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RESUMEN

Las proteinas son biomacromoléculas que guardan una estrecha relaciéon entre su
estructura y su funcion. Investigar la relacion que existe entre la estructura y la funcion es
un importante tema de estudio en biomedicina y ha sido abordado desde diferentes
perspectivas, incluido el redisefio racional de proteinas. Las proteinas periplasmicas de
unién (PBP’s por sus siglas en inglés) son una superfamilia de proteinas muy versatiles, de
tamafno pequefio y gran afinidad por una serie de ligandos muy diversos, lo cual las

convierte en objetos de estudio ideales para el redisefio de proteinas.

Este estudio consisti6 en probar experimentalmente si mutaciones racionales disefiadas in
silico, pueden generar en la proteina peripldsmica de unién a L-lisina, L-arginina y
L-ornitina (LAO-wt) afinidad de novo por el ligando L-tirosina. La proteina LAO redisefiada
para unir L-tirosina (LAO-tyr), se caracterizé por métodos espectrofluorométricos y de
modelaje molecular, posteriormente compararé con datos de la proteina LAO-wt: La
afinidad de LAO-tyr por los ligandos L-arginina y L-histidina disminuye con respecto a
LAO-wt. Para el ligando L-tirosina, los datos espectrofluorométricos nos proporcionan
informacién sobre cambios conformacionales y afinidad poco selectiva, sin embargo, ain

existen dudas sobre los mecanismos moleculares.

Aunque el re-disefio de interacciones biomoleculares con el software Rosetta es una buena
aproximacion a la realidad, es necesario traer los disefios a la mesa de laboratorio, para
obtener informaciéon que podemos y debemos integrar al momento de hacer nuevos

disefios en este ciclo de retroalimentacién del redisefio proteinas.



INTRODUCCION

Estructura de las proteinas

Las proteinas son las macromoléculas biologicas mas abundantes, estan
presentes en todas las células y en todas las partes de las mismas. El ADN
contiene la informacién codificada para su fabricacion y son sintetizadas en
los ribosomas. En una sola célula se pueden encontrar miles de clases de

proteinas diferentes, que varian en tamafio, estructura y funcion [1].

Las proteinas son polimeros de aminoéacidos (aa) en los que cada residuo de
aminoacido esta unido al siguiente a través de un tipo especifico de enlace
covalente. Existen 22 aminocidos comunmente encontrados en las proteinas

los cuales contienen un grupo a-carboxilo, un grupo a-amino y un grupo

sustituyente (grupo R) caracteristico unido al carbono a (Figura 1) [2].

Este carbono a es asimétrico en todos los aminoacidos excepto la glicina, por
lo que los aminoacidos pueden existir en al menos dos formas
esteroisoméricas [2]. En proteinas normalmente se encuentran los
L-esteroisdmeros. Todas las propiedades funcionales y estructurales de las
proteinas derivan de las propiedades quimicas del polimero de aminoacidos.
También existen D-aminoacidos, los cuales son nada comunes, se

encuentran ya sea como constituyentes de polipéptidos o como metabolitos

libres [3].
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Figura 1. Grupos R de amino&cidos encontrados en las proteinas, clasificados de acuerdo a su polaridad (no

se incluyen los 22 aa). Modificado de Petsko, 2003 en Protein Function and Structure (Primers in Biology).
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Niveles de organizacion

Se han clasificado cuatro niveles de organizacion estructural en proteinas:
primario, secundario, terciario y cuaternario. La estructura primaria es una
descripciéon de todos los enlaces covalentes que unen los residuos
aminoacidos de una cadena polipeptidica, es decir, la secuencia ordenada de
los residuos de amino&cidos. La estructura secundaria se refiere a la
disposicion estable que da lugar a patrones estructurales repetitivos, tales
como hojas f o hélices a. La estructura terciaria describe todos los aspectos
del plegamiento tridimensional de un polipéptido. Cuando una proteina posee
dos 0 mas cadenas polipeptidicas se dice que su disposicion estructural es

cuaternaria [4] (Figura 2).

Estructura primaria Estructura secundaria Estructura terciaria Estructura cuaternaria

Residuos amino&cidos a hélice Cadena polipeptidica Subunidades ensambladas

Figura 2. Niveles de organizacién encontrados en las proteinas. Tomado de Nelson, D. L.,
Lehninger, A. L., & Cox, M. M. (2008). Lehninger principles of biochemistry.
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Enlace peptidico y conformacién de las proteinas

En una proteina, los aminoacidos estan unidos covalentemente el uno al otro
en un enlace denominado enlace peptidico, el cual ocurre entre el
C(carbonilo) de un aa y el N(amido) del siguiente residuo. El enlace peptidico

es planar y no permite rotacion. No obstante, si hay rotacion entre el enlace

C(a)-C(carbonilo), cuyo &ngulo de rotacion es llamado psi(y), y entre el
N(amido) - C(a) es llamado phi (¢). La formacion este enlace se cataliza

enziméticamente en los ribosomas dirigido por un mRNA (Figura 3) [5].

= R,

Plano peptidico
123
Carboxilo terminal 4=

(C terminal)

Amino
terminal
(N terminal)

Figura 3. A. Formacion e hidrélisis del enlace peptidico. Formacion (De arriba hacia abajo) e
hidrélisis (De abajo hacia arriba) requieren conceptualmente la perdida y ganacia de una
molécula de agua respectivamente. Por convencién un grupo R es usado para denotar una
cadena lateral. B. Enlaces del esqueleto de un tripéptido (en color guinda) y eje imaginario
sobre el cual rotan los enlaces (en morado), en gris se muestra el plano sobre el cual se
encuentran los enlaces peptidicos (plano peptidico). Modificado de Petsko, 2003 en Protein

Function and Structure (Primers in Biology).
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El par de angulos de enlaces ¢ y ¢ para cada aminoacido determina la
conformacion de la proteina, la cual se refiere a la disposicion espacial de la
misma. Las posibles conformaciones de una proteina incluyen cualquier
estado estructural que pueda lograrse sin romper enlaces covalentes. Por lo
tanto un cambio conformacional puede ser, por ejemplo, el resultado de la
rotacion alrededor de enlaces sencillos. Debido a los choques estéricos entre
los atomos de cada aminoéacido, la mayoria de los angulos de enlace (¢ y )
no ocurren. Esto se puede explicar en el llamado diagrama de
Ramachandran, donde cada punto representa un par de angulos de enlaces

observados en una proteina (figura 4) [7].

180 Hélice de Poliprolinas
® - Hélice de colageno
T Hoja B anti-paralela
] |
Giro  tipo II
W (grados) @  Hélice levégira
Hoja 3 paralela
O pa—

& Hélice dextrégira
® o Hélice

r Cadena extendida
-180

[ [
¢ (grados)

Figura 4. Grafico de Ramachandran. Se muestran en rojo las combinaciones para la torsion

-180 180

de los angulos phi y psi con minimos energéticos porque no resultan de limitaciones
estéricas. En puntos rojos se observan algunas de las estructuras secundarias mas
comunes. Modificado de Nelson, D. L., Lehninger, A. L., & Cox, M. M. (2008). Lehninger

principles of biochemistry.
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De entre numerosas conformaciones tedricamente posibles para una proteina
gue contiene cientos de enlaces sencillos, hay una o mas generalmente unas
pocas, que predominan en condiciones biolégicas. Las conformaciones
existentes en condiciones biolégicas (proteina nativa) son generalmente las
mas estables termodindmicamente y las que poseen la menor energia libre de
Gibbs. De acuerdo con el paisaje termodidmico del plegamiento de una
proteina propuesto por Bryngelson, Wolynes y colaboradores (Figura 5) [8,9],
existen valles y embudos energéticos que direccionan el plegamiento de una
secuencia lineal de aminoacidos, a la proteina nativa en tiempos y
condiciones fisioldgicamente relevantes, a través de una serie de cambios
conformacionales. Garcia Colin [10] propone que este proceso ha sido
optimizado por un proceso evolutivo que ha seleccionado secuencias con

minimos de frustracion energética.

Figura 5. Paisajes energéticos del plegamiento de una proteina. A. Un paisaje energético “suave”
con un plegamiento rapido, B. un panorama energético “resistente con trampas cinéticas”, C. Un
paisaje energético “campo de golf’ en el que plegamiento estd dominado por basqueda
conformacional, y D. un paisaje energético “foso”, donde plegado debe pasar por un intermediario
obligatorio. La letra N representa el estado nativo de la proteina.
Imagen tomada de: Dill, K. A., Ozkan, S. B., Shell, M. S., & Weikl, T. R. (2008). The protein folding

problem. Annual review of biophysics, 37, 289.

15



Otro tipo de cambios conformacionales de importancia son aquellos que

ocurren en proteinas que unen ligandos: Las transiciones entre dos estados:

1) Estado abierto sin ligando unido (apoproteina)

2) Estado cerrado con ligando unido (holoproteina)

A estos dos estados se les llama también conférmeros. Para el caso de dos
proteinas peripldsmicas de unién se ha propuesto un paisaje energético que

oscila entre ambos conférmeros (apo-estado y holo-estado) (Figura 6) [11].

Estructura abierta Estado apo Estructura semicerrada

> Al P 5
N ™ ey &<
G %03
o e » ,
. O Ry

» Estructura cerrada
Unién de

| l | Estado holo
ligando i 3

abierto \‘%’ ,/w itSt
- . . \*'u

cerrado

Figura 6. Perfiles energéticos de la transicion conformacional apo-holo, generados por un
enfoque de simulacion molecular. Modificado de: Kondo, H. X., Okimoto, N., Morimoto, G.,
& Taiji, M. (2011). Free-energy landscapes of protein domain movements upon ligand
binding. The Journal of Physical Chemistry B, 115(23), 7629-7636.
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Funciones de proteinas

Las funciones de las proteinas son sumamente variadas, las cuales incluyen
actividades enzimaticas, de transporte, de regulacion (Figura 7), estructurales,
hormonales, de motilidad, por mencionar algunas, no obstante, las funciones
de las proteinas son especificas, interactuando con alguna proteina o ligando

especifico con exquisita selectividad [8].

Algunas otras funciones de las proteinas son las siguientes:

Determinadas proteinas tienen una funcién defensiva, ya que crean
anticuerpos y regulan factores contra agentes extrafos o infecciones. Algunas
toxinas bacterianas o venenos de serpientes también son proteinas con
funciones defensivas [9]. Otras proteinas forman estructuras celulares como

las histonas, que junto con el DNA forman la cromatina [10].

Figura 7. Estructura cristalogréfica del dominio PRDM9 de H3K4ME2 y ADOHCY: una
proteina con funcién reguladora del proceso de recombinacion homodloga. PDB: 4C1Q.

Representacion “Cartoon”.
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También hay proteinas que actian como receptores formando parte de las
membranas celulares o facilitan el transporte de sustancias, tal es el caso de
las acuaporinas, una familia de proteinas que facilitan el paso de moléculas

de agua a traves de la membrana [11]

Si fuera necesario, las proteinas son también una fuente de energia para el
organismo, a través de su incorporacion y oxidacion en el ciclo de Krebs,
pudiendo aportar hasta 4.0 kcal por gramo. Ejemplos de la funcion de reserva
de las proteinas son la lactoalbimina de la leche o a ovoalbimina de la clara
de huevo, la hordeina de la cebada y la gliadina del grano de trigo [12]. La
contraccion de los musculos (en un proceso ciclico dependiente de la
hidrélisis de ATP) a través del complejo la miosina de tipo Il con interaccion
de la actina es una funcién de las proteinas implicada en el movimiento
(Figura 8) [13]. Ejemplos de proteinas que realizan funciones de transporte
son la hemoglobina y la mioglobina, proteinas transportadoras del oxigeno en

la sangre de los organismos vertebrados y los musculos respectivamente [1].

Figura 8. Estructura cristalografica de la miosina V en estado inhibido, una proteina con funcion
contractil. Representacion “Cartoon” PDB: 2DFS.

18



Relacion estructura funcion de las proteinas

El plegamiento de una proteina permite interacciones entre los aminoacidos
gue pueden encontrarse distantes unos de otros en la secuencia primaria de
la proteina. Asi como cambios en la secuencia primaria de una proteina
pueden llevar a estructuras tridimensionales con topologias diferentes. A

Alteraciones (mutaciones) en la secuencia lineal de aa pueden llevar como
consecuencia cambios a diferentes niveles, ya sea que estos cambios no
sean perceptibles biolégicamente o incluso podrian llegar a ser mutaciones
letales. Esta relacion estructural y funcional, no esta completamente resuelta y

su estudio es crucial en bioquimica de proteinas [14].

Para que una proteina lleve a cabo su funcién biolégica esta se debe
encontrar en una conformacion estructuralmente “correcta”. En algunos
casos, es la transicion entre conformaciones la que permite a las proteinas
ser biolégicamente funcionales. Las caracteristicas de este(os) cambio(s)
conformacional(es) estan ligadas intimamente a la estructura tridimensional
de la proteina, dichos cambios conformacionales son también susceptibles de
la union de un ligando a la proteina, el cambio en la concentracion de algun
metabolito, o el pH por mencionar algunos [15]. Mediante técnicas
especializadas es posible caracterizar conformaciones biol6gicamente
funcionales y de esta manera determinar el equilibrio entre una conformacion
y otra y asi conocer mas sobre la relacion estructura-funcion de las proteinas

en funcion de alguna variable [16].
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Las proteinas periplasmicas de union: PBPs

El espacio periplasmico de las bacterias Gram-negativas tales como
Escherichia coli y Salmonella typhimurium posee una gran variedad de
proteinas con un amplio rango de funciones, entre ellas estan las proteinas de
union a sustratos (SBP), asociadas principalmente con el metabolismo de los
nutrientes, transporte, quimiotaxis, resistencia a antibiéticos y utilizacion de la
energia. Los sistemas bacterianos de transporte periplasmico de tipo ABC se
componen de una proteina periplasmica de unién (PBP, por sus siglas en
inglés Periplasmic Binding Protein) (Figura 9) que une al ligando y un
complejo membranal constituido por dos proteinas integrales de membrana y

dos proteinas que hidrolizan ATP [17].

La clasificacion de las PBP’s.

Una clasificacion de las PBP’s toma en cuenta el nimero y disposicion de las
laminas B que conforman la region nacleo de cada I6bulo y se agrupan en dos
clases: Las PBP’s clase | tienen 6 laminas § mientras que las de la clase Il
presentan 5 laminas p. (Figura 10)

Otra clasificacion toma en cuenta el nimero de segmentos polipeptidicos que
unen ambos I6bulos. Sin embargo existe una clasificacibn mas reciente,
donde se incluyen proteinas de unidn a sustrato de los tres dominios de la
vida, entre ellas PBP’s, la cual toma en cuenta caracteristicas de sus

estructuras tridimensionales [18].
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Figura 9. Mecanismo de transporte para los importadores de ABC.

La PBP (en verde) se une al ligando (en rojo) ocasionando un cambio conformacional de su estructura
abierta a su estructura cerrada. La proteina en su conformacion cerrada reconoce el complejo
transmembranal (en morado) y este reconocimiento ocasiona un cambio conformacional en el
componenente de membrana. A continuacién se acopla la hidrélisis de ATP por las subunidades de
ATPasa (en turquesa) para que ocurra la translocacidon del sustrato del periplasma al citoplasma,
regresando asi a las conformaciones iniciales de las proteinas. Adaptado de Oldham, M.L.; A.L.

Davidson; J. Chen. 2008.

Figura 10. Clasificacion de las PBP’s fundada en nimero y disposicion de laminas 3 presentes en
cada lébulo (en color violeta)
A) proteina de clase Il: Proteina de unién a maltodextrina (mutante TRP-230-ARG) PDB: 1MPC.

B) proteina de clase I: Proteina de unién a arabinosa con ligando PDB: 2WRZ
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Proteina de unidn a lisina, arginina y ornitina (LAO-wt)

La estructura cristalografica de la proteina de unién a L-lisina, L-arginina y
L-ornitina de Salmonella typhimurium (Figura 11), la cual se encuentra en el
espacio periplasmico, fue descubierta a finales de 1991 por C. H. Kang y
colaboradores en la universidad de Berkeley, California [19]. La resolucion a
la que se realizaron los experimentos (2.7 A) muestra que la proteina es una
estructura bi-lobulada unida por una estructura tipo bisagra y que su
estructura topolégica difiere de otras proteinas de unidon a aminoacidos pero
es similar a proteinas de unién a fosfato y maltosa. LAO posee 238
aminoacidos y consta de un primer I6bulo (A) discontinuo formado por los
residuos 1-88 y 195-238, el segundo l6bulo (B) es continuo y lo forman del
residuo 93-185. Cada dominio a su vez estd formado por 5 ldminas p, cuatro
paralelas y una antiparalela, rodeada por 4 hélices alfa (o) y estan conectados
por dos segmentos polipeptidicos (la estructura tipo bisagra consta de los
residuos 89-92 y 186-194). Se han identificado dos conformaciones: una
abierta sin ligando unido y otra cerrada con ligando unido. El cambio
conformacional que sufre LAO entre el estado abierto y el estado cerrado, es
un movimiento de cuerpo rigido de un Iébulo con respecto al otro, en el cual la
cadena principal de ambos practicamente no cambia. Este movimiento es una
rotacion de 52° alrededor de un eje imaginario que se ubicaria en la region de
la bisagra. Es decir, el cambio conformacional entre un estado y otro (“estado
abierto” y “estado cerrado”), esta dado principalmente por un movimiento en la
bisagra que conecta a los dominios (Figura 12), el cual se puede seguir

mediante fluorescencia intrinseca [20].

22



Se conocen cuatro ligandos fisiolégicos (todos de alta afinidad) para la LAO:

L-arginina, L-lisina, L-ornitina y L-histidina, con constantes de disociacion (Kg)
de 14, 15, 30 y 500 nM respectivamente [46]. En estudios de competencia de
ligando se han probado compuestos similares a estos aminoacidos como:
acido L-argininico, L-glutamina y los enantiomeros-D de los ligandos arginina,
lisina y ornitina. Todos han mostrado ser substratos de baja afinidad
comparados con los ligados fisiologicos (Kg = “orden mM”) [46]. Tampoco se
ha reportado que el aminoacido L-tirosina se una a LAO. Estos datos indican
gue en LAO el reconocimiento del ligando esta determinado, ademas de por
interacciones polares, por la forma y el tamafio. Los ligandos de LAO
comparten las caracteristicas de tener carga positiva, o que sugiere que esta

carga genera una importante contribucion electrostéatica para la union [11, 13].

Figura 11. LAO-wt en el estado abierto (sin ligando). L6bulo | (verde), I6bulo 11 (azul) y regién bisagra

gue une a los dominios (morado). PDB: 2LAO. Representacion “Cartoon”.
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Figura 12. Cambios conformacionales en LAO. A: LAO en el estado abierto. Representacion:
“caricatura” (PDB: 2LAO). B: LAO en el estado cerrado (ligando arginina) en naranja) .

Representacion: “caricatura” (PDB: 1LAF).

Es importante mencionar que aunque en la familia de las PBPs no se ha
encontrado conservacion en la estructura primaria, existe una alta
conservacion en la estructura terciaria, la cual consiste en dos dominios

globulares conectados por una “region bisagra” [22].
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Rediseio e ingenieria de proteinas

El redisefio de proteinas consiste poner a prueba nuestro entendimiento sobre
las relaciones entre la estructura y funcion de las proteinas con el fin de
modificar o crear nuevas funciones a partir de la estructura original, en
particular algunos avances han permitido manipular las secuencias peptidicas
para obtener nuevas proteinas tanto de novo, como nuevas modificaciones de

las proteinas naturales [23].

El redisefio racional de proteinas se basa en el conocimiento detallado de la
estructura y funcidon de las proteinas para proponer nuevas variantes; no
obstante, es necesario el conocimiento previo de la estructura tridimensional
de la proteina para asi manipular la secuencia y obtener mejores propiedades
o mejor estabilidad. En resumen el flujo de trabajo en el redisefio de proteinas

consiste en los pasos de acuerdo a la figura 13 [24].

intetizar
3 Experllmentar

P

| >

Figura 13. Pasos conceptuales aplicables en el redisefio racional de proteinas
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1. DISENAR: Realizar célculos computacionales para obtener una secuencia
de aminoacidos deseada.

2. SIMULAR: Hacer simulaciones de dinamica molecular (MD) en los que se
observe que la proteina realice la actividad deseada.

3. SINTETIZAR la secuencia del gen en un plasmido-vector, expresar la
proteina y EXPERIMENTAR.

4. ANALISIS de la evidencia computacional y evidencia experimental.

El problema del redisefio de las proteinas se ha enfocado en realizar las
mutaciones sobre el sitio de unién a ligando principalmente. Localizar el sitio
de unién de un ligando en una estructura proteica es un problema complejo
que ha sido abordado por el método computacional conocido como anclaje
molecular simulado (MD por sus siglas en inglés), el cual, no solo examina las
conformaciones espaciales con propiedades fisicoquimicas favorables para la
interaccion entre una proteina y su ligando, si no que también estima la
energética de la interaccion. El anclaje molecular simulado, depende de una
funcion que calcula las conformaciones espaciales, mientras que mide la
energética de la interaccion, y asi determina cuales conformaciones poseen
mayor probabilidad de protagonizar un complejo biolégicamente significativo

[25].

En nuestro laboratorio, utilizamos una version reciente del programa ROSETTA,
llamado ROSETA-LIGAND, el cual cuenta con una funcion de evaluacién de las
interacciones proteina-ligando. De hecho el programa Rosetta es una funcion

parametrizada proveniente de campos de fuerza, que son funciones que
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describen las interacciones covalentes y no covalentes de una proteina. Este
programa ha permitido encontrar la secuencia de aminoécidos requerido para
plegar una proteina, por lo que ahora, es importante utilizar esta informacion,

para hacer disefios de interacciones proteina-ligando. [26]

Las modificaciones al programa Rosetta para hacer disefios de interacciones

estan basadas en lo siguiente:

i. Un potencial de Lennard Jones 12-6 estandar para modelar interacciones de
atraccion con pozos de dispersion y radios de van der Waals obtenidos del
campo de fuerza CHARMM?27.

ii. Un término de repulsion que conecta la amplitud y la pendiente con el
potencial 12E-6 a 1E 0, y que después es lineal hasta que dos atomos se

encuentran a 0 A de distancia.

iii. Un término de solvatacion similar al de Lazaridis—Karplus con un modelo

de solvatacion implicita.

iv. Un potencial explicito de puentes de hidrégeno.

v. Un modelo de Coulomb con una constante dieléctrica dependiente de la

distancia que usa las cargas parciales del campo de fuerza CHARMM27.
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Técnicas en el estudio de las proteinas

Existen técnicas tales como cristalografia de rayos X, [27] o Resonancia
magnética nuclear (NMR por sus siglas en inglés) [28], que permiten una
caracterizacion detallada al nivel de resolucién atébmica. Aunque proporcionan
alguna informacion sobre la energética de union, normalmente ofrecen una

descripcion estructural de la interaccion.

Por otra parte, técnicas espectroscopicas y calorimétricas, que proporcionan
informacion global sobre el proceso de unién, se emplean para llevar a cabo
una caracterizacion termodinamica global [29,30]. Una caracterizacion global
de una reaccién intermolecular implica la determinacion de la estequiometria y
el cambio de los potenciales termodinamicos entre el estado inicial y final:
afinidad, energia de Gibbs, entalpia y entropia de union. Los parametros del
equilibrio de unidn se obtienen fenomenoldgicamente mediante regresion no-
lineal de la sefial medida experimentalmente (calor, absorbancia,
fluorescencia, etc.) proporcional al avance de la reaccion. Estas técnicas
proporcionan, por tanto, una descripcion energética de la interaccion.
Adicionalmente, cambiando las variables experimentales (temperatura, pH,
etc.) y modificando los ligandos de unién, es posible obtener informacién
sobre las interacciones atomicas determinantes en el proceso de union

(enlaces de hidrogeno, van der Waals, electrostéticas, etc).
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La espectroscopia de fluorescencia

También llamada espectrofotometria; es una clase de espectroscopia
electromagnética, la cual mide la fluorescencia de una muestra. Esto implica
el uso de un haz de luz (normalmente de luz UV) que excita a los electrones
en las moléculas y que posteriormente genera la emision de fotones . El

equipo que mide la fluorescencia es llamado fluorémetro.[31]

La espectrofotometria se ocupa esencialmente de estados electrénicos vy

vibratorios de las moléculas. Normalmente los electrones de las moléculas

poseen un estado fundamental electrénico (Sp) y uno o mas estados
electronicos excitados de una energia mayor (S; 2). Cuando los electrones son
excitados por la absorcion de un fotén, desde su de estado electronico
fundamental (Sp), a uno de los diferentes estados vibratorios en el estado
electrénico excitado (S1.), estos vuelven a declinar a alguno de los niveles
vibracionales del estado electrénico fundamental emitiendo un fotén en un

proceso llamado Iluminiscencia. Existen dos tipos de luminiscencia:
fluorescencia y fosforescencia. La fluorescencia ocurre cuando el electron
excitado presenta un spin opuesto al del estado fundamental con el que se
encuentra apareado. En este caso su regreso al estado fundamental esta
permitido y es rapido. Por otro lado, en la fosforescencia el electrén excitado
presenta un spin igual al del estado fundamental con el que se encuentra
apareado. [32]

En un experimento, las diferentes longitudes de onda de luz fluorescente

emitidas por una muestra se miden usando un monocromador, sosteniendo la
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luz de excitacion en una longitud de onda constante. Esto es llamado espectro
de emision. En un espectro de excitacion por el contrario, la luz emitida se
mantiene constante en una longitud de onda, y la luz de excitacion es leida a

través de diferentes longitudes de onda. [35,36]

La luz procedente de una fuente de excitacion pasa a través de un filtro o un
monocromador y golpea la muestra. Una porcion de la luz incidente es
absorbida por la muestra. La luz fluorescente es emitida en todas las
direcciones. Algunas de estas luces fluorescentes pasan a través de un
segundo filtro o un monocromador y alcanzan un detector, el cual es
usualmente colocado a noventa grados de la incidencia del haz de luz para
minimizar el riesgo de reflejo de la luz buscada en el detector.

Existen varias fuentes de luz pueden ser usadas como fuentes de excitacion,
incluyendo laseres, fotodiodos y lamparas; faros de xenén y lamparas de

vapor de mercurio. [36]

El diagrama de Jablonski (Figura 14) permite visualizar los procesos de una
molécula asociados a la irradiacion con luz: absorcion fotonica y excitacion del
estado fundamental (Sp) a un nivel energético electronico, vibracional o
rotacional superior (S1,2), y recuperacion del estado fundamental (Sy) a través
de diferentes estados electronicos singlete S; y/o triplete T1, con emision de

fluorescencia o fosforescencia. [37]
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Figura 14. Diagrama de Jablonski. Las transiciones no radiativas son indicadas por
medio de flechas onduladas y las transiciones radiativas por medio de flechas rectas.
Los estados vibracionales basales de cada nivel electronico se indican con lineas

mas gruesas, los estados vibracionales elevados, se indican con lineas delgadas.
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ANTECEDENTESDEL DISENO (TYR-R2-95)

Nuestro modelo de estudio: Como parte de la tesis de Maestria en Ciencias
Bioquimicas, en 2007 Daniel Adriano Silva Manzano disefié in silico una
mutante de LAO [38], a la cual se le realizaron 5 mutaciones (Tyrl4Cys,
Ser70Cys, Ala90Asp, GIn160Gly, Aspl61Pro) para optimizar la energia de
interaccion del sitio activo de LAO con el aminoacido L-tirosina. La proteina de
union a L-lisina L-arginina y L-ornitina fue redisefiada mediante el software
ROSETTA, a partir del cual se generaron varias estructuras de las cuales se

tom6 TYR-R2-95 para realizar los experimentos de esta tesis.

32



HIPOTESIS

Los métodos de redisefio e ingenieria de proteinas empleados en los
antecedentes de este trabajo son lo suficientemente robustos para poder

generar afinidad de novo en la proteina LAO por el ligando L-tirosina.
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JUSTIFICACION

Existen muchas razones para redisefar proteinas: en medicina y la industria,
la habilidad para redisefiar proteinas con funciones en un rango mas amplio
de condiciones o para desarrollar proteinas con funciones totalmente nuevas,
tiene un potencial enorme: Pensar en el redisefio de proteinas para hacer una
proteina terapéutica o para corregir una proteina que causa una enfermedad
porque tiende a agregarse 0 a plegarse inadecuadamente es una de entre
muchas aplicaciones. Redisefar a la proteina LAO-wt tiene ventajas sobre
otras proteinas por ser miembro de una superfamilia de proteinas
periplasmicas con caracteristicas que la hacen ideal para el redisefio, tales
como su tamafo, su relativa facil manipulacion y purificacion, asi como la

informacion termodinamica que poseemos.

Ademas el disefio racional de las proteinas, permite que el conocimiento
obtenido se ligue para construir un entendimiento mas completo de las
fuerzas que dirigen el plegamiento de una proteina determinada. Estos
avances en el disefio de proteinas podrian ayudar a la construccion de otras
macromoléculas autoorganizadas. Uno de los fines en el disefio de proteinas
es conocer si podremos descubrir estructuras de proteinas viables que la

evolucion simplemente omitio.
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OBJETIVOS

Objetivo principal:

Obtener evidencia experimental de la afinidad reportada in silico en la

proteina LAO-tyr por el aminoacido L-tirosina.

Objetivos particulares:

Subclonar el gene que codifica para la proteina LAO-tyr de un vector de
clonacién (vector pUC-57) a un vector de expresion de proteinas

(vector pET-12).

Estandarizar las condiciones de purificacion de la proteina LAO-tyr, por

similitud con la proteina silvestre (LAO-wt)

Expresar la proteina LAO-tyr y obtener las constantes de disociacién (Kg'S)
por medio de titulaciones de fluorescencia para los ligandos L-Arginina,

L-Histidina, y L-Tirosina
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METODOS

Construccion del gene de la mutante LAOY-tyr

La mutante de la proteina silvestre que contiene las cinco modificaciones fue
sintetizada por la compafia GenScrpit (Piscataway NJ, USA), el gene fue
insertado en un vector pUC-57 con los sitios de restriccion Ndel y BamHI para
su posterior subclonacion.

Los genes que expresan la proteina LAO-tyr (ArgT-Y), se subclonaron en el
vector de expresion pET-12. Para llevar a cabo la subclonacion de LAO-Y se
realizo una digestion de 6 h a 37° C con las enzimas de restriccion BamHI y
Ndel (de NewEngland Biolabs) sobre el vector pUC-57, el cual contenia el
inserto (ArgT-Y). El inserto se purific6 mediante el kit de extraccion QIlAquick
Gel y se ligb a 16° C durante 24 h con la T4 DNA ligasa (de NewEngland
Biolabs) con el vector linearizado de expresion pET-12 (Figura 15).
Posteriormente se realizaron ensayos de restriccion y se mandé secuenciar el
inserto al Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM para realizar un BLAST
en EMBOSS Needle (online) y verificar que la secuencia fuera la deseada

(Condiciones en tabla 1)

Enzima de restriccion (BamHI y Ndel) 1pL (10 unidades)
DNA 1L

10X NEBuffer 5uL

Volumen total de la reaccion 50uL

Tiempo de incubacidn 6h

Temperatura de incubacion 37°C

Tabla 1. Protocolo de digestion DNA. Para optimizar la reaccién endonucleasa de las enzimas

se extendi6 el tiempo de incubacién con respecto a las sugerencias de NewEngland Biolabs.
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Figura 15. Diagrama de la subclonacion del gen ArgT-Y del vector pUC-57 al vector pET-12,
utilizando las enzimas de restriccion Ndel y BamHI, asi como la ligasa T4-DNA. Todas las
enzimas de “NewEngland Biolabs”.

Sobreexpresion de LAO-tyr

Para sobreexpresar la proteina LAO-tyr se transformaron 100 pL de células
de Escherichia coli (densidad optica 0.8 a 550 nm) de la cepa BL21 Al, con el
plasmido pET-12, el cual portaba el gen que expresa la proteina LAO-tyr, asi
como resistencia al antibiético ampicilina. Con las células transformadas se
inocularon dos tubos con 10 mL de medio LB + 10 yL de ampicilina cada uno
y se incubaron por 12 h. Con los dos tubos de 10 mL se inocularon dos
matraces con 250 mL de medio YT2X + 250 yL de ampicilina y se incubaron
1hr, para después ser transferidos a dos matraces con 750ml de medio YT2X

+ 750uL de ampicilina, esta vez incubandose hasta que alcanzaron una
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densidad éptica a 550 nm de 0.9 + 0.1. Posteriormente a cada matraz se le
agregaron 4gr de arabinosa y se dejaron en la incubadora por 6 hrs. Esto con
el fin de inducir la expresion de LAO-tyr. Todas las incubaciones se llevaron a

cabo a 37 °C y 300 rpm.

Las células en el medio YT2X fueron cosechadas en 6 tubos con 330 mL c/u
a 5000 rpm durante 15 min y el pellet se resuspendié en 50 mL (por tubo) de
solucion Tris 50mM pH= 7.5 para lavar el medio remanente. Las células
resuspendidas se juntaron en solo 2 tubos y se centrifugaron a 5000 rpm
durante 15min para posteriormente volverse a resuspender, ahora en 150 mL
(por tubo) de solucién de sacarosa al 20% y 10 mM de acetato de potasio
pH=5.1. Las células en solucién se dejaron reposar en hielo por 10 minutos y

se centrifugaron a 5000 rpm durante 15 minutos.

Nuevamente se resuspendio el paquete celular, esta vez en de solucién 10
mM de acetato de potasio sin sacarosa (30 mL por tubo), con el objetivo de
provocar un choque osmoético y permitir que LAO-tyr se liberara del

periplasma celular.

Purificacion de LAO-tyr

Los 60 mL de sobrenadante que contienen a la proteina fueron concentrados
a un volumen de 10 mL en un tubo Amicon 8400. Con el fin de desnaturalizar
a LAO-tyr y permitir la liberacién de ligando fisioldgico, se le agregdé una

solucién de cloruro de guanidina (GdnCl) 2 M hasta un volumen de 50ml y se
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reconcentré6 hasta 10 mL. Este proceso se repiti6 5 veces. Para poder
renaturalizar a LAO-tyr se tuvo que eliminar el GdnCl repitiendo el proceso
anterior pero esta vez con una solucion amortiguadora bis-tris-tropano 5 mM,
pH= 8.5. Para el tubo Amicon se utilizaron membranas de celulosa de 5000

kDa.

Para purificar LAO-tyr se utiliz6 una columna de intercambio anionico
Sourcel5Q equilibrada con bis-tris-propano 5 mM pH= 8.5 conectada al
equipo HPLC Waters 600, en la cual fueron inyectados los 10 ml de solucién
provenientes del Amicon, previamente filtrados. Una vez inyectada la muestra
en la columna, se aplico un gradiente de 0% a 30% de una solucion NaCl 300
mM en un tiempo de 90 minutos. La proteina eluyd a una concentracion de 50
mM (25% de NaCl) vy las fracciones con la proteina se concentraron en un
tubo Amicon de 4 mL hasta un volumen de 2 mL aproximadamente por
centrifugacion a 5000 rpm durante 5 minutos. La muestra se diluyé hasta un
volumen de 4 mL aprox con una solucion 10 mM hepes pH= 85 y se
reconcentré hasta un volumen de 2 mL. Este Gltimo paso se repitid 5 veces
con el fin de eliminar el NaCl proveniente del gradiente del HPLC y dejar a la
proteina en amortiguador requerido para los experimentos. Todos los

experimentos con LAO-tyr se realizaron en 10 mM hepes pH= 8.5.

Cuantificacion de la proteina

La proteina se cuantific6 por el método del &cido bisinconinico y por
Nanodrop2000, ambos resultados fueron coincidentes. Se obtuvo un

rendimiento de 22 mg/L.
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Experimentos de fluorescencia

Para realizar los experimentos de fluorescencia se utiliz6 un equipo
espectrofluorometro ISS PCI (ISS Inc., Champine, IL, USA) acoplado a un
controlador de temperatura (Quantum Northwest). Las rejillas (slits) de paso
de luz utlizadas para la exitacion y la emision fueron de 1 y 2 mm

respectivamente.

Determinacion de las Ka de LAO-tyr por fluorescencia.

Para determinar las Kd's de la proteina LAO-tyr, se realizaron experimentos a
una concentraciéon de 10uM de proteina en un volumen final de 2 mL. En
todas las titulaciones, las soluciones de ligandos utilizados fueron de 5 mM de
L-Arginina, 5 mM de L-Histidina , 5 mM de L-Ornitina y 2.48 mM de L-Tirosina,
las cuales fueron adicionados en alicuotas de varian desde 0.5 a 5pL, sin
exceder el 5% del volumen final, en amortiguador 10 mM hepes pH= 8.5 a 25
°C La longitud de onda de excitacion ( Aex) fue 290 nm para L-arginina, L-
histidina y L-ornitina y 295 nm para L-tirosina. La longitud de onda de emision
( Aem) fue en el rango de 315-335 nm para L-arginina, L-histidina y L-ornitina
y 320-340 nm para L-tirosina. Los cambios en los espectros de fluorescencia
fueron analizados para obtener la Kd del complejo proteina-ligando, utilizando

la siguiente ecuacion uno [39]:

Kd

|PL|/|Ptot| = t- [Ptot| + [Ltot| — \/Kd + |Ptot| + [Ltot|> — 4|Ptot||Ltot]

Ec. 1 Ecuacién general de uniéon. Donde Ptot y Ltot son la concentracién de proteina y

ligando presentes respectivamente, Kd es la constante de disociacion.
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RESULTADOS

De ArgT-Y a LAO-tyr

La proteina LAO redisefiada por Daniel Silva Manzano durante sus tesis de
maestria fue el producto del redisefio con el programa Rosetta en la
modalidad Rosetta-ligand, de las secuencia obtenidas, se selecciond la
variante TY-R2-95 (Figura 16), ya que en los datos del proceso de docking y
de simulaciones de union a través de técnicas de dinamica, parece interactuar

con la tirosina [34].

Secuencia (LAO-tyr) obtenida en formato fasta

>Tyr_R2 95 SIT_REST 811 residuos, dir 5-3

CATATGAAGAAGACCGTTCTCGCTTTGTCTTTGCTGATAGGTCTGGGCGCGACGGCGGCCAGTTAC
GCCGCGCTCCCGCAAACGGTTCGTATTGGAACAGATACCACCTGCGCGCCTTTCTCATCAAAAGAT
GCCAAAGGCGAGTTTATTGGCTTTGATATCGATCTCGGTAATGAAATGTGTAAGCGTATGCAGGTG
AAATGTACCTGGGTCGCCAGCGACTTTGATGCGCTTATTCCCTCACTAAAAGCGAAAAAAATTGAT
GCCATTATTTCAGGGCTCTCTATCACCGATAAACGCCAGCAAGAAATTGCGTTTTCCGACAAACTT
TACGCGGATGATTCACGCCTGATTGCGGCAAAAGGGTCTCCCATTCAGCCGACGCTGGAATCGCTG
AAAGGCAAGCATGTCGGCGTGCTGCAAGGGTCCACGCAAGAGGCTTACGCCAATGATAACTGGCGC
ACTAAAGGTGTGGATGTGGTGGCTTATGCCAACCAGGATCTTATCTATTCCGATTTAACCGCCGGT
CGTCTGGATGCCGCATTAGGTCCGGAAGTCGCCGCCAGCGAAGGTTTCCTGAAGCAGCCAGCGGGC
AAAGAGTATGCGTTTGCCGGTCCTTCCGTGAAGGATAAAAAATATTTTGGCGACGGGACGGGGGTT
GGGCTGCGTAAAGATGATACCGAGCTAAAAGCCGCGTTTGATAAAGCGCTGACCGAACTGCGCCAG
GACGGAACTTACGACAAAATGGCCAAAAAGTACTTCGATTTTAATGTTTACGGCGATTGAGGGAAG

GGGATAACGCGCCGGATCC

Figura 16. Secuencia del gen ArgT-Y. Verificada en la unidad de secuenciacién de biologia

molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.
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Las mutaciones a partir de la secuencia original fueron solamente, cinco,
todos estas modificaciones se encuentran en el sitio de union. Los
aminoécidos mutados fueron Tyrl4Cys, Ser70Cys, Ala90Asp, GIn160Gly,
Aspl61Pro (indicados en arriba) En la figura 17 se esquematiza la secuencia

del gen ArgT-Y con algunos sitios de importancia.

1 CAT /NIEWIAAG AAG ACC GTT CTC GCT TTG TCT TTG CTG ATA GGT CTG 45
1 His Met Lys Lys Thr Val Leu Ala Leu Ser Leu Leu lle Gly Leu 15
46 GGC GCG ACG GCG GCC AGT TAC GCC GCG CTC CCG CAA ACG GTT CGT 90
16 Gly Ala Thr Ala Ala Ser Tyr Ala [l Leu Pro GIn Thr Vval Arg 30
91 ATT GGA ACA GAT ACC ACC TGC GCG CCT TTC TCA TCA AAA GAT GCC 135
31 Ile Gly Thr Asp Thr Thr CyS Ala Pro Phe Ser Ser Lys Asp Ala 45
136  AAA GGC GAG TTT ATT GGC TTT GAT ATC GAT CTC GGT AAT GAA ATG 180
46 Lys Gly Glu Phe Ile Gly Phe Asp lle Asp Leu Gly Asn Glu Met 60
181  TGT AAG CGT ATG CAG GTG AAA TGT ACC TGG GTC GCC AGC GAC TTT 225
61 Cys Lys Arg Met GIn Val Lys Cys Thr Trp Val Ala Ser Asp Phe 75
226  GAT GCG CTT ATT CCC TCA CTA AAA GCG AAA AAA ATT GAT GCC ATT 270
76 Asp Ala Leu Ile Pro Ser Leu Lys Ala Lys Lys lle Asp Ala lle 90
271  ATT TCA GGG CTC TCT ATC ACC GAT AAA CGC CAG CAA GAA ATT GCG 315
91 Ile Ser Gy Leu Ser lle Thr Asp Lys Arg GIn GIn Glu lle Ala 105
316  TTT TCC GAC AAA CTT TAC GCG GAT GAT TCA CGC CTG ATT GCG GCA 360
106 Phe Ser Asp Lys Leu Tyr Ala ASp Asp Ser Arg Leu lle Ala Ala 120
361 AAA GGG TCT CCC ATT CAG CCG ACG CTG GAA TCG CTG AAA GGC AAG 405
121 Lys Gly Ser Pro lle GIn Pro Thr Leu Glu Ser Leu Lys Gly Lys 135
406  CAT GTC GGC GTG CTG CAA GGG TCC ACG CAA GAG GCT TAC GCC AAT 450
136 His Val Gly Val Leu GIn Gly Ser Thr GIn Glu Ala Tyr Ala Asn 150
451  GAT AAC TGG CGC ACT AAA GGT GTG GAT GTG GTG GCT TAT GCC AAC 495
151  Asp Asn Trp Arg Thr Lys Gly Val Asp Val Val Ala Tyr Ala Asn 165
496  CAG GAT CTT ATC TAT TCC GAT TTA ACC GCC GGT CGT CTG GAT GCC 540
166 GIn Asp Leu Ile Tyr Ser Asp Leu Thr Ala Gly Arg Leu Asp Ala 180
541  GCA TTA GGT CCG GAA GTC GCC GCC AGC GAA GGT TTC CTG AAG CAG 585
181 Ala Leu Gly Pro Glu Val Ala Ala Ser Glu Gly Phe Leu Lys GIn 195
586 CCA GCG GGC AAA GAG TAT GCG TTT GCC GGT CCT TCC GTG AAG GAT 630
196 Pro Ala Gly Lys Glu Tyr Ala Phe Ala Gly Pro Ser Val Lys Asp 210
631  AAA AAA TAT TTT GGC GAC GGG ACG GGG GTT GGG CTG CGT AAA GAT 675
211 Lys Lys Tyr Phe Gly Asp Gly Thr Gly Val Gly Leu Arg Lys Asp 225
676  GAT ACC GAG CTA AAA GCC GCG TTT GAT AAA GCG CTG ACC GAA CTG 720
226  Asp Thr Glu Leu Lys Ala Ala Phe Asp Lys Ala Leu Thr Glu Leu 240
721  CGC CAG GAC GGA ACT TAC GAC AAA ATG GCC AAA AAG TAC TTC GAT 765
241  Arg GIn Asp Gly Thr Tyr Asp Lys Met Ala Lys Lys Tyr Phe Asp 255
766  TTT AAT GTT TAC GGC GAT [8l GGG AAG GGG ATA ACG CGC CGG ATCC 810
256  Phe Asn Val Tyr Gly Asp TERMINO ... 2 0 O

Figura 17. Traduccion de la secuencia del gene LAO-tyr. En la secuencia se indicadan: los sitios de
restriccién en los extremos (para las [EFAUER) Ndel y BamHF ), los codones de [{if5f8 y de [EHiiNG
asi como |as mutaciones. La numeracién incluye, 23 residuos de mas que corresponde a las

secuencia de exportacion, el aminoacido 24 corresponde al Elggllplefzteile{oJuRe LY ERTTV I (M EY R ET V).
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Subclonacion de la mutante LAO-tyr a un vector de expresion

Se realizaron las digestiones enzimaticas sobre el vector pUC-57, el cual
contenia el inserto (ArgT-Y). El inserto se purificé mediante el kit de extraccién
QIAquick Gel y se ligb con el vector linearizado de expresion pET-12.
Posteriormente se realizaron ensayos de restriccion y se confirmé mediante
un gel de agarosa que se encontrara el inserto (ArgT-tyr) (Figura 18).
Posteriormente se confirmd de manera inequivoca mediante la secuenciacion
de este en un secuenciador Genetic Analyzer ABI PRISM 310 (Perkin-Elmer

A. Biosystems) en el IFC, UNAM, México.

= 5485pb
(pET-12 + inserto y )

= 4674pb
(pET-12 abierto) 6000pb
3000pb
=811pb 1000pb
(inserto Y)

97.9% identity in 238 residues overlap; Score: 1188.0; Gap frequency: 0.0%

LAOY 1 ALPQTVRIGTDTTCAPFSSKDAKGEF IGFDIDLGNEMCKRMQVKCTWVASDEFDALIPSLK
LAOwWL 1 ALPQTVRIGIDTTYAPFSSKDAKGEFIGFDIDLGNEMCKRMOQVKCTWVASDFDALIPSLK

R R R R R A R R R R X R R R R R R R

LAOY 61 AKKIDAIISGLSITDKRQQEIAFSDKLYADDSRLIAAKRGSPIQPTLESLKGKHVGVLQGS
LAOwt 61 AKKIDAIISSLSITDKQQQEIAFSDKLYAADS?LIAAKGSDIQPTLESLKGKHVGVLQGS
Kok ko ke ok KOk k ke ko d ok kkk Kk kk ko ko k k @k ko ke k ko k ko ek k Kk ok ok ok ke k ko
LAOY 121 TQEAYANDNWRTKGVDVVAYANQDLIYSDLTAGRLDAALGPEVAASEGFLKQPACKEYAF
LAOwt 121 TQEAYANDNWRTKGVDVVAYANQDLIYSDLTAGRLDAALQDEVAASEGFLKQPAGKEYAF
Kok gk kK k Kk kK d kK kK ko ko ok Kk K kK ok ok @@ ok ok ok ok ok ok e ke
LAOY 181 AGPSVKDKKYFGDGTGVGLRKDDTELKAAFDKALTELRODGTYDKMAKKYFDENVYGD
LAOwt 181 AGPSVKDKKYFCDGTGVGLRKDDTELKAAFDKALTELRODGTYDKMAKKYFDENVYGD

LEEE LS SRR RS EE RS RE RS EE SRR RE LSl Et e RE RSt E R R LR EE kS

Figura 18. Ensayo de restriccion del pldsmido pET-12. En la parte superior se muestra un gel de
agarosa con 3 carriles: A) pET-12 + ArgT-Y digerido con enzimas de restriccibon BamHI y Ndel
B) pET-12 + ArgT-Y sin digerir y C) Marcador de peso molecular DNA-2-Log. En la parte inferior se
muestra un alineamineto hecho por EMBOSSneedle de la secuencia de aminoacidos de LAO-wt
(fuente:PDB) y de LAO-tyr (fuente: Secuenciacion en el IFC, UNAM). Los puntos rojos coinciden con

las mutaciones deseadas.
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Purificacion y rendimiento de LAO-tyr

La purificacion de LAO-tyr se llevd a cabo en dos etapas: la primera
comprendi6 un choque osmotico, seguida de una cromatografia de
intercambio aniénico. El método de purificacién fue optimizado en cada una
de sus etapas, obteniendo un rendimiento de proteina de 22.5 mg/L de
cultivo.

Debido a que LAO-tyr cuenta con un péptido sefial que envia a la proteina al
periplasma celular, la cantidad de LAO-tyr que se purifica mediante choque
osmatico es casi exclusiva, como se puede observar en el SDS-PAGE (Figura

19).

Figura 19. Resolucidon electroforética de las fracciones a partir de la purificaciéon de la
proteina LAO-tyr.

Carril A:LAO-wt usada como marcador de peso molecular (26085.5 kDa)

Carril B,C,D: Medio de cultivo en 4,6 y 8hrs de induccion respectivamente

Carril E: Proteina después del choque osmdético

Carril F: Primer sobrenadante (sacarosa)

Carril G: Segundo sobrenadante (acK)

Carril H: Fracciones de Source Q 15
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Gradiente NaCl

30-

Abs A 280nm ‘
Y LAO-tyr

0.0-

0.00 1000 2000 30 00 4000 5000 80 00 7000 8000 000 10000 11000 12000 130

Minutos

Figura 20. Cromatograma de las fracciones correspondientes a la purificacion de la proteina
LAO-tyr en una columna Source Q. Condiciones experimentales: fase mévil de Bis-Tris-
Propanol 10 mM pH= 8.5; gradiente de NaCl en la misma fase mévil de 0 a 300 mM en 100

minutos a un flujo de 1mL/min; deteccién a 280 nm

En la Figura 20 se muestra un cromatograma de la purificacion de LAO-tyr.
Después de pasar por la columna, la proteina se cambié de buffer a 10 mM

Hepes pH= 8.5 para realizar los experimentos de fluorometria y calorimetria.
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Espectroscopia de fluorescencia

Sistema LAO-wt - Ligandos

Para poder determinar las constantes de disociacion de LAO-tyr para los
ligandos deseados (incluido el amino&cido anfipatico L-tirosina), primeramente
se realizaron controles de la proteina silvestre (LAO-wt) con ligandos
conocidos y de esta manera comprobar que nuestro sistema esta funcionando
en un determinado intervalo de condiciones. En nuestros experimentos
utilizamos los cambios en fluorescencia intrinseca de la proteina cuando une
ligandos. Estos cambios en la fluorescencia intrinseca fueron asociados a su

vez, a los cambios conformacionales que lleva la proteina al unir el ligando.

En la figura 21 se muestra un espectro de emision de la proteina LAO-wt, en
ausencia de ligando y en presencia de ligando. En esta figura se observa
como al afiadir un ligando de alta afinidad,la intensidad del espectro de LAO-
wt aumenta, este aumento esta asociado a un cambio de conformacién (P.
abierta=»P. cerrada). Estos cambios en la intensidad de la fluorescencia se
utilizaron para realizar titulaciones al equilibrio con los aminoacidos L-arginina

y L-histidina, para el aa L-tirosina no se detectaron cambios (Figura 22 y 24).

LAO-wt + L-arginina
200000 A
175000

150000 A

123000 Figura 21. Espectro de emisiébn de la

o proteina LAO-wt. En ausencia de ligando

75000

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

— (rojo). LAO + L-arginina en condiciones

25000 saturantes (azul)

310 318 326 334 342 350
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Titulacion Titulacion

; LAO-wt + L-arginina LAO-wt + L-histidina

180000 =
= < 180000
S 1 3 J
© P
S 160009 £ 160000
5 .
3 / o ; e
§ 14000017 § 140000 it ——

= . = = .
P 1 8 1ZZ=
© =
3 120000 © 120000 /_/\/——_/—’[L] i
3 ©
. . ‘D 4
g g
E 100000 2 100000
316 318 320 322 324 326 316 318 320 322 324 326
nm nm

Figura 22. A) Espectros de fluorescencia de la proteina LAO-wt a concentraciones crecientes de

L-arginina (0.2 - 4.0 mM ) y L-histidina (0.2 - 12.0 mM) En la parte inferior de ambas graficas se
muestra a la proteina sin ligando , conforme aumenta la concentracién de ligando aumenta la
intensidad de la fluorescencia hasta un punto de saturacion. ( Aex= 290 nmy Aem= 315-325 nm

con pasos de luz (slits) de 1mm y 2mm respectivamente a 25°C.

Ajuste de los datos con la ecuaciéon de unién (Ec 1)

A) B) , ¢
1 — T &
A y *e ¢ & b
~ 08 ey 98 P
< ]
5 3
: 0.6 4 ¢ ) 06 4
<2 ©
Yo ¢ 3 04 9
0.2 0.2
0 r
0o r—m———- - 0 -_
1 2 3 4 0 2 4 6 8 10 12
[L-Arginina] / [LAO-wt] [L-Histidina] / [LAO-wt]

Figura 23. Titulacién de la proteina LAO-wt con L-arginina y L-histidina
A) Titulaciéon en fluorescencia LAO-wt con L-Arginina. La linea so6lida corresponde al ajuste de
los datos con una Kd= 15nm. B) Titulacién en fluorescencia LAO-wt con L-Histidina. La linea

soélida corresponde al ajuste de los datos con una Kd= 500nm.

El ajuste de los datos con la ecuacion de unidén hace evidente la concordancia
de las Ky obtenidas experimentalmente con mediciones reportadas por

métodos radiactivos (Nikaido y Ames,1992).
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Por otra parte, LAO-wt no tiene reportada afinidad por el a.a. L-tirosina, por lo
cual se realiz6 un experimento de emision de fluorescencia en condiciones
“saturantes” (figura 24). No ocurrieron cambios en la forma del espectro y por
ello podemos determinar que el aminoacido L-tirosina no se une a LAO-wt o

no provoca cambio de conformacién.
LAO-wt + L-tirosina

180000 PR

170000 | AN

160000

150000

T * T b T v T X T o T

320 324 328 332 336
nm

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

Figura 24. La proteina LAO-wt libre de ligando no une L-tirosina
A) Espectros de fluorescencia de la proteina LAO-wt a diferentes concentraciones de L-Tirosina. En
rojo LAO, en verde 10mM LAO + 50mM L-tirosina, en azul LAO + 100mM L-tirosina

[L-tirosina]=2.48mM
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Sistema LAO-tyr - Ligandos
Una vez estandarizadas las condiciones con nuestro sistema de referencia
LAO-wt se procedid a realizar experimentos de espectroscopia de

fluorescencia con LAO-tyr

Sistema LAO-tyr + L-arginina

Los espectros de emision de fluorescencia de la proteina LAO-tyr sin ligando
muestran que la proteina sin ligando incrementa la intensidad de la
fluorescencia al adicionarle L-arginina en una condicion saturante. (figura 25)
Los cambios en las intensidades de fluorescencia de LAO-tyr se pueden
utilizar para realizar titulaciones con diferentes ligandos para de esta manera
obtener las Kd aparentes. LAO-tyr sigue el mismo patron de desplazamiento

de la curva de intensidad de la fluorescencia que LAO.

LAO-tyr + L-Arginina
80000 -
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

0 T T T T T T T
300 310 320 330nm340 350 360 370

LAO-tyr sin Arg
LAO-tyr con Arg

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

Figura 25. Espectros de emisién de fluorescencia de la proteina LAO-tyr con y sin ligando
(Aex) 290 nm y ( Aem) en el rango de 310-370 nm con pasos de luz (slits) de Imm y 2mm

respectivamente a 25°C
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Intensidad de fluorescencia (u.a.)

Determinacidn de la Kd de la proteina LAO-tyr + L-arginina

El aumento en la intensidad de fluorescencia a la longitud de onda de emision
de 324nm fue utilizada para seguir la union de ligandos de la proteina LAO-tyr
en experimentos de titulacion al equilibrio. Este cambio en la intensidad de la
fluorescencia es atribuido principalmente al cambio de ambiente local de los

triptéfanos (W47 y W130) al pasar de la forma abierta a la forma cerrada.

(figura 26)
Ajuste de los datos con la ecuacién de unién
] A) Titulacién
1 LAO-tyr + L-arginina 3 B)
80000 — 1 R
70000 | 1 B
600007 ~ 08 /b/;‘
Z ¢
50000 | =~ 2
= 06 /
40000 2 g
30000 | 04 ¢
20000‘ 0.2 ‘."
10000 | /
0 ' v = . B : 0
316 318 320 322 324 326 012345678910
nm [L-arginina] / [LAO-tyr]

Figura 26. Unién de L-arginina a la proteina LAO-tyr

A) Espectros de fluorescencia de la proteina LAO-tyr a diferentes concentraciones de L-arginina
(0-100mM) ( Aex= 290 nm y Aem = 315-325 nm con pasos de luz (slits) de 1mm y 2mm
respectivamente a 25°C B) Ajuste de los datos de la titulacién con L-arginina. La linea sdlida

corresponde al ajuste con una Kys=270nM.
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Sistema LAO-tyr + L-histidina

Los espectros de emision de fluorescencia de la proteina LAO-tyr sin ligando
muestran que la proteina sin ligando incrementa la intensidad de la

fluorescencia al adicionarle L-histidina en una condicién saturante (figura 27).

LAO-tyr + Histidina

150000

140000

120000

LAO-tyr sin His

110000

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

0 T T T T T

320 322 324 326 328 330
nm

Figura 27. Espectros de emision de fluorescencia de la proteina LAO-tyr con y sin
Histidina ( Aex) 290 nm y ( hem) en el rango de 310-380 nm con pasos de luz (slits) de .1
mm y 2mm respectivamente a 25°C. En rojo se muestra el espectro de LAO-tyr sin
ligando y en azul un aumento en la intensidad de la fluorescencia de LAO-tyr al agregar

L-Histidina en condiciones saturantes.

Los cambios en las intensidades de fluorescencia de LAO-tyr se utilizaron

para realizar titulaciones al equilibrio y obtener la Kd LAO-tyr + L-histidina .
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Titulacion _ Ajuste de los datos con la ecuacién de unién

5 LAO-tyr + L-histidina
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320 322 324 326 328
nm [L-histidina] /[LAO-tyr]

Figura 28. Unién de L-histidina a la proteina LAO-tyr.

A la izquierda se muestran los espectros de fluorescencia de la proteina LAO-tyr a
diferentes concentraciones de L-Histidina ( Aex= 290 nm y Aem= 315-325 nm con pasos de
luz (slits) de 1mm y 2mm respectivamente a 25°C . A la derecha Titulacion en fluorescencia

con L-Histidina. La linea sélida corresponde al ajuste de los datos con una Kd=12.7 pM.

Al igual que en el experimento con L-arginina, el aumento en la intensidad de
fluorescencia a la longitud de onda de emision de 324nm fue utilizada para
seguir la union de ligandos de la proteina LAO-tyr en experimentos de

titulacion al equilibrio (figura 28).
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Andlisis espectroscopico del ligando L-tirosina

El amino&cido L-tirosina, al ser fluoroforo, absorbe luz y ademas en un rango
muy cercano al cual se excitan los aminoacidos L-triptéfanos y L-fenilalaninas
de las proteinas, dichos aminoacidos nos permiten monitorear el cambio
conformacional en LAO-tyr por lo cual es importante monitorear su
comportamiento aislado para descartar que en los experimentos con L-tirosina
los cambios en las intensidades de fluorescencia sean debidos a la adicion
del ligando y no al cambio de conformacion en LAO-tyr. A 295 nm, el espectro
de emision del triptéfano es dominante sobre la fluorescencia tirosina y la
fluorescencia fenilalanina, por lo cual experimentos con L-tirosina fueron esa
hex=295nm . Las diferencias en las curvas fueron utilizadas para corregir el error

por dilucién (figura 29).

L-Tirosina en 10mM Hepes
8000 |

7000
6000 -

5000 -
1 [L-tirosina] 1

4000

3000

2000

1000

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

T M T v T v 1

T T T T T ~
310 320 330 340 350 360 370

.2

nm
Figura 29. Espectros de fluorescencia de L-tirosina (sin LAO) utilizados para realizar
correccion por dilucion
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Sistema LAO-tyr + L-tirosina

Los espectros de emision de fluorescencia de la proteina LAO-tyr sin ligando
muestran que la proteina sin ligando disminuye la intensidad de la
fluorescencia al adicionarle L-tirosina en una condicién saturante, contrario al

efecto de la L-tirosina disuelta Unicamente en buffer. (figura 30)

LAO-tyr + L-tirosina

a
o
S
S
S
S

LAO-tyr sin Tyr

40000 -
30000
20000 A

10000

300 310 320 330 340 350 360

nm

T T T

370 380

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

Figura 30. Espectro de emision LAO-tyr + L-tirosina. El espectro de la proteina Lao-tyr
disminuye al agregar I-tirosina en una condicidn saturante. Estas disminuciones se

pueden utilizar ara realizar titulaciones al equilibrio

Las disminuciones en las intensidades de fluorescencia de LAO-tyr se
utilizaron  para realizar titulaciones al  equilibrio 'y  obtener

la Kd LAO-tyr para L-tirosina .
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Para el caso de la titulacion con L-tirosina, la disminucién en la intensidad de
fluorescencia a la longitud de onda a 329nm fue utilizada para seguir la unién
de liganaos de la proteina LAO-tyr en experimentos de titulacion al equilibrio

(figura 31).

Ajuste de los datos con la ecuacién de unién
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Figura 31. Union de L-tirosina a la proteina LAO-tyr

A la izquierda se muestran los espectros de fluorescencia de la proteina LAO-tyr a diferentes
concentraciones de L-Tirosina. A la derecha Titulacion en fluorescencia con L-Tirosina. La linea
solida corresponde al ajuste de los datos con una Kd=100uMnm. ( Aex= 295 nmy Aem= 315-

340 nm con pasos de luz (slits) de .5mm y 1mm respectivamente a 25°C .

En el caso de la titulacion con L-tirosina el volumen final que alcanzo la
muestra, fue cercano al 10% del volumen total de la celda al iniciar el
experimento (debido al limite de solubilidad de la tirosina). Sin embargo, se
realizaron las correcciones por dilucion de la muestra. Y se concluyo, que el
apagamiento no es debido a la dilucion de la muestra. Es por ello que es muy
probable que haya un cambio de la conformacion de LAO-tyr, el cual. Es
importante hacer notar que los cambios en las sefiales de las intensidades de
fluorescencia, pueden ser debidos a origenes moleculares diversos y

requerimos de otra técnica para confirmar esta interaccion.
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Analisis computacional

Se obtuvieron imagenes con el software de visualizacion molecular
MacPyMOL para la estructura tridimensional de LAO-wt en presencia de
histidina. Esta estructura se obtuvo de la base de datos estructurales PDB
(1LAG). 1LAG se compard con la estructura de LAO-tyr obtenida por docking
molecular, en los estudios de disefio molecular de la tesis de maestria de

Daniel Silva.

En la figura 32 se muestra la estructura tridimensional de LAO-wt superpuesta
con la estructura de LAO-tyr, como se puede observar, las dos estructuras
son préacticamente iguales en cuanto al acomodo tridimensional, esto se
puede entender porque poseen un 98% de identidad entre si, y por lo tanto
sugerimos que las mutaciones que se realizaron en el sitio activo no solo no
modifican los mecanismos generales por los cuales LAO une a sus ligandos
(ver ademés resultados de fluorescencia) sino que LAO-tyr también conserva

los parametros globales de su plegamiento y estructura nativa.

En la figura 30 se trata de evidenciar el ambiente en el que los ligandos se
encuentran en forma unida a la proteina (LAO-wt o LAO-tyr). Las esferas rojas
representan moléculas de agua (aguas estructurales) involucradas en la
estabilidad de la proteina. La molécula verde dentro del cuadro rojo
representa una L-histidina y la molécula azul una L-tirosina, las cuales se
observan con mas detalle en la figura 28. Un aspecto importante a considerar

es la orientacién de los ligandos en el sitio activo de LAO.
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Figura 32

Figura 32. A. Estructurales tridimensionales de LAO-wt y LAO-tyr superpuestas con
2 ligandos (L-tirosina en azul y L-histidina en verde). B y C. Acercamientos .

Imégenes con el software de visualizacién MacPyMOI

57



A continuacién se muestran los residuos aminoacidos que se propone
estabilizan la interaccion proteina-ligando. En la tabla de abajo se muestra
una lista resumida de las interacciones de LAO-wt con el ligando L-histidina,

asi como de LAO-tyr con L-tirosina.

LAO-WT

Residuo Distancia (A) Superficie (A) Numero de contactos

ASP 11 a3 4.9 1

TYR 14 3.7 40.1 15

PHE 52 3.9 18.5 °

SER 69 2.9 20.8 3

SER 70 2.9 51.8 5

LEU 71 3.6 2.3 1

SER 72 2.8 as a

ARG 77 2.9 33 5

|ALa 90 a.8 0.6 1

|LEU 117 3.4 32.2 3 |
|sEr 120 4 7.7 a |
|THR 121 3.8 223 4 |
|GLN 122 3.7 23.8 3 |
|asp 161 3 29.4 6 |
| |
|LAO-TYR 95 |
|Residuo Distancia (A) Superficie (A) Numero de contactos I
| |
|cys 14 a.8 19.4 3 |
|PHE 52 a 22.7 6 |
|sEr 69 3 27.2 4 |
|eLy 70 2.8 38.6 7 |
|LEU 71 3.8 1.2 2 |
|sEr 72 2.7 a7 a |
|ARG 77 2.9 19.1 5 |
|asp 90 2.8 32.7 a |
|LEU 117 3.5 15.4 2 |
|sER 120 a 22 2

|THR 121 2.9 a1.4 5

|eLN 122 3.8 7.3 a

|eLN 143 3.8 11.8 a

|PrRO 161 a 19.1 a

|THR 195 a.4 0.2 1

Tabla 2. Resumen de las interacciones en LAO-wt y LAO-tyr. Datos obtenidos in silico
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Los residuos amino&cidos que hacen algun tipo de contacto con su ligando ya
sea para el caso de LAO-wt o LAO-tyr pueden agruparse en dos clusters: el
primero que incluye residuos 69, 71, 72, 77, 90, 117 120, 121, 122 (solo una
mutacion de las 5 que se realizaron, y se encuentra del lado del amino y
carboxilo del ligando. El siguiente grupo de residuos aminoécidos se
encuentra con mayor proximidad al grupo R del ligando e involucra mas

cantidad de mutaciones (11, 14, 52, 70, 143, 160, 161, 195).

- - ~

Figura 34. R\e/s/iduc{s arrl'l\r/\;é}cidos de LAO-tyr gue tiene contagtos

con el ligando!L-tirosina—Mas[descripcion en eltexto 7
g // pa “\ l

/
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En la figura 33 también obtenida con el software de visualizacién MacPyMOL
se muestra el esqueleto de LAO-wt (linea delgada naranja) con su ligado
L-histidina (lineas gruesas) y los residuos con los que hay contactos
(mostrados en varillas). Las distancias ocurren de acuerdo a lo sefialado con
lineas amarillas punteadas. Si la figura 33 se compara con la figura 34 se
observa que la region que contiene los residuos aminoacidos que unen el lado
amino-carboxilo terminal del aminoé&cido-ligando es mucho mas parecida en
secuencia y estructura que la region que contiene los residuos aminoacidos
que interactian con grupo R del aminoacido-ligando. En la Figura 33 se
muestran los residuos aminoacidos de LAO-tyr (lineas delgadas) que tiene
contactos con el ligando L-tirosina (mostrado en lineas gruesas), el cual tiene

un cardcter quimico diferente al de los ligandos de mayor afinidad de LAO.

En la tabla 3 se resumen las constantes de afinidad para LAO-wt y LAO-tyr:

Constante de disociacién | LAO-wt LAO-tyr

aparente (Ky)

L-arginina 9 nM 270 nM
L-histidina 500 nM 12.7 uM
L-tirosina Valor no reportado 100 uM

Tabla 3. Resultados comparativos de las Ky obtenidas experimentalmente.
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DISCUSION

Las proteinas peripldsmicas de union a sustratos (PBP’s) pertenecientes a
bacterias gram negativas tales como LAO-wt han sido estudiadas y
redisefiadas por el programa Rosetta recientemente [40-42]. El desarrollo de
metodologias basadas en algoritmos de computo para calcular la energética
de la interaccion de LAO-wt con sus ligandos a partir de su estructura
tridimensional han generado importantes avances [43]. No obstante un
cuestionamiento sobre el alcance del redisefio de proteinas, es saber ¢Qué
tanto podemos mejorar un disefio?, en términos energéticos ¢Qué tanto

podemos optimizar un disefio?

Cuando se re-disefia una proteina, para realizar una “funcién nueva”
utilizamos templados (proteinas silvestres) que la evolucion ha seleccionado
para una funcion muy especifica, si queremos utilizar un templado muy
especializado probablemente no sea tan moldeable para lograr una funcion
deseada. Uno de los retos como disefiador es conocer si existen estructuras
proteicas con funciones especificas que la evolucién simplemente ha omitido

[44].

Discusiones sobre el complejo LAO-wt / LAO-tyr y sus ligandos:

LAO-wt y LAO-tyr con L-arginina: En los experimentos de fluorescencia de

LAO-tyr con el ligando L-arginina, se puede observar que los cambios en las

intensidades de fluorescencia mientras se realizaba la titulacion al equilibrio
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son mas pequefios que los cambios en las intensidades de florescencia
cuando se titul6 LAO-wt, estas diferencias se pueden entender como una
menor fraccidén de la proteina LAO-tyr uniendo el ligando L-tirosina que LAO-
wt, lo cual se interpreta a su vez como una disminucion en la afinidad [34].
La disminucién de afinidad puede ocurrir por 2 razones, ya sea por cuestiones
de orden entropico y/o entalpico cuyos valores pueden ser esclarecidos
mediante herramientas computacionales y mas experimentos con técnicas

como ITC [33,35].

LAO-wt y LAO-tyr con L-histidina: En los experimentos de fluorescencia de

LAO-tyr con el ligando L-histidina, se puede observar que los cambios en las
intensidades de fluorescencia mientras se realizaba la titulacion al equilibrio
son mas pequefios que los cambios en las intensidades de florescencia
cuando se titul6 LAO-wt, estos cambios se pueden entender como una menor
fraccion de la proteina LAO-tyr uniendo el ligando L-histidina que LAO-wt, lo
cual se interpreta a su vez como una disminucion en la afinidad. La
disminucién de afinidad puede ocurrir por 2 razones, ya sea por cuestiones de
orden entropico y/o entalpico cuyos valores pueden ser esclarecidos mediante

herramientas de computo y mas experimentos con técnicas como ITC [33,35].

LAO-wt y LAO-tyr con L-tirosina:

En los experimentos de fluorescencia de LAO-tyr con el ligando L-tirosina, se
puede observar que existen cambios en las intensidades de fluorescencia

mientras se realizaba la titulacién al equilibrio.
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A pesar de que los cambios son pequefios, estos cambios se pueden
entender como una pequefia fraccibn de la proteina LAO-tyr uniendo el
ligando L-tirosina, lo que no ocurre en LAO-wt al intentar titular con L-tirosina,
lo cual se interpreta en el mejor de los casos como generacion de novo de
afinidad por el aa L-tirosina, sin embargo es importante caracterizar mas las
interacciones que se propone generan esta afinidad para conocer si obedece
a razones entrépicas o entalpicas cuyos célculos habria que revisar mediante

herramientas computacionales [33,35].

En los experimentos con el sistema LAO-tyr se encontré que a diferencia de
aminoécidos como L-arginina, L-histidina o L-lisina, la sefial obtenida por
fluorescencia al agregar ligando, era decreciente. Lo cual se puede atribuir a
gue el cambio conformacional de LAO-tyr, que ocurre presencia de
L-tirosina, es diferente al cambio conformacional previamente reportado
apertura-cierre en LAO-wt. Es probable que la L-tirosina no conduzca en LAO
un desplazamiento de su forma abierta a su forma cerrada, si no a una
conformacion semi-cerrada. Por lo cual no podemos descartar un mecanismo
de unién diferente, o bien cambios moleculares diferentes, con respecto a la

forma silvestre de la proteina [38].

Por informacion dinamica realizada en la tesis de Daniel Silva, LAO-tyr +
L-tirosina, partiendo del estado cerrado, muestran una ligera desestabilizacion
de la conformacion cerrada. y al observar a LAO-tyr + L-tirosina en las
dindmicas que parten del estado abierto, se alcanza un estado semi-cerrado,

con desestabilizacion del ligando en el estado abierto. Una diferencia que se
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encontro en todos los experimentos con LAO-tyr, con respecto a LAO-wt, es
un apagamiento en la sefial, el cual ocurre en tiempos que podrian llegar a
ser experimentalmente relevantes, razon por la cual las titulaciones se
llevaron a cabo en el menor tiempo posible, capturando datos solo en el rango
de 315-330 nm. El apagamiento de la sefial es una variable que podria afectar
las titulaciones en casos donde los cambios de las intensidades entre el
espectro de la proteina sin ligando y el espectro de la proteina saturada de
ligando son muy pequefios, lamentablemente no se tiene un control absoluto
sobre fendbmenos de esta naturaleza. Una alternativa mas a este problema
podria ser realizar experimentos con calorimetria isotérmica de titulacion, ya
qgue el mecanismo por el cual obtenemos informacién de unién se obtiene por

un principio fisico diferente.
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CONCLUSIONES:

Conclusiones finales:

La manipulacién molecular del gen ArgT-Y es viable en los vectores pUC-54
(pldsmido-vector de subclonacién) y pET-12 (plasmido-vector de expresion),

esto dentro de las cepas de bacterias E. coli BL21 Al y DH5a.

El mecanismo de induccién empleado para expresar LAO-tyr con L-arabinosa
se mantiene funcional con respecto a LAO-wt (pequeiias modificaciones en

las condiciones experimentales).

La proteina LAO-tyr es estable para trabajar con ella: Dos meses almacenada

en el refrigerador a 4 °C no genera cambios en sus sefales de fluorescencia.

Dadas las caracteristicas de la manipulacion tanto in silico como
experimental, el modelo de estudio LAO ha demostrado ser un buen modelo

para continuar sus lineas de investigacion.

En la busqueda de obtener afinidad de novo en la proteina LAO-wt por el aa
L-tirosina, las constantes de disociacion para otros aminoacidos aumentaron 2
o 3 drdenes de magnitud. Para el aa L-tirosina si se gener6 afinidad de novo,
no obstante el disefio aun no es lo suficiente especifico como el modelo

computacional lo predice.
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PERSPECTIVAS

En una primera etapa, con la finalidad de generar mas evidencia sobre las
interacciones que LAO-tyr hace con sus ligandos, seria bueno seguir
caracterizando méas esta mutante con otros ligandos mediante la realizacién
de experimentos con las técnicas empleadas en esta tesis asi con

calorimetria isotérmica de titulacion (ITC).

Ya que se conoce un poco mas sobre el disefio de la proteina LAO, se
podrian probar experimentalmente mas disefios que ahora no solo basen sus
mutaciones racionales alrededor del sitio de unién, sino en regiones que
influyan en movimientos conformacionales que desplacen el equilibrio de LAO
entre formas abiertas a formas cerradas. Para esto, se pueden probar disefios
que incluyan algoritmos de co-dependencia evolutiva de aminoacidos, por

mencionar algun enfoque.
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