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RESUMEN.

El estudio de la estructura de fragmentos de proteinas y su comparacion con el plegamiento
nativo de la protefna natural completa es una herramicnta importante para analizar el efecto
estabilizador de las interacciones terciarias en los diferentes segmentos de la estructura
secundaria en una molécula. La ain insuficiente comprensidn de estas interacciones hace que la
prediccion de las estructuras secundarias a partir de la secuencia de aminodcidos de una proteina
no puedan sobrepasar un lfinite que varia entre el 60 y 70% de exactitud, La investigacion en
este campo ha utilizado protefnas pequefias y monoméricas, como son las ribonucleasas o las
lisozimas. En esta investigacidn estamos utilizando un modelo experimental enteramente
diferente: la expresion de fragmentos o segmentos de la cadena polipeptidica de una proteina
compleja: la glucosamina 6-fosfato desaminasa de Escherichia coli. Esta enzima es un olig6mero
formado por seis subunidades iguales de 29.7 kDa, organizada como un trfinero de dimeros. Es
una protefna alostérica y la estructura tridimensional de sus conformaciones R y T ha sido
resuelta recientemente por métodos cristalogrdficos. Con base a un estudio previo de prediccion
de estructura secundaria, se diseiid una mutante para cortar la cadena en dos segmentos: 1-160
y 163-266, de 18.5 y 11.2 kDa respectivamente. La mutante se construy6 insertando los
correspondientes codones de final e inicio en la posicién escogida. Los fragmentos se expresaron
en el plasmido pTZ18R y se purificaron por filtracién molecular en HPLC ¢ inmunoabsorcidn.
Los fragmentos ticnen actividad enzimética residual y su purificacion sc sigui6 por un ensayo
inmunoenzimdtico en filtros (ELIFA). Los datos de electroforesis en gradiente de poro de
acrilamida en condiciones nativas y en HPLC de filtracin molecular muestran que los
fragmentos de 18.5 y 11.2 kDa interaccionan formando oligémeros de diferentes pesos
moleculares; 180, 90, 60, 30 kDa, En condiciones desnaturalizantes y reductoras existe
predominantemente el fragmento de [8.5 kDa y una banda tenue de 11.2 kDa. Los estudios
espectrofotométricos de absorcién y dicrofsmo circular de fos diferentes oligémeros nos permiten
concluir que ambos fragmentos se pueden considerar como unidades de plegamiento, cuyos

oligéineros mantienen la capacidad de ligar al activador alostérico.
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INTRODUCCION.,
2.1 Aminoanicares,

Los aminoazicares son monosaciridos en donde uno o mds grupos OH sc encuentran
reemplazados por grupos amino que pueden o no estar acetilados. La D-Glucosamina (GleN)
y D-galactosamina son componentes de diferentes polisacdridos de importancia biolégica. Los
aminoazdcares derivados como el 4cido N-acetilmurdmico que se compone de una  N-acetil-p-
glucosamina unido a un D-acido ldctico, es un componente predominante en las paredes celulares

baclerianas.

Los aminoaztcares b-glucosamina (GleN) y N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc) son componentes
esenciales de los peptidoglicanos de paredes celulares y lipopolisaciridos de 1a membrana externa
de las bacterias gram-negativas. Cuando estos se encuentran en el medio ambiente son tomados
y wtilizados en la sfntesis de lipidos y la pared celular®. En ausencia de aminoazicares en el
medio ambiente la bacieria debe sintetizar 1a glucosamina-6-fosfato a partir de fructosa-6-fosfato
y gluamina vfa la enzima glucosamina-6-fosfato sintasa (E.C. 2.6.1.16). Esta enzima se

encuentra codificada en el gen glms a 84 min en el mapa cromosémico de Escherichia coli®™.

‘bos aminoazicares también son fuente de carbono y nitrégeno para la bacteria, particularmente
la GlcNAc produce tasas de crecimiento similares a las producidas por la glucosa. El
catabolismo de los aminoazicares en Escherichia coli depende de un grupo de enzimas
codificadas en el regul6n divergente nagE-nagBACD (fig.1), localizado a 15.5 min en el mapa
cromosdmico, el cual ha sido caracterizado recientemente®**. Las proteinas codificadas en los
genes nag A y nagh son la N-acetil-p-glucosamina-6-fosfato desacetilasa (E.C. 3.5.1.25) y la
glucosamina-6-fosfato desaminasa (E.C. 5.3.1.10) respectivamente, ambas son  necesarias

para ¢l metabolismo de 1a N-acetil-D-glucosamina 6-fosfalo(GlcNAc6P) a fructosa-6.fosfalo
(Fru6P) y amonio. En presencia de glucosamina (GlcNGP) sdlo es necesario el gen naghB | pero

se requieren de ambos genes en presencia de GIcNAc6P. El gen nagh se encuentra regulado a



nivel de la transcripcion por una proteina represora codificada por el gen nagC que se une a la

region intergénica naglk-nagh. Para inducir el reguldn, la GleNAc o fa GlcN deben entrar a la

célula®,
A)
Fru6P + Gln
Gl T T :
N eum e gimS
man XYZ )
GleNAc| T GINAGGP T GIeNGP T T T Fru6P + NiM
ot -
(PTS)
Exterior Interior
B)

glmS nagE nagB  nagA  nggC nagD asnB

T S0 T 1T T

Represor 7 Asni sintetasa

GlnRs Ettnag  Desantinasa
Desacetilasa

Fig!. A) Esquema del metabolismo de la GleN y la GleNAc. Se indican los intermediarios
y los genes que codifican a las enzimas que participan en la biostntesis y degradacion
(tomado de Plumbridge®”). B) Esquema del regulén negE-nagBACD y las enzimas que

cadifica. (tomado de Plumbridge®™),



2.2 Caracteristicas de la enzima GIcN6P desaminasa.

La glucosamina 6 fosfato desaminasa(GIcNGP desaminasa) cataliza la reaccion de
isomerizacion desaminacion de la glucosamina 6-fosfato(GIcNGP) en Fructosa 6-
fosfato{Fru6P) y amonio, en amhos sentidos. La enzima es un homaopolimero hexamérico
compuesto de subunidades idénticas de 266 residuos y 29.7 kDa. La GIcN6P desaminasa
presenta cooperatividad homolrépica posiliva respecto al sustrato GIcNGP en el senlido
desaminante, y Fru6P en el biosintético. Este comportamiento se puede explicar con el
modglo alostérico concertado de Monod para el caso de union no exclusiva de suslrato.
El activador alostérico de la GIcNACEP, es un ligando de unién exclusiva cuyo efecto es
incrementar la afinidad aparente por GIcNGP (o Fru6P en la reaccidn reversa). A
concenlraciones salurantes de GlcNACGP, la GIcN6P desaminasa describe una cinética
hiperbélica clasica. Este tipo de activacion alostérica se conoce como un sistema K-
puro78),

En 1991, Altamirano y col. propusieron una estructura secundaria de la enzima
glucosamina-6-fosfato desaminasa de Escherichia coli K12, basada en datos de
espectrofotometria de Dicrolsmo Circular (DC) y andlisis tedricos de fa secuencia de la
estructura primaria de la proteina. A partir del andlisis de DC se calculd un 34% de a-
hélice, 9% de hoja-f} paralela, 11% de hoja-B antiparalela, 15% de giros y 35% de
estructura no repetitiva (fig 2). El célculo de porcentaje de estructura a partir de seis
métados de prediccion diferentes fue de: 37% de a-helice, 22% de hoja-f, 22% de giros
y 23% de estructura no repetitiva (fig 3). La prediccion de estructura calculada muestra un
alto grado de alternancia entre las estrucluras a y P (fig 4); el 64% de las hélices son
amfipaticas y el 90% de las hojas-P son hidrofobicas. Todos estos datos permiten concluir
que la desaminasa de E. coli pertenece a la familia a/p".

Sibien actualmente conocemos la estructura tridimensional de la desaminasa de E. cofi
obtenida por cristalografia de rayos X, a una resolucidn de 2.1 A", durante el desarrollo
del proyecto tnicamente contdbamos con la informacion fisicoqulmica y el andlisis terico
de la secuencia.
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Fig 2.- Espectro de DC en el UV lejanc para la enzima GleN6P desaminasa
silvestre. (lomado de la referencia™™).
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Fig 4.- Diagrama en €l que se muestra la disposicién de estrucluras
repetitivas en la enzima silvestre (tomado de referencia”).




Desde un punto de vista mecanistico, la GIcNGP desaminasa pertenece al grupo de las
enzimas isomerasas ceto-aldélicas. Un mecanismo para la reaccién de isomerizacion
desaminacion de GIcNGP en FruSP y amonio que cataliza la GIcNGP desaminasa se
propuso por Midelfort y Rose!'?. Estos autores demostraron que la enzima tiene ia misma
especificidad estereoquimica y anomérica que las otras (2R)- aldo isomerasas, incluyenda
latransferencia intramolecular de un protdn de la cara 1-re de la cis-enolamina desde el
carbono 2 al oxigeno carbonilico en posicién C1.

2.3 Constantes fisicoquimicas de la GIcN6P desaminasa:

Peso molecular=179,870 peso por subunidad=29,780
Coeficiente de sedim.=9.0 § pH isoeléclrico=6.1

Vol. parcial especifico=0.737cm’/g €y6(PH 8)=20 M" cm’!

k.4 (sentido desaminante)=1800 s k.. (sentido sintético}=400 s
(por molécula) (por molécula)

Km GIcNGP =2mM hmax= 3



2.4 Ingenieria de Proteinas.

Actualmente el estudio de las proleinas estd llegando al drea de disefo molecular. El
prablema de construir una proteina para que interactie con un ligando parece ser
equivalente al disefio de una molécula pequeiia para que sea reconocida par una proteina
conocida, La diferencia se basa en que nuestro conocimiento acerca de cémo las
macromoléculas determinan las funciones es adn incompleto, asf como no se conace con
certeza comoa la secuencia de aminoécidos determina la estructura tridimensional de una
proteina dada.

La ingenierfa de proteinas se puede definir como el disefio y la construccion de nuevas
proteinas, por lo general con la manipulacion de sus genes''. esto abarca desde grandes
proyectos de ingenieria molecular asi como modificaciones puntuales realizadas por
mutagénesis dirigida. Esta Gltima permite el reemplazo, supresion o adicion de un residuo
de amino&cido en la secuencia de la proteina natural o la realizacion de modificaciones
mayores. La mutagénesis se utiliza para analizar paso a paso los sitios cataliticos y
ligantes, asi como para establecer el papel de las cadenas laterales de aminodcidos en
el plegamiento de las proteinas, Actualmente la mutagénesis dirigida es un procedimiento
bien implementado, basado en técnicas establecidas y confiables; y es la continuacion
I6gica de! frabajo del invesligador que ha clonado el gen de una proteina en particular.

El término de ingenieria de protelnas se refiere a la modificacion de proteinas naturales
por manipulacion de sus genes y el término de disefio de protelnas se usa para mencionar
la conslruccion de proleinas de novo. Para llegar a la conslruccion de mutantes sitio
especificas, primero hay que determinar la importancia potencial de cada aminodcido
sobre la funcion de la proteina. Eslo se puede alcanzar con cierto tipo de experimentos
como por ejemplo aquellos de modificacion quimica o en el mejor de los casos tener el
modelo cristalografico de la proteina en cuestion.



La mutagénesis dirigida se realiza por lo general mediante la técnica conacida como
ywtagénesis por oligonucledtido, desarrollada inicialmente par Hutchinson vy
colaboradares, en la que un aligonucledtida sintética se emplea como mutdgeno altamente
aespecifico™. La técnica es simple y elegante y puede emplearse para insertar, suprimir
o sustituir residuos de aminoacidos en una proteina. Se parte de una cadena sencilla de
DNA que cortiene el gen que se va a mutar y de un oligonucledtido sintético, generalmente
de 15 a 30 bases, construido de modo que sea camplementario a la region donde nos
interesa introducir una mutacidn. Esta complementariedad no es perfecta, ya que na la
habra en la region de los nucledtidos que corresponden al cambio. La cadena sencilla de
DNA se inserta en el DNA del fago M13; éste y el aligonucledtido mutagénico previamente
fosforilados, se mezclan e incuban a 65°C para producir su hibridacion, La imperfeccion
en el apareamiento de las bases no impide que el aligonucleatido se hibride con la capia
de la cadena sencitla de DNA que contiene el gen. En seguida el oligonuctedtido se
prolonga can una DNA polimerasa, (fragmento Klenow, que tiene suprimida la funcian
correctora) permitiendo la sintesis in vitro de una cadena de DNA complementario; se
requiere de una DNA ligasa para unir la cadena naciente al extremao del oligonucleétido
mutagénico, Esta malécula de DNA heteroduplex puede expresar tanto el gen de la enzima
silvestre como el de la mutante, cuando se insertan en un vector de expresion adecuado
{un plasmido) y los genes se expresan en células bacterianas transformadas.

La presencia de una enzima mutante puede distinguirse por medio de diferentes técnicas
de seleccion, de acuerdo a sus caracteristicas particutares, En muchos casos la forma de
reconacer las colonias que expresan la mutacién, es secuenciando la region mulada de
DNA; posteriormente se alsla la progenie que expresa la mutante y la mutacion se
comprueba par secuenciacion del gen completo, De esta forma es posible insertar,
cambiar o quitar uno o mas aminoacidos en una secuencia. Cualquier secuencia deseada
puede construirse mediante la repeticion de ciclos como el descrito.



La siguiente elapa y quizas la mas interesante es estudiar la proteina modificada,
comparando sus caracteristicas con las que se conocen de la enzima natural no
modificada a la que se conoce como forma silvestre. Para que el estudio de la proteina
modificada se pueda realizar se requiere tenerla pura y en una buena cantidad, para ello
se recurre generalmente a su sobreexpresion en bacterias.

2.5 Plegamiento de Proteinas.

Las proteinas globulares tienen la propiedad de adquirir una estructura espacial especifica
de manera aulénoma basada en la informacion contenida en su secuencia de
aminodcidos. Para adquirir su estado nativo, la cadena polipeptidica generalmente no
requiere de factores extrinsecos; sin embargo recientemente se han obtenido resultados
experimentales que apoyan la idea de Anfinsen®V de que la etapa limitante en el
plegamiento de las proteinas puede estar catalizada por enzimas. Se han encontrado
evidencias que indican claramente la exislencia de tres tipos de eventos tardios
importantes en la organizacion de las proteinas: la formacion de puentes disulfuro, la
isomerizacién de 12 prolina y eventos de asociacion; que son calalizados por proteinas
especificas respectivamente: la proteina disulfuro isomerasa (PDI), la peptidil-prolil cis-
trans isomerasa (PP) y las chaperoninas*.

El mecanismo de plegamiento en vivo se desconoce y |a forma en la que se le ha venido
estudiando es a través de estudios de desnaluralizacion/plegamiento in vitro. Estos
estudios de reconstitucidn tienen dos objelivos, primero 1a renaturalizacion de fragmentos
inactivos y segundo el mas importante la ejucidacion del cddigo de plegamiento. Se sabe
que el codigo genélico reflsjado en la secuencia de aminodcidos enclerra la Informacion
para llegar de una estructura 1D a una 3D, sin embargo, aln estamos Igjos de poder
predecir esta estructura 3D,



Para entender como se da el proceso de plegamiento en una proteina se le puede dividir
en diferentes enfoques: 1) por que via o proceso cinético una proteina puede adquirir su
estructura tridimensional, 2) cuales son las bases fisicas que proporcionan estabilidad a
la conformacién plegada, y 3) como es que la secuencia de aminoacidos determina una
conformacion plegada y no otra.

Los distintos estados conformacionales de una proteina suelen diferir sélo en los dngulos
de rotacion del armazdn de aminodcidos en relacion con los grupos laterales, no asi con
los enlaces disulfuro.

Los estados de plegamiento caracterizables en una proteina son aquellos que estén en
equilibrio, asi se puede hablar de una conformacién plegada nativa (N), un estado no
plegado (U) y una conformacion intermediaria entre éstos (C). La conformacién nativa se
conoce ampliamente gracias a los estudios de estructura con cristalografia de rayos X,
‘n.m.r." asi se conocen mas de 100 motivos estructurales tridimensionales diferentes, y
se sabe también que la flexibilidad en una proteina es mayor en la superficie donde
algunas asas y grupos laterales pueden tener una conformacion alternativa. El estado nc
plegado de una proteina en presencia de agentes desnaturalizantes es un polipéptido
lineal con interacciones al azar, lo cual no sucede cuando la desnaturalizacion de la
proteina se logra con cambios en temperatura o pH. La conformacién o estado
intermediario corresponde a una molécula colapsada con estructura secundaria parecida

a lanativa y con un interior acuose que también se le conace como "molten globule™'®.

La energia libre de estabilizacion de las protelnas globulares en solucién acuosa se ha
enconltrado que es muy pequeda, valores calculados son de 50 +/- 15 kd/mol, menos de
1/10 kJ por residuo. De manera que la estabilidad est4 basada sélo en algunos puentes
de hidrogeno, pares idnicos o fuerzas hidrofébicas.

El balance intrincado de fuerzas de estabilizacion y desestabilizacién explican fa capacidad
de que cierta secuencia de aminoacidos forme una estructura 30 estable, La naturaleza
ha seleccionado ciertas conformaciones bicldgicamente activas que son s610 un poco mas
estables que los estados no-plegados de las proteinas.
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El plegamiento de una proleina sigue una via secuencial, donde pequerios fragmentos de
estructura secundaria se combinan para formar superestructuras secundarias que a su vez
se combinan para formar intermediarios de apariencia naliva o estados colapsados "molten
globule" El "molten globule" in vilro es un intermediario comun en todas las vias de
plegamiento que caracteristicamente tiene una estructura secundaria simifar a la del
estado nalivo con residuos aromalicos muy flexibles, posee regiones expuesias
hidrofébicas que promueven la formacion de agregados®®

La descripcién completa de la via de plegamiento de una proleina implica fa
caracterizacion del estado desnaturalizado y el estado nativo, conjuntamente con todos
los intermediarios implicados®®.

£n una proteina de un sdlo dominio en el equilibrio 1a transicion es de dos estados Ny U,
con solo el estado completamente plegado y el no-plegado en donde el estado
intermediario es un subestado de la conformacion U. Las proteinas multidominio se pliegan
en etapas dependientes o independientes del plegamiento de cada dominio.

Por ejemplo la lisozima, una protelna monomérica de 129 residuos y una de las proteinas
mejor caraclerizada presenta cuatro a-hélices que junto con el extremo amino y carboxilo
terminal forman un dominio, el segundo dominio esta conformado por cuatro hojas-f y una
gran asa, ambos dominios estan conectados por dos hélices 3,, una en cada dominio y
una pequeiia regién de una doble hoja- antiparalela. En este caso se ha demostrado que
el dominio formado por las cuatro a-hélices se forma primero e independientemente del
segundo dominio“?,

Una forma de comprender como se alcanza el estado N es conaciendo las bases fisicas
de su estabilidad. El estado conformacional plegado es ligeramente mas estable que el
estado no-plegado, consecuentemente la protelna plegada se puede desplegar
espontaneaments. La termodindmica de los estados de transicion ha sido bien
caracterizada por Privalov™®, La entalpia AH y la entropia AS del desplegamiento son
dependientes de la temperatura, eslo conlleva a que exista una temperatura dptima para
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el estado plegado. Las inleracciones hidrofobicas contribuyen fuertemente a la estabilidad
del estado N. Las interacciones de tipo puente de hidrogeno, electrostéticas e
interacciones de van der Waals no contribuyen a la estabilidad por que estas interacciones
se pueden dar entre el estado U y el solvente. Se puede concluir que las interacciones en

el estado plegado son energéticaments favarables en energia libre como entalpia.

El que solo existan dos estados conformacionales N y U es indicativo de que el
plegamiento es un proceso cooperativo. Esto se puede deducir ya que las conformaciones
intermediarias no son detectables, la estabilidad de las interacciones en ia molécula
plegada N son mayores que cualquier otra conformacion, y el desdoblamiento con agentes
desnaturalizantes se da en una pequefia escala de concentracion de los ultimos. Las dos
posibles razones de que exista cooperatividad en el plegamiento son: la presencia de
interacciones desfavorables en los estados parcialmente plegados y la cooperatividad
enlropica del estado plegado, que varia de acuerdo al ndmero de interacciones vy
contribuciones individuales dentro de la molécula.

Se piensa que el plegamiento es rdpido por que este se da por un mecanismo o via
definida de manera que nunca se forman todas las conformaciones posibles al azar. En
aquellas proteinas que después da desplegarse no se vuglven a plegar, se dice que en el
estado maduro la protelna ha perdido una parte de su estructura necesaria para dirigir ¢!
plegamiento. Para determinar el mecanismo o via de plegamiento es neceasario identificar
a los intermediarios, sin embargo eslos son termodinamicamente inestables®®.

Los diferentes estados del plegamiento se pueden estudiar con diferentes métodos. Los
intermediarios estables se pueden estudiar por métodos espectroscopicos, no asi los
estados intermediarios de transicion que deben ser inferidos por cinética. Los estudios
cinéticas se pueden dividir en dos de acuerdo a la escala de liempo empleada: los
mayores y los menores & 1 ms, asi el "stopped-flow” pertenece al grupo de 1 ms o mayor,
y los métodos de relajacion("relaxation”) como el cambio de temperatura o presion
corresponden a los menores de 1 ms.



Los primeros estudios cinéticos se basaron en buscar pruebas globales de cambios en
a estructura monitoreando todo el proceso de plegamiento o formacién de dominios, por
ejemplo monitareando el cambio de fiuorescencia de fos triptofancs. Métodos mas
sofisticados incluyen discroismo circular, para monitorear la formacion de estruclura
secundaria. Para estudios mas detallados se han usado en combinacion n.m.r. y
“quenched flow" con intercambio de H/D para monilorear la formacion de estructura
secundaria en posiciones especificas en algunas proteinas. La ingenierfa de proleinas es
olro método para ablener informacion detallada del andlisis del plegamiento. La estrategia
que se sigue se puede dividir en dos partes, primero para medir la energia de las
interacciones no covalentes, y segundo para probar |a via de plegamiento; en la primera
se miden los cambios en la estabilidad causados por una mutacion para crear una base
de datos de termodindmica empirica, y en la segunda se hacen medidas cinéticas de los
estados no plegados y plegados para medir los cambios de energia de activacién para
todos los intermediarios de la enzima mutante!”



OBJETIVOS.

Purificar la mulante nag26 de la enzima Glucosamina 6 fosfato desaminasa de Escherichia
coli. Esla enzima modificada contiene una doble mutacién para corar la cadena
polipeptidica en dos fragmentos: 1-160 y 163-266, de 18.5 y 11.2 kDa respectivamente.
Lamutante se construyd insertando los correspondientes codones de termino e inicio en

la posicion elegida.

Estudiar ef plegamiento de los fragmentos purificados, y analizar su capacidad de
reconstituir 1a proteina nativa.



MATERIAL Y METODOS.

4.1 Produccion de biomasa.

4.1.1 Construccion de la cepa mutante.

En colaboracidn con la Dra. Jacqueline Plumbridge del “institu de Biologie Physico-
chimique" de Paris Francia, se construyo el plasmido pTZ18RAnag con el cual se
transforma una cepa de E. coli K12, IBPC 590%. El plasmido construido contiene una
doble mutacidn y proporciona resistencia a ampicilina. Como resultado de la doble
mutacién la cepa transformada sobreexpresa en dos fragmentos a la enzima silvestre: uno
del residuo 1-160 y otro del 163-266, cuyas masas moleculares sonde 18.5y 11.2 kDa
respectivamente. La efeccion del silio de doble mutacidn se realizd en base a los andlisis
tedricos aplicados a la estructura primaria de la enzima: escala de hidrofobicidad de
Miyazawa y Jernigen(1985), probabilidad de superficie de Emini(1985), indice de
antigenicidad de Parker et al.(1985), flexibilidad de Karplus(1985), prediccién de limites
de dominios, escala de accesibilidad al solvente de Boger et al.(1986), y escala de
hidrofilicidad de Hopp y Woods(1981). La caracteristica més importante de esta cepa es
que sobreexpresa de manera constitutiva la proteina clonada en el plasmido.

4.1.2 Escalamiento en fermentador de tres litros.

La cepa sobreproductora se cultivé en medio sélido de Luria (LB) con una concentracion
de ampicilina de 500 pg/ml (apéndice 8.1). L.a sobreexpresion de ambos fragmentos se
verifico con geles de acrilamida en condiciones desnaluralizantes SDS al 20% (apéndice
8.4), detectdndose los fragmentos por una técnica inmunoldgica llamada "inmunoréplica
tipo Western" (apéndice 8.2).



Una vez que se abtuvo una placa con una muy buena sobreexpresion de los fragmentos
(Fig 5), se cultivd a la bacleria por escalamiento a un fermentador de tres litros; para ello
primero se resembrd la placa sobreexpresante 12 a 24 hrs antes del escalamiento, e
igualmente se volvid a verificar la sobreexpresion por medio de eleclroforesis en
condiciones desnaturalizantes®,

El segundo paso consistio en crecer a |a bacteria en matraces de 500 ml conteniendo 200
ml de medio liquido de Luria (LB) 2.5% y 500 pg/ml de ampicilina (preindculos),
previamente esterilizados; para ello en condiciones de esterilidad se toma una porcion del
media sélido de |a placa LB-ampicilina con un palillo y se introdujo éste dentro del matraz
preparandose cuatro matraces. Estos preindculos se llevaron entonces a temperatura
constante de 37° C, en agitacion constante durante 4 hrs en un agitador orbital.

Al término de las 4 hrs se tomaron los preindeulos y se colocaron en hielo para su manejo
y transporte al fermentador de tres litros el cual previamente se habia esterilizado
conteniendo dos y medio litros de medio de cullive liquido LB-amp (2.5% LB, ampieilina
500 ug/ml final). Se verificd la sobreexpresion y se sembraron dos o tres de los mejores
preindeulos. Se crecio la bacteria durante 4 hrs a 37° centigrados en agitacion, aplicandose
un refuerzo de ampicilina a las 2 hrs. Posteriormente se cosechd dejando de 200 a 400 ml
como preinéculo dentro del fermentador para volver a crecer la bacleria con medio liquido
estéril (2.5% LB, ampicilina 500 pg/mi final); pero en cambio ahora se cultivé a 30°
centigrados con baja agitacion y durante toda la noche (8 a 10 hrs) para después
cosechar.

La cosecha se realiz6 directamente en tubos de centrifuga de 500 ml a 7,000 rpm. durante
15 min. El sobrenadante se desechd y el precipitado se lavé dos o tres veces con cloruro
de potasio 0.15M hasta quitarle los componentes capsulares que confieren gran viscosidad
al sobrenadante. La bacteria lavada se guardd en congelacion a -50° Centigrados.
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180 kDa—

18.5 kDa—+
17kDa—+

Fig 5. Gel de poliacrilamida al 20% en condiciones
desnaturalizantes SDS. Se observa la sobreexpresion del
fragmento de 18.5 kDa en los carriles 1 y 2. En el caril 3
MWSDS17 como marcador de peso molecular, al igual que
en el carril 4 la enzima silvestre.



4.2 Purificacidn.

4.2.1 Produccidn y purificacién de anticuerpos policlonales.

En el proceso de purificacion se utilizd cromatografia de inmunoafinidad para ello fue
necesario praducir anlicuerpos policlonales contra la enzima silvestre, astos se abtuvieron
en nuestro laboratorio con conejos inmunizados con enzima silvestre purificada por
cromatografia de afinidad alostérica.

Una vez extraido ef suero de los conejos inmunizados, se purificaron las inmunoglobulinas
{lgG) por intercambio idnico utilizando DEAE-Sephacel (SIGMA)®® La columna se
equilibré con 40 mM de Tris-fosfato plH 8.4 y bajo estas condiciones se inyecté el suera.
Una vez lavada la columna con la misma solucion, se empled un gradiente concavo de phi
y fuerza idnica para la elucion de las IgG, el gradiente varié de 40 mM de Tris-fosfato pH
8.4 a 500mM de Tris-fosfato pH 3.4 y la elucién se siguid a 280 nm donde las 1gG
aparecieron en las dos primeras fracciones junto con la albimina del susro.

Para eliminar la albumina, las fracciones con IgG se somelieron a una cromatografia de
afinidad, utilizando una columna de Sepharosa azul CL-6B (Pharmacia Fine Chemicals).
La columna de 1.6 X 8 cm. se equilibré con 40 mM de Tris-HCI pH 7.7. Se colectd el eluido
que en este caso contenla nuestras IgG puras, el titulo de los anticuerpos policlonales
purificados conlra la enzima sitvestre en el extracto de IgG fue de 1:5000 este se obtuvo
mediante de inmunoréplicas tipo "weslern" con la enzima silvestre a diferentes diluciones
de los anticuerpos.
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4.2.2 Construccion de la matriz de inmunoafinidad.

Se trabaj6 con el extracto crudo de IgG purificadas con el que se construyd una matriz de
inmunoafinidad. Se activd gel de agarosa (Sepharosa CL-48, SIGMA) por el método de
activacion con CNBry titulacion con NaOH (apéndice 8.8). Los anticuerpos se ligaron a
la matriz en agitacién durante toda la noche, al dia siguiente se lavd la matriz para eliminar
los anticuerpcs que no se unieron y se equilibrd con 100 mM de Tris-HCI pH 7.4 paia
poder usarla.

4.2.3 Purificacion de los fragmentos.

Se tomd la hiomasa guardada a -50° centigrados y se resuspendié en 20 ml de Tris-HC
100 mM pH 7.4, sonicandose en frio, cuatro veces a intervalos de dos minutos. El
sonicado se centrifugé a 12,000 r.p.m. durante 15 min, colectandose el sobrenadante y
eliminando e! precipitado. Se calculd la concentracién de proteina del extracto crudo por
el método de Bradford“? y este se aplicé directamente a la matriz de inmunoafinidad en
unrecipiente cerrado que contenia lamatriz y 40 ml de tris-HC! 100mM pH 7.4, ia proteina
se pego en agitacion a 5° Centigrados por 4 hrs.

Posteriormente se empacd la matriz en una columna de cristal para cromatografia liquida
de 1.6 x 7 cm y se lavd con 500 ml de tris 100 mM pH 7.4. Entonces se despego la
protelna con 100 mM de glicina pH 2 y se colectaron 800 pl por tubo en un colector
automalico (Walers fraction collector, Millipore). Con el fin de reducir el tiempo de
exposicién de los fragmentos a condiciones de pH tan bajos como el utilizado para la
elucion, se coloco previamente a cada uno de los tubos utilizados para la colecta 50 yl de
tris 2 M pH B.6.

La deteccién de la proteina en las fracciones colectadas se realizé primero por el método
de Bradford y después por un ensayo inmunoenzimatico en fillros conocido como ELIFA
(también llamado "inmunodol") (apéndice 8.3).

23



Las fracciones que conlenian la proteina se dializaron contra 40 mM de Tris-HCI pH 7.4
dos veces durante 2 horas. Posteriormente se concentraron, primero por centrifugacion
usando filtros de microcentrifuga Ultrafree-MC (SIGMA) que retienen las proteinas con
una masa igual o mayor a 5 kDa y después por didlisis contra glicerol con el fin de poderla
guardar a temperatura de congelacién.

El siguiente paso fue inyectar nuestra proleina a una columna de intercambio idnico y esto
se hizo por cromatografia liquida de alta presion HPLC. La malriz que se ulilizé fue DEAE-
Sephacel Protein Pak (Waters). Se inyectaron 500 il y el pegado de la proteina se hizo
con 40 mM de Tris-HCI pH 7.4 y flujo de 0.3 ml/min. La elucidn se hizo con un gradiente
lineal de 40 mM de Tris-HCI pH 7.4, a 200 mM de Tris-HC! pH 7.4 en 5 min y de 0 a 400
mM de KCI en 60 min. La elucion se monitoreo lomando lecturas de absorbancia en un
rango de 200 a 300 nm, y especialmente a 280 nm, se lomaron lecturas cada 4.8 seg.
utilizando un delector Walers de arreglo de diodos modelo 931. Con las lecturas de
absorbancia y tiempo tornados se procedid a deleclar la proteina por inmunodot,

concentrando y guardando en congelacién como se menciond anteriormente.

Las fracciones enriquecidas con los fragmentos se inyectaron a una columna de filtracion
molecular, nuevamente en un cromaldgrafo de HPLC. Se utilizd una columna ProteinPak
300SW de Walers, cuyo intervalo de fraccionamiento abarca desde los 10 hasta {os 300
kDa. Primero se efabord una curva de calibracion ulilizando diferentes marcadores de peso
molecular, en este caso se usaron los siguientes marcadores: mioglobina 17 kDa,
anhidrasa carbonica 29 kDa, ovoalblmina 45 kDa, hemoglobina 60 kDa, transferrina
77kDa, amilasa 100kDa, alcohol deshidrogenasa 150kDay enzima silvestre 180 kDa, bajo
las siguientes condiciones: flujo de 0.3 mi/min con tris 40 mM. Se inyectaron 20 pl de
muestra a la columna y se analizaron por cromatografia bajo las mismas condiciones
usadas para |a calibracion. Las fracciones que contenian la enzima ya pura se detectaron
por “inmunodot” y electroforesis desnaturalizante SDS.
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4.3 Caracterizacion y analisls de los fragmentos polipeptidicos.

El estudio de ambos polipéptidos se realizd tanto en extractos crudos como en fracciones
puras. Los extractos crudos se obtuvieron utilizando el sobrenadante posterior a la
centrifugacién a 12,000 r.p.m. del sonicado de 1a biomasa guardada a -50° Centigrados.
Las fracciones puras se obtuvieron como resultado de 1a ruta de purificacién. Los primeros
experimentos fueron encaminados a conocer en que estado se encontraban los
fragrientos y para ello primero se analizaron fracciones sin purificar y posteriormente se
trabajo con fracciones purificadas.

4.3.1 Caracterizacion de fracciones no-purificadas,

Con el objetivo de determinar el peso molecular propio de nuestros fragmentos en
condiciones nativas, se prepararon geles de acrilamida de gradiente de poro de 4 al 30%
de concentracidn, que se corrieron bajo condiciones ya establecidas (apéndice 8.6). Se
utilizaron diferentes marcadores para deterininar el peso de los fragmentos; mioglobina 17
kDa, anhidrasa carbonica 29 kDa, ovoalbumina 45 kDa, transferrina 77 kDa, amilasa 100
kDa, alcohol deshidrogenasa 150 kDa y enzima silvestre 180 kDa, que se distribuyeron en
4 carriles y se corriefon simultaneamente 6 carriles de extracto crudo. Después de corrido
el gel se tomaron los tres Gltimos carriles en los cuales uno tenia enzima slivestre y dos
el extracto crudo y a ellos se les praclico una inmunorréplica; se tomé aparte ofro carril
mas y se corrid una segunda dimensidn en condiciones desnaturalizantes en un gel de
acrilamida al 20% con SDS, el que una vez corrido se le realiz6 una inmunoréplica. Los
seis carriles reslantes se tifieron con plata para poder abtener luego la curva de
calibracion (apéndice 8.5).
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Para delerminar el punto isoeléctrico de los fragmentos en condiciones nalivas se
prepararon y corrieron geles de isoelectroenfoquo (apéndice8.7) con muestras de extractos
crudos, aqui también se ulilizaron una serie de calibradores para poder determinar el punto
isoeléctrico de los fragmentos: Amiloglucosidasa pl 3.6, inhibidor de tripsina pl 4.6, B-
lactoglobulina A pt 5.1, anhidrasa carbonica Il pi 5.9, anhidrasa carbonica | pt G.6,
mioglahina pl 6.8 y 7.2, lectina pl 8.2, 8.6, y 8.8, tripsindgeno pl 9.3, e igualmente se
realizd una inmunoréplica tipo "western” para delectar los fragmentos con anticuerpos

especificas.
4.3.2 Caracterizacidn de los fragmentos purificados.

Conlos fragmentos ya purificados se realizaron las siguientes aproximaciones. Primera
se realizaron estudios cinéticas para saber si los fragmentos presentaban algin lipo de
actividad, los erisayas se realizaron en el sentido de formacién de Fru6P en una mezcla
finat de reaccion de 200 pi con: 100 mM de Tris-HCI pH 7.7; 25 mM de EDTA pH 7.7,
concentracion de suslrato variable; concentracién de enzima de 30 a 145 nM; cony sin 5
mM de GIcNAGEP. El tiempo de reaccion fue de 40 minutos a 30 °C. La reaccion se inicio
con {a adicion de 10 pl de enzima y finalizd con la adicion de 2 m! de HCI 10 N. La
canceniracion de Fru6P formada se delermino por el mélodo de resorcinol de Ros® como
es descrito por Davis y Gander®® leyendo absorbancia a 512 nm,

También se repitieron los analisis con fillracion molecular en HPLC con la columna
Proteinpak300SW para confirmar ta existencia de los oligdmeros de diferentes pesos
moleculares.

Posteriormente los fragmenlos ya purificados que estaban concenirados en glicerol s
dializaron con un amortiguador de fosfalos 40 mM pH 7.7 para realizar estudios de
dicroismo circular (DC). Se hicieron dos tipos de experimentos de DC, primero en
ultravioleta tejano de 180 a 260 nm para determinar el porqentaje de estructura secundaria,
@slo se hizo primero con los fragmentos dializados y después con una concentracion 5mM
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del activador alostérico la N-acetil-glucosamina G-fosfato (GIcNACGP). De la misma manera
se tomaron lecturas de DC en el utraviolela cercano, en el intervalo de 260 a 310 nm
llamada |a zona aromética. Esto se hizo con la finalidad de investigar la capacidad de los
fragmentos para unir la GlcNac6P. Para ello primero se realizé una linea de base con el
amortiguador, luego otra linea de base del amortiguador y con la concentracion final de
activador alostérico 5mM y finalmente se realizé el espectro con fos fragmentos para
después poder calcular el espectro diferencial de absorlividad. Esto se logrd restando la
linea de base del amortiguador a la del amortiguador con el activador alostérico y la
resultante se le resto al espectro de la muestra que contenla los fragmentos.
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RESULTADOS.
5.1 Purificacioén,

De acuerdo con los datos experimentales que obtuvimos se pudo diseniar la siguiente ruta

de purificacidn para los fragmentos: (Fig 6).

PropuccidN DE BioMaSA

SONICACION

INMUNODETECCION
CENTRIFUGACION

PRECIRPITACION
SALINA

CROMATOGRAFIA
DE INMUNOAFINIDAD.

!

CROMATOORAFIA FILTRACION MOLECULAR
DE INTERCAMBIO 1&NICO EN HPLC,

Fig 6. Diagrama que muestra cada una de las etapas que comprenden la ruta de

purificacién utilizada para la enzima nag26.
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5.2 Caracterizacién de fracciones no-purificadas.

La sobreexpresidn de los fragmentos de 18.5y 11.2 kDa apartir de la cepa mutante 590
fue buena y se muestra en la figura 7. Para verificar que las proleinas que se
sobreexpresaron eran nuestros fragmentos estos se identificaron por inmunoafinidad
elaborando una inmuno réplica tipo western figura 8.

5.2.1 Electroforesis en gradiente de poro.

Con los experimentos de eleclroforesis realizados en condiciones nativas con un extracto
crudo se encontrd que los fragmentos en condiciones nalivas (no desnaturalizanies) se
encuentran asociados en oligbmeros de diferentes pesos moleculares: 180, 90, 60, y 30
kDa como se puede observar en la figura 9. Estos oligbmeras también fueron identificados
mediante una infnunoréplica tipo western, confirmando la existencia de los diferentes
pesos moleculares figura 10. Para delerminar el peso molecular de los diferentes
oligbmeros se elabord una curva de calibracion utilizando los diferentes marcadores de
peso molecular: mioglabina 17 kDa, anhidrasa carbénica 29 kDa, avoalbimina 45 kDa,
transferrina 77 kDa, amilasa 100 kDa, alcohol deshidrogenasa 150 kDa y enzima silvestre
180 kDa.

5.2.2 Filtracién motecular en HPLC,

Los datos anteriores se confirmaron cuando llevamos un crudo a cromatografia llquida de
alta presion en HPLC, ulilizando |a columna de filtracién molecular Proteinpak300SW
donde corraboramos la existencia de oligémeros con una masa de 180, 90, 60, y 30 kDa.
En lafigura 11 se puede observar el perfil de elucion a 280 nm y en la figura 12 se muestra
el ensayo inmunoldgico por el cual se detectaron aquellas fracciones de Ia elucién que
contenlan a los oligdmeros.
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180 kDa—

18.5 kDa—
14 kDa—*
11.2 kDa—*

Fg 7. Gel de poliacrilamida al 20% en condiciones desnaturalizantes,
se observan en los primeros carriles 1, 2y 3 la sobreexpreslén de los
fragmentos de 18.5y 11.2 kDa. En el carril 4 arriba la enzima silvestre
y abajo mioglobina como marcadores de peso molecular.
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180 kDa—»

18.5 kDa-

Fig 8. Inmunoréplica del gel de poliacrilamida 20% SDS. En
en carril 3 se muestra a la enzima silvestre, en los carriles
1y 2 se muestra el fragmentode 18,5 kDa.
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180 kDa—+

150 kDa—+

66 kDa—
45 kDa—

14 kDa—

Fig 9. Gel de gradiente de poro(poliacrilamida) 4-30% en
condiciones no-desnaturalizantes. En los carriles 6y 7 dos
extraclos crudos, en los demés carriles marcadores de
peso molecular: carril 1, 66 kDa; carril 2, 14 y 70 kDa; carril
3, 45 kDq; carril 4, 150y 180 kDay carril 5, 45 kDa.
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« 180 kDa

< 90kDa

+60kDay «~ 30 kDa

Fig 10. Inmunoreplica del gel de gradiente de poro en
condiciones no-desnaturalizanies que muestra los diferentes
adligbmeras en los que se reasocian ambos fragmentos: en el
carril | la enzimasilvestre; en el carril 2 Jos oligémeros de: 30,
60, 90 y 180(no se observa) kDa.
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Fig 11. Perfil de elucién a 280 nm tomado de la columna de
fillracién' molecular Proteinpak300SW, En este caso se trata
de un crudo, y se muestran: 1) alos 19 min el frente, 2} alos
22 min la fraccién de 180 kDa, 3) alos 30 min la fraccién de 90
kDa, 4} a los 34 min la fraccién de 60 kDaq, 5) a los 42 min la
fraccién-de 30 kDa y 6) a los 45 min la fraccién de 18 kDa.
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Fig 12. Inmunodot de las fracciones colectadas durante la elucién de la
columna de filtracién molecular Proteinpak300SW: se muestraen Ay B
la enzima silvestre como control; en 1 la fraccion de 180 kDa, al centro
en 2 lalraccién de 90 kD, en 3 la fraccién de 60 kDa y en 4 la fraccién
de 30 kDa.
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5.2.3 Isoelectroenfoque.

A partir del gel de isoelectroenfoque se obtuvieron diferentes puntos isoeléctricos para los
oligomeros: 8.8, 6.9, 57, 4.7, en la figura 13 se muestra la curva de calibracion
elaborada a partir de los marcadores de pl: Amiloglucosidasa pl 3.6, inhibidor de tripsina
pt 4.6, B-lactoglobulina A pl 5,1, anhidrasa carbdnica Il pl 5.9, anhidrasa carbonica | pl 6.6,
mioglobina pl 6.8y 7.2, lectina pl 8.2, 8.6, y 8.8, y tripsinégeno pl 9.3.

5.3 Caracterizacién de los fragmentos purificados.

Como resultado de la metodologia aplicada se logrd purificar ambos fragmentos de 18.5
y 11.2 kDa, mostrandose ambos en |a figura 14.

§.3.1 Filtracién molecular en HPLC.

El andlisis de los fragmentos por filtracién molecular en HPLC muestra que en condiciones
no desnaturalizantes estos se encuentran asociados en oligémeros de 180, 90, 60 y 30
kDa camo ya se habla encontrado en el andlisis de! crudo, en la figura 15 se muestra el
perfil de elucién a 280 nm de ambos fragmentos puros inyectados a la columna de
filtracién molecular Proteinpak300SW bajo las condiciones estandarizadas.

Las fracciones calectadas apartir de 1a elucién de la columna de filtracién molecular

Proteinpak300SW se identificaron mediante un inmunodot canfirméndose la existencia de
los oligbmeros mencionados, figura 16,
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Fig 13. Curva de calibracién para el gel de isoelectroenfoque
utilizada para determinar el pl de los oligémeros formados por los
fragmentos, para elaborarla se emplearon diez diferentes
marcadores de pl.
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Fig 14. Gel de pollacrilamida 20% en condiciones
desnaturalizantes SDS. Se observan de fzquierda a
derecha en los carrlles | y 2 fracciones con ambos
fragmentos purificados, en el carril 3 MWSDS17 como
marcador de peso molecular y en el carnl 4 la enzima
silvestre.
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Fig 15. Perfil de elucién a 280 nm de la columna de filtracién
molecular Proteinpak300SW, en este caso se muesira a los
oligbmeros formados a parlir de los fragmenios ya
purificados: 1) alos 22 min la fraccién de 180, 2} alos 28 min
la fraccién de 90, 3) a Jos 36 min lafraccién de 60 kDa, 4) alos
40 min la fraccién de 30 y 5) a los 45 min la fraccién de 18
kDa.

39



s by

srrs ©

i @

f e

e o f
4 xee
g e
b e
a  wem

Fig 16. Inmunodot de las fracciones de elucién de la
columna de filtracién molecular Proteinpak300SW,
en las columnas | y 2 se muestran: a) la enzima
silvestre, b) fracclén de 180, ¢) fraccién de 90,
d) fraccién de 60, e) fraccién de 30 y ) fracclién de 18
kDa.
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5.3.2 Dicrolsmo Circuiar.

Los experimentos realizados en el espectropolarimetro de dicrofsmo circular demuestran
que los oligdmeros por sl solos dan sefial en el ultravioleta lejano on prosencia y ausencia
del activador alostérico confirmando la existencia de eslructura secundaria, figura 17,
Ademas los oligémeros son capaces de reconocer y ligar al aclivador alostérico de la
enzima silvestre la GIcNACGP, provocando una respuesta que se observa como un cambio
conformacional de la estructura de la enzima mutante, figura 18.

5.3.3 Parametros cinéticos,

Los valores para el Km y la Kcat encontrados, en ausencia y presencia de activador
alostérico fueron los siguientes:

GIcNAc6P KM ypionto K., por sitio
(mM) (mM) s!
5in 8.6 0.1519
5 1.5 0.3067
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Fig 17. Espectro de Dicrofsmo Circular de la enzima Nag 26 en
presencia de 5 mM de GlcNac6P. La concentracién de la enzima fue
de 0.325 uM en amortiguador de fosfalos 40 mM pH 7.7. Se analizé el
UV lejano en el intervalo de 190 a 250 nm., atemperatura ambiente,
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Fig 18. Espectro diferencial de Dicrofsmo circular de los oligomeros
formados por los fragmentos purificados con y sin 5 mM de GlcNAcEP.
Se onalizbel intervalo del espectro en UV cercanode  260-310nm. La
concentracién de los fragmentos de la enzina fue 0.325uM en
amortiguador de fosfatos 50 mM a pH 7.7.
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DISCUSION.

Unc de los grandes retos de la Biologia maderna consiste en entender los mecanismos
involucrados en la funcién de una proteina, para poder a través de este conocimiento
diseqar macromoléculas con nuevas aclividades bioldgicas, para lo cual resulla
indispensable conocer como €s que las proteinas se pliegan para adquirir su estructura
tridimensicnal. Las estrategias empleadas para tratar de explicar este prablema, han sido
muy variadas, una de las mas ulilizadas, es la diseccion de las proteinas en fragmentos
pequefios, que permitan analizar sus estructuras individualmente y en forma combinada
para lograr un plegamiente por complementacién. Esta estrategia se basa en el hecho de
que las protainas se pliegan rapidamente como para pensar que la conformacion final sea
obra de un proceso al azar; una posibilidad es que alguncs de los elementos de la
estructura secundaria se formen répidamente y que a su vez inducen el plegamiento
cooperalivo del resto de la proteina®. La tendencia de los fragmentos para formar
estructuras similares a las que se adoptan en la proteina completa, son evidencias
experimentales que apoyan la idea de que las interacciones locales juegan un papel
fundamental en las etapas tempranas del procesa de plegamiento en las proleinas!'93>
En este sentido se han desarrollado diferentes enfoques para el estudio de la formacion
de estructuras similares a las de la proteina nativa partiendo de sus fragmentos
polipeptidicos: une de los mas empleados en el pasado ha sido la protedlisis limitada o
incompleta®™ o la sintesis quimica de péptidos®". A partir del desarrollo de la ingenieria
genética, esta es la mejor opcidn para la produccion de fragmentos palipeptidicos, porque
permite seleccionar los sitios de corte, independientemente de que se localicen o no en
zonas muy flexibles o expuestas que es un requisito para la protetlisis enzimatica por
métodos quimicos. Este Glitima enfoque es el que ha generado la creacién de una nueva
area de frontera en la bioquimica moderna, la ingenieria de proteinas, la cual comprende
un enfoque multidiciplinario para enfrentar el problema: utilizando la biofogla molecular, el
analisis tedrico de secuencias, la fisicoquimica de proteinas y la cristalografia, que se

correlacionan y retroalimentan mutuamente.
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En esta tesis se han presentado los resultados de |a primera fase del proyecto: Diseccion
de una enzima por ingenieria de proteinas. La estrategia experimental se definié en cuatro
elapas:

I.- Andlisis teorico de la secuencia primaria de la desaminasa para seleccionar l0s sitios

de corte y el disefio de las mulantes sitio especificas.
II.- Construccion y expresion de mutantes sitio especificas.
Il.- Expresion y purificacion de los fragmentos.

IV.- Estudios fisicoquimicos en solucion,

.- Analisis tedrico de la secuencia de aminodcidos de la desaminasa.

La estructura primaria de la enzima glucosamina 6 fosfato desaminasa de E. coli fue
cuidadosamente analizada, empleando diferentes métodos predictivos, basados en
escalas fisicoquimicas tales como: escala de hidrofobicidad de Miyazawa y
Jernigen(1985), probabilidad de superficie de Emini(1985), indice de antigenicidad de
Parker et al.(1985), flexibilidad de Karplus(1985), prediccién de limites de dominios, escala
de accesibilidad al solvente de Boger et al.{1986), y escala de hidrofilicidad de Hopp y
Woods(1981). El resultado del anélisis de las escalas fisicoquimicas se correlaciond con
los obtenidos para la prediccién de estructura secundaria. La estructura secundaria
predicha para la proteina es la tipica alp, con alternancia de hélices-a y hojas-B, sin
embargo, existe un fragmento de 20 aminodcidos (158-178) en el que se predicen sélo
estructuras no repetitivas o giros y luego sigue [a perfecta altemancia, este fragmento a
su vez presenta los Indices més altos de fiexibilidad, probabilidad de superficie,
antigenicidad y se predice como los limiles de un dominio estructural.
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I1.- Construccion de una doble mutante en la posicién 160 de la eslructura primaria de la
desaminasa.

Se construy6 una doble mutante por introduccion simultdnea de un codon de lerminacién
(posicion 160 ACT a TAA) y un coddn de inicio en la posicién 163 TGA a ATG.

El cambio de los aminodcidos en estas posiciones se realizo por mutagénesis dirigida
usando el método de Kunkel descrito por Sambrook y col®.

El gen nagB fue clonado en el vector pTZ18R (Pharmacia) y se obluvo el fagémido
pTZ18R(nagB). La cadena sencilla de ONA que contenia los residuos de uridina para la
mutagénesis fue preparada usando el método descrito por Sambrook y col®®. Se
disefio un oligonucledlido de 46 bases con las mulaciones deseadas:
CTCGTATCAAAACCCTGTAATCAATGCACTCGCGTCGCAAACTCTCG.

Los fagémidos que contenian la doble mutacion fueron identificados por secuenéiacion de
DNA; todo el gen nagB fue secuenciado para verificar la auscencia de mulaciones
secundarias. La cadena sencilla de DNA del fagémido pTZ18R(nagB) que contenia la
doble mutacién fue utilizada para transformar bacterias de E. coli cepa A nag 18PC590
que tiene interrumpido el reguldn de los aminoaz(cares, para garantizar la auscencia de
enzima silvestre.

IIl.- Expresion y purificacion de los fragmentos.

Como se ha descrilo en la seccién de material y mélodos se utilizaron diferentes
estrategias para oblener fracciones puras de la proteina. Sin embargo, debido a la
interaccion entre los fragmentos y la formacion de diferentes oligdmeros, no fue posible
obtener por separado los fragmentos de 18 y 11 kDa que era nuestro propésito inicial para
después realizar todos los experimentos de complementacion. Cabe destacar que si bien
esto fue un primer obstaculo, las evidencias experimentales de la existencia de
complementacion son muy claras: los diferentes oligémeros obtenidos en condiciones
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nativas dan exactamentle el mismo patrdn en los geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes y en presencia de reductor: dos fragmentos de 18 y 11 kDa. La
existencia de ambos fragmentos significa que en condiciones nativas se reconocen
estructuralmente y pueden asociarse.

IV.-Estudios fisicoquimicos en solucién.

Las experimantos de dicroismo circular con la proteina pura (en este caso la mezcla de
diferentes oligomeros) demuestran que la autoasociacion de los fragmentos da como
resultado un plegamiento similar al de la enzima silvestre, atn cuando el especiro no es
exactamente idéntico en la forma, el porcentaje de estructura secundaria en presencia del
activador aloslérico es parecido a los oblenidos para la enzima silvestre; 10% de hélice-q,
55% de estructura-f, 9.5% de giros y 25% de estructura no repelitiva en la mutante nag26;
en la enzima silvestre 34% de a-hélice, 9% de hojé-ﬂ paralela, 11% de hoja-p antlparalela,
15% de giros y 35% de estructura no repelitiva. Uno de los resultados mas interesantes
s la demostracién de la interaccion de los oligbmeros con el aclivador alostérico y el
efecto de la GIcNACGP en la eslabilizacion de los complejos. En la figura 19 se puede
observar el cambio del espectro de dicrolsmo circular en el ultravioleta lejano en presencia
del activador alostérico. Llama la alencién la definicion del espectro y la adquisicién de una
forma muy similar a las obtenidas para la enzima silvestre. Eslo revela que la asociacién
de los fragmentos rearma la cavidad del silio alostérico y este es capaz de unir al
activador. Por otra parte los experimentos realizados en el ultraviolsta cercano muestran
una sefal intensa en el rango de 275-290 nm que disminuye cuando aumenta lz
concentracién del activador; este mismo efecto corresponde al obtenido para la enzim:
silvestra.
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CONCLUSIONES y PERSPECTIVAS,

La diseccidn de una proteina en dos o mas fragmentos de su cadena polipeptidica es una
estrategia muy poderosa para estudiar el papel de los dominios o subdominios en el
proceso de plegamiento de las proteinas®®. Sin embargo, como las "unidades de
plegamienta’ pueden no ser identificadas, sin ambigliedad por simple inspeccidn de la
estructura tridimensional®, el empleo de proteinas cortadas especificamente por métodos
quimicos o mutagénesis dirigida, sigue siendo una herramienta muy importante para
probar |la capacidad de los fragmentos resultantes para adoptar una conformacién nativa
de manera auténoma. Si los fragmentos pueden plegarse por si mismos en una estructura
tridimensional comparable con la estructura nativa, este comportamiento auténomo los
identifica como unidades de plegamiento®®%,

El andlisis de nuestros resultados nos permite demostrar que tenemos unidades de
plegamiento autdnomo; esto se demuestra por la formacion de oligdmeros de diferentes
pesos moleculares, que adoptan un plegamiento por s mismos.

En esle momenta resulta muy interesante y formativo, hacer un analisis combinatorio de
los diferentes datos experimentales, originados por diferentes metadologias, que se
complementan y enriquecen mutuamente; a) el analisis tebrico de secuencia, b) los
astudios bioguimicos y fisicoquimicos en salucion, y ¢) los datos cristalogréficos obtenidos
recientemente.

Alo largo de |a tesis se han desarrollado ampliamente los dos primeros incisos, asi que

en esta parte haré un resumen de los datos cristalograficos, para estar en condiciones de
hacer un analisis globat de todos los resultados abtenidos.
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El plegamiento del monodmero de la enzima glucosamina-6 fosfato desaminasa muestra
una estruclura alfa-beta abierta, con una hoja plegada beta central paralela de siete
cadenas, que tiene topologia 4x, 1x, 1x, -3x, -1x, -1x, rodeada de ocho hélices alfa y una
hélice 3-10 de dos vueltas. La topologla de este monomero se parece a un dominio de
NAD de deshidrogenasa, con lres adiciones: en el extremo N-terminal una cadena bela,
residuos 1 al 35; en el extremo carbosilo terminal, los residuos 243-266 y el segmento
entre el aminodcido 141 y 188, este Ultimo segmento contiene una asa con aminodcidos
que participan en el mecanismo catalitico y también un motivo estructural formado por la
beta B', la hélice 5 y la bela C'; las dos hojas beta forman parte de la lamina beta
antiparalela. Los residuos 158 y 160 localizados en la hoja B' son parte del sitio alostérico
de la enzima, mientras que en la hélice 5 {a arginina 172 es uno de los sitios ligantes del
sustrato. Esta estructura forma una "lid"(tapa) capaz de ocluir el sitio activo y aislar el
sustrato o los intermediarios de la reaccién del contacto con el disolvente!”, figura 19.

Si recapitulamos y volvemos sobre el andlisis teérico de |a secuencia, nuestros resullados
nos habian llevado a concluir: la estructura secundaria predicha para la desaminasa, es
la tipica para una proteina aifa/beta, con alternancia de hélices alfa y hojas bela, sin
embargo, existe un fragmento de 20 amino4cidos (158-178), en el que se predicen solo
estructuras no repelitivas o giros, y luego sigue la perfecta alternancia, este fragmento a
su vez presenta los indices mas allos de flexibilidad, probabilidad de superficie,
antigenicidad y se predice como los limites de un dominio estructural.

Esto es muy relevante, por que pudimas localizar una zona clave para la funcion y la
estructura de la desaminasa. El segmento predicho (158- 178) en el cual decidimos
introducir la doble mutacién para separar dos posibles dominios o unidades de
plegamiento, corresponde a uno de los agregados (141-188) a la estructura lipica de fos
dominios NAD. Esto correlaciona ademés de manera casi perfecta con los datos
bioquimicos y fisicoquimicos, la formacién de diferentes conférmeros que en condiciones
nativas tienen pesos moleculares que corresponden a la interaccidn de los dos fragmentos
estructurales, que a su vez en geles desnaluralizantes y en condiciones reductoras, dan
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un patrén correspondiente a los dos fragmentos de 18 y 11 kDa. Todo esto apoyado con
los datos de dicroismo circular, que son evidencias del acoplamiento entre los fragmentos
y puntualizan el papel del activador alostérico en la dinamica del reconocimiento
estructural.

Una pregunta que surge después de este analisis es: ¢, El acoplamiento de los fragmentos
produce oligomeros con actividad catalltica ?. Por los datos de la cristalografia®" resulla
evidente que el fragmento de 11kDa contiene una parte del asa catalitica, que cierra el
sitio activo. Se realizaron experimentos cinéticos en presencia y auscencia del activador
alostérico, que permiten reconocer una aclividad residual de los diferentes oligémeros. Un
dato relevante es el incremento de la actividad en presencia del modulador alostérico, lo
que significa, que si bien se perdieron en el corte algunos de los aminoacidos involucrados
directamente en el pegue, la estructura del silio alostérico se conserva en |a
complementacion de los fragmentos.

Cabe destacar que en este trabajo se desarrollaron multiples metodologias, que no habian
sido implementadas previamente en nuestro grupo, y tal vez uno de los frutos-mas
importantes de esta tesis es la adquisicion en el camino de un repertorio metodolagico y
tedrico, que ahora me permite enfrentar los problemas experimentales que se me
presentan con una actitud multidisciplinaria y con una gran posibilidad de estrategias.

Asimismo la relevancia de este trabajo es que se logra demostrar la plasticidad de |a
eslructura y la existencia de unidades de plegamiento en la desaminasa. Existen muchos
reportes en 1a literalura de estudios de complementacidn de fragmentos polipeptidicos, sin
embargo la mayorla de ellos se han realizado en proteinas pequefias, monoméricas o
diméricas; esta tesis constiluye la primera evidencia experimental en el caso de una
proteina hexamérica y con regulacidn alostérica. Estamos conscientes de que eslo es la
etapa inicial de un proyacto muy ambicioso y precisamente por eso, me gustaria terminar
haciendo un andlisis de los experimentos que serfan esenciales para continuar este
proyeclo,
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En primer lugar seria muy til expresar por separado los fragmento de 11 y 18 kDa.
Estudiar sus propiedades fisicogquimicas, sus estados de agregacion vy la interaccion con
los ligandos homotrépicos y heterotrdpicos. Realizar los estudios de complementacion
su cinética de pegue y las propiedades fisicoguimicas del o [os complejos formados.
Finalmente usar estos fragmentos para estudios de plegamiento y estabilidad de le
desaminasa. Toda la experiencia y la melodologia desarrollada, permitiran un avance
rapido y seguiro en la realizacién de los experimentos.
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APENDICE,

8.1 Preparacidn de placas LB amplcilina.

Medio de cultivo sélido (stock). Bactotriptona 10 g, exlracto de levadura 5 g, NaCl 1g,
bactoagar 15 g, Na2HPQ4 1 g.

Del medio de cultivo stock se prepara un medio al 4 % en agua, el cual se esleriliza, el
volumen depende del nimero de placas a preparar; al término, antes de que este enfrie
se afiade la suficiente ampicilina para alcanzar una conceniracién de 500 ig/m!, entonces
se vierte el medio en condiciones de esterilidad dentro de las cajas de Pelri, hasta alcanzar
un grosor de 0.5 a 1 cm. Se dejan reposar para que gelifiquen. Por dltimo se llevan a 37
grados centigrados durante 12 hrs para verificar que permanecen estériles y se guardan
en refrigeracion.

8.2 Inmuno replicas tipo Western,

Amortiguadores:
Transferencia T8S
25 mM tris 3g/l 20 mM tris-HCI pH 7.5 2.4 g/l
192 mM glicina 14.4 g/l 0.5MNaC!29.2g/l

20% metanol 200 mif
0.1% SDS 1 g/

BCiP TT8S
30 mg en 4 mide DMF 20 mM tris-HCi pH 7.5 2.4 g/l
0.5M NaCl
0.05% Tween-20 0.5 mi/l
NBT
60 mg en 2.8 mi de DMF y 1.2 ml
de agua
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metodologia:

-correr un gel de poliacrilamida en condiciones nativas o desnaturalizantes.

-sacarlo con guantes y cortarlo en las liras necesarias

-incubar los pedazos de geles en el amortiguador de transferencia de 30 min a una hora
-cortar el papel de nitrocelulosa o inmobildn del tamaiio del gel

-mojar €l papel de nitrocelulosa 30 seg. con metanol, hacer un cambio por agua y equilibrar
156 min, hacer un cambio en amortiguador de transferencia por 10 min.

-colocar en la rejilla una esponja mojada con el amortiguador de transferencia, encima de
1 a 3 papeles filtro mojados, los trozos de! gel sobre el papel filtro y encima los trozos de
nitracetulosa, quitar las burbujas con un tubo de ensayo (se pasa como rodillo) poner papel
filtro y una esponja previamente mojados en amortiguador de transferencia, cerrar la rejilla
y colocarla en la camara de transferencia con amortiguador hasta donde se encuentra la
sefial de llenado®**?

-transferir a 80 mA durante 5 hrs, en agitacion.

-sacar los pedazos de papel y lavarios con TBS 5min. dos veces agitandolos.
-bloquear con 3 % de gelatina (leche) durante 5 hrs o toda la noche en agitacion. -
-lavar dos veces con TTBS 5 min.

-colocar el primer anticuerpo 1:5000 en una solucion de gelatina(leche) 1%, 4 hrs.
-lavar dos veces con TTBS por § min.

-adicionar el segundo anticyerpo 1:3000 en una solucidn de gelatina(leche) 1%, 4hrs.
-lavar dos veces con TTBS

-decantar y agregar de 20-30 mi de una solucién NaHCO, 0.1M, MgCi, 1 mM pH 9.8
-agregar de 200-300 pi de BCIP.

-agregar 200-300 p} de NBT,

-esperar a que aparezcan las bandas.

-lavar dos veces con agua destilada.

-guardarlos en obscuridad y en refrigarador, o secarlos.
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8.3 ELIFA (ensayo inmunoenzimético en filtros).

Los amortiguadores utilizados y la dilucion de los anticuerpos son los mismos que los
utilizados para las inmunoréplicas tipo western.

La metodologla consiste en:

-Cortar tres hojas de papel filtro del tamafio marcado en la base de la cdmara, preparar la
membrana de nitrocelulosa, cortarla del tamafio deseado segun el nimero de muestras
a ulilizar, llevarla a metanol por 30 seg, luego decantar y llevar a agua por 10 min, decantar
y llevar a amortiguador de fransferencia 5 min. La membrana de nilroceluiosa no debe de
tocarse con los dedos, para su manipulacion deben usarse guantes.

-levantar la tapa superior de la camara, y colocar las tres hojas de papel filtro previamente
remojadas en amortiguador de transferencia, encima colocar la membrana de nitrocelulosa
y por Ultimo colocar la tapa de la cdmara y cerrar apretando bien los tornillos.

-conectar la cdmara PRG00 Slot Blot (HSI) a la bomba de vacio y hacer vacio®

-hacer dos lavados con amortiguador de transferencia a cada poso con al rededor de 50
jl, se puede aplicar cada muestra con la ayuda de un multidispensador, hay que
considerar esperar el tiempo suficiente para que seque la muestra después de colocarla
antes de volver a colocar otra. Tener mucho cuidado de no tocar la membrana de
nitrocelulosa en este y en los siguientes pasos con fa punta del multidispensador o pipeta.
-aplicar las muestras directamente a los posos de la cAmara. Se pueden aplicar de 20 a
100 ul

-lavar dos vaces con TBS (50 pl).

-bloguear con leche al 3% (30 pl).

-sacar lamembrana de la cdmara y colocarla dentro de un recipiente limpio con tapay de
preferencia de color obscuro 5-10 min, el cual debe contener TTBS, hacer dos cambios,
en agitacion.

-decantar y colocar el primer anticuerpo 1:5000 en una solucién de 1% de leche, en
agitacion y tapado durante 1 hr.
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-decantar y lavar dos veces con TTBS.

-decantar y agregar el segundo anticuerpo 1:3000 en una solucidon de leche 1% en
agitacion y tapado durante 1 hr.

-decantar y lavar dos veces con TTBS.

-decanlar y agragar 30 ml de una solucion NaHCO, 0.1M, MgCl, imM pH 9.8

-agregar de 200-300 pl de BCIP.

-agregar 200-300 pl de NBT.

-esperar a que aparezcan las bandas.

-lavar dos veces con agua deslilada.

-guardarlfos en obscuridad y en refrigerador, o secarlos.

8.4 Electroforesis.

Condiciones desnaturalizantes.

En separacionss con SDS, la migracion de las proleinas esla determinada por el peso
molecular y no por la carga eléctrica intrinseca de la protefna. El duodecil suifalo de sodio
{SDS) es un detergente anidnico que desnaturaliza las proteinas rodeando las uniones no
covalentes; de manera que confiere una carga nela negativa proporcional a la longitud del
polipéptido.

Este sistema se usa principalmente para determinar los pesos moleculares de un
polipéptido o proteina en cuestion; esto se logra corriendo e! gel con proteinas estandares
de peso molecular conocido junto con la proteina a caracterizar. Exisle una relacién lineal
entre el logaritmo base 10 del peso molecular y Ja distancia que migra la proteina en el gel.
Hoy dia son dos los sistemas SDS mas usados, el de Weber y Osborn (1969), es un
sistsma continuo; y el de Lasmmli (1970), que es un sistema modificado del de Omstein
{1964) y Davis(1964), que es un sistema discontinuo. Este Gltimo es el de mayor uso, y
consiste en el uso de un gel concentrador al que le precede un gel separador, lograndose
una resolucion excelente®®,



Separacion electroforética de polipéptidos de bajo peso malecular®®.

Este sistema utiliza un tamario de poro uniforme del 18 al 20% con un entrecruzamiento
del 0.5% (200:1, acrilamida:bis).

Gel empacador, mezcla para cuatro geles (0.75 mm de grosor):

Soluciones Concentracion final Cantidad (m)
Acrilamida 10%T 4.8%C 1.68
39.4%T4.8%C,,

Agua destilada - 25
Gliceral 10% (viv) 0.7
(99.9%)

Amortiguador 0.125M 1.7

Tris-HCI 0.5 M, pH6.8
Duodecil sulfato de Sodio 0.1% (wiv) 0.067
10%
Persulfato de Amonio 0.03% (wiv) 0.020
10%
TEMED 0.24% (viIv) 0.016
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Gel separador, mezcla para 4 geles (0.75 mm de grosor):

Solucion

Acrilamida

37.7%T 0.5%C,,
Agua destilada

Glicero!
99.9%
Amortiguador

Tris-HCI 3M pH9.3

Duodecil sulfato de Sodio

10%

Persulfato de Amonio

10%
TEMED

Amortiguador para la cdmara:

Componente
Glicina
Trizma base
Trizma-HCL
SDS 10%
Agua destilada

Concentracion final

20%7 0.5%C

10% (viv)

0.75M

0.1% (wiv)

0.028% (wiv)

0.14%

Concentracion final
0.38M

0.05M
0.1%
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Cantidad
(mt)
11.3

23
2.1

53

0.212

0.060

0.030

Cantidad
142.7g
25669
6.14g
50 ml
llevar a 5 litros



Amortiguador para la muestra (1:1)

Componente Concentracion final Cantidad
Tris-HC! 0.5M pH 6.8 0.0625M 1.25ml
SDS 10% 1% ml
Glicerol 15% 1.5mi
Ditiotreito! 15mM 23 mg
Agua destilada - 6.05 mi

8.5 Tincion de Plata para detectar proteinas en geles de poliaciilamida.

Todos los pasos se llevan a cabo en agitacion media, las soluciones y lavados se hacen
con agua ultrapurificada.

1.-Poner el ge!l en &cido Tricloroacético al 20 % por 2 trs.

2.-lavar el gel con agua y ponerlo en una solucidn de 50 % metano! 2 hrs (microondas 2
min max. potencia 10 min potencia 2), luego hacer dos lavados 2 hrs cada uno (o en
microondas 2 min. max. potencia, 10 min. polencia 2).

3.-Decantar el agua y adicionar suficiente solucion de plata amoniacal para que el gel fiote
libremente. Para preparar 100 m! de la sotucidn adicione: 1.4 ml de NH,OH a 21 ml de
NaOH al 0.36 % en agitacion fuerte adicione lentamente 4 m! de AgNQ, al 19.4 % y afore
con agua a 100 ml. Teflir por un tiempo no mayor de 15 min. La plata puede precipitarse
como AgCl! por acidificacién con HCI para reciclarse.

4.-Remueva el gel de la solucién de plata amoniacal y pdngalo a lavar 2 veces en agua 5
min.
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5.-Para visualizar las proteinas transfiera el gel a una solucion fresca de acido citrico
0.005% y formaldehido 0.019 %. Tener cuidado con la inercia de la reaccién, lavar el gel
con agua por 5 min.

6.-Solucidn stop, para evitar un fondo obscuro con concentraciones de acrilamida mayores
al 10 %, 45 % metanol, 10 % ac. acético por 30 min®,

8.6 Geles de gradiente de poro.

Amortiguador de tris-borata:
tris 0.07 M, ac. bérico 0.08 M, EDTA 2.5 mM, apH 8.5

Preparar también un poco de amortiguador tri-borato de doble concentracion,
Etano! 20% coloreado con azul de bromofenal.

Sacarosa 20% coloreada con rojo de metilo.

Acrilamida concentrada Acrilamida
60% 8%
acrilamida57.6 g acrilamida 7.68 g
metilenbis A. 24 g metilen bis A. 0.32 ¢
agua hasta 100 m! agua hasta 100 m!
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Para prepara 4 geles:

Cémara de dilucién Camara de reposicion
solucion al 4% 30%
acrilamida 8% 4ml acrilamida 60% 4 ml
amortiguador 2X 3.9 mi amortiguador 2X 3.9 mi
persulfato ds amonio 10mg/ml 102 pl persulfato de amonio 80 p!
TEMED 14 pl-colocar TEMED 9 pl-colocar
en la cdmara en la camara.

Procedimiento;

-se lavan las placas de teflon y los vidrios, se secan con metanol y se arman con los
separadores de 0.75 cm. y dientes, se colocan dentro de la cdmara gelificadora, separados
con placas de plastico.

-se conecta la cdmara de dilucion a la camara gelificadora con una manguera y una bomba
peristaltica.

-en la camara de dilucion se coloca el metanol al 20% y se bombea a la camara
gelificadora hasta el nivel en que toca la base de las placas de teflon. Se detiene e flujo.

-se elimina el resto del metanol al 20% y se coloca |a acrilamida al 8%, y la que esta al
30% se coloca en la cdmara de reposicién en agitacion, es muy importante verificar que
no existan burbujas en la manguera ni en ninguna de las dos cdmaras.

-se adiciona el TEMED y se da un fiujo lento para el llenado de la cdmara de gelificacion.
Al momento que se termina la acrilamida en la cdmara de dilucion se adiciona la sacarosa
al 20% teniendo cuidado de no introducir burbujas. En el momento que la fase de
acrilamida liena las placas, se deliene el flujo. Se deja gelificar.
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-Antes de usar un gel se precorre a 30 mA durante 1 hr. Se colocan muestras
concentradas en glicerol o si no lo estan se adiciona sacarosa a la muestra para darle
densidad,

-el gal se pueds tenir con plata, con azul de coomasie o transferir a una membrana de
nitrocelulosa.

8.7 lsoelectroenfoque.

Este es un método en el cual las proteinas se separan de acuerdo a su punto isoeléctrico
en un gradiente de pH, por lo que las proteinas migran al pH donde su carga neta es 0,

El enfoque se da en dos etapas: primero, se forma el gradiente de pH, en un gel no
restrictivo que polimeriza conteniendo una mezcla de compuestos anfotéricos altamente

-

Y

méviles, llamados anfolitos; para formar el gradiente este gal se precorre con el fin de que
los anfolitos se acomoden por si mismos de acuerdo a su propio punto isogléctrico, los
méas dcidos migran al anodo y los mds bdsicos migran hacia el catodo. En la segunda
etapa, la proteina sa coloca en el gel para iniciar su migracidn, si tienen carga neta
negativa migrara al anodo y al catodo si es positiva, deteniéndose en un punto en el cual
el gradiente de pH es igual a su pl.

Una forma de saber cual es el gradiente de pH, es corriendo protelnas estandares con pl's

conocidos. De manera que se pueade construir una curva del gradiente de pH conociendo
la posicién da las proteinas estandares en ol gal“?,
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Mezcla para cuatro geles de 0.75 cm de espesor:

Agua destilada
Glicerol
Triton X-100
30% (viv)
Urea
(uitrapura)
Acrilamida
30%T,2.7%C,,
Anfolitos
3.5/10
TEMED
Persulfato de Amonio
10%

Condiciones

Nativas
7.87 ml
1.2ml

22ml

0.72 ml

23
50 pl
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Condiciones
desnaturalizantes
3.1 ml
1.2ml
0.8ml

57649

2.2ml

90 ul

16 i
46 pl



Amortiguador para la muestra (1:1):

Condiciones Condiciones
nativas desnaturalizantes

Agua destilada 385 4l 150 i
Glicerol 75 pl 751
Anfolitos 3.5/10 30 5pl
46 - 25l

Triton X-100 33

Urea - 0249
Ditiotreitol - 8mg

8.8 Activacion de Agarosa con CNBr:

-Etapa de activacion;

Se afiaden 20 g de agarosa lavada a 20 ml de agua destilada en un recipiente de 100 ml,
la mezcla debe estar en agitacién (agitador magnético) y en contacto en un termémetro

(0-100°C) y un potenciometro.

Se debe de agilar despacio y disminuir la temperatura a 10-15°C afiadiendo hielo molido
y ajustar el pH 10.8 con la adicién de 1-2 gotas de NaOH 4.0 M,

Se inicia el proceso de activacion con la adicién de CNBr y manteniendo ef pH a 10.8 por

titulacion manual con NaOH 4.0 M. E1 CNBr (100 mg/g de peso de gel) debe agregarse en
estado sdlido o en acetonitrilo (1g/ml).
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La temperatura de la reaccion se debe de mantener entre 18-20°C. El termino de la
reaccion se aproxima cuando el liempo de adicion de NaOH se prolonga.

Después de que se termina la activacion, se enfria répidamente el gel con hielo molido,
se filtra la suspencion en un matraz de 1 litro que debe contener NaOH 3-4M y se

succiona con vacio, esto con el fin de eliminar el CNBr que no reacciono.

Se lava el gel con agua destilada(1 litro) y el amortiguador que se usara en la etapa de
acoplamiento(1 litro).

-Etapa de acoplamiento.
E! pH al que se debe de hacer el acoplamiento debe de estar por arriba del pK, del ligando

perodebe ser menor a 10. y se realiza en agitacion durante toda la noche afiadiendo el
ligando at get en amortiguador®
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ABREVIACIONES.

RSP TOTIN e PN ... nitrato de plata
5-bromo-4-cloro-3-indoly!  fosfato
PN .bromuro  de  cianogeno
Dicroismo  Circular

.............. v oo dietilaminoetil
eererieans erareeens voo.odimetil formamida
ciivereneneeansttylendiamina-acidotetraacetic o
ELIFA........... b e rererereri e sessee s, CISAY0 INMunoenzimdtico en filtros
Fru6P........... U PPPRUPUURUUPPRIROPRRE { (1o ;Wi (113 1V
GItN i, e et e rressresenrrasee e nsaiesenssaenssneno D-GUCOSAMING
GIlcN6P desaminasa.................. e rrrercennee e Blucosamina 6 fosfato desaminasa
rerrereamiinnrireeesenseenneess Blucosaming 6-fosfato
. s Neacetil-D-gucosamina
GIENACOP......oviioriiiiinr i sririniereens s essennsneeneaennnon N-aiCetil-D-glucosamina 6-fosfato
. rreereerrenreneesseessanneriennaranssanses s aneensslIMero de Hitl
HPLC....cco v o eennee e, Cromatografia lfquida de alta presion
1L OO ST OO RO POPUOURUTPUOUPPRPRRRRN | 11111111124 (v ML T
K rvirieieii e e e CONSEANEE Catdlitica
KD, evvvirereireeriireariiirinceninnesncenis e s esesen esssassnessanssnsssss s o0 Ki0daltones
KMl osiieonienrcminnininin i asssasesssyensn s senn s an e sannn s aee o CONStANLE de Michaelis
117 VPO DO PO TP PPTUUPRRPPIN 111111111112 4
1]1-S verreresnreies s renrenrasene s ee o MlSEEUND O
DML ce e e es s s ereresscrssnsnrcrrasansees e e nann s oo [CSONANCIA Magnética nuclear
NBT . coocirietirirnriennisserieirenses s sssssrsses s sssnsessseseansns e MITQ blue  tetrazolium
TIss e conserssanessnnsassisnassssasnsssassssessntnsescassssannsssasssessnvsssnsnssensssnnsensars NANOMECLIOS
PDLcorecininnincniiinisinnenn i s oonns protefna disulfuro isomerasa
Pl e e s PUNEO S0EIECETECO
PPLiiiiriiirii e snsen s senene e peplidil-prolil cis-trans isomerasa
LoD s e rerceresntsins s cenensenniecsnessaaessarrnsssssenesis e senns e seaae oo FEVOJUCIONES POr Minuto
SDS.ciiiiir s e s s dUOdeCHT sulfato de sodio
TEMED.....ccovinninninienmmecnnennemenniesnessnane oo Ny N, N' N - tetrametiletilendiamina
Tris HCL.o.ooveviine seosennneneenn o trizma base acidificado con HCI
UV i e i ssnrssssaissssnnisnsseas s s s e e Ultravioleta

Cerrsurareriay
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