la actividad catalítica de la enzima TrpF de E. coli. Dado que la anterior estrategia fue 

para intercambiar asas de manera aleatoria e insertando variabilidad en los dos últimos 

residuos de la hebra beta de la estructura de TrpF que anteceden a cada asa 

intercambiada, decidimos desarrollar una nueva estrategia de intercambio de asas. Esta 

nueva estrategia incluye la introducción de variabilidad de secuencia (NNS) en los dos 

últimos residuos de cada asa intercambiada, los cuáles son los residuos que la unirán 

con el molde de TrpF. Además, las asas intercambiadas se seleccionaron para analizar 

aspectos específicos de cada una de ellas al ser transplantada al molde de TrpF. Esta 

estrategia se diseñó imitando al sistema de evolución natural de los anticuerpos, en el 

cual se introduce variabilidad de secuencia en ambos lados del asa de especificidad H3. 

Además el asa H3 puede ser codificada por diferentes genes lo cual aporta mayor 

diversidad y diversifica la unión a diferentes antígenos (32-34).  

La introducción de variabilidad en los residuos bisagra que conectan las nuevas 

asas con el resto de la proteína puede permitirles el muestreo de conformaciones que 

de otra manera no serían posibles (35), lo que incluye la exploración de posibles 

orientaciones óptimas para la catálisis. Con esta nueva estrategia experimental se 

reemplazó el asa β/α 6 de TrpF. Dicha asa se encuentra localizada justo arriba del 

residuo catalítico Asp 126 y está formando una tapa flexible sobre el sitio activo, la cual 

es crítica para la unión del sustrato y para la actividad de PRA isomerasa de TrpF. Las 

asas utilizadas como reemplazo se seleccionaron por tener relaciones funcionales, 

estructurales y evolutivas con el asa 6 de TrpF. De esta manera se seleccionó el asa 6 

de TrpA, el asa 6 de PriA y el asa 6 de HisA. Adicionalmente, se seleccionaron el asa 6 

de MetR sólo por mantener una posición estructural equivalente, mientras que las asas 

1 de PriA y 1 de HisA por no tener ningún tipo de relación. Asimismo, para explorar el rol 

intrínseco del asa 6 original, diseñamos una asa utilizando el programa RosettaDesign 

(36). Con esta asa diseñada se pretende preservar la estructura del asa original pero 

con diferente secuencia.  
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La capacidad funcional de cada una de las librerías construidas se evaluó 

mediante la complementación de la auxotrofía del gen de TrpF en la cepa JM101Δtrp. 

Posteriormente, las librerías se fusionaron al reportero de plegamiento de CAT para 

evaluar su capacidad de plegamiento usando la metodología de resistencia a 

cloranfenicol previamente descrita (16). Para estimar la capacidad de adaptación 

(adaptabilidad) en la estructura de TrpF de la relación estructura-función de cada asa 

intercambiada, desarrollamos un valor denominado SFLA (SFLA: Structure-Function 

Loop Adaptability). Este valor se utilizó para medir la capacidad de las variantes 

plegadas de acomodar productivamente el sustrato dentro del nuevo sitio activo. El valor 

final refleja la adaptabilidad de la relación estructura-función inherente de cada asa para 

mantener la actividad de PRA isomerasa en el molde de TrpF. Como valor de referencia 

probamos el efecto de introducir variabilidad sólo en los residuos bisagras Asn127 y 

Trp138, pero manteniendo el asa original de TrpF.  

Para la librería del asa silvestre con variabilidad en las bisagras se encontró que 

casi todas las variantes plegadas mantienen la actividad de PRA isomerasa, lo cual 

resulta en un valor de SFLA de 0.84 e indica la alta adaptabilidad de la relación 

estructura-función del asa original para acomodar de una manera productiva el sustrato 

de PRA en el sitio activo. Por otro lado, el asa con mejor adaptabilidad estructural y 

funcional para mantener la actividad de PRA isomerasa en el molde TrpF fue el asa 6 

de TrpA con un valor de SFLA de 0.70. En primera instancia este resultado es 

interesante, ya que esta enzima carece de la actividad de PRA isomerasa, pero 

concuerda con la sugerencia previa de que esta asa se encuentra cumpliendo un rol 

funcional equivalente en TrpF y TrpA, funcionando como una tapa que cierra el sitio 

activo de manera similar (37). Además, se ha sugerido que estas dos enzimas 

comparten el mismo origen evolutivo (37). Estas relaciones pueden explicar la buena 

adaptabilidad del asa de TrpA en TrpF. Por otro lado, a pesar de la alta similitud tanto 

de estructura como de secuencia entre las asas 6 de PriA y 6 de HisA, se encontró que 

el asa 6 de PriA muestra una mejor adaptabilidad (SFLA: 0.39) que el asa 6 de HisA 

(SFLA: 0.28). Este resultado puede ser explicado debido ha que el asa 6 de PriA tiene 

una participación importante en la especificidad de sustrato en la actividad de PRA 

isomerasa (21) mientras que HisA no posee esta actividad (38). Interesantemente, 



 42

después de haber hecho mutaciones que indujeron un cambio conformacional del asa 6 

de HisA, se obtuvo la actividad de PRA isomerasa con valores catalíticos cercanos a los 

de la enzima original de TrpF (39). Estas observaciones refuerzan el papel de la 

funcionalidad de esta asa para la actividad de PRA isomerasa. Contrario a ello, el valor 

de 0.13 de SFLA obtenido para el asa diseñada por el programa RosettaDesign 

confirma la pérdida del componente funcional de esta nueva asa, a pesar de mantener 

el 40% de la identidad de secuencia con el asa original de TrpF. De la misma manera se 

obtuvieron valores bajos de SFLA para el asa 6 de MetR, la cual solo tiene relación con 

el asa 6 de TrpF por mantener una posición estructural equivalente, y para las asas 1 de 

PriA y 1 de HisA, las cuales carecen de relaciones funcionales y estructurales con el asa 

6 de TrpF.  

De manera similar al asa H3 de los anticuerpos, las asas β/α de los barriles (β/α)8 varían 

en longitud, secuencia y estructura. Aunado a ello, se ha sugerido que la modularidad 

de las asas β/α es una manera utilizada convenientemente por la naturaleza en la 

evolución de la función de estas enzimas (40, 41). Aunque no sabemos si existe o 

existió un mecanismo sistemático similar al de los anticuerpos en la historia natural de 

los barriles (β/α)8, es tentador especular que los eventos resultado del intercambio de 

asas han sido capturados por la presión de selección, como se ha sugerido mediante un 

análisis filogenético en otra familia de enzimas (42). En el caso de TrpF es evidente que 

el asa 6 cumple los requisitos para su evolucionabilidad funcional, sugiriendo que la 

modularidad de los barriles (β/α)8 puede ser favorecida por la neutralidad (a través de 

un andamiaje estable) y por la plasticidad funcional (a través de sustituciones de asas 

β/α). De hecho las asas pueden tener propiedades funcionales que son difíciles de 

interpretar a partir de su secuencia y las cuales podrían ser trasladadas entre 

andamiajes diferentes usando la estrategia aquí descrita. Esto está implícito en los altos 

valores de SFLA del asa 6 de TrpA, la cual se había postulado que cumplía un rol 

similar en TrpA y TrpF; y del asa 6 de PriA la cual esta implicada en la especificidad y 

actividad de PRA isomerasa de PriA. En apoyo a esta hipótesis, recientemente se ha 

observado cómo diferentes secuencias de asas pueden reflejar la selección natural de 

la dinámica molecular de las mismas, la cual puede ser correlacionado con la función 

(43).  
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Los detalles en extenso correspondientes a este capítulo se presentan en el 

artículo de la siguiente página. Es importante señalar tres conclusiones de esta sección 

las cuales fueron fundamentales para el diseño de las siguientes secciones de nuestro 

trabajo: 1) es posible intercambiar sistemáticamente el asa β/α 6 de TrpF sin perder 

totalmente la actividad de PRA isomerasa de esta enzima; 2) se puede medir la 

adaptabilidad de la estructura-función de las asas reemplazadas mediante el SFLA; y 3) 

es posible trasladar el componente funcional implícito en las asas, siempre y cuando se 

diseñen sitios de variabilidad en las bisagras, los cuales son los puntos que la unirán 

con el nuevo andamiaje.  
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Capítulo 3. Rediseño del sitio activo de TrpF basado en el conocimiento de la 
evolución natural de una familia de barriles (β/α)8 isomerasas. 

 

La reacción de isomerización de PRA catalizada por TrpF requiere de un ácido 

general para protonar a el oxígeno del anillo de la furanosa y una base general para 

desprotonar el intermediario de la base de Schiff del cuerpo de la ribosa (Figura 1) (18). 

Dado que los mecanismos de reacción de TrpF y PriA son similares, y que los residuos 

catalíticos están ubicados en posiciones que podrían ser equivalentes, decidimos 

construir variantes de TrpF que contuvieran la ubicación estructural e identidad de los 

residuos catalíticos de PriA, y medir si preservaban la actividad de PRA isomerasa. 

Además decidimos investigar si estas modificaciones pueden hacer que TrpF obtenga la 

nueva actividad de ProFAR isomerasa (al tener una constelación catalítica similar a la 

de PriA), o si es necesario un rearreglo adicional del sitio activo (como el intercambio de 

asas).  

Los residuos catalíticos de TrpF son la Cys7 (base general) y el Asp126 (ácido 

general) (18) y de PriA son el Asp11 (base general) y el Asp130 (ácido general) (20) 

(Figura 1). Adicionalmente en PriA se ha observado que el residuo Thr166 es 

indispensable tanto para la actividad de PRA isomerasa como la de ProFAR isomerasa 

(20). Por otro lado, la enzima HisA utiliza los residuos catalíticos Asp11 y Asp130 al 

igual que PriA y se ha sugerido que el residuo Thr166 es importante para mantener una 

buena actividad de ProFAR isomerasa (18). En la Figura 1 se muestra la reacción 

enzimática catalizada por estas enzimas. Basados en esto, decidimos que el rediseño 

del sitio activo de TrpF además de tomar en cuenta los dos aspárticos catalíticos de 

PriA también debía de incluir el residuo Thr166. Este rediseño del sitio activo se abordó 

desde diferentes estrategias (Figura 2). 
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Mecanismo del 
“ion imino”

Espontánea

Base de 
Schiff

En PRA y CdRP (Reacción de TrpF)

En ProFAR y PRFAR (Reacción de HisA)

 
Figura 1. Mecanismo propuesto del rearreglo de Amadori que cataliza TrpF y HisA. El ácido general AH 

es el Asp126 (TrpF) o el Asp130 (HisA y PriA). La base general B
-
 es la Cys7 (TrpF) o el Asp11 (HisA y 

PriA). El mecanismo de reacción más aceptado involucra la catálisis general ácido-base seguida de la 

isomerización espontánea de una aminoaldosa fosforilada a su correspondiente aminocetosa. En el 

primer paso, el oxígeno del anillo de la furanosa de PRA/ProFAR es protonado por el ácido general AH, 

formando como intemediario una base de Schiff. Posteriormente el protón es abstraído del C2´ de la 

ribosa por la base general B
-
para formar la enolamina de CdRP/PRFAR. La conversión subsecuente de la 

enolamina de CdRP/PRFAR a la forma ceto ocurre espontáneamente. Para PriA el grupo R puede ser 

PRA/ProFAR, debido a que esta enzima cataliza ambas reacciones enzimáticas.  
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Librería 4NNS Librería 3NNS

Variante DDT Librería DDT con bisagras

Residuos catalíticos 
de PriA colocados 

en la misma posición 
en TrpF

Variación a saturación 
de los residuos de 

TrpF equivalentes a 
los residuos 

catalíticos de PriA

a)

b) c)

d) e)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Descripción de las estrategias usadas para el rediseño del sitio activo de TrpF. a) Sobreposición 

estructural de TrpF (PDB: 1pii) y PriA (PDB: 2vep) donde se muestran los residuos implicados en la 

actividad catalítica de ambas enzimas. b) Modelo que ilustra la posición de los residuos Asp 7, Asp107 y 

Thr 126 de la variante DDT. c) Modelo que además de mostrar las posiciones de los residuos Asp 7, 

Asp107 y Thr 126 también ilustra los residuos bisagra (“hinge”) que fueron mutados a saturación con el 

codon NNS. d) Ubicación estructural de los 4 residuos mutados a saturación de la librería 4NNS: Cys 7, 

Leu 106, Ser 107 y Asp 126. e) Ubicación estructural de los 3 residuos mutados a saturación de la librería 

3NNS: Cys 7, Leu 106 y Ser 107. Todos los modelos se hicieron utilizando como templado la estructura 

de TrpF del PDB 1pii. También se muestra el análogo del producto de la reacción de PRA isomerasa 

(rCDRP), el cual se tomó de TrpF de Thermotoga maritima (PDB: 1lbm). 

 

La primera estrategia consistió en colocar los residuos involucrados en la catálisis 

de PriA en la misma posición en TrpF, construyéndose la variante DDT (Figura 2b). 

Dado que para mantener la actividad de TrpF puede ser necesario un rearreglo de estos 

residuos y de las asas β/α que se ubican sobre ellos (16, 27), decidimos mutar a 

saturación los residuos correspondientes a cada una de las bisagras (“hinges”) amino 

de sus respectivas asas 1, 5 y 6, construyéndose la librería DDT con bisagras (Figura 

2c). En la segunda estrategia optamos por mutar a saturación los residuos catalíticos 

Cys7 y Asp126 los cuales están ubicados en una posición equivalente al Asp11 y 

Thr166 de PriA, respectivamente (Figura 2a). Además, mutamos los residuos Leu106 y 
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Ser107, que aunque no están involucrados en la catálisis de TrpF, serían equivalentes a 

la posición estructural del residuo Asp130 de PriA (Figura 2a). De esta manera se 

diseñó la librería 4NNS (Figura 2d). Como este diseño permite que la combinación de 

los residuos originales vuelva a ser seleccionada en la posiciones 7 y 126, decidimos 

construir otra librería que no permitiera dicha selección. La nueva librería se denominó 

3NNS y sólo difiere de la 4NNS en que se cambió al Asp126 por alanina y no a 

saturación (Figura 2e). De esta manera este diseño ya no permite la selección del 

residuo catalítico Asp126 de TrpF. 

 

Análisis de la actividad de PRA isomerasa 
Las cuatro construcciones/librerías descritas en la Figura 2 se evaluaron por su 

capacidad para complementar la auxotrofia del gen de TrpF en la cepa JM101ΔtrpF, 

dado que se ha observado que una cinética de crecimiento de esta cepa en medio 

mínimo complementada con la enzima TrpF, o con mutantes de la misma, constituye un 

indicador confiable de la existencia de actividad catalítica de PRA isomerasa (18, 27). 

De la variante DDT (Figura 2b) y la librería DDT con bisagras (Figura 2c) no se 

obtuvieron mutantes que complementaran dicha actividad.  

Para la librería 4NNS encontramos 8 mutantes que complementaron la actividad 

de PRA isomerasa (Tabla 1). Todas ellas tienen de nuevo los residuos originales en las 

posiciones Cys7 y Asp126 y sólo presentan variabilidad en las otras dos posiciones que 

fueron mutadas (Leu106 y Ser107). A pesar de que los residuos Leu106 y Ser107 no 

funcionan como catalíticos, nuestros resultados indican que sí tienen una ligera 

influencia en la actividad enzimática de TrpF, esto debido a que las mutantes 

seleccionadas complementaron más lentamente la auxotrofía que la enzima silvestre. 

Probablemente estos residuos influyen en la correcta orientación de los dos residuos 

catalíticos (Figura 2a).  
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Variante CDA

Variante CDA Plásmido vacío Variante DDT

a)

c)

b)

Tabla 1. Secuencias de las mutantes de la librería  

4NNS que complementaron la auxotrofía del gen de TrpF. 

No. de 
variante 

Residuo en la 
posición  

Cys7 

Residuo en la 
posición  
Leu106 

Residuo en la 
posición  
Ser107 

Residuo en la 
posición  
Asp126 

1831 Cys Leu Ser Asp 

1832 Cys Gln Pro Asp 

1833 Cys Pro Arg Asp 

1834 Cys Leu Ser Asp 

1448 Cys Leu Ser Asp 

1449 Cys Leu Ser Asp 

5660 Cys Val Ala Asp 

5661 Cys Val Ala Asp 

 

De la librería 3NNS encontramos sólo una variante que complementó la 

auxotrofía de TrpF y por lo tanto mantiene la actividad de PRA isomerasa (Figura 3c). 

Esta variante fue denominada CDA (Figura 3b).  

 
 
 
Figura 3. Características de la variante CDA. a) 
Empalme estructural entre TrpF (PDB: 1pii) y 

PriA (PDB: 2vep). b) Ubicación de los residuos 

seleccionados en la variante CDA (Cys7, 

Asp107 y Ala126). c) Complementación de la 

auxotrofía del gen de TrpF en medio mínimo 

sólido por la variante CDA, el plásmido vacío y la 

variante DDT. 
 
 
 

 
Rediseño de la variante CDA  

Como previamente habíamos sugerido la importancia de la Thr166 para la 

actividad de PRA isomerasa de PriA (20) decidimos colocar este residuo en la posición 

equivalente en la variante CDA. De esta manera hicimos la mutación Ala126Thr 

obteniendo la variante CDT (Cys7, Asp107 y Thr126). Al comparar la velocidad de 
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complementación de CDT con CDA encontramos que CDT complementa más 

rápidamente la actividad de PRA isomerasa (Figura 4a), a pesar de que ambas se 

encuentran solubles en cantidades muy similares a las de la enzima silvestre (Figura 

4b). En la Figura 4a y 4b también se muestra que la nula complementación de la 

variante DDT no se debió a problemas con su solubilidad.  
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Figura 4. Análisis de complementación y niveles de solubilidad de diferentes variantes. a) Cinéticas de 

crecimiento de la cepa MC1061ΔtrpF en medio mínimo líquido complementada con diferentes variantes. 

b) Extracto total soluble de las variantes analizadas en la cinética de crecimiento. La flecha indica la 

región de las proteínas en análisis y el valor equivale a las unidades de intensidad de la banda 

correspondiente a cada proteína. El plásmido vacío tiene 1.3 veces mayor cantidad de proteína total que 

las demás muestras. 

 
Análisis de los posibles residuos funcionales de las variantes CDA y CDT 

Para demostrar el rol funcional de los nuevos residuos se hizo una mutagénesis 

por alanina de cada uno de ellos construyéndose las mutantes descritas en la Tabla 2. 

De las tres mutaciones hechas en la variante CDT sólo la mutante ADT perdió 

totalmente la actividad mientras que las mutantes CDA y CAT se vieron medianamente 

afectadas (Figura 5a), aún cuando ambas son igual o más solubles que la variante CDT 

(Figura 5c).  
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Tabla 2. Mutaciones puntuales de las variantes CDT y CDA  

Variante 
original 

Descripción de la 
mutación 

Nombre de la 
mutante 

CDT Cys7Ala ADT 

 Asp107Ala CAT 

 Thr126Ala CDA 

   

CDA Cys7Ala ADA 

 Asp107Ala CAA 

 

Al hacer la mutación Cys7Ala en la variante CDA (mutante ADA) encontramos 

que se perdió totalmente la actividad de PRA isomerasa (Figura 5b), lo cual también se 

observó al hacer la misma mutación en la variante CDT (Figura 5a, mutante ADT). Al 

comparar la mutante CAA (la cual mantiene la actividad de PRA isomerasa) con las 

mutantes ADA y ADT (que no mantienen la actividad) se observó que las tres se 

expresan de forma soluble en cantidades muy similares, lo cual sugiere que la 

solubilidad no es la responsable de la pérdida de actividad por la mutación Cys7Ala 

(Figura 5c).  
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Figura 5. Análisis de complementación y niveles de solubilidad de diferentes variantes. a y b) Cinéticas 

de crecimiento de la cepa MC1061ΔtrpF en medio mínimo líquido complementada con diferentes 

variantes. c) Extracto total soluble de las variantes analizadas en la cinética de crecimiento. La flecha 

indica la región de las proteínas en análisis y el valor equivale a las unidades de intensidad de la banda 
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correspondiente a cada proteína. El plásmido vacío tiene 1.3 veces mayor cantidad de proteína total que 

las demás muestras. 

 

Análisis de la función de ProFAR isomerasa 
Debido a que las variantes CDA y CDT tienen los residuos catalíticos en 

posiciones equivalentes a los de PriA, también podrían estar llevando a cabo la 

actividad de ProFAR isomerasa,  por lo cual se evaluó su habilidad para complementar 

la auxotrofía del gen de HisA en la cepa de selección E. coli HFRG6 (20). También se 

evaluaron todas las construcciones descritas en la Figura 2. Los resultados obtenidos 

indican que ninguna de todas estas variantes/librerías complementa la auxotrofía del 

gen HisA, descartando así que alguna variante posea la actividad de ProFAR 

isomerasa.  

 

Mecanismo catalítico propuesto para las variantes CDA y CDT 
Con el objetivo de proponer un mecanismo catalítico para las nuevas variantes, 

se elaboraron los modelos de su estructura tridimensional. Ambos modelos fueron 

idénticos y sólo cambió la identidad de la cadena lateral del residuo 126 ya sea por 

alanina (CDA) o por treonina (CDT), por lo que decidimos ejemplificar los resultados 

experimentales con el modelo de la variante CDT (Figura 6b). Como era de esperarse, 

en el modelo de la estructura de la variante CDT se puede observar que la Cys7 

mantiene la misma posición que en la estructura original de TrpF y se encuentra en una 

posición equivalente a la del Asp11 de PriA (Figuras 6a y 6b). La pérdida de actividad 

causada al hacer la mutación Cys7Ala tanto en la variante CDT como en la CDA sugiere 

que este residuo sigue siendo la base general como lo era en la enzima original (18).  
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a) b)

 
Figura 6. Modelos estructurales de la variante CDT. Los modelos se construyeron utilizando el paquete 

UCSF Chimera (44) y se optimizaron con el servidor RosettaDesign (36). Los modos vibracionales de baja 

frecuencia se obtuvieron utilizando el servidor ElNemo (45). En las figuras se muestra la sobreposición del 

modelo obtenido para la variante CDT con: a) TrpF (PDB: 1pii) y b) PriA (PDB: 2vep). 

 

Asignar qué residuo funge como el ácido general es más complicado debido a 

que tanto la mutación Asp107Ala en la variante CDA como las mutaciones Asp107Ala y 

Thr126Ala en la variante CDT redujeron la actividad de PRA isomerasa pero no la 

eliminaron. Esto sugiere que ambos residuos están cumpliendo un rol importante pero 

que no son absolutamente necesarios. Lo que si es importante señalar es que la 

actividad enzimática parece estarse viendo favorecida al mantener la combinación del 

Asp107 con la Thr126 (variante CDT), mostrando una complementación cercana a la 

observada para TrpF pero lejos de las demás mutantes (Figura 5a y b). Es más factible 

que el Asp107 sea el ácido general, debido a que es poco probable que el grupo 

hidroxilo de la cadena lateral de la Thr126 pueda proveer un protón para la catálisis 

(18). Además, la ubicación de los residuos Asp107 y Thr126 en el modelo de la variante 

CDT es muy similar a la posición que en PriA ocupan el Asp130 y la Thr166 

respectivamente (Figura 6b). Esto sugiere que las variantes CDT y CDA pueden tener 

un mecanismo catalítico similar al de PriA, en donde el Asp107 (equivalente al Asp130 

de PriA) estaría cumpliendo el rol del ácido general. Mientras que el rol funcional de la 

Thr126 de la variante CDT (equivalente a la Thr166 de PriA) se encuentra aún sin 

aclararse, pero como también ha sido observado en PriA (20), parecería que este 
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residuo está involucrado de alguna manera en la catálisis y que aunque en la variante 

CDT no es esencial como lo es en PriA, si es importante para mejorar la actividad de 

PRA isomerasa de CDT, lo cual la hace diferente de la variante CDA. Adicionalmente, el 

análisis de modos vibracionales de baja frecuencia de la estructura de TrpF obtenido 

por el servidor de ElNemo (45) muestra que la hebra β5 (que es donde se encuentra el 

Asp107) posee una tendencia a moverse hacia el centro del barril, lo cual favorecería el 

acercamiento de este residuo y su participación como el nuevo ácido general tanto en la 

variante CDA como en CDT (datos no mostrados). 

Pero ¿como explicar que está pasando con las mutantes que no tienen el Asp107 

(CAA y CAT) que sería el ácido general y que siguen siendo activas? La 

complementación de actividad de estas mutantes podría estarse debiendo a un 

fenómeno de catálisis asistida por sustrato. Este fenómeno ha sido previamente 

sugerido para variantes de las enzimas PriA y HisA las cuales carecen del residuo que 

funge como el ácido general y en las que se argumenta que la catálisis puede estarse 

dando mediante la ayuda del grupo carboxilato de PRA el cual estaría supliendo la 

ausencia del ácido general (20) y por lo tanto mantienen una actividad vestigial. En este 

contexto en TrpF de Thermotoga maritima se encontró que aún después de mutarle el 

Asp126 (ácido general) mantenía una actividad vestigial (18), lo cual también sugiere un 

fenómeno de catálisis asistida por sustrato. Con base en estas observaciones podemos 

sugerir que la actividad encontrada en las mutantes CAA y CAT puede ser explicada por 

una catálisis asistida por sustrato.   

Mediante la estrategia de imitar el sitio activo de PriA en TrpF no es posible 

obtener la actividad de ProFAR isomerasa pero si es posible mantener la actividad 

original de PRA isomerasa. Tomando en cuenta estos resultados decidimos explorar si 

al intercambiar algunas asas de TrpF por las de PriA se puede lograr este cambio de 

actividad. También decidimos que nuestro diseño de intercambio de las asas 1, 5 y 6 de 

TrpF por las equivalentes de PriA debe hacerse sobre dos moldes de TrpF: uno que 

mantenga la posición original de sus residuos catalíticos y el otro que posea los 

residuos equivalentes de PriA (como se analizó en este capítulo). De esta manera 

estamos dando oportunidad de que tanto los residuos catalíticos al estilo TrpF como al 

estilo PriA puedan ser explorados funcionalmente en conjunto con el intercambio de 
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asas, todo ello con el objetivo final de explorar como obtener la actividad de ProFAR 

isomerasa en TrpF.  
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Capítulo 4. Intercambio de las asas β/α 1, 5 y 6 de TrpF por las asas equivalentes 
de PriA 

 
Diseño de la estrategia del intercambio de asas 

Con el objetivo de explorar in vivo la actividad de ProFAR isomerasa en TrpF y a 

la par de mantener su actividad de PRA isomerasa mediante la estrategia del 

intercambio y adaptación de las asas β/α, decidimos intercambiarle las asas 1, 5 y 6 a 

TrpF por las equivalentes de PriA. Se seleccionaron estas asas por ser las que tienen 

las principales diferencias estructurales entre PriA y HisA, por lo que pueden estar 

relacionadas tanto en la adquisición de la actividad de PRA isomerasa como en el 

mantenimiento de la actividad de ProFAR isomerasa de PriA (20).  

Las tres asas de TrpF se intercambiaron en conjunto con la introducción de 

cuatro sitios de variabilidad NNS: dos en la bisagra amino del asa 1 y uno para cada 

una de las bisagras amino del asa 5 y 6. De los dos sitios NNS introducidos para el asa 

1, uno corresponde a la posición equivalente al residuo catalítico Cys7 y el segundo a la 

bisagra de esta asa (Figura 7).  

 

 

 

 

 
Figura 7. Estructura de TrpF (verde) con la 

sobreposición de las asas 1, 5 y 6 de PriA (rojo). Las 

asas 1, 5 y 6 de TrpF están señaladas en color gris. 

También se muestra la ubicación de los sitios de 

introducción de variabilidad (NNS).  
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Tomando en cuenta los resultados obtenidos al rediseñar el sitio activo de TrpF 

(Capítulo 3) decidimos insertar las 3 asas en conjunto con la variabilidad de las bisagras 

en los dos moldes de TrpF (Figura 8). De esta manera para cada molde de TrpF se 

construyó una librería  
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Figura 8. Ilustración a nivel de secuencia primaria del intercambio de asas y los cambios de secuencia 

realizados en los dos moldes de TrpF. a) TrpF con los residuos catalíticos al estilo PriA (Asp11, Asp130 y 

Thr166). b) TrpF con los residuos catalíticos al estilo TrpF (Cys7 y Asp126).  
 

Análisis de las actividades de PRA y de ProFAR isomerasa 
La capacidad funcional de las dos librerías se analizóa in vivo por la 

complementación de la auxotrofía tanto de la actividad de PRA isomerasa como de la 

actividad de ProFAR isomerasa en las respectivas cepas de selección. De la librería con 

los residuos catalíticos al estilo PriA (Figura 8a), la cual tiene un tamaño teórico de 1.04 

x 106 variantes, se aislaron tres variantes complementando las diferentes auxotrofías: 

New4p y NewJUN con ambas actividades (PRA y ProFAR isomerasa) y NewF con una 

sola actividad (PRA isomerasa), mientras que de la librería con los residuos catalíticos 

al estilo TrpF (Figura 8b), cuyo tamaño es el mismo que la anterior, se aislaron cuatro 

variantes: C8-6 y Carol 3 con actividad de PRA y de ProFAR isomerasa y C8-2 y Gajos 

con actividad sólo de PRA isomerasa. Para analizar de manera cuantitativa la capacidad 

de complementación de cada una de estas variantes se hicieron cinéticas de 

crecimiento en medio mínimo líquido adicionando diferentes concentraciones de 

triptófano o histidina (según corresponda la cepa de selección). Inicialmente analizamos 

el control negativo (plásmido vacío) en presencia de las diferentes condiciones de medio 

de cultivo. Este análisis mostró que existe una correlación directa entre la concentración 
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de triptófano o de histidina adicionada al medio de cultivo y la densidad celular 

producida en dicha condición (Figura 9).  

 

Figura 9. Correlación de la densidad celular con respecto a la concentración del aminoácido adicionado al 

medio del cultivo. Los puntos rojos representan el promedio del cuadruplicado de la máxima densidad 

celular del control negativo (plásmido vacío) a las diferentes concentraciones de los aminoácidos 

triptófano o histidina.  
 

Encontramos que existe una correlación directa entre la densidad celular y la 

concentración del respectivo aminoácido en el medio de cultivo (Figura 9). Esta 

correlación nos sirvió para identificar que si la densidad celular de la variante en análisis 

sobrepasa a la mostrada por el control negativo (plásmido vacío) es señal de que existe 

una mayor producción del respectivo aminoácido y para poder producirlo dicha variante 

debe de estar complementando la actividad de PRA o de ProFAR isomerasa (según 

corresponda la selección). La Figura 10 muestra los resultados obtenidos para la 

actividad de PRA isomerasa y la Figura 11 para la actividad de ProFAR isomerasa. 

Debido a la cantidad de datos procedentes de las 1176 cinéticas de crecimiento 

decidimos mostrar de manera resumida solo las condiciones en las cuales las 

respectivas variantes presentan o no  complementación de actividad. 
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Figura 10 (continúa en la siguiente página). Análisis de complementación de la auxotrofía del gen de 

TrpF (actividad de PRA isomerasa) por las variantes ganadoras. El valor de 1 representa la condición 

estadísticamente significativa en la cual el promedio del valor máximo de OD de la variante (medido en 

unidades de densidad óptica a una Abs600nm) fue mayor que el promedio del control negativo (plásmido 

vacío). Los datos fueron obtenidos a partir de curvas de crecimiento en medio mínimo y para cada 

variante se analizaron 4 réplicas por cada concentración de triptófano. De esta manera se analizaron 48 

cinéticas de crecimiento por variante.  
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Figura 10. (CONTINUACION). 

 

La variante New4p presentó complementación de la actividad de PRA isomerasa 

en el intervalo de 0.23 a 0.83 μg/ml de concentración de triptófano, mientras que las 

variantes NewF y NewJUN presentan crecimiento en casi todas las concentraciones de 

triptófano (Figura 10). Dado que teníamos el antecedente de que la complementación 

de la actividad de PRA isomerasa de TrpF se mejora cuando se encuentra fusionada 

con CAT, subclonamos las variantes New4p, NewF y NewJUN con este reportero de 

plegamiento y analizamos el papel de dicha fusión en la complementación de ambas 

funciones enzimáticas. Para el caso de la actividad de PRA isomerasa observamos que 

las variantes NewF y NewJUN mejoran la capacidad de complementación de esta 

actividad al estar fusionadas con CAT, mientras que para New4p el efecto es contrario 
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(Figura 10). Por otro lado las variantes C8-2 y Carol 3 complementan muy similar a 

New4p (en el intervalo de 0.23 a 0.83 μg/ml de concentración de triptófano para la 

primera y de 0.33 a 0.69 μg/ml para la segunda), mientras que las variantes C8-6 y 

Gajos sólo complementan en un intervalo muy limitado de concentración de triptófano: 

de 0.40 a 0.58 μg/ml (Figura 10).  

La complementación de la actividad de ProFAR isomerasa fue menos exitosa en 

comparación con la de PRA isomerasa. Sólo las variantes Carol 3, C8-6, New4p, 

New4p-CAT y NewJUN-CAT complementaron la auxotrofía del gen de HisA y dicha 

complementación sólo fue observada en pocas condiciones del medio de cultivo (Figura 

11). Estos resultados sugieren, por ejemplo, que la sobreexpresión obtenida por el 

aumento de la concentración de IPTG para la variante Carol 3 es un factor importante 

para obtener complementación de la actividad pero también es necesario adicionar 

pequeñas concentraciones de histidina (0.5 y 1 μg/ml). Contrario a este comportamiento 

fue el de la variante New4p, en donde encontramos que cuando se encuentra sin CAT 

la complementación depende de la sobreexpresión obtenida con 1mM de IPTG y 

también de la adición de trazas de histidina (0.69, 0.83 y 1 μg/ml) y cuando está en 

fusión con CAT también depende de la sobreexpresión con 1 mM de IPTG pero de una 

menor cantidad de histidina (0 y 0.5 μg/ml). Por otro lado las variantes C8-6 y NewJUN-

CAT sólo complementaron en una condición de todas las probadas: para C8-6 en 1 mM 

de IPTG y 1 μg/ml de histidina, y para NewJUN-CAT en 1mM de IPTG y 0.69 μg/ml de 

histidina.  
Figura 11. Resumen del 

análisis de complementación 

de la auxotrofía del gen de 

HisA (actividad de ProFAR 

isomerasa) por las variantes 

ganadoras. En la figura solo se 

presentan las variantes y las 

condiciones estadísticamente 

significativas en las cuales el 

promedio del valor máximo de 

OD (medido en unidades de 

densidad óptica a una 
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Abs600nm) es mayor que el promedio del control negativo (plásmido vacío). Los datos fueron obtenidos a 

partir de curvas de crecimiento en medio mínimo y para cada variante se analizaron 4 réplicas por 

concentración de IPTG e histidina. De esta manera se analizaron 48 cinéticas de crecimiento por variante.  
 

Para confirmar que los cultivos de las variantes que están complementando las 

respectivas cepas de selección son resultado del plásmido que tiene el gen de cada 

variante y no de otras mutaciones adaptativas en el cromosoma de la bacteria, se 

esparcieron colonias en cajas de LB y se extrajo de nuevo el plásmido. Este plásmido 

se utilizó para transformar células nuevas con la misma auxotrofía y estas células se 

estriaron en LB y en medio mínimo confirmando nuevamente que la complementación 

es producto de los plásmidos que contienen las diferentes variantes. Se secuenciaron 

estos plásmidos y encontramos que las secuencias son idénticas a las variantes 

originales. Además, para asegurarnos de que la complementación se debe a los genes 

que codifican para cada variante y no a algunas mutaciones adicionales adquiridas 

durante la construcción del plásmido, se aislaron los fragmentos de 700 pb 

correspondientes a los genes de cada variante y se subclonaron en vector nuevo y se 

confirmó nuevamente la complementación. Esto también se observó cuando fusionamos 

algunas variantes con CAT en se encontró que nuevamente rescatábamos la 

complementación. 

La adición de triptófano o de histidina al medio mínimo se hizo para minimizar el 

estrés celular causado por la deficiencia de ese aminoácido y por la falta de la completa 

vía metabólica correspondiente. Los resultados obtenidos muestran que la 

complementación de las actividades por nuestras variantes es muy sensible a diferentes 

concentraciones de estos aminoácidos lo cual es indicativo de que las actividades 

enzimáticas que tenemos son vestigiales y requieren de múltiples efectos o conexiones 

dentro del citoplasma celular para poder que la actividad enzimática se vea reflejada en 

el crecimiento celular. Además también reflejan la baja sensibilidad del sistema cuando 

las actividades enzimáticas a seleccionar son vestigiales.  
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7. Conclusiones 
Con el método para el intercambio sistemático de asas catalíticas SCLE (del 

inglés: Systematic Catalytic Loop Exchange) se encontró que es posible intercambiar 

sistemáticamente las asas β/α 2, 4 y 6 de la enzima TrpF-LoxP sin afectar su 

estabilidad, a pesar de que esta enzima es un barril (β/α)8 modificado (16). Además 

encontramos que las dos posiciones de las hebras β que preceden a cada asa 

intercambiada y que fueron mutadas a saturación son importantes para seleccionar 

proteínas plegadas pero sin función.  

El análisis de la adaptabilidad de la relación estructura-función de las asas β/α en 

TrpF mostró que es posible medir la adaptabilidad funcional de estas asas mediante el 

valor de SFLA (24). Además encontramos que es posible trasladar el componente 

funcional implícito en las asas pero siempre y cuando se diseñen sitios de variabilidad 

en los residuos bisagra los cuales la unirán con el nuevo andamiaje, ayudando a su 

adaptabilidad funcional y estructural.  

Los reemplazos de asas hechos en TrpF modificaron drásticamente el arreglo 

original del sitio activo y como consecuencia afectaron los parámetros catalíticos (24). 

Dada la posición estructural y la importancia del asa 6 en la unión del sustrato y la 

actividad catalítica de esta enzima, todas las nuevas variantes podrían ser 

seleccionadas para diferentes especificidades de sustrato así como para otras 

actividades catalíticas. Además nuestra estrategia demostró su viabilidad imitando al 

sistema de generación de variabilidad natural en el asa H3 de los anticuerpos (24). 
El conocer parte de la historia natural de HisA, PriA y TrpF (4, 20) nos permitió 

abordar el rediseño de los residuos catalíticos de TrpF desde diversas estrategias, con 

las cuales se obtuvo información importante sobre la función de esta enzima, la cual no 

hubiera sido posible adquirir de otra manera. Basado en los resultados experimentales y 

en los modelos construidos para las variantes CDA y CDT se sugirió un mecanismo 

catalítico, en donde la Cys7 mantiene su rol como base general, mientras que el Asp107 

puede ser el nuevo ácido general. La Thr126 de la variante CDT parece estar 

cumpliendo un rol importante al mejorar la actividad catalítica de CDT, tal y como ha 

sido observado en PriA para el residuo equivalente, la Thr166 (20). El mecanismo de 

reacción propuesto parece funcionar como una combinación de los residuos catalíticos 
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de TrpF y PriA, en donde de TrpF estaría conservando la identidad y la posición de la 

base general (Cys7) y de PriA estaría imitando la ubicación e identidad del ácido 

general (Asp107) y la ubicación y el rol funcional de la Thr166 (ahora Thr126 en TrpF).  

La introducción de los sitios de variabilidad NNS en el intercambio de las asas 1, 

5 y 6 de TrpF por las correspondientes de PriA fue importante para obtener proteínas 

con función de PRA y/o de ProFAR isomerasa que demuestran actividad in vivo. Prueba 

de ello es que a partir de dos librerías de un millón de variantes cada una sólo se 

obtuvieron siete variantes con alguna función, cuyas diferencias radican básicamente en 

los residuos seleccionados en las posiciones mutagenizadas con NNS. Es importante 

señalar que la exploración de ambas actividades in vivo pudo llevarse a cabo en los dos 

moldes de los sitios activos de TrpF, corroborando con ello la adaptabilidad del rediseño 

del sitio activo. Aunque cabe señalar que de la librería con el sitio activo al estilo de 

TrpF fue de donde se obtuvieron más variantes y sin mutaciones adicionales en las 

asas intercambiadas, mientras que de la librería construida con el sitio activo al estilo de 

PriA dos de de las tres variantes ganadoras presentaron mutaciones adicionales en las 

asas intercambiadas. Esto también refleja la fuerte presión de selección sobre la 

secuencia de estas asas así como la dependencia de su secuencia y adaptación para 

lograr la exploración de nuevas funciones enzimáticas. 

Uno de los objetivos finales del proyecto de doctorado fue explorar in vivo las 

nuevas funciones enzimáticas adquiridas mediante la utilización de la estrategia de 

intercambio asas y variabilidad en las bisagras. La evolución y caracterización in vitro de 

estas variantes es parte de otro proyecto del laboratorio, pero podemos concluir que es 

posible obtener (in vivo) la nueva actividad de ProFAR isomerasa en algunas de las 

variantes de TrpF con las asas 1, 5 y 6 de PriA. Incluso algunas como New4p, NewJUN-

CAT, Carol 3 y C8-6 mantuvieron además la actividad original de PRA isomerasa, lo que 

las hace ser bifuncionales. Dado que las actividades enzimáticas que estamos 

explorando parecen ser muy bajas, fue necesario aplicar un análisis masivo de 

complementación para encontrar el intervalo de condiciones en las cuales fuese posible 

asignar una complementación real de la actividad enzimática in vivo.  

Las asas β/α de TrpF pueden ser intercambiadas sin afectar la estabilidad de la 

proteína y sin perder la función original. Además con el diseño de bisagras se puede 
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adaptar en otras enzimas la relación estructura-función codificada en ellas. Todas las 

estrategias de intercambio de asas, introducción de variabilidad en sus bisagras y del 

rediseño del sitio activo, presentadas en su conjunto en la presente tesis son un camino 

prometedor para diseñar nuevas funciones enzimáticas en proteínas con el plegamiento 

de barril (β/α)8.  
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8. Perspectivas 
A continuación enunciamos algunos de los experimentos que consideramos más 

inmediatos para el futuro avance del proyecto presentado en esta tesis de investigación. 

El orden de los mismos es acorde a los capítulos presentados.  

 

 Sobre-expresar y purificar las variantes CDA y CDT así como las mutantes 

puntuales de alanina. Con esto se puede llevar a cabo el análisis de la actividad 

enzimática de PRA isomerasa in vitro, lo cual ayudaría a describir con detalle el 

mecanismo de reacción del sitio activo rediseñado de TrpF y el rol funcional de 

cada uno de los residuos que participan en la catálisis.  

 Implementar diferentes estrategias de evolución dirigida en las variantes CDA y 

CDT para lograr que el sitio activo rediseñado funcione con los mismos 

parámetros cinéticos que el original y analizar donde ocurrieron las mutaciones 

que lo mejoraron.  

 Resolver la estructura tridimensional de las variantes que tienen rediseñado el 

sitio activo de TrpF y con ello explicar con detalle el posible mecanismo de 

reacción. 

 Mejorar la actividad enzimática de las variantes ganadoras con las tres asas de 

PriA intercambiadas en TrpF mediante la identificación de mutaciones 

estabilizadoras que les permitan mantener la función y sobre ellas probar nuevos 

ciclos de evolución dirigida.  

 Probar diferentes técnicas de evolución dirigida para mejorar la actividad y 

estabilidad de las variantes ganadoras e incluso hacerlo con la fusión a diversos 

reporteros de plegamiento, lo que puede ayudar a encontrar mutantes 

estabilizadas por las fusiones.  

 Probar la selección de actividades de PRA y de ProFAR isomerasa en cepas que 

tengan la co-expresión de chaperonas como GroEL y GroES.  

 Dado que en algunas variantes mantenemos la actividad original de PRA 

isomerasa, se podría mejorar la actividad de ProFAR isomerasa a través de 

selección por “neutral drift”. Purificar las variantes ganadoras y hacer los 

respectivos ensayos de actividad enzimática in vitro. 
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10. Anexos 
 Otras publicaciones generadas en este trabajo: 
 
 
1. Wright, H., Noda-Garcia, L., Ochoa-Leyva, A., Hodgson, D.A., Fulop, V., and Barona-

Gomez, F. (2008). The structure/function relationship of a dual-substrate (betaalpha)8-
isomerase. Biochem Biophys Res Commun 365, 16-21. 

 
2. Barona-Gómez, F.O.-L., A. Soberón, X. (2008). Advances and perspectives in protein 

engineering: From natural history to directed evolution of enzymes. In Advances in 
Protein Physical Chemistry., E.F.-V. García-Hernández, A., ed. (Kerala: Transworld 
Research Network), pp. 407-438. 
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