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1 RESUMEN

Los venenos de alacran son una mezcla de proteinas de bajo peso molecular,
neurotoxinas, nucledtidos, aminodacidos, oligopéptidos, cardipotoxinas, fosfinas
hemoliticas, fosfodiesterasas, proteinas inhibitorias de algunas enzimas, entre
otros. Ademas, es posible encontrar en el veneno de una sola especie de alacran
distintos tipos de toxinas, lo cual los hace capaces de producir en muchos casos
potentes efectos sinérgicos en las victimas. Estas toxinas han despertado un gran
interés en el ambito cientifico principalmente por su alta actividad y selectividad
bloqueando canales i6nicos humanos. Entender la forma en que estas toxinas
interaccionan con los canales i6nicos podria ayudar a disefiar péptidos mas activos

y selectivos 1.

Tityus costatus es un alacran de la regidn de la mata atldntica o bosque atldntico de
Brasil, incluyendo el area de la ciudad de San Pablo, donde muchos accidentes
humanos han sido reportados requiriendo atencién médica; sin embargo, no existe
mucha informacién acerca de los péptidos presentes en este veneno 2. El hecho de
que esta clase de péptidos presente una distribuciéon filogenéticamente extensa
sugiere que deben cumplir un importante papel funcional pero aun no

completamente definido 3.

La identificacion de nuevas toxinas activas sobre canales idnicos, de alguna
manera, ha abierto el camino a nuevas investigaciones y ha facilitado el estudio de
diversos aspectos bioquimicos: 1) La purificacion de canales en células nativas, 2)
La determinaciéon de subunidades de canales iénicos, 3) La elucidacién de la
estructura molecular de canales de K*, y 4) El estudio del papel funcional que los
canales de K* desempefian en células blanco #. Por lo que uno de los mayores
progresos en esta area es el resultado del descubrimiento de inhibidores
peptidicos con alta afinidad sobre los canales de K* en venenos de diferentes

animales.

Debido a que la subfamilia KTx ha sido poco caracterizada, a pesar de que es muy
representativa en algunos venenos de alacran >, se selecciond estudiar la TcoKIK,

con el fin de obtener mayor informacion acerca de la relacién que existe entre su
10



estructura tridimensional y la funcion biologica de esta subfamilia de proteinas. En
este trabajo se presenta la obtencién, purificacién y caracterizacion por
espectrometria de masas MALDI-TOF, resonancia magnética nuclear vy
espectroscopia de dicroismo circular de la proteina recombinante TcoKIK. Los
resultados obtenidos evidencian la existencia de una estructura terciaria, ademas

de algunos elementos de estructura secundaria como son hélices a y hojas f3.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Los alacranes y la especie 7ityus costatus

Los alacranes son uno de los mas antiguos grupos de animales terrestres,
los cuales han mantenido una morfologia estable por mas de 400 millones de afios
de evolucién. El veneno de estos organismos esta compuesto por una mezcla
compleja de sustancias, entre ellas: sales inorganicas, aminodacidos libres,
componentes heterociclicos, neurotoxinas, nucledtidos, oligopéptidos,
cardipotoxinas, fosfinas hemoliticas, fosfodiesterasas, péptidos y proteinas,
principalmente enzimas, las cuales utilizan como defensa y para la captura de sus
presas. Los componentes mejor caracterizados son péptidos que modifican la

permeabilidad de canales idnicos de células exitables y no exitables ©.

Las picaduras de alacran son un problema de salud publica en ciertos paises, en
donde se producen mas de un millén de accidentes en humanos anualmente 7. Las
especies mas importantes causantes de accidentes son alacranes de los géneros:
Androctonus, Buthus y Leiurus en Africa del Norte y en el Medio Este, Centruroides
y Tityus, en el continente Americano, Mesobuthus en Asia y Parabuthus en Africa

del Sur 8.

La toxina TcoKIK pertenece a la especie Tityus costatus, la cual es tipica del bosque
atlantico de Brasil; se encuentra distribuida desde el Estado de Rio de Janeiro hasta
Rio Grande do Sul. En 1879, F. Karsch describe las especies utilizando especimenes
colectados en Rio de Janeiro °. Los adultos tienen entre 5 y 7 cm de longitud, color
café amarillento con manchas en las patas y en los pedipalpos. Tienen una espina
subaculear en el telson, muestran tres rayas longitudinales en la cara dorsal del
mesosoma y se pueden encontrar en dos isoformas diferentes. Una muestra un
cuerpo mas claro del fondo con tres rayas oscuras, encontrados generalmente a
nivel del mar; mientras que la isoforma maculosa tiene un cuerpo mas oscuro y las

rayas no estan bien definidas pero convergentes 2.
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2.2 Toxinas bloqueadoras de canales de potasio (f3-
Ktx)

Los pétidos moduladores de canales i6nicos han sido clasificados en diferentes
familias, estas familias se clasifican con base en diferentes criterios tales como el
tamafio de los péptidos, su apariciéon cronoldgica, toxicidad en humanos, o
especificidad sobre canales idnicos. Basados en el ultimo criterio, a su vez estos
péptidos se pueden dividir en 4 familias. La familia 1 que contiene péptidos de
entre 60-70 aminoacidos estabilizados por 4 puentes disulfuro que modulan la
actividad de canales de Na*, la familia 2 que comprende péptidos de cadena corta y
cadena larga (entre 30-40 y 60-64 aminoacidos, respectivamente) con 3 6 4
enlaces disulfuro que bloquean canales de K*, la familia 3 contiene péptidos de
cadena corta como insectotoxinas de aproximadamente 36 aminoacidos con 4
puentes disulfuro que inhiben canales de Cl- y, por ultimo, la familia 4 incluye

péptidos que modulan canales de Ca%* sensibles a rianodina 419,

Para nuestro interés los péptidos pertenecientes a la familia 2 (Bloqueadores de
canales de potasio) se encuentran divididos en las subfamilas a-KTx, 3-KTx, y-KTx,
y k-KTx basados en su similaridad estructural 4. Las escorpinas y toxinas
especificas sobre canales de potasio de la familia beta ($-Ktx) continen 6 cisteinas
formando 3 puentes disulfuro, y presentan dos dominios estructurales: una hélice
a en el N-terminal y un C-terminal rico en cisteinas con el motivo Cs-a/f3. Para el
cual el dominio lineal se parece a péptidos antimicrobiales catiénicos, mientras
que el dominio del motivo Cs-a/3 se parece mas a algunas defensinas de otros

invertebrados, que a las toxinas de alacran tipicas 113.

A su vez esta familia 3-Ktx, basada en la secuencia de aminoacidos, se clasifica en 3
diferentes grupos 3. La clase 1 continene TsTXK (TstpKTx), AaTXK{, BmTXKf32,
TdiBKTx, y TcoBKTx #12, de las cuales so6lo la TsTXKB (TstBKTx) se ha
caracterizado como un bloqueador de canales Kv 13, La clase 2 consiste de
BmTXKf, HgeBKTx, TcoKIK, TdiKIK y TtrKIK. La proteina BmTXK{} obtenida de
manera recombinante es un bloqueador de canales de potasio en miocitos
auriculares de conejo, es un rapido inactivante y estd asociado con canales
heteromultiméricos con subunidades Kv4.2 y Kv4.3 14, La toxina Hge[3KTx exhibe

efectos citoliticos fuertes hacia diferentes organismos blanco, incluyendo bacterias
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(Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus), eritrocitos humanos y ovocitos de
rana. Por ultimo, la clase 3 incluye algunos péptidos tipo escorpina (e.g. escorpina,

opiscorpinal-4, HgeScplp1, HgeScplp2, y heteroscorpinal) 151116,

Las secuencias de nucledtidos encontradas muestran que todos los genes de las
especies Tityus, tienen una organizacion similar, la cual incluye un péptido sefal
largo de 19-25 residuos, seguido por una prosecuencia corta de 8-19 residuos y la

secuencia madura de 47 6 60 residuos de aminoacidos.(1)

2.3 La toxina TcoKIK del alacran 7ityus costatus

La toxina TcoKIK fue aislada del veneno del alacran Tityus costatus. La TcoKIK
se compone de 47 aminoacidos como se muestra en la figura 5. Estudios realizados
en 2007 por E. Garcia 3 muestran alguna semejanza entre ésta y la familia BKTx. La
TcoKIK fue clasificada en la subfamilia 2 de la familia beta ($-Ktx), debido a que la
secuencia se alinea bastante bien con la secuencia de la BmTXKf 3 aislada del
veneno del alacran Chino Buthus martensii Kasch (BmK) (posicion 3-23) (figura 1),
lo cual sugiere que son secuencias homélogas producidas por auténticos genes

ortélogos 3.

1 5 10 15 20 25 30
KIKSGWERLTSESEYACPAIDKFCEDHCAAKKA
35 40 45

VGKCDDFKCNCIKL

Figura 1. Secuencia de aminodcidos de la proteina TcoKIK.

Por otro lado, estudios recientes clasifican al péptido TstKMK en la subfamilia
"BmTXKB"” de la familia beta (3-Ktx), presentando un alto porcentaje de similitud
con la TcoKIK (figura 3). D. Almeida en el afio 2013 > obtuvo la estructura
tridimensional de la TstKMK mediante modelado computacional el cual fue
afinado por dindmica molecular. Dicha estructura mostré un motivo estructural
CS-a/P (figura 6) >.
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Figura 2. Modelo completo de union de TstKMK con un canal de potasio Kv-1.2 de ratas. El
N-terminal se presenta como estructura aleatoria en color verde. Toxina
perteneciente a la familia PmTXKB?>.

Recientemente, se caracterizo la Ts19 Frag-II 17, perteneciente a la subfamilia 2 de
la familia beta (3-Ktx) la cual exhibe un efecto bloqueador especifico sobre canales
Kv1.2 y ningin efecto sobre canales Nav!’. La Ts19 Frag-Il presenta un alto

porcentaje de identidad con la TcoKIK como se muestra en la figura 3.

TcoKIK
Toxina Secuencia 1D (%)
TeoKIK sp|Q0GY42|1-47  ------------ KIKSGWERLTSESEYACPAIDKFCEDHCAAKKAVGKCDDFKCNCIKL - - 100
TstkKMK sp|POC8W4[43-91  ---------- KDKMKAGWERLTSOSEYACPAIDKFCEDHCAAKKAVGKCDDFKCKCIKL 91,49
BmTXKB sp|Q9NJC6|30-90  KNIKEKLTEVKDKMKHSWNKLTSMSEYACPV CEDHCAAK! AIGKCEDTECKCLKLRK 68,09
Ts19Frag.Il  sp|P86822|43-91 ---------- KDKM(AGWERLTSQSEYACPAIDKFCEDHCAAKKAVGKCDDFKCNCIKL 93,62

> . ox Mo e MR MM M e W MMM o« MR o M
cons : St St : : =By

Figura 3. Alineamiento multiple de la TcoKIK con toxinas representativas de la
subfamilia “BmTXKB”. El alineamiento fue obtenido en el servidor T-COFEE 18,

Con base en el alto porcentaje de identidad que presenta la TcoKIK con las toxinas
TstKMK y Ts19 Frag-II se esperaria una actividad bloqueadora sobre canales de

potasio y un motivo estructural CS-a/f.

2.4 Canales Idnicos

El transporte de iones a través de los poros de las membranas es de vital

importancia para las células biolégicas. En organismos vivos, el transporte es
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facilitado por estos canales que utilizan el flujo idnico para cumplir diversas

funciones bioldgicas 1.

Los canales de potasio son un grupo diverso de proteinas integrales de membrana,
pueden encontrarse en numerosos tipos de células musculares, neuronales,
pancreaticas, linfociticas y adiposas 20. Los canales i6nicos se encuentran
involucrados en el mantenimiento del potencial de membranas en reposo, control
de la excitabilidad cardiaca y neuronal, liberacién de neurotransmisores,
contractibilidad muscular y secrecion hormonal, excitabilidad celular, liberacién

de neurotransmisores y activacion de linfocitos 5421,

Las toxinas de alacran debido a su alta selectividad sobre canales idnicos de K* se
han convertido en una herramienta valiosa a la hora de evaluar la funciéon de un
canal especifico de K* en la célula, permitiendo que fuera posible a hoy en dia
diferentes avances como: la purificacion de canales en células nativas, la
determinacion de subunidades de canales id6nicos, la elucidacion de la estructura
molecular de canales de K*, y el estudio de la funcién de los canales de K* en

células blanco, principalmente células con cancer *.
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3 Marco teorico

3.1 Proteinas

Las proteinas y péptidos son polimeros de a-aminoacidos, unidos por la
formacion de amidas entre el grupo a-carbonilo de un aminoacido y el grupo a-
amino del siguiente aminodacido. El enlace peptidico se forma mediante una
deshidratacién de los aminoacidos como se muestra en la figura 4 22. La donacién
del electrén del nitrogeno de amida al oxigeno del carbonilo produce un alto

caracter de doble enlace al enlace peptidico.

Rt H R?

|
H;N™ —é’H—C—DH+H—N—(!H—GOD_
Il

0
H,0 1 L H,0
R1 H R2

HyN* _tm—c— hi—dn-coo-
I
0

Figura 4. Formacion de un enlace peptidico por condensacion. El enlace peptidico se
destaca en color azul.

Existen diferentes interacciones intramoleculares que le confieren estabilidad a las
proteinas, incluyendo fuerzas de Van Der Waals, interacciones hidrofébicas,
interacciones electrostaticas y puentes de hidrogeno. Los puentes de hidrégeno

son particularmente importantes para las proteinas, debido a que le confieren
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direccionalidad y especificidad a las interacciones intramoleculares, estas
interacciones, proveen la organizacién para diferentes plegamientos y la
selectividad en interacciones proteina-ligando que permiten el reconocimiento
molecular 22, Uno de los enlaces mas importantes presentes, principalmente, en
péptidos son los puentes disulfuro, los cuales son enlaces covalentes formados
entre los atomos de azufre de los residuos cisteina a través de la oxidacién, como
se muestra en la figura 5. Estos puentes pueden ser intramoleculares o

intermoleculares.

Cys—SH+ Cys—SH > Cys—S—S—Cys+2e” +2H"

Figura 5. Formacién de un puente disulfuro a través de la oxidacién de las cisteinas.

Las proteinas se pueden definir en 4 diferentes niveles estructurales los cuales

son:

La estructura primaria; en la cual encontramos una descripcién principalmente
de los enlaces peptidicos y puentes disulfuro que unen los aminoacidos de la
cadena polipeptidica, por lo tanto, la estructura primaria se describe basicamente
por la secuencia de los residuos de aminoacidos. Cada proteina tiene una secuencia
de aminoacidos unica, lo cual sugiere que hay una relacién significativa entre la
secuencia y la funcién bioldgica y proveen una informacion inestimable acerca de

la evoluciéon de la vida en la tierra.

Por otro lado, la estructura secundaria se refiere a cualquier segmento especifico
de una cadena polipeptidica, la conformacion hélice o, la conformacion hoja 8 y los
giros B son algunos ejemplos muy estables y se encuentran ampliamente
distribuidos en las proteinas. Es importante mencionar que todas las estructuras
secundarias pueden describirse mediante los angulos diedros ¢ y { asociados con
cada residuo, como se muestra en el grafico de Ramachandran en la figura 6, el

cual nos brinda informacidén relevante de la estructura secundaria de las proteinas
23
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Figura 6. Representacién del grdfico de Ramachandran, el cual permite obtener una
aproximacion acerca de la estructura secundaria de las proteinas.

La estructura terciaria es la disposicion tridimensional global de todos los
atomos de una proteina, donde los segmentos que interaccionan dentro de la
cadena polipeptidica se mantienen en su posicion caracteristica terciaria
principalmente por diferentes tipos de interacciones débiles entre los segmentos.
Finalmente, la estructura cuaternaria se forma cuando existen dos o mas
subunidades proteicas en complejos tridimensionales [8]. Los diferentes niveles

estructurales se ilustran en la figura 7.

Estructura primaria Estructura terciaria Estructura
Estructura cuaternaria

secundaria 1 _ X%

Arg

Lys
Ala
Ala
Phe
Met

Leu

Gu | —

Secuencia de Hélice a )
aminoacidos Cadena Subunidades

polipeptidica ensambladas

Figura 7. Representacion de los niveles estructurales de las proteinas.
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3.2 Produccidn de proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes se obtienen a partir de genes clonados. En la
actualidad existen diferentes sistemas de expresion para producir proteinas
recombinantes, los cuales emplean hospederos que pueden ser desde bacterias
hasta células en cultivos de mamiferos o insectos. La bacteria mas empleada para

estos fines es Escherichia coli.

Escherichia coli es un organismo unicelular cuya reproducciéon es asexual, su
simplicidad y el conocimiento de su fisiologia y genética hacen que se facilite la
expresion y bajen los costos de produccion, debido a las estrategias simples para
crecer y mantener el microorganismo. El corto tiempo de reproduccién de E. coli

permite su duplicacién en menos de media hora 24,

Para expresar un gen foraneo en un huésped se requieren tres pasos basicos:
1. Insercién del gen en el vector de expresion especifico del hospedero.

2. Introduccion del vector de expresion en el genoma del huésped.

3. Andlisis de la capacidad de expresion de las cepas transformadas, donde influye

principalmente el vector de expresion seleccionado.

3.3 Purificacién de proteinas recombinantes

Existen diversos métodos de separacion de proteinas recombinantes, los
cuales se basan en diferentes propiedades como carga, tamafio y afinidad. Con
base en esto, se han desarrollado diferentes técnicas para la purificaciéon de
proteinas: precipitacion diferencial, filtracion en membrana, filtracién en gel,
intercambio i6nico, cromatografia de interacciones hidrofébicas y cromatografia
de afinidad.

331 Lisis celular

Mediante la lisis celular se rompen partes de la pared celular o la célula
completa con el fin de liberar ciertas moléculas bioldgicas. Este contenido celular
denominado lisado, esta compuesto de proteinas, ADN, ARN, etc. Si consideramos
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que se busca estudiar alguna proteina sobreexpresada en la célula, es importante
que al destruir la proteccién de la membrana celular se evite la inactivacion,
desnaturalizaciéon y degradaciéon de las proteinas extraidas por un medio no

fisiologico (modificacion del valor del pH).

Existen diferentes métodos para la lisis celular; métodos mecanicos y métodos
quimicos, los cuales incluyen el uso de detergentes o disolventes y la aplicacién de
alta presion mediante el uso de una prensa francesa. La desventaja de estos

meétodos es la dificultad para el control y ajuste de los parametros del proceso.

La sonicacién es una herramienta muy eficiente y fiable para la desintegracion
celular que permite un control completo sobre los parametros del proceso.
Mediante la aplicacién de ondas ultrasénicas se genera cavitaciéon rompiendo las
paredes celulares y facilitando la liberacion de los componentes del citoplasma,
esto asegura una alta selectividad en la liberacion de materiales y en la pureza del
producto 25,

332 Cromatografia de afinidad de metales inmovilizados

Un método de purificacion eficiente para proteinas es la cromatografia de
afinidad, donde generalmente se implementan etiquetas con cierta afinidad hacia

la fase estacionaria, las cuales se encuentran insertadas en la proteina de fusion.

Un método ampliamente empleado es la cromatografia de afinidad de metales
inmovilizados (IMAC), donde las proteinas recombinantes deben tener una
etiqueta corta de afinidad compuesta de residuos de polihistidina. La purificacién
por afinidad de etiqueta de histidinas presenta muchas ventajas, tales como, una
alta afinidad de la etiqueta de histidinas en una matriz de agarosa de metal
(Niquel, cobre o zinc)-acido inminodiacético y una facil elucién con amortiguador

de imidazol 2¢ (figura 8).
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Figura 8. Se observa un enlace coordinado entre un ion metdlico unido
covalentemente a un agente quelante, con una proteina etiquetada con histidinas, las

lineas rosa ilustran la cadena polipeptidica.

333 RP-HPLC Cromatografia de liquidos de alta eficiencia de
fase reversa

El uso de cromatografia liquida de fase reversa (RP-HPLC) se ha ido
incrementando en los dltimos afios, convirtiéndose en uno de los mejores métodos
para separar mezclas de proteinas pequefias. En RP-HPLC, la fase estacionaria es
no polar, mientras que la fase movil es polar. La fase estacionaria es normalmente
silice porosa con cadenas de n-alkilo enlazadas, principalmente octadecilo, asi

como octilo, hexilo, butilo y cadenas propilo.

Las columnas compuestas de silice se utilizan con gran frecuencia en las
separaciones de péptidos por RP-HPLC, el uso de fases poliméricas (divinilbenzeno
poliestireno) y materiales compuestos (particulas de silice con un revestimiento
polimérico) son quimicamente mas estables a diferentes valores de pH. La fase
movil generalmente consiste de una mezcla de agua y solventes organicos, como
acetonitrilo, metanol o isopropanol. El analisis de péptidos por RP-HPLC

normalmente requiere un gradiente de elucién.

Se debe tener en cuenta que las cadenas polipeptidicas interaccionan con grupos
silanol libres presentes en la fase estacionaria. Se deben adicionar sales o acidos

fuertes a la fase mavil con el fin de bloquear estos grupos. Para reducir la
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naturaleza polar de los péptidos, el procedimiento cromatografico debe realizarse
en valores de pH menores que 3, para que el grupo carboxilo de los aminoacidos
(&cido aspartico y acido glutdmico) no se encuentre presente en su forma
disociada. A estos valores de pH, los aminoacidos basicos como histidina, lisina y
arginina se encuentran cargados y deben ser bloqueados mediante la formacién de
pares idnicos, para tal motivo el acido trifluoroacético (TFA) se utiliza en la

separacion de péptidos 27.

C-12
0
F;.,C—C(
O 11111 *HaN
\_\
o [\ -
F,C—C { ~
O 111111 *Lys

Figura 9. Representacion esquemdtica de RP-HPLC aplicado a proteinas. Se ilustra
como la proteina interacciona con la fase estacionaria (C-12), asi como el TFA

neutraliza las cargas de la proteina.

3.4 Caracterizacidn de proteinas

La funcion de las proteinas y su especificidad de interaccion dependen
principalmente de la conformacion que adoptan, la cual se conoce como estructura
terciaria o conformacion nativa 28. Debido a esta relacién entre la estructura y la
funcién, las técnicas analiticas han sido y estan siendo herramientas
fundamentales para que los bioquimicos intenten comprender el proceso vital y el
papel que las proteinas desempefian en este proceso. Por muchos afios la
difraccién de rayos X de cristales unicos fue la Unica técnica que permiti6 la
determinacion de estructuras de macromoléculas bioquimicas, treinta y ocho afios
después se le da el premio Nobel de Quimica a investigadores que contribuyeron a

la aplicacion de la espectrometria de masas (EM) y la resonancia magnética
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nuclear (RMN) al analisis y determinacion de estructuras de proteinas 2°. Por otro
lado, es importante conocer que el plegamiento tridimensional de las proteinas no
genera una estructura rigida. Estudios de difraccion de rayos X y de RMN
demuestran que tienen cierta flexibilidad, la cual, en muchas ocasiones, contribuye

a que éstas puedan cumplir con su actividad biologica 39.

341 Espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry)

La espectrometria de masas MALDI-TOF ofrece una determinacion rapida de
las masas moleculares. Usualmente, se forman iones moleculares intactos,
permitiendo la determinaciéon de la masa de los péptidos y proteinas. Cuando
tenemos subunidades de proteinas enlazadas no covalentemente, estas
generalmente se disocian en cadenas de polipéptidos individuales, mientras que
las cadenas peptidicas conectadas por enlaces covalentes, como puentes disulfuro,

permanecen unidas.

En espectrometria de masas MALDI-TOF una pequefia cantidad de del analito de
interés (1 pL) se cocristaliza en una placa con una matriz sélida que contiene un
cromoforo que absorbe luz ultravioleta o infrarroja (relaciéon molar de la matriz y
el analito 1000:1 a 100,000:1), las moléculas de proteina ionizada se liberan
mediante la desorcidon (vaporizacion) de la mezcla de proteina y matriz de la
superficie, por pulsos de laser de duraciéon de nanosegundos, que se aceleran en un
campo eléctrico en vacio. A menudo las proteinas o péptidos se liberan con una
sola carga (z=1) aunque es frecuente la generacion de especies multicargadas. Los
iones con proporciones de masa/carga(m/z) baja se aceleran a velocidades mas
altas y alcanzan el detector antes que los iones con una alta relacion m/z 31 de

acuerdo a la siguiente ecuacidn.

d m
v2U V ¢q

f =
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342 Resonancia magnética nuclear de proteinas

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica de gran importancia en
la investigacién cientifica y es una de las dos metodologias que existen para

determinar la estructura molecular de macromoléculas a nivel atémico.

La RMN se basa en la interacciéon del momento magnético de un nucleo con un
campo magnético. El momento magnético del ntcleo esta asociado con el espin
nuclear, el cual es una forma de momento angular que posee el nucleo. El valor del
espin nuclear esta definido por el nimero de espin. El momento nuclear magnético
asociado con el espin nuclear depende de las propiedades de un nucleo y su

numero de espin 32,

El hecho de que la mayoria de nucleos atémicos posean espin diferente de 0, al
someter estos nucleos atémicos a un campo magnético fuerte, el momento
magnético del nucleo tiende a orientarse preferentemente a favor del campo
magnético aplicado y, por tanto, si se aplica una energia que obligue a los nucleos a
invertir el sentido de su orientacién, en este momento se puede decir que el

sistema esta en resonancia. A este fenémeno es al que se conoce como RMN 33,

Con los datos que proporciona la RMN es posible determinar la estructura
secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteinas, pero es necesario tener la
estructura primaria para facilitar los analisis de los espectros de RMN. Para la
determinacion de la estructura tridimensional de la proteina es necesario asignar
todas las sefiales de los espectros en dos dimensiones. Con los espectros TOCSY es
posible determinar que sefales corresponden al sistema de espin para cada
aminoacido particular, junto con el experimento COSY 34, el cual, permite observar
nucleos que se encuentran acoplados a 2 o 3 enlaces de distancia, facilitando la
asignacion. Luego de esto se realiza la asignacion secuencial de los aminoacidos en
la estructura de la proteina con ayuda del experimento NOESY, el cual nos permite
observar ntcleos que se encuentran cercanos espacialmente, a menos de 5 A de
distancia. En la Figura 10 se ilustra un diagrama del procedimiento que se debe

seguir para la determinacién de la estructura tridimensional de proteinas 35.
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Figura 10. Diagrama del procedimiento para la determinacién de estructuras de

proteinas 35,

La aplicacién propuesta por el laboratorio de Wiithrich 34 se basa en la asignacién
de los desplazamientos quimicos de los protones de la cadena lateral y principal
utilizando acoplamiento escalar, asi como las correlaciones NOEs 34. La elucidaciéon
de las cadenas laterales de los aminoacidos se basa principalmente en
estimaciones de distancia obtenidas por los NOEs de larga distancia,
suplementados con angulos dihedros e informaciéon de puentes de hidrégeno
obtenida a partir de constantes de acoplamiento escalar y tasas de intercambio de
protén de amida 3¢; por lo que la reconstruccién de la estructura se realiza

utilizando algoritmos computacionales de geometrias de distancia 37.
2.7.2.1  Indice de desplazamiento quimico (CSI)

El método del indice de desplazamiento quimico es una herramienta que nos
permite obtener a partir de los desplazamientos quimicos informacion valiosa
acerca de la estructura de las proteinas. Por medio de este método es posible
identificar los elementos de estructura secundaria de cada residuo en la secuencia
de manera dependiente. Para que sea posible implementar esta herramienta, es

necesario tener una asignacion completa de los residuos presentes en la proteina.
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El desplazamiento quimico observado para un nucleo particular se compara con
ciertos valores de referencia (anexo 3), el método asigna 3 indices -1, 0 6 1,
dependiendo de la variaciéon en el desplazamiento quimico observado, si es
cercano al valor permitido o a uno de los extremos (valor de referencia +0,1 ppm
respectivamente), es decir, cuando el desplazamiento quimico observado
sobrepasa el valor de referencia +0,1 ppm se asigna el indice 1, por el contrario, si
el desplazamiento quimico observado sobrepasa el valor de referencia -0,1 ppm se
asigna el indice -1. Repeticiones consecutivas en los indices permiten determinar

los elementos de la estructura secundaria 38,
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4 HIPOTESIS

Mediante el vector de expresion pET-32a se podra obtener la toxina
TcoKIK del alacran Tityus costatus de manera recombinante en
Escherichia coli, 1a cual se espera presente un plegamiento definido.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Estudiar y optimizar los pardmetros de la expresion de la TcoKIK
con el vector de expresion pET-32a en Escherichia coli y establecer

las condiciones analiticas para la purificacion de esta toxina.

5.2 Objetivos especificos

. Obtener la TcoKIK empleando el vector de expresion pET-32a
en Escherichia coli.
. Purificar la proteina recombinante TcoKIK utilizando

distintas técnicas cromatograficas.

. Caracterizar la proteina TcoKIK por espectroscopia de masas
MALDI-TOF.

. Caracterizar la proteina TcoKIK por Dicroismo Circular.

. Caracterizar la proteina TcoKIK empleando RMN.
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6 DISENO EXPERIMENTAL

A continuacidn se resume el disefio experimental llevado a cabo para

cumplir con los objetivos planteados en este proyecto (figura 11).

\
e pET-32a.
Disefio del gen o ¢ 6x Hls'_ )
« Sitio de reconocimiento
(enteroquinasa).
4
\
Optimizacion de la e E. coli Rosetta™.
Expresion e E. coli Rosetta-gami™.
4
e Aislamiento de la proteina de "
fusion
« Hidrélisis ezimatica.
e RP-HPLC.
\ j
/
e MALDI TOF.
Caracterizacion « DICROISMO CIRCULAR.
e RMN.

-

Figura 11. Diagrama de flujo para la obtencidn y caracterizacién de la
TcoKIK.

Disefio del gen TcoKIK-pET32a

El disefio del gen se llevo a cabo teniendo en cuenta que se
esperaba obtener la TcoKIK recombinante utilizando las cepas de E.
coli Rosetta™ y E. coli Rosetta-gami™, con el fin de que alguna de
estas cepas produjera la proteina de fusion soluble. Por tanto, se

construyo el gen, de tal manera que obtuviera la proteina de fusion
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con el disefio que se muestra a continuacién (figura 12).

Tiorredoxina 6 X Sitio de TcoKIK

reconocimiento
His para enteroquinasa

Figura 12. Representacion de la proteina de fusién. En la figura se
representan las regiones que constituyen a dicha proteina: el dominio
de tiorredoxina, la secuencia de 6 histidinas consecutivas, el sitio de
corte con enteroquinasa y la secuencia de aminodcidos de la proteina
TcoKIK.

El gen se insertd6 en las bacterias productoras mediante
transformacion de células competentes de las cepas Rosetta™ y
Rosetta-gami™ de E. coli. A continuacidn, se realizaron las cinéticas
de expresidon con el fin de observar que cepa producia mayor
cantidad de proteina soluble; para esto, cada cepa transformada se
inocul6 en 100 mL de medio de cultivo Luria Bertani (LB)(ANEXO01)
con los antibioticos apropiados. Los 100 mL de medio de cultivo se
incubaron por 14 h, a 37 °C, luego se transfirieron a un matraz que
contenia 1,5L de medio LB y los antibidticos (ampicilina 100 ug/mL
y cloranfenicol 34 mg/mL para Rosetta™ y para Rosetta gami™
ampicilina 100 pg/mL, cloranfenicol 34 mg/mlL, tetraciclina 5
mg/mL y kanamicina 30 mg/mL). Los matraces se incubaron a 37°C
monitoreando continuamente el valor de la densidad éptica a 600
nm. Cuando el cultivo bacteriano alcanz6 una densidad 6ptica de 0.7,
se modifico la temperatura a 30°C y se agreg6 el agente inductor de
la expresidn isopropil - tiogalactopiranosa (IPTG) 1.0 M, utilizando
una concentracion final en el cultivo bacteriano de 500 mM. En este
momento, las bacterias se encuentran en la fase logaritmica del
crecimiento bacteriano. La expresién de la proteina de fusion fue
monitoreada en ambas cepas para determinar el tiempo donde

ocurre la maxima expresiéon a 30°C.

Después de realizar la induccién de la expresiéon de proteina en

ambas cepas, se tomaron muestras de 1 mL de cultivo a diferentes
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intervalos de tiempo, las cuales fueron centrifugadas con el fin de

colectar el paquete celular para ser resuspendido en 60 pL de BL.

Una vez que se obtuvo la cinética de expresion en ambas cepas, se
procedid a generar proteina de fusiéon a mayor escala en la cepa que
presentd un mayor rendimiento. Luego de la expresion de proteina
de fusion se debe extraer del microorganismo para continuar con la
purificacion de la proteina de interés, la TcoKIK. Para ello, se
colectaron las células por centrifugacion a 6.500 rpm, 4°C por 6 min.
El paquete celular se resuspendi6é en BL (Apéndice 1) continuando
con la lisis celular mediante choques soénicos. El extracto celular se
centrifugd a 16.500 rpm, 4°C por 45 min, con el fin de separar la
fraccion soluble de la fracciéon insoluble. La fraccién soluble fue

purificada como se describe en el siguiente inciso.
Purificacion

La producciéon de la proteina recombinante TcoKIK se
desarrollé en tres pasos principales, los cuales fueron: aislamiento
de la proteina de fusion del extracto celular, hidrolisis enzimatica
de la proteina de fusiéon con enteroquinasa y purificacion de la
proteina recombinante TcoKIK por cromatografia liquida de alta

eficiencia de fase reversa.

6.2.1 Aislamiento de la proteina de fusion

El aislamiento de la proteina de fusién de interés fue posible
empleando una columna de cromatografia de afinidad metal quelato
HiTrap®, debido a que la proteina posee una etiqueta de 6
histidinas, las cuales son capaces de coordinar iones metdlicos
adheridos a la fase estacionaria de la columna, para este caso niquel.
Luego de pasar el extracto celular por la columna, se realizé un
lavado inicial con BL, con el fin de despegar todo aquello que no
tiene afinidad por la columna. A continuacién, se realiz6 un

gradiente de elucion con imidazol a diferentes concentraciones, con
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el fin de aislar la proteina de fusién de otras proteinas que posean

afinidades menores hacia la columna.

6.2.2 Digestion enzimatica con enteroquinasa

Luego de aislar la proteina de fusién, se debe realizar el corte
enzimatico, para obtener la TcoKIK. Para esto, inicialmente se desalé
la proteina mediante una columna de exclusién molecular PD-10®,
con el fin de retirar la alta concentracion de imidazol, la cual

interfiere con la actividad de la enzima.

A continuacién, se buscaron condiciones éptimas para realizar la
digestion enzimatica y asi lograr la separacion de la TcoKIK del resto
de la proteina de fusién. Lo cual fue posible debido a que la proteina
de fusion fue disefiada con el sitio de reconocimiento para
enteroquinasa (D-D-D-D-K), la cual realiza el corte enzimatico en el
enlace peptidico formado entre la lisina (K) y el aminoacido
siguiente (figura 13). Luego de la digestion, esta se pas6 nuevamente
por la columna de afinidad metal quelato, con el fin de separar el
dominio de tiorredoxina (residuo de corte) de la TcoKIK la cual ya

no presentaria afinidad por la columna.

Sitio de
reconocimiento para
enteroquinasa
l —
Tiorredoxina 6 x His D-D-D-D-K TcoKIK

Figura 13. Representacion de la proteina de fusion de la TcoKIK. Se

resalta el sitio de corte con enteroquinasa.
6.2.3 Purificacion mediante Cromatografia liquida

A continuacién, es necesario purificar la proteina de algunos
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péptidos provenientes del corte, que no fueron separados en la
purificacion por afinidad; para luego realizar una correcta
caracterizacion de ella. Para esto primero se realizé la preparacion
de la muestra empleando un cartucho de extraccidn en fase sélida
Strata® C-18 de 55 pum de tamafio de particula y 140 A de tamafio de

poro con capacidad de 6 mL.

Se determiné la concentracion de ACN necesaria para eluir la
proteina; mediante un gradiente de concentracién, encontrando que
la fraccién de ACN al 30% era la que contenia la proteina. La elucion
con ACN al 30% fue liofilizada y resolubilizada en ACN al 12%, para
asi llevar a cabo el paso final de la purificacién, el cual se realiz6
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia de fase reversa
(RP-HPLC) en un equipo Pro-StarVarian equipado con un sistema de
disolventes con gradiente binario. Se emple6 una columna Jupiter 4p
Proteo 90A C12 de 250 mm de largo y 4.6 mm de didmetro interno.
Para este paso, se optimizé el gradiente de H20/ ACN (0,05% TFA)
con el fin de obtener la TcoKIK con la mayor pureza posible. El flujo
utilizado fue de 1mL/min detectando a una longitud de onda de
230nm.

Caracterizacion

6.3.1 Caracterizacion por espectrometria de masas

La caracterizacion inicial de la proteina se llevé a cabo
mediante espectroscopia de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption/Ionization-Time of Flight) en un equipo Bruker
Daltonics en el laboratorio de servicios analiticos del Instituto de
Quimica UNAM. Las muestras se prepararon tomando 1 pL de lo
colectado tras la purificacién por RP-HPLC y haciendo diluciones
1:10 con la matriz, acido 4-hidroxi-a-ciano-cindmico, en una mezcla
H20-ACN 2:1 con 0.05% de acido trifluoroacético.
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6.3.2 Determinacion estructural por dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular se determinaron en el
Laboratorio de Fisicoquimica e Ingenieria de Proteinas (LFQIP) de la
Falcutad de Medicina de la UNAM. Se empled un
espectropolarimetro Jasco modelo J-720 con una celda de paso

6ptico de 0,1 cm.

6.3.3 Determinacion estructural por resonancia
magnética nuclear

Para la caracterizacién estructural por RMN, la muestra se
preparé disolviendo 1 mg de la proteina recombinante (TcoKIK) en
275 pL de 95/5 % de H20/D20. Se realizaron los experimentos
COSY, TOCSY (tiempo de mezclado de 0,075 s) y NOESY (tiempos de
mezclado de 0,15 sy 0,3 s) en un equipo Bruker de 700 MHz a 25°C,
empleando la supresion del agua DPFGSE. Se emplearon 512
incrementos complejos y 2048 puntos en la adquisicion directa. Una
vez adquiridos los FID’s de cada experimento, se realizé el
procesamiento de los datos, en el programa nmrPipe, y el ajuste de
fase auxiliandose con la interfaz grafica nmrDraw. La asignacién de
las senales de los sistemas de espin de la proteina se realizé en el
programa CARA 1.5 empleando la herramienta XEASY. Para realizar
la asignacion de los sistemas de espin de la TcoKIK se siguid la

metodologia propuesta por Wiithrich 34.

Brevemente, este proceso se describe a continuacion: se traslaparon
los espectros COSY y TOCSY, analizando las sefiales, comparandolas
con los patrones conocidos que se presentan en los aminoacidos
(anexo 2) y comparando con la secuencia primaria de la proteina, de
esta manera, se identificaron los tipos de aminoacidos observados
en el espectro. Posteriormente, se realiz6 la asignaciéon secuencial de
los sistemas de espin, para esto ya teniendo identificado el tipo de
aminoacido que corresponde a cada sistema de espin, se traslaparon

los espectros TOCSY y NOESY. Las sefiales NOE diferentes a las
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sefiales TOCSY corresponden a correlaciones en el espacio, con éstas
podemos conocer los aminoacidos que se encuentran secuenciales y
los residuos cercanos espacialmente y que no son secuenciales, estos
ultimos son evidencia de la estructura tridimensional del péptido.
Por ultimo, con base en la asignacion realizada, se calcul6 la

estructura tridimensional con ayuda del programa CYANA.

6.3.3.1  Método del indice de desplazamiento quimico

Luego de realizar la asignacion de todos los residuos presentes en
la secuencia de la proteina, se comparo6 el desplazamiento quimico
de los protones alfa encontrados para cada aminodacido, con los
valores esperados mostrados en el anexo 3. Como se mencioné
anteriormente, cuando el desplazamiento quimico fue mayor que el
de referencia por 0,1 ppm o mads, se asocié al indice 1, por el
contrario, cuando se recorrié a un desplazamiento menor o igual a
0,1 ppm con respecto al valor de referencia se asoci6 al indice -1.
Cuando no se presenté ninguno de los anteriores casos se asoci6 al

indice 0.
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7 RESULTADOS Y ANALISIS DE
RESULTADOS

Expresion en Escherichia coli

En la figura 14 se muestra la cinética de expresion de la proteina de
fusion en las cepas E. coli Rosetta gami™ y E. coli Rosetta™ en funcion

del tiempo.

PM Oh 2h 4h 6h 8h 12h 24h Oh 2h 4h 6h 8h 12h24h

- — — -
-3 § 3 1
o

~ Rosetta™

~ Rosetta gami™

Figura 14. Cinética de expresion de la proteina de fusién en las cepas
E. coli Rosetta gami™ y E. coli Rosetta™. La proteina de fusién se
resalta en color naranja, tiene una masa molecular tedrica de
22341,36 Da. El tiempo de induccién se fijé en 12 h para la cepa
Rosetta™ de acuerdo a los resultados presentados en este gel de
electroforesis (SDS desnaturalizante).

El marcador de pesos moleculares empleado para los geles de
poliacrilamida contiene 6 polipéptidos con un rango de masa
molecular de ~1.4 a ~26.6 KDa, en la mayoria de geles no se
observan los 6 estandares esperados, debido a que esta
concentracion de poliacrilamida (16%) no es suficiente para separar
los polipéptidos de menor masa molecular o en algunos casos el gel
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corri6 en un tiempo mayor al adecuado, ocasionando que los
polipéptidos mas pequefios se salieran del gel. La masa molecular
esperada para la proteina de fusion es de 22341,36 Da. Como se
observa en la figura 14, es notable la diferencia en cantidad de
proteina de fusidon producida por ambas cepas. Puesto que para la
cepa Rosetta gami™ la produccién de proteina soluble es casi nula,
mientras que para la cepa Rosetta™ la sobreexpresion de proteina es
evidente. Por lo tanto, se decidi6 expresar la proteina de fusién en la
cepa Rosetta™, empleando un tiempo de induccién de 12 h, debido a
que no se nota mucha diferencia con respecto a 24 h, se emple6 una
concentracion de 0,5mM de IPTG y una temperatura de incubacién
de 30°C.

La proteina de fusion se expresé en 6 L de medio de cultivo,
empleando las condiciones éptimas de expresiéon, con el fin de
obtener cantidad suficiente de proteina para la correcta
caracterizacion de la TcoKIK. Luego de transcurrir 12 h de
induccidn; se colectd el paquete celular por centrifugacion,
obteniendo un rendimiento promedio de 3.3 g/L de medio de

cultivo.

Luego de colectar el paquete celular, éste fue resuspendido en BL,
empleando 12.5 mL por cada gramo de paquete celular.
Seguidamente, se sonicd a 63 W durante 10 min en intervalos de 20
s con intermedios de 1 min 30 s en hielo. Este lisado obtenido se
centrifugd por 45 min a 16500 rpm para continuar con el

aislamiento de la proteina de fusion.
Purificacion

El sobrenadante se filtr6 con una membrana de tamafio de poro de
0.45 pum y se hizo pasar por una columna HiTrap® cargada con Ni2+

previamente equilibrada. Las eluciones (25 mL c/u) se realizaron
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empleando un gradiente de concentracidon de imidazol, con el fin de
encontrar la concentraciéon 6ptima de imidazol para desplazar por
completo la proteina de fusién, como se muestra a continuacién en
el gel de poliacrilamida. Este proceso se realiz6é con un flujo de 5

mL/min.

Proteina de fusion
(22341,36) Da)

Figura 15. Purificacion de la proteina de fusién. (PM) Marcador de
pesos moleculares. (2) Lisado celular antes de ser pasado por la
columna. (3) Fraccién no retenida por la columna. (4) Fraccion eluida
con 5mM de imidazol. (5) Fraccion eluida con 25mM de imidazol. (6)
Fraccién eluida con 50mM de imidazol. (7) Fraccion eluida con
100mM de imidazol. (8) Fraccion eluida con 200mM de imidazol. (9)
Fraccién eluida con 300mM de imidazol. (10) Fraccién eluida con
500mM de imidazol. Solo se observan 3 bandas en el marcador de
pesos moleculares debido a que los estdndares mds pequefios se
salieron del gel.

En la figura 15 se observa que en las primeras fracciones eluyen
proteinas con baja afinidad por la columna, por lo tanto, se decidié
proceder con las siguientes purificaciones, realizar dos lavados
previos a la elucidon de la proteina de fusion con 25 mM de imidazol y
50 mM de imidazol, para continuar asi con la elucion de la proteina
de interés utilizando una concentraciéon de 300mM de imidazol. En
esta forma, se aseguro6 la eluciéon completa de la proteina adherida a
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la columna. Posteriormente, se realiz6 la desalaciéon de la proteina
de fusion en una columna de exclusion molecular PD-10®, con el fin
de retirar el imidazol proveniente de la elucién para que no
interfiriera en la reaccién de proteodlisis. La proteina de fusién se
cuantific6 midiendo absorbancia a A=280nm, para lo cual se obtuvo
que el rendimiento de proteina de fusion por litro de cultivo fue de
31.33 mg/L.

Luego de determinar la concentracidon de la proteina de fusidn, se
procedi6é a buscar condiciones para un corte 6ptimo con la enzima
enteroquinasa. Inicialmente, se parti6 del amortiguador
recomendado por el manual de la enzima, el cual contenia 50 mM
Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM CaClz, y 0.1% Tween-20 (anexo 1), para ésto
se vario la concentracion de enzima y la temperatura. Se monitored
el corte a diferentes tiempos con el fin de elegir las condiciones mas

favorables, tal como se observa a continuacion.

damie 2008 4 S GanTen 809 1081180120213 00 14

26,8
Proteina de fusion

W e e e~ ol b SEaE. 0311 %6) D)

17 Residuo de corte
—>
—— (17057,36 Da)
144
6,5 —» TcoKIK
(5284 Da)

Figura 16. Monitoreo del corte enzimdtico de la proteina de fusién
utilizando 0,1 U de enteroquinasa/mg proteina (°T= ambiente). (1)
Marcador. (2) t=0 h. (3) t=2 h. (4) t=4 h. (5) t=6 h. (6) t=8 h. (7) t=18 h.
(8) t= 24 h. 0,01 u de enteroquinasa/mg proteina (°T= ambiente). (9)
=2 h. (10) t=4 h. (11) t=6 h. (12) t=8 h. (13) t=18 h. (14) t=24 h.
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Figura 17. Monitoreo del corte enzimdtico de la proteina de fusion
utilizando 0,001 U de enteroquinasa/mg proteina (°T= ambiente). (1)
Marcador. (2) t=0 h. (3) t=2 h. (4) t=4 h. (5) t=6 h. (6) t=8 h. (7) t=18 h.
(8) t= 24 h. 0,1 u de enteroquinasa/mg proteina (°T= 37°C). (9) t=2 h.
(10) t=4 h. (11) t=6 h. (12) t=8 h. (13) t=18 h.
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Figura 18. Monitoreo del corte enzimdtico de la proteina de fusion
utilizando 0,01 u de enteroquinasa/mg proteina (°T= 37°C) (1)
Marcador. (2) t=0 h. (3) t=2 h. (4) t=4 h. (5) t=6 h. (6) t=8 h. (7) t=18 h.
(8) t= 24 h. 0,001 u de enteroquinasa/mg proteina (°T= 37°C). (9) t=2
h. (10) t=4 h. (11) t=6 h. (12) t=8 h. (13) t=18 h. (14) t=24 h.

Con base en los resultados anteriores, se determiné que los cortes
mas eficientes se obtuvieron utilizando una temperatura de 37°C,

puesto que a temperatura ambiente y por 24 h la digestion
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enzimatica fue casi nula. Ademas, es posible observar que al emplear
bajas concentraciones enzimaticas, la digestién es muy lenta. Por lo
tanto, se decidi6 que las mejores condiciones de corte fueron 0.1
unidad de enzima por cada mg de proteina de fusion, incubando la
reaccion a 37°C por 12 h, empleando una concentracién final de

proteina de fusion de 2.5 mg/mL.

Aunque estas condiciones de corte parecian 6ptimas para continuar
con el proceso experimental, se determiné mediante espectrometria
de masas y RMN que la proteina interacciona fuertemente con el
tween 20, dificultando su purificacién y caracterizaciéon final. Por
este motivo, fue necesario modificar las condiciones de corte, para lo
cual se probaron nuevas condiciones, las cuales se resumen en el

siguiente cuadro.

Cuadro 1. Diferentes condiciones probadas para la digestién
enzimdtica con enteroquinasa. Se muestra el resultado obtenido en

cada proceso. Todas las digestiones se ensayaron a 37°C.

Agentes Concentracion Cantidadde  Resultado
Caotropicos enzima
(U/mg)
Ninguno 0 0,2 Cortes
inespecificos
Urea 100 mM 0,2 Cortes
300 mM inespecificos
SDS 0,05% 0,2 Inhibiciéon
de la enzima
Urea 500 mM 0,15 Cortes
1M inespecificos
ACN 5% 0,15 Cortes
inespecificos
NacCl 50 mM 0,1-0,3 Cortes
inespecificos
Triton 0,05% 0,1 Corte
0,025% completo en
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Por lo tanto, se decidi6 utilizar triton 0,05% como agente caotrdpico,
para la digestion con enteroquinasa, empleando un tiempo total de 6

h, con el fin de evitar que se generaran cortes inespecificos.

PM 24h 8h 4h 2h Oh 2h 4h 8h 24h

> Proteina de fusion
f (22341,36) Da)

g Residuo de corte
(17057,36 Da)

TcoKIK

. : (5284 Da)
| Triton 0,05% Tritén 0,025%

Figura 19. Cinética de corte con tritén. Se observa en el lado derecho
del gel la digestion enzimdtica de la proteina de fusion empleando una
concentracion de tritén de 0,025%, mientras en el lado izquierdo se

emplea una concentracion de tritén de 0,05%.

Transcurrido el tiempo necesario para el corte, la disoluciéon de
reaccion se filtr6 con una membrana de 0,45 pm y se pasé
nuevamente por una columna HITRAP® cargada con NiZ+, con el fin
de retirar el residuo de corte. La fraccién que contenia la TcoKIK se
colecté inmediatamente, realizando un lavado con 5 volimenes de

columna (25mL) del amortiguador de corte.

Cromatografia liquida de fase reversa

En la figura 20 se ilustra el cromatograma obtenido en la
purificaciéon de la TcoKIK cortada con el agente caotrépico tritén,

ademas en lineas puenteadas se muestra el gradiente de
43



Absorbancia (mAU)

1400

concentracion optimizado para esta proteina.
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Figura 20. Cromatograma de la purificacién de TcoKIK. Se ilustran los
picos correspondientes a los productos del corte de la proteina de
fusion con la proteasa enteroquinasa. La linea punteada indica el
gradiente optimizado, es decir, se muestra el cambio de concentracion
de acetonitrilo con respecto al tiempo. El pico enumerado como (1)
sefiala el tiempo de retencion de la TcoKIK.

Cabe mencionar que al intentar la purificacién de la proteina cortada
con Tween 20, ésta se adheria fuertemente a la fase estacionaria de

diferentes columnas probadas (C-12, C-18, C-4), requiriendo el uso

de condiciones extremas para su limpieza.

En la figura 20 se observa que la TcoKIK eluye en un tiempo de
retencion de 22 min y 27% de acetonitrilo. La fraccidon equivalente al
pico (1) fue liofilizada y posteriormente cuantificada, obteniéndose
un rendimiento de 0.530 mg de proteina TcoKIK por litro de cultivo

bacteriano.
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Caracterizacion

Espectrometria de masas MALDI-TOF

Para confirmar la obtencion de la proteina TcoKIK, se realiz6 la
caracterizacion por espectrometria de masas del pico purificado por
HPLC, se emplearon dos estandares de calibracién: uno de ellos con

una masa equivalente a 3402 Da y el otro con una masa de 5295 Da.
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Figura 21. Espectro de masas MALDI-TOF del pico 1 purificado por
HPLC. Se observa una relacién de m/z experimental para la molécula
protonizada [M+ H]* de 5277.22 que es congruente para la proteina
TcoKIK oxidada con una masa tedrica de 5278 Da, ademds se observa
un pico equivalente a la proteina doblemente cargada (2638.94).

Debido a la alta resolucion que presenta esta técnica y con la
realizacion de una buena calibracién, fue posible ademas de obtener
la masa molecular de la proteina, determinar el nimero de puentes

disulfuro formados. Teniendo en cuenta que por cada puente
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disulfuro presente en la proteina, debe existir una diferencia de
masa/carga de 2 unidades, entre la especie oxidada y la especie

reducida (ausencia de enlace disulfuro).

La masa teorica para la TcoKIK en estado reducido es de 5284 Da, si
asumimos que ésta se encuentra en estado oxidado, con la formacion
de tres puentes disulfuro, debido a las 6 cisteinas presentes, la masa
que se espera es de 5278 Da, lo cual se corrobora con la relacién de
m/z encontrada en el espectro de masas (figura 21) de 5277.22,
ademas es posible observar el pico correspondiente a la proteina
doblemente cargada (2638.94).

Caracterizacion estructural por espectroscopia de
dicroismo circular (DC)

Esta medicién se realiz6 como una prueba previa a la
caracterizacion estructural por RMN, con el fin de determinar si
existian ciertos elementos de estructura secundaria observables por
esta técnica y, por ende, confirmar que ésta se obtuvo con algin
plegamiento definido, capaz de conferirle su actividad. Para esto la
proteina se disolvio en agua milli Q pH=7, obteniendo una
concentracion final de 0.515 mg/mL, la concentracién de proteina se
determin6é en un espectrofotdmetro Shimadzu BioSpec-nano
empleando la elipticidad molar tedrica de 7365 calculada mediante
la herramienta ExPASy ProtParam 39 a continuacion se pas6 por un
filtro de 0.22 um, y se empled un volumen final de 500 pL. El
espectro resultd de la acumulacién de 4 barridos (50 nm min-1) en
intervalos de 1 nm, con un tiempo de integraciéon de 16 s entre 200 y
280 nm a 25 °C. No fue posible obtener informacién a menores

longitudes de onda debido a que el equipo empleado no lo permite.

Los datos se normalizaron empleando la siguiente ecuacion:
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, CD * Myrw
Elip.yirw = HorCeL
Donde
CD = senal del dicroismo (miligrados)

MMRW = Masa Media por residuo, que en el caso de TcoKIK =
114,87Da
C = concentracion de proteina en mg/mL. (0.5601 mg/mL)

L =longitud del paso de luz de la celda, que en este caso es = 0.1 cm

Elipticidad Molar

2000 -
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Figura 22. Espectro de DC de la TcoKIK.

Por medio de la espectroscopia de DC en la region espectral del UV
lejano (190-250 nm) es posible estimar la estructura secundaria de
las proteinas, a estas longitudes de onda, el croméforo es el enlace
peptidico, y la sefal se origina cuando éste se localiza en un
ambiente regular plegado 49, por lo tanto, es posible diferenciar
entre a-hélice, hojas f3, y estructuras helicoidales aleatorias debido a
que dan lugar a un espectro de DC de forma y magnitud

caracteristica 1.

En el espectro de DC se puede observar que la TcoKIK posee un

plegamiento caracteristico, mostrando cierto contenido de alfa

hélice (con minimos en 208 y 222), sin embargo, se debe tener en
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cuenta que las proteinas con motivos estructurales a+B y o/ casi

siempre tienen espectros dominados por el componente a-helicoidal

y, por lo tanto, con frecuencia muestran bandas con un sélo espectro

ancho minimo entre 210 y 220 nm debido a las contribuciones

superpuestas de a-hélices y hojas 3, lo cual se observé en el espectro

de esta proteina.

Los datos obtenidos fueron analizados empleando el método

SELCONS3 en el servidor DichroWeb 42, se obtuvo el siguiente analisis

de estructura secundaria (Tabla 2).

Cuadro 2. Andlisis de estructura secundaria de los datos obtenidos del
experimento de dicroismo circular en el servidor DichroWeb.

| Result || Helix1 | Helix2 || Strand1 | Strand2 | Turns |[Unordered| Total |
[ Guess || 0006 | 0086 || 0299 || 0.161 || 0109 || 0339 | 1 |
[ SvD || 0059 | 0108 || 0.168 || 0.087 || -0.003 | 0275 | 0.694 |
Convergent| 0.007 0.087 0.296 0.159 0.106 0.339 0.994
Stage2 0.008 0.087 0.295 0.159 0.106 0.340 0.994
final 0.022 0.095 0.290 0.156 0.105 0.343 1.011

En el cuadro 2 se puede observar que de acuerdo al método

empleado SELCON3 la toxina TcoKIK presenta 2,2 % de estructura

hélice ordenada y 9,5 % de estructura hélice desordenada. Asi como
29 % de hojas ordenadas y 16 % de hojas desordenadas, 10 % de

giros y 34 % de estructura desestructurada.

Caracterizacion estructural por RMN

Se registraron los experimentos de RMN 1H, TOCSY, COSY y

NOESY. En la figura 23 se ilustra el espectro monodimensional de 1H,

donde se muestra ampliada la region en el desplazamiento quimico

de 6.25 a 9.50 ppm donde aparecen los protones de amida de la

cadena principal,

la dispersion observada en estas sefiales

constituye una evidencia de que la TcoKIK presenta estructura
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terciaria.
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Figura 23. Espectro 1H de la TcoKIK. Se muestra ampliada la zona
donde aparecen las sefiales correspondientes a los protones de amida.

En la figura 24 se presenta el espectro bidimensional TOCSY
obtenido para la TcoKIK. Por medio del experimento TOCSY se
encontrd cada sistema de espin, el cual es caracteristico para cada

aminodacido.
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Figura 24. Espectro TOCSY de la TcoKIK. Se muestra ampliada la zona
donde encontramos las sefiales pertenecientes a protones de amida
acoplados a los otros protones de la cadena lateral para cada sistema

de espin.

En la figura 24 se muestra el espectro TOCSY de la TcoKIK. En la
region ampliada encontramos las sefiales pertenecientes a protones
de amida acoplados a los otros protones de la cadena lateral para
cada sistema de espin. En la region de las amidas es diferenciable un
sistema de espin de otro, tal como se muestra en la figura 25,
mientras que en otras zonas se dificulta la caracterizacion, debido al
alto contenido de traslape de sefiales. En la figura 25 se realiza una
amplificacion de un sistema de espin especifico, correspondiente al
aminoacido aspartato 39 en la secuencia de aminoacidos. Se puede
observar claramente las sefales pertenecientes al proton alfa y los
dos protones beta ubicados en la cadena lateral del aminoacido
mencionado. De esta manera se asignaron 46 de 47 aminoacidos
presentes en la proteina, la asignacion secuencial fue posible

empleando el experimento NOESY, el cual se ilustra en la figura 26.
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Figura 25. Espectro bidimensional TOCSY de la TcoKIK. En el recuadro
pequenio se resaltan las sefiales correspondientes al aminodcido
aspartato nimero 39 en la secuencia de aminodcidos de la proteina,
estas sefiales se ilustran ampliadas en color azul. En el recuadro
amarillo se muestran las sefales junto con los desplazamientos
quimicos esperados para el sistema de espin de este aminodcido.

En la figura 26 se observa el espectro bidimensional NOESY
obtenido para la TcoKIK, el cual se clasifica por zonas, mostrando
para cada una de ellas, los protones que se encuentran acoplados a
una distancia menor o igual a 5 A, dependiendo su ubicacién en la
cadena lateral. Este espectro nos muestra informacion relevante
acerca de los elementos de estructura secundaria presentes en la

proteina.
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Figura 26. Espectro NOESY de la TcoKIK. Se resaltan ciertas zonas
donde podemos observar interacciones entre protones especificos de
la cadena lateral de los aminodcidos.

En la figura 26 también se observan diferentes sefiales que podrian
ser evidencia de la existencia de elementos de estructura
secundaria; por ejemplo, las sefales debidas a las interacciones HN-
HNdel aminoacido i con el i+1 y del aminoacido i con el i+2 aparecen
frecuentemente cuando hay presencia de hélices alfa, al igual que las
interacciones HN-H® generalmente son evidencia de la presencia de

hojas beta en la estructura.

Ademas de los elementos de estructura secundaria, es posible
determinar la conectividad de puentes disulfuro entre las cisteinas
presentes, mediante interacciones, principalmente, entre los

protones beta de éstas.

Se asignaron 46 sistemas de espin, asi como el 91% de las sefales
NOE presentes en el espectro, obteniéndose una estructura de baja
resolucion con un RMSD de 4.29 como se muestra en la figura 28,

esta baja resolucién debida principalmente al alto traslape de
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sefiales que presentan los experimentos bidimensionales, lo cual

dificulta la asignacion del 100% de las sefiales NOE.

El grafico de Ramachandran de la figura 27 muestra los angulos y y
@ de las 20 estructuras obtenidas en el calculo de estructura de
CYANA. Donde el 51.3% de los pares de angulos diedros se
encuentran en las zonas mas favorecidas, el 48.3% se encuentra en
la zona adicionalmente permitida, mientras que el 0.4% se

encuentra en la zona generosamente permitida.

180
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Figura 27. Grdfico de Ramachandran de las 20 estructuras calculadas
en CYANA. Se observan 4 regiones de diferente color, las cuales se
clasifican estadisticamente en: 1) No permitidas, representadas de
color blanco. 2) Regiones generosamente permitidas, color azul claro.
3) Regiones adicionalmente permitidas, tonalidad intermedia del color

azul. 4) Regiones favorecidas, color azul obscuro.
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En la figura 28, se presenta la estructura calculada en CYANA, la cual
presenta muy baja resolucion y no se pueden apreciar los elementos
de estructura secundaria esperados. Lo cual puede deberse al alto
traslape de senales, el cual dificulta la obtencién de una buena
aproximacion de las restricciones de distancia. Esto sugiere que el
andlisis de la estructura tridimensional para proteinas de este
tamafio se encuentra favorecido mediante experimentos de triple

resonancia.

Figura 28. Estructura tridimensional obtenida para la proteina

recombinante TcoKIK.

Con el fin de obtener una estructura tridimensional de mejor

resolucién para esta proteina, es necesario el enriquecimiento
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isotdpico y la obtencion de experimentos de triple resonancia, con el
fin de obtener una mejor dispersion de las sefiales y, a su vez, una

mejor aproximacion de las distancias intrarresiduales.
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Figura 29. Asignacion de las sefiales NOE en funcion de la secuencia de
aminodcidos. En las filas dnn (i, i+1), den (i, i+1) y dpn (i, i+1); la altura
de las barras es proporcional a la intensidad relativa de la sefial NOE.
En los siguientes 5 renglones, las barras horizontales marcan la
existencia de la sefial NOE con las caracteristicas descritas en la
primera columna, entre los protones de los aminodcidos ubicados en
los extremos de la barra.

En la figura 29 se presenta la asignacion de sefiales NOE en funcion
de los aminoacidos. En las primeras tres filas la altura de las barras
es proporcional a la intensidad de las sefiales NOE y, por ende, a la
distancia espacial. Este analisis cobra una gran importancia debido a
que la presencia de hélices alfa se puede reflejar en presentar en el
renglon dnn(i,i+1) sefiales NOE de intensidad relativa mediana o

fuerte; al igual que las interacciones a larga distancia dnn(i,i+2)
55



4.3.1

también son evidencia de la presencia de las hélices alfa.

Método del indice de desplazamiento quimico

Los resultados obtenidos luego de asignar el indice para cada

residuo se muestran en la cuadro 3.

CHEMICAL SHIFT INDEX
K | K S G W E R L T S E S E Y A © P A |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 14 | 15 | 16 | 17 | 18 [ 19 | 20
1 . . ° . . . .
0 ° ° .

D K F C E D H C A A K K A \ G K C D D F
21 | 22 | 23 24 | 25 26 | 27 | 28 | 29 30 | 31 | 32 | 33 34 | 35 | 36 | 37 | 38 | 39 | 40

1 o . o o ° ° .

41 | 42 | 43 | 44 | 45 | 46 | 47
1 °
0

-1 . . . . . .

Cuadro 3. Indice de desplazamiento quimico para cada residuo
presente en la secuencia de aminodcidos de la TcoKIK. Se presenta en
color azul los aminodcidos involucrados en hojas beta, mientras que
en color rosa se presentan los aminodcidos involucrados en hélices
alfa. La secuencia de aminodcidos se presenta desde el extremo amino
terminal hasta el extremo carboxilo terminal.

El método CSI muestra que existen diferentes elementos de
estructura secundaria en la proteina, como lo son hélices alfa y hojas
beta. En el cuadro 3 se muestran resaltados en color azul los
aminoacidos involucrados en hojas beta y en color rosa los
aminoacidos involucrados en hélices alfa, mientras que los residuos
que no se encuentran resaltados, se encuentran en zonas no
estructuradas. Esta variacion en el desplazamiento quimico se debe
principalmente a que en las hojas beta los protones alfa presentan
una alta exposicion al solvente, ocasionando un efecto de
desproteccion y a su vez un mayor desplazamiento quimico.
Mientras que en las hélices, los protones alfa presentan una menor

exposicién al solvente, lo cual produce un efecto de proteccion sobre
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éstos desplazandolos a menores partes por milldn.

1 5 10 15 20 25 30 35 40 47
KIKSGWERLTSESEYACPAIDKFCEDHCAAKKAVGKCDDFKCNCIKL

Figura 30. Diagrama representativo de los elementos de estructura
secundaria esperados de acuerdo al método CSI para la TcoKIK. Los

cilindros rosa representan hélices alfa y las flechas azules hojas beta.

La figura 30 ilustra los elementos de estructura secundaria
esperados para la TcoKIK segiin el método CSI, estos resultados
infieren un diferente plegamiento de ésta con respecto a otras
proteinas bloqueadoras de canales de potasio, lo cual abre la

perspectiva de un nuevo motivo estructural.
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8 CONCLUSIONES

e Se obtuvo la proteina recombinante TcoKIK, en el vector pET-
32a con un plegamiento definido.

e La cepa E. coli Rosetta™ mostré un mayor rendimiento en la
produccion de proteina de fusion soluble que E. coli Rosetta
gami™.

e Se encontraron condiciones 6ptimas para la obtencién y
purificacion de la proteina recombinante TcoKIK.

e Se establecieron parametros ideales para la digestion
enzimatica con enteroquinasa, encontrando que el agente
caotrdpico triton disminuye el tiempo de corte a 8 horas en
relacién con las condiciones propuestas para la enzima.

e La toxina TcoKIK interacciona fuertemente con el Tween 20,
dificultando su purificacién.

e Se realizé la caracterizacion estructural de la TcoKIK
utilizando espectrometria de masas MALDI-TOF, dicroismo
circular y RMN.

e Se observd una relacion de m/z experimental para la
molécula protonizada [M+ H]* de 5277.22 que es congruente
para la proteina TcoKIK oxidada con una masa tedrica de
5278 Da.

e Mediante la caracterizacion estructural por dicroismo
circular y el analisis de datos empleando el método SELCON3
en el servidor DichroWeb, fue posible determinar que la
proteina recombinante TcoKIK presenta un plegamiento
caracteristico, mostrando la presencia de cierto contenido de
estructura secundaria.

e Los experimentos de RMN mostraron evidencia de la
existencia de plegamiento definido en la estructura de la
TcoKIK.

e Esnecesario enriquecer la proteina con >N y 13C con el fin de
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obtener experimentos de triple resonancia para obtener una

estructura tridimensional con una mayor resolucion.
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APENDICE

ANEXO 1.Medios de cultivo y disoluciones

MEDIO LURIA BERTANI (LB)

Tripsina 10 g/L
Extracto de levadura 5g/L
NacCl 10 g/L
pH 7

AMORTIGUADOR DE LISIS (BL)

Tris 50.0 Mm
NaCl 300.0 mM
Imidazol 20.0 mM
pH 8.0

AMORTIGUADOR DE CORTE SIN AGENTE

CAOTROPICO
Tris 50.0 Mm
CaCl: 1 mM
pH 8.0

63



ANEXO 2. Patrones TOCSY y COSY de los aminoacidos mas comunes.

Alanine (Ala, A) A3 T Arginine (Arg, R)  Az(T2)mPx T Asparagine (Asn, N}  Amx T Aspartate (Asp, D) AMX & Cystelne (Cys, C)  AmX
] L ®———ABCHs L 28 2 ¥CHy | '@ & BH $ ® 5 BH [0 — ~ @ pH
139 / 1.70 1 / 2.75 / 2.75 / 256
* -0 B Zaliihidd P - o * E o pu p B
- ; _ i 2.83 i 8
B oo 2.84 3.28
HN-C-H
[ S— CH; H y
o oH CH, + ¥ aH 900 ¥ aH ('300 coo"
ias o ol i 475 NG AT6 o C
POO T H;N 7 H H3N- (LHH ‘—‘"f_‘f; HN-C-H
_C— H: 2 ]
+H3N tF H ‘:FH é > (';1 “3“2
CH. - NH,* & S
3 o o “nm, o o sH
NH 2 & NH " NH
8.25 —_— S 13 8.41 ] 8.31 ——h
o Glutamate (Glu, E}  AMPPT)X T Glycine (Gly, G} ax = Histidine (His, H}  AMx+ax = Isolevcine (lls, 1) AgMPT(B3)X ool Leucine [Leu, L) AgBamPTX
XQ + L o i y—1 BH ] a— s 2/ 5CH. — e o #'5CH
*: i w/ o * 5 * Y/ oms’ & b - ¥ 8e0°
- y e gy s L G S ycH3 095 @ D G g, G 7o 9 FY
*>- . d 2 316 L S S = | & OOy 094
L L : : ey )19 Pk}
|~ 37 i ; _ * ats) * e :
L 4 o7 . 1 ; COO ¢ ° 1.48 /‘ BH
a ; 7~ BH : ; o
° %97 [ 2 — e 'HN-C-H 1.90 00 + * ! y
/ 483 CH, HIN-C- I : 2
! Py 1 — C—]
coo f A c-cH L4 ¥ ol H-C-CHs ° 7 aH i
A NH T / +ﬂ]l~] ]IWH 4.23 ] 4.38 (i"p],
8.39 ‘HsN ~C-H o 2. i CH, ca
X 3
) H pi CH 4 CH3 4 HyC' CHy
¥ 9 i i
8.37 ~ B + 72 b = P = T -2
= Methionine (Mer, M) AMPT)X < Phenylalanine (Phe, F) AMX+AARXY = Proline (Pro, P}  Ag(T2jmpPx o Serine (Ser, S)  AMX o Threonine [Thr, T} AzMX
¢ & @0 @ Apu b s v v L 3 —A BH T L 4 ® @ yCHy TQ & —'pn ] §——— ycH
| fﬂ.m i i 2.99 T 2.03 3.88 * * ;’_233
———t——1—1——# eCHj3 £ 3 e 2/ pH
| 2.13 i 322 s 4 Y pH
EID &7z L | g
; ! o al
- > & oo . i M 2.28
L 2 L 'l/H st H3N é H /"2"SH coQ”
e & v -C- 7.30 p M al "
/ et ’ cu, + & 41 HN-C-H R €00 i i50 goo” oo
2  phadi i * | -,
4 ¥ o ! L 73 &30 HN-C-H *H3N-C-H BN -C-H
4.25 GH; 3,50 CHy 3.68 1l ; H-C-0H
§ 7.39 Cj / HC CH H-C-OH o
3
. CH oo W CH, e H o
P —f v.23 —h a4 -ty 5.38 “h B ~ £
F  Glutamine (Gln, Q) AMPTIX T Lysine (Lys, K}  Az(FaT2)MPX = Tryptophan (Trp, W) AMX+ANIMP+A sy (Tyr, Y] AMX+AAXX' 3 Valine (Val, V}  Azsamx
W * ® & pu ] T
& pH ¢ o @0 Ivc‘l;lz 299 | '@ T e 7'?7%159}11 & Ap——"g ¥yCH,
2.01 - 'S BH : i 0.94
?ﬁ{n . /‘» scH b i) 'S #BH * . o
% I - : 313 iy g YCHy
o yit L 4 BH ® o 0.97
/BZ.JH g /78 coo” & HeE,
3 v sH7a7 3 oo < A BH
€00 | 4{ 1.85 +H;N-C-H Y _Tm 724 Eo‘:l [ ] o i * b
4] —C— e H 3 -C- 8 -C-
=00 * -9 52 CHy [ 2 W21 7.24 iy HN-C-H
CH, i CHy & 3,5H Cily H
’ Gl ® T / §'86 ® o al i }
(Ig.[.‘, .—‘-ufﬁ CH, -“/4\1-17'50 O\_/":u{ o260 Q 4.18 +H;N’*t|3*C00
. 1 ». 7.5 CH
C. #eNH3+ '3 7.45 { / P
o n, /I 72 ﬁ'N';!_ o N N 4 oH | HiC CH;
-y w, — | M Nl —=fa s ——nal VL f

64




ANEXO 3. Valores de referencia de los desplazamientos
quimicos empleados para el método CSI 38,

Residue | 'He=0.1 ppm | ¥Ca=0.7 ppm | ¥CB20.7 ppm | ¥C'=0.5 ppm
Ala 44 52.5 19.0 1771

Cys(red) 4.7 8.8 156 1748

CY5{ox) 38.0 41.8 1751
A=p 48 4.1 40.8 1772
Glu 43 56.7 28.7 176.1
Phe 4.7 379 393 1758
Gly 4. 450 1736
His 45 558 32.0 1751
De 40 62.6 375 176.8
Lys 44 6.7 323 1765
Len 42 557 419 7
Met 5 56.6 328 1755
Amn 43 336 39.0 1735
Pro 14 629 31.7 176.0
Gln 44 56.2 30.1 176.3
Arg 44 563 303 1765
Ser 45 583 62.7 173.7
Thr 44 63.1 638.1 1752
Va 40 63.0 31.7 177.1
Tp 47 578 283 1758
Tyr 46 j8.6 38.7 I75.7
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