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Cristalogénesis de la Triosafosfato Isomerasa de Lntamoeba histolytica

RESUMEN

Conocer la estructura tridimensional de las enzimas, se ha convertido en un
requerimiento esencial para permitir estudios avanzados sobre las mismas. La
observacion de la posicion de los residuos en el espacio molecular, permite una mejor
comprension de los mecanismo de catalisis, inhibicién o activacién; contribuye ademas al
disefio de nuevos experimentos para investigaciones tanto basicas como aplicadas. Por
ejemplo, el resultado de experimentos que involucran mutaciones de aminodcidos, o el
estudio de mecanismos de inhibicion de las enzimas, estdn directamente vinculados con la
estructura tridimensional, y los cambios que se producen sobre ésta. Por lo tanto, un
andlisis previo de la estructura, permite mejorar el enfoque de los experimentos, y una

mejor interpretacion de los resultados de los mismos.

A la fecha, el método mas comiin para obtener la estructura de una enzima, es la
difraccion de rayos-X de un cristal de la enzima en cuestion. La cristalizacion de
proteinas es un fendmeno que atin no se conoce bien, por lo tanto, el método para obtener
un cristal que difracte es un tanto empirico. En esta tesis exponemos el proceso a través
del cual, encontramos condiciones bajo las cuales la TIM (Triosafosfato Isomerasa) de

Entamoeba histolytica forma cristales,
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Cristalogénesis de la Triosafosfalo Isomerasa de Sntamochs Mistolytica

ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

2PG: Fosfoglicolato

TIM: Triosafosfato Isomerasa

TIMA: Triosafosfato Isomerasa de £ntamoeba histolytica.
PGH: Fosfoglicohidroxamato

TcTIM: Triosafosfato Isomerasa de Trypanosoma cruzi
TbTIM: Triosafosfato Isomerasa de 7rypanosoma brucer
PEG: Polietilen Glicol

PGA: Acido Fosfoglicélico
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Cristalogénesis de la Triosafosfato Isomerasa de Lnsamoeba hisfolyiica

INTRODUCCION

Entamoeba histolytica:

El protista Zntamoeba histolytica es responsable de aproximadamente 100,000 muertes
anuales y es considerado la segunda causa de mortandad a nivel mundial por
enfermedades parasiticas en humanos (WHO Weekly Epidemilogical Report , 1997). La
transmision del parésito se realiza por quistes a través de la ingestion de agua o alimentos
contaminados por heces fecales. Zntamoeba histolyticaes el agente causal de la amibiasis,
los quistes germinan en el intestino grueso, y los protistas crecen sobre y dentro de las
células de la mucosa intestinal, causando diarrea y espasmos intestinales severos. A
continuacion la diarrea se convierte en disenteria, caracterizada por la defecacion de
exudados intestinales, como sangre y mucosa. Si no es tratada adecuadamente, los
trofozoitos (estado anaerobio y sin mitocondrias de £ histolytics) pueden migrar al
higado, pulmon y cerebro, en donde pueden formar abscesos y otros darios a los tejidos.
Se han detectado curas espontaneas de la enfermedad, lo cual significa que el sistema
inmune juega un papel importante en la terminacion del padecimiento. Sin embargo, la
reinfeccién es comun, lo cual indica que no hay inmunidad adquirida (Madigan
Martinko Parker 1987). La amibiasis puede ser tratada con drogas a base de metronidazol
o cloriquina, que actitan a nivel de la via glucolitica (Marr y Miller 1995). Estas drogas
no siempre son efectivas, (Madigan Martinko Parker 1987) £ Afustolytica  desarrolla
resistencia al ser expuesta en dosis crecientes, a fairmacos como el metronidazol
(Samarawickrema N.A. et al, 1997) y la emetina. A la fecha no se ha reportado la

estructura tridimensional de proteinas de £ fustolvtica.
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Cristalogénesis de la Triosafosfato Isomerasa de Lutamocba histolytica
La Triosafosfato Isomerasa:

El obtener la estructura tridimensional de las enzimas de los organismos que son
patogenos para el ser humano, ha contribuido al disefio de algunas drogas (Kuntz 1D,
1994). Zntamoeba histolytica es un organismo anaerobio y sin mitocondrias, cuya via
principal de extraccion de energia es la glucdlisis. Por esto ultimo, las enzimas de esta via
son excelentes blancos para el disefio de drogas contra estos organismos. Debido a esto,
varios estudios se han enfocado a obtener la estructura a alta resolucién de la
Triosafosfato Isomerasa (TIM) de pardsitos como Plasmodium falciparum (Velanker ef
al. 1997) y Trypanosoma brucer brucer (Wierenga ef 4/, 1991). Entre los trabajos mds
recientes se encuentra el de Maldonado ef 4/ (1998). En este ultimo se resolvid y
subsecuentemente se estudio la estructura de la TIM de Trypanosoma cruzi (TcTIM),
para comprender porqué esta enzima, es 100 veces mds sensible qﬁe la TIM de
Trypanosomsa brucer (TbTIM) a la inhibicién por compuestos que modifican grupos
sulfhidrilos. Estos compuestos interaccionan con un residuo de cisteina localizado en la
interfase entre los dos mondmeros, induciendo la inhibicién tanto de TcTIM como de
TbTIM. Este residuo presenta un gran interés para el disefio de farmacos, ya que es un
aminoacido no conservado que sdlo estd presente en varios parasitos como 7. cruzi, T
brucel, y E histolytica. Debido a esto, un firmaco que inhiba a la TIM de los parisitos a
través de este mecanismo, no inhibiria a la TIM de humano.

En este trabajo estudiamos la cristalizacion de la Triosafosfato Isomerasa de £ntamoeba
fustolytica (TIMA). La estructura de esta enzima es interesante por su posicion en la ruta
metabolica del organismo, ya que un farmaco que inhiba a esta enzima podria funcionar

como un agente de control muy efectivo.
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Cristalogénesis de la Triosafosfato Isomerasa de Samoeba histolytica

La Estructura de la Triosafosfato Isomerasa de Entamoeba histolytica:

La estructura primaria de 1a TIMA presenta ciertas peculiaridades con respecto a las TIMs
de otros organismos, lo cual hace que la estructura tridimensional de esta enzima sea
interesante por si misma. En los organismos mesofilos, la TIM es una enzima

homodimérica (Figura 1), cada monémero se pliega a lo largo de la cadena polipeptidica

alternando una o dos o hélices, con una hebra B, separadas entre si por un asa flexible. La
proteina se pliega de manera que las hebras B se acomodan paralelamente en una hoja 8
central, formado un barril. Este, se encuentra rodeado por a hélices como una segunda

capa del barril. Por esto tiltimo, ésta enzima pertenece a la familia de los barriles o/ B. En

los extremos del barril, encontramos el conjunto de asas que unen los dos tipos de
estructura secundaria. El sitio activo, y las regiones de contacto entre los monoémeros, se
encuentran en las asas flexibles del extremo carboxilo terminal del barril. A la fecha se
conocen las estructuras tridimensionales de la TIM de nueve especies asi como varias
mutantes.

A partir de la secuencia de aminoacidos de TIMA, y la alineacién de ésta con otras seis
secuencias de TIM, A, Landa ef 4/ (1997) se localizaron catorce inserciones en la
secuencia de TIMA. Al observarlas sobre el modelo tridimensional de la estructura de
TIMA (obtenido por reemplazo molecular y minimizacion de energia), encontraron que
trece inserciones se localizan en la misma region de la superficie molecular, y pertenecen

a las asas que se encuentran en el extremo no catalitico del barril (Figural).
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Cristalogénesis de la Triosafosfato [somerasa de Entamoeba histolytica

C-Term

N-Term

N-Term

Estructura Tridimensional de la triosafosfato isomerasd
de levadura:

El sustrato se presenta en esferas, la estructura de estd
enzima estd compuesta por una hoja-p en forma dg
barrii (Hebras negras en A y zrises en B), rodeado por o
helices (Listones grises en A). Las hebras de la hoja-B sg
alternan con las a-helices a lo largo de la secuencia dg
los aminodcidos los dos tipos de estructura estdan unidod
por asas (asas negras cn B). Las asas se encuentran en log
dos extremos del barril, sobre ambas figuras, podemod
distinguir los dos extremos gracias al sustrato que sg
encuentra en el sitio catalitico de la enzima en el extremd
amino terminal del barril.

Figura 1
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Cristalogénesis de la Triosafosfato Isomerasa de Enfamoeha histolytica

Determinacién de la estructura tridimensional de una proteina

¢Como se determina la estructura de una proteina?

La funcién de una proteina estd determinada principalmente por su estructura
tridimensional, ésta a su vez se encuentra determinada por la secuencia de aminoacidos
codificada en el ADN. Se sabe que las proteinas adoptan una conformacion tridimensional
predominante, que es la mds estable en términos termodinamicos. Auin sabiendo esto, no
han sido dilucidados los mecanismos a través de los cuales, las interacciones entre las
cadenas laterales de los aminoacidos se suman hasta obtener una conformacion
recurrente. Ya que la segunda parte del codigo genético no ha sido resuelta, la secuencia
de aminodcidos de una proteina no es suficiente para predecir su estructura
tridimensional a detalle. Por lo tanto, para obtener la estructura tridimensional de una
proteina, se utilizan principalmente la Difraccion de Rayos X y la Resonancia Magnética
Nuclear. Estas técnicas brindan la informacién necesaria, para conocer las distancias y
posiciones relativas de todos los 4tomos de la molécula. Conocer la estructura de una
proteina permite comprender su funcionamiento a escala molecular, de manera mucho
mas intima. Ademds de que esta informacion es valiosa para la investigacion basica,
también se utiliza en el disefio de farmacos y en ofras dreas. Existen bancos de datos
especializados en el almacenamiento y organizacién de esta informacion, a la cual se
puede tener acceso a través de Internet. De esta forma, miles de estructuras ya estan
disponibles para ser consultadas por investigadores, desde cualquier parte del mundo.
Este trabajo representa la primera parte del proceso de obtencién de la estructura de la
Triosafosfato Isomerasa de la Amiba ( £ntamoeba hisfolytica). En este trabajo, buscamos
obtener un cristal de nuestra proteina, con las caracteristicas adecuadas para su uso en

Difraccién de Rayos X,
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Cristalogénesis de la Triosafosfato Isomerasa de Enfamoeba histolytica

¢ Que es un cristal de proteina?

La palabra cristal deriva de la palabra griega “krustallos” que significa “hielo
claro”(Ducruix y Giege 1992, Capitulo 1). Por lo general, cualquier sustancia en su
forma cristalina tiene una apariencia brillante y transparente, semejante a la del cuarzo.
Esta apariencia es considerada la tipica de los cristales. Por lo general, cuando una
molécula estd en forma pura puede ser cristalizada. Obtener el cristal de una molécula,
significa tener a ésta en una fase solida y estable, de tal forma que las particulas se
encuentren razonablemente bien ordenadas. A escala molecular, los cristales son arreglos
periodicos tridimensionales de atomos, iones, moléculas o arreglos de moléculas. Un
cristal ideal puede ser imaginado como un arreglo infinito y perfecto, en el cual las
unidades constitutivas (las unidades asimétricas) estin acomodadas de acuerdo a
simetrias bien definidas (formando asi los 230 grupos espaciales) en celdas unitarias que
se repiten en las tres dimensiones por translacion(Ducruix y Giege 1992, Capitulo 1)
(Figura2). Cabe mencionar que el nimero de grupos espaciales para proteinas es de 65

unicamente, debido a que los aminodcidos que las conforman son todas de tipo L.
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Cristalogénesis de la Triosafosfato Isomerasa de Lnusamoeba histofytica

Figura 2: Estructura de un cristal de inmunogiobulina, podemos observar 4 celdas unitarias y dentro
de estas las unidades asimétricas que se repiten a lo largo de [a matriz del cristal.

En cristales de moléculas inorganicas pequefias como el cloruro de sodio, las fuerzas que
unen a las moléculas son muy grandes, ya que el cristal estd constituido por elementos
pequeiios. Por lo general la obtencidn de cristales a partir de estas sustancias, es bastante
sencilla. En el caso del agua, se obtienen cristales simplemente bajando la temperatura del
compuesto. Los cristales de macromoléculas por su parte, son generalmente pequerios y
con volumenes que rara vez exceden los 10mm3(Ducruix y Giege 1992, Capitulo 1). Por
lo tanto, deben ser examinados bajo el microscopio estereoscédpico. A diferencia de los
cristales de sal o de moléculas mas pequenas, los cristales de macromoléculas son muy
fragiles y sensibles a condiciones externas (temperatura, fuerza idnica, etc.). Esto se debe
a su gran contenido de disolvente y a los enlaces débiles entre macromoléculas
(Creighton, 1990). Estas propiedades son ventajosas: a diferencia de los cristales de sal
que pueden formarse en experimentos de cristalizacion, los cristales de macromoléculas

son fragiles, y pueden ser facilmente identificados, ya que estos se quiebran al tocarlos
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Cristalogénesis de la Triosafosfato Isomerasa de Entamoeta histolytica

con la punta de una aguja. Por otro lado, ¢l alto contenido de disolvente en los cristales de
proteina, presenta grandes ventajas ya que los canales de solvente en la matriz del cristal,
permiten la difusion de moléculas como substrate o analogos del substrato (Creighton,
1990). El hecho de que algunos cristales presenten actividad catalitica, significa que las
estructuras tridimensionales derivadas de estos cristales, pueden ser consideradas como
nativas(Ducruix y Giege 1992, Capitulo 1).

El proceso de Cristalizacién de una proteina:

El proceso de cristalizacién comienza con la formacién de agregados de proteina, cuyas
interacciones intermoleculares son similares a las de un cristal. En el momento en el que
estos agregados llegan a una cierta masa critica, y forman un centro de nucleacién
estable, el crecimiento del cristal se lleva a cabo gracias a la adicién de proteina de forma
ordenada a la matriz del cristal. Existen varios métodos para cristalizar macromoléculas
biolégicas, pero todos se basan en el mismo principio, que consiste en Hevar la solucidn
de macromoléculas a un estado de supersaturacion. Este ultimo esta en funcién de la

concentracion de la macromolécula y los pardmetros que afectan su solubilidad.

En la figura 3 podemos observar el diagrama de fase para la solubilidad de una proteina.
La curva de solubilidad, divide el espacio de fase en una region de supersaturacion que
permite la cristalizacion, y una region no saturada, donde los cristales se disuelven. La
curva de supersolubilidad, divide Ia region de supersaturacién en una region de
supersaturacion alta o zona labil en la cual se dan las condiciones de nucleacién y
crecimiento, y una zona de supersaturacion baja en la cual solo se dan condiciones de
crecimiento. Podemos observar que conforme aumenta la concentracién de
macromolécula, la supersaturacion ocurre con menores valores del factor que disminuye

la solubilidad de ta macromolécula, como podria ser la concentracidn de precipifante.
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Cristalogénesis de la Triosafosfato Isomerasa de Lntantocha lustolytica

- Supersaturacién
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Figura 3: Diagrama de fase. Observamos como la curva de
solubilidad divide el espacio de fase de en zonas de Super y
Subsaturacion. La zona de supersaturacion estd dividida en la
fase labil que favorece la nucleacién y el crecimiento de
cristales, y la fase metaestable que solo favorece el
crecimiento.

Metodologfa utilizada para cristalizar la TIMA:

La cristalizacion de proteinas es un fenémeno poco previsiBle, y por esto es uno de los
pasos limitantes en la determinacion de la estructura de estas moléculas. Es necesario
obtener un monocristal, de por lo menos 0.2 mm en su dimensién mas pequeiia. Los
cristales de proteina pueden crecer de forma imperfecta, tales cristales no son utilizables
para difraccion por rayos X. Este es el caso de cristales gemelos (Figura 4), donde pueden
observarse varios cristales creciendo unos sobre otros. Otro caso similar es el de
crecimiento de “erizos” (Figura 5) donde se observan varios cristales en forma de aguja,

que Inician su crecimiento a partir de un punto comin.
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-

Figura 4:  Cristales gemelos de
colagenasa. (Tomado de Ducruix y Giege
1992, Capitulo 1)

Figura 5: Cristales en forma de erizo de

aspartyl-tRNA  synthetasa (Tomado de
Ducruix y Giege 1992, Capitulo 1)

Los factores que afectan la solubilidad de la proteina, modifican el comportamiento de
una proteina en su forma de cristalizar (Weber ef 2/1997); destacan la concentracion de
la proteina, el precipitante utilizado y su concentracién, la temperatura a la cual se
mantienen las muestras durante la cristalizacion y el pH. Para obtener un cristal
adecuado para la difracciéon de Rayos X, es necesario probar diferentes combinaciones de
los factores antes mencionados.

El método mas utilizado para el crecimiento de cristales de proteina, consiste en diluirla
en una solucion acuosa que contenga precipitantes, como sulfato de amonio o polietilen
glicol, a una concentracién justo por debajo de la necesaria para que la proteina esté en
condiciones de supersaturacion. Luego se evapora el agua lentamente para llegar
gradualmente a las condiciones de supersaturacion en la zona labil, y favorecer tanto la
formacion de nuacleos cristalinos, como el crecimiento de los cristales. Al crecer el cristal,
la concentracion de proteina en soluciéon disminuye, y pasa a la zona metastable del

diagrama de fase, en donde el cristal crece hasta que se alcanza un equilibro entre la
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velocidad a la cual las macromoléculas se agregan a la matriz cristalina, y la velocidad a
la cual el cristal se solubiliza en el medio(Weber P.C. 1997).

Una técnica muy utilizada es la difusién de vapor. Consiste en permitir, dentro de un
recipiente cerrado, que una pequeiia cantidad de solucién con precipitante y proteina,
llegue al equilibric con un reservorio que contiene solucién precipitante a una
concentracion Optima para producir cristales. Un ejemplo de esta técnica es el “método
de la gota colgante” (Ducruix y Giege 1992, Capitulo 4) (Figura 6). Este protocolo

consiste en hacer una solucidén compuesta de 50 % de solucién de proteina, y 50 % del
precipitante vaciado previamente en el pozo. Por lo general no se usan mas de 25 pl de

cada uno. La concentracion de precipitante en la gota al inicio, es de aproximadamente
50% de la necesaria para la cristalizacion de la proteina. Esta solucion se suspende como
gota sobre un cubreobjetos, con el cual se sella el pozo con el precipitante, utilizando
grasa de vacio. El resultado de la difusion de vapor, es la transferencia de agua de la
solucion de proteina en la gota, hacia el pozo lleno de precipitante. Este proceso contintia,
hasta alcanzar el equilibrio, cuando la presion de vapor en ambas soluciones, gota y poio,
es la misma(Ducruix y Giege 1992, Capitulo 4). En la figura 7 podemos observar la
trayectoria temporal de 1a gota en el diagrama de fase. Cuando la trayectoria es dptima es
posible obtener cristales de la proteina. Como ya se menciond anteriormente, a la fecha
no se comprende en su totalidad el proceso de cristalizacién de las proteinas, por esta
razon, la seleccién del precipitante y de las concentraciones que se utilizan inicialmente,
se basan en muestreos hechos con juégos de soluciones comerciales (kits). Estos ultimos,
contienen diversas soluciones, que representan condiciones de cristalizacién
seleccionadas empiricamente, a través de una revisién bibliografica de las condiciones
exitosas de cristalizacion (Jarmilla J. ef4/, 1991). La seleccién de las condiciones en el kit,

se hace con base en el método de factorial incompleto. Este permite el muestreo al azar,
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de forma que las condiciones muestreadas, se distribuyan homogéneamente en el

universo de condiciones previamente recopiladas.

“Gota Colgante”

\ Cubreobjetos

AW

~y

(>

—
—
——

Pozo con
/I Precipitante

Precipitante

A

Figura 6: Esquema de un pozo con una gota de cristalizacién colgando
de un cubreobjetos que tapa el pozo.
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Figura 7: Diagrama de fase. Observamos como cambia la
solubilidad de una proteina durante el proceso de equilibrio
€n una cristalizacion por gota colgante. La solucién que se
encuentra no saturada al inicio del experimento, pasa a la
zona de supersaturacion metastable y luego a la labil al
aumentar la concentracion de precipitante y proteina por la
disminucién de agua en la gota. Al formarse nucleos
cristalinos y luego cristales, la concentracion de proteina
disminuye en la solucién conforme se incorpora al cristal,
por lo que pasa a la zona metastable donde el cristal crece
hasta que se llega a un equilibrio en el intercambio de H.0
entre solucidn y cristal,

A partir de los resultados de un primer muestreo de amplio rango, se refinan las
condiciones de precipitacién, hasta obtener un cristal adecuado para la difraccion de

Rayos X.

Condiciones de cristalizacion de la TIM:

A continuacion se muestran las condiciones bajo las cuales ha cristalizado la TIM de otros
organismos.
Bacillus stearothermophilius: Fue cristalizada por difusion de vapor. PROTEINA: 2yl a

4mg/mL, AMORTIGUADOR: MES 5mM pH6.5, EDTA 1mM, azida de sodio 1mM, 4cido
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2-fosfoglicdlico 2mM, PRECIPITANTE: 2pl de la solucién del pozo que consiste en PEG
4000 en amortiguador acetato 100mM pH 5.23m, isopropanol 8%, dithiotreitol 2mM,
EDTA 1mM, azida de sodio ImM. (Delboni, L. F. efa/, 1995)

£scherichia coli: Fue cristalizada por difusién de vapor. PROTEINA: a 5mg/mlL
AMORTIGUADOR: ' Tris/HCl 25mM pH 7.6, NaCl 20mM, EDTA ImM, DTT, NaNs,
ADICIONALES: 2PG  1mM, PRECIPITANTE: PEG 6000 22% en  2-[N-
Morpholiolethanesulfolic acid (MES) 200mM/NaOH ph 6.4 y EDTA ImM, DTT 1mM
(Noble efa/, 1993)

Gallus gallus: Fue cristalizada por difusién de vapor. PROTEINA: a 20mg/mL,
ADICIONALES: PGH 1.4mM (concentracion final) PRECIPITANTE: amortiguador Tris
100mM (pH8.5), PEG 8000 entre 12.5% y 21.0%, y sulfato de litio 200 mM. (Zang Z. ef
4l.,1994)

Homo sapiens sapiens: Fue cristalizada por difusion de vapor. PROTEINA: a 4 mg/mL
AMORTIGUADOR: ~ MES 5mM pH 6.5, EDTA ImM, NaNs 1mM, DIT 1mM
ADICIONALES: 2-PG 2mM PRECIPITANTE: HEPES 100 mM pH 7.5, PEG 4000 20%, 2-
propanol 10%, 2mM DTT (Mande S.C. et al, 1994)

Flasmodiun falejparum: Fue cristalizada por difusion de vapor. PROTEINA: a 20mg/mL
AMORTIGUADOR: HEPES pH 7.5, DTT ImM, PRECIPITANTE: PEG 6000 24% (Velanker
eftal 1997)

Saccharomyces cerevisize: Fue cristalizada por difusion de vapor. PROTEINA: a 20mg/mL
AMORTIGUADOR: Sulfato de amonio 12 %, EDTA 1mM, mercaptoetanol 1mM, Tris
50mM . PRECIPITANTE: PEG 4000 al 16%. (Lolis E. et al, 1990).

Trypanosoma bruces: Fue cristalizada por difusion de vapor. PROTEINA:Concentracion

no reportada en el articulo. AMORTIGUADOR:HEPES/NaOH, EDTA ImM, DTT ImM,
NaN31 mM, DMSO 1.4M. PRECIPITANTE: PEG 6000 15% (Kishan K. V.R. efal, 1994)
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Trypanosoma cruzi- Fue cristalizada por difusion de vapor. PROTEINA: entre 4 y 48
mg/ml. PRECIPITANTE: Na HEPES 0.1 M pH 7.5, PEG 400 2 % (v/v) y sulfato de amonio
2.0 M. (Maldonado et at., 1997)

Vibrio marinus: (con y sin analogo de sustrato): Fue cristalizada por difusion de vapor.
PROTEINA: a 10 mg/mL AMORTIGUADOR: trietanolamina-HCL 10mM, NaCl 25mM,
dithiothreitol 1mM, EDTA 1mM , NaNa. ImM, ADICIONALES: Se adiciond sulfato de
amonio (concentracion final 100mM) para el cristal de proteina sin analogo, y 2PG
(concentracion final 20 mM) para el cristal con analogo. PRECIPITANTE: citrato de sodio
1.26 M para el cristal sin analogo. Sulfato de amonio 2.0 M para el cristal con
analogo.(Alvarez M. et 4/, 1998)
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OBJETIVOS
El objetivo de este trabajo, es obtener un cristal de la Triosafosfato Isomerasa de
Lntamoeba histolytica de buena calidad, que sea adecuado para su uso en la obtencién de
un patron de difraccidn de rayos-X, que permita la determinacion de la estructura

tridimensional de esta enzima a alta resolucién.
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MATERIAL Y METODOS

Reactivos:

Los siguientes reactivos y material se obtuvieron de las fuentes indicadas:
* Mono-Q, Sefacryl $--300 (Pharmacia Biotech)

* DTT, EDTA, TEA, (NH4)280s(sulfato de amonio), NaCl, G3F, NADH, PMSF, o~

GDH(SIGMA Chemical Company)
* Crystal Screen, tris HCI, Additive Screen 1, cubre-objetos siliconizados, placas de

reservorios VDX, azida de Na, grasa de vacio {Hampton Research)
¢ Hidroxido de sodio (MERCK)

* Acido clorhidrico (EM SCIENCE)

Purificacién:
La Triosafosfato Isomerasa de Lntamoeba fustolytica fue sobreexpresada en células de

Lscherichia colfcepa TGl , que contiene el pldsmido (pRSET), con el gen que codifica para

la expresion de la TIM de £ntamoeba Aislofytica .

El precipitado de células fue resuspendido en amortiguador Tris/ HCI, 20 mM pH 8.0,y
fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) 0.2 mM. Las células fueron rotas con cambios de
presion en prensa de French a 758 kPa. Los restos celulares fueron eliminados por
centrifugacién a 65000 g por una hora, El sobrenadante fue precipitado con sulfato de
amonio al 60 % de saturacién y se mantuvo en reposo por 12 horas a 4°C. Después de
centrifugar la solucién a 17500g por 15 min, el precipitado fue desechado y se aumenté
la concentracion de sulfato de amonio en el sobrenadante a 90 % de saturaciodn,

manteniéndola en reposo por 12 horas a 4°C. Posteriormente se centrifugé a 17500g, por
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15 min. El precipitado resultante (60%-20% de sulfato de amonio) se disuelve en 2mL de
TED' 10/1/1 pH 7.4 y se dializa durante seis horas contra el mismo amortiguador.

La solucién obtenida se pasa por una columna de Sefacry! $--300 (Pharmacia Biotech)
equilibrada previamente con amortiguador TED 10/1/1 pH7.4. A las fracciones
obtenidas, se les mide absorbancia a 280 nm vy actividad enzimatica , las fracciones con
mayor actividad especifica se seleccionan para el siguiente paso de purificacion. Las
fracciones reunidas se dividen en dos alicuotas y se pasan por una columna de
intercambio idnico Mono Q 10/10 equilibrada esta vez con TED 10/1/1 mM pH 7.6. La
TIM es eluida con un gradiente lineal de NaCl 0-100 mM. Las fracciones con mayor
actividad especifica se reinen y dializan contra amortiguador TED 10/1/1 mM pH 8.0
sin sal. Se vuelven a pasar por la columna Mono Q equilibrada con TED 10/1/1 mM pH
8, eluyendo la TIMA con un gradiente lineal de 0 a 150 mM de NaCl. Se reunen las
fracciones con mayor actividad especifica y se repite una ultima vez la dislisis contra
amortiguador sin sal. Se vuelven a pasar por la columna de Mono Q equilibrada con TED
10/1/1 mM pH 8.0 eluyendo con el gradiente anteriormente utilizado a este pH. Las
fracciones con mayor actividad especifica muestran una pureza cercana al 100%, se
observa una sola banda en geles de poliacrilamida en presencia de SDS teriidos con
AgNOs. Se obtuvieron 20 mg de proteina con una actividad especifica de 6671
pmoles/min/mg a partir de 2 litros de cultivo. Ademas de este lote, se utilizo otro

preparado anteriormente con ¢l protocolo reportado por Landa e/ s/ 1997.

' Amortiguador que contienc trietanolamina (TEA), dcido etilendiatminotetreacético (EDTA) y diliotreitol (DTT)en las concentraciones
mencionadas en cada caso,
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Método de Cristalizacion
Para cristalizar a la proteina se utilizé el método de Gota Colgante el cual fue descrito en
detalle en la introduccion de este trabajo. Este método permite través de la difusion de
vapor, aumentar progresivamente la concentracion de precipitante en una solucion con
proteina. Se busca a través de esto inducir una precipitacion ordenada de la proteina para

favorecer la formacién de un cristal de proteina.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Alineacién de Secuencias:

Con el fin de ahondar en la comparacion secuencias realizada por A. Landa ef a/, en este
trabajo, se realizé una nueva alineacion utilizando las secuencias de las TIMs cuyas
estructuras han sido resueltas. Por lo tanto se incluyeron cinco de las seis secuencias en la
alineacién del articulo de A. Landa ef 4/ (1997), se omitié la secuencia de Giardia
lamblia, ya que su estructura no ha sido resuelta, y se agregaron las secuencias de
Trypanosoma cruzi, Vibrio marinus, Gallus Lallus, Plasmodiun falciparum y  Bacillus
stearothermophillus.

Para observar las implicaciones estructurales de este nuevo alineamiento, y sus
diferencias con el de A. Landa ef &/ (1997), los aminodcidos considerados como
inserciones por estos autores se subrayaron y se pusieron en negritas. Adicionalmente,
coloreamos los aminoécidos de las secuencias, dependiendo de la estructura secundaria a
la cual pertenecen segtin A. Landa et al (Figura 8). En este alineamiento, detectamos dos
regiones en las cuales, los espacios insertados por el programa con el cual se realizaron
las alieraciones (Clustalw) no estaban en lugares optimos sobre la alineacién. Para
determinar la posicion de las inserciones, y asignar la estructura secundaria de cada
aminodcido, consultamos varias publicaciones con alineaciones multiples de TIMs y
observamos que los criterios para definir la estructura secundaria, no estdn
estandarizados. Un ejemplo de esto, son las discrepancias en la asignacion de estructura
secundaria para la secuencia de £colj en los articulos de Alvarez M. ef 4/ (1998) y Noble

ef af (1993), donde la primer a-helice de la secuencia de £colf reportada en el articulo

de Alvarez M., es mas larga que la reportada en el articulo de Noble por cuatro

aminodcidos. Nuestros ajustes fueron realizados con base en los datos estructurales
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retirados del “Protein Data Bank” PDBZ para las diferentes TIMs, y consultando las
alineaciones de los articulos de Noble ef 2/ (1993), Wierenga ef 4/(1992) y Landa A. ef
al (1997).

Los ajustes fueron los siguientes:

En la segunda asa de la cara no catalitica marcada por el primer recuadro, observamos
que, en varias secuencias, los ultimos amino4cidos del asa eran similares pero no se
encontraban alineados (Figura 8). Por esta razon, los espacios al final del asa fueron
desplazados para mejorar la alineacidn de esta estructura (Figura 9).

Por otro lado, en el asa tres de la cara no catalitica y el asa tres de la cara catalitica
marcadas por el segundo recuadro, observamos que un grupo de espacios insertados en
las asas de la cara catalitica, de todas las secuencias, menos en la de amiba, no
contribuyen de forma correcta al alineamiento (Figura 8). Al desplazar los espacios a la
tercer asa de la cara no catalitica, a semejanza del alineamiento del articulo de A. Landa
ef al. (1997), observamos una mejora sustancial en la alineaciéon de los aminodcidos
(Figura 9). A raiz de este movimiento, el espaciamiento que se encontraba en la tercer asa
de la cara no catalitica para la secuencia de amiba, ya no coincidié con los otros espacios

que s¢ encontraban en la misma columna (Figura 8), y fue eliminado (Figura 9).

% Archivos de estructura de las enzimas retirados del Prolein Data Bank. hitp:/ /wvw.pdb.bnl.gov/
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CLUSTAL X (1.64b) multiple sequence alignment

E.histolytica ~MGAGKFVVGGN SVDAE
S.cerevisiae ~~—ARTFFVGGN ASIP
E.coli ———MRHPLVMGN EL?
T.brucei -MSKPQPIAAAN TSI
H.sapiens ~APSRKFFVGGN AKVP
T.cruzi MASKPQPIAAANWKCNGSESLLVPLIE-TLNAATFDHD APTFLHIPMTKA--R
V.marinus ---MRHPVVMGNWKLNGSKEMVVDLLN-GENAELE AVAPPALFVDLAERTLT
B.stearotermof. —---MRKPIIAGNWKMHKTLAEAVQFVE-DVKGHVPPAD] VVCAPFLFLDRLVQ~-—-A
G.gallus - AP- RKFFVGGNWKMNGDKKSLGELI H- TLNGAKLSA CGAPSIYLDFARQ--K
p.falciparum --MARKYFVAANWKCNGTLESIKSLTN-SFNNLDFDPS[K PVSVHYDHTRK--L
* ek . .
E.histolytica [LA-GEANGANILVSA CQVPYVIL
S.cerevisiae WVKKPOVTVGA -— VGAKWVIL
E.coli IAEGSHIMLGA —-——— IGAQYIII
T.brucei [LSHPKFVIAR, = = ————-— FGVNWIVL
H.sapiens [LD-PKIAVAA —-—— CGATWVVL
T.cruzi LTNPKFQIARQNAITRS--—--- GAFTGEVSLOQILKDYGISWVVLGHSERRLYYGETNEIV
V.marinus EAGSAI ILGAQNTDLNNS ~~--GAFTGDMSPAMLKEFGATHI ITGHSERREYHAESDEFV
B.stearotermof. |[ADGTDLKIGAQTMHFADQ----GAYT SPVMLKDLGVTYVILGHSERRCMFAETDETV
G.gallus (LD-AKIGVAAQNCYKVPK----GAFTGEISPAMIKDIGAAWVILGHSERRHVFGESDELI
P.falciparum LO~SKFSTGIQONVSKFG——---NGSYT SAEITAKDINIEYVIIGHFERRKYFHETDEDV
. *ogkkg : A T
E.histolytica AGLKVIACI ATSKEAWKNITLAY
S.cerevisiae QGVGVILCI EVK--DWTNVVVAY
E.coli QGLTPVLCI TGGARAFEGAVIAY
T.brucei SGFMVIACI KLKKADWAKVVIAY
H.saplens EGLGVIACT NVK--DWSKVVLAY
T.cruzi AEKVAQACAAGFHVIVCVGETNEEREAGRTAAVVLTOLAAVAQKLSKEAWSRVVIAYEPV
V.marinus AKKFAFLKENGLTPVLCIGESDAQNEAGETMAVCARQLDAVINTOGVEALEGATIIAYEPI
B.stearotermof. NKKVLAAFPTRGLIPIICCGESLEEREAGQTNAVVASCOVEKALAGLTPEQVKQAVIAYEPI
G.gallus GOKVAHALAEGLGVIACIGEKLDEREAGI TEKVVFEQTKAIADNVK-~DWSKVVLAYEPV
P.falciparum REKLQASLKNNLKAVVCFGESLEQREQNKTIEVI TKQVKAFVDLI --~DNFDNVILAYEPL
_* .. . * **_ .. . * * +* ::**ti:
E.histolytica ISKEVAEATRIQY KKADID
S.cerevisiae LGDKAASELRILY DKADVD
E.coli DANTAEQVIIQY AQPDID
T.brucei IGADVAGELRILY QQRDVN
H.sapiens VSDAVAQSTRIIY SQPDVD
P.cruzi WAIGTGKVATPQOAQEVHELLRRWVRSKLGTDIAAQLRILYGGSVTAKNARTLYOMRDIN
V.marinus WAIGTGKAATAEDAQRIHAQIRAHIAE-KSEAVAKNVVIQYGGSVKPENAAAYFAQPDID
B.stearotermof. WAIGTGKSSTPEDANSVCGHIRSVVSRLFGPEAAEATRIQYGGSVKPDNIRDFLAQQQID
G.gallus WAIGTGKTATPQOAQEVHEKLRGWLKSHVSDAVAQSTRII YGGSVTGGNCKELASQHDVD
P_falciparum WAIGTGKTATPEQAQLVHKEIRKIVKDTCGEKQANQIRILYGGSVNTENCSSLIQQEDID
L RS RS :*- :*: :* : . * * ****_. trr
E.histolytica GFLV SVSEKE--—
S.cerevisiae GFLV SRN----- Il 2s2 de la cara no catalitica
E.coli GALV KAAEARKQA
T.brucei GFLV ATQ-—-—— - Hoja P
H.sapiens GFLV AKQ-= =~
T.cruzi GFLVGGASLKPE-FVEIIEATK-~——-
V.marinus GALVGGAALDAKSFAAIAKARAEAKA—
B.stearotermof. GPLVGGASLEPASFLOLVEAGRHE---
G.gallus GFLVGGASLKPE-FVDIINAKH-—----
P.falciparum GFLVGNASLKES-FVDIIKSAM—————

* ***.*:*‘ * T

Figura 8: Alincacion realizada a partir de las secuencias de TIMs de diversos organismos, los colores representan la
estructura secundaria de Ia enzima. En los recuadros observamos las zonas en las cuales son necesarias modificaciones
a la alineacién que fueron realizados moviendo o eliminando los espacios en negritas. En negritas y subrayadas se
encuentran las inserciones a Ia secuencia observadas por A. Landa ef al.
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CLUSTAL X (1.64b) multiple sequence ali+gnment

E.histolytica -MGAGKFVVGGN

S.cerevisiae -—=ARTFFVGGN
E.coli =--~MRHPLVMGN
T.brucei -MSKPQPIAARN
H.sapiens -APSRKFFVGGN
T.cruzi MASKPQPIAAAN
V.marinus -=--MRHPVVMGN
B.stearotermof. ---MRKPIIAGN
G.gallus =-AP-RKFFVGGN :
P.faleiparum  --MARKYFVAAN NNLDFDPSK
LI -
E.histolytica ILAGEANGANTLVSA CQVPYVIL
S.cerevisiae V- -~ ~KKPQVTVGA VGAKWVIL
E.coli |A--—-EGSHIMLGA IGAQYIII
T.brucei L-—---SHPKFVIAR FGVNWIVL
H.sapiens L—=-~D-PKIAVAA CGATWVVL
T.cruzi L,----TNPKFQIAA YGISWVVL
V.marinus E—-——-AGSAIILGA FGATHIII
B.stearotermof. A~~--DGTDLKIGA LGVTYVIL
G.gallus L—-—-—--D-AKIGVAA IGRAWVIL
P, falciparum L--—--Q-SKFSTGI LNIEYVII
. *pokRy : AR L -
E.histolytica AGLKVIACT ATSKEAWKNIILAY
S.cerevisiae QGVGVILCI EVK--DWTNVVVAY
E.coli QGLTPVLCI TQGAAAFEGAVIAY
T.brucei SGFMVIACI KLKKADWAKVVIAY
H.sapiens EGLGVIACI NVK--DWSKVVLAY
T.cruzi AGFRVIVCV KLSKEAWSRVVIAY
V.marinus NGLTPVLCI TOGVEALEGAIIAY
B.stearotermof. RGLIPIICC GLTPEQVKQAVIAY
G.gallus EGLGVIACI NVK--DWSKVVLAY
P.falciparum NNLKAVVCE LI--DNFDNVILAY
.* .. - * **_ . . * E 3 * ::****:
E.histolytica ISKEVAEATRIQY KKADID
S.cerevisiae LGDKAASELRILY DKADVD
E.coli VDANTAEQVIIQY AQPDID
T.brucei IGADVAGELRILY QQRDVN
H.sapiens VSDAVAQSTRITY SQPDVD
T.cruzi LGTDIARQLRILY QMRDIN
V.marinus KSEAVAKNVVIQY AQPDID
B.stearotermof. FGPEAAEAIRIQY AQQQID
G.gallus VSDAVAQSTRITY SQHDVD
P.falciparum CGEKQANQIRILY QQEDID
ke :*- :*: :* 4 . * +* ****_. s
E.histolytica GFLV SVSEKF--
S.cerevisiae GFLV SRN-—=--- Il 2sa de 1la cara no catalitica
E.coli GALV AREAAKQNR
T.brucei GFLV ATQ---—- B o B
H.sapiens GFLV AKQ-——--
T.cruzi GFLVY ATK-——-—-
V.marinus GALV BAKA-
B.stearotermof. GPLV AGRHE---
G.gallus GFLV AKH-~——-
P.falciparum GFLV SAM—----
* kkk . * H * . * . ..

Figura 9: Esta alineacion refleja los cambios hechos a la alineacion de la Figura 8, descritos en el texto. Los recuadros
son las zonas en las cuales se hicieron los cambios, y en negritas vemos los espacios que fueron modificados. Los colores
representan la esfructura secundaria. En negritas y subrayadas se encuentran las inserciones a la secuencia observadas
por A. Landa et al.
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Aun al adicionar cinco secuencias al alineamiento, observamos que el resultado es similar
al obtenido por A.Landa ef a/ Por lo tanto es muy probable que la mayoria de las
inserciones se encuentren localizadas en las asas de la cara no catalitica del barril. Con el
fin de comprender las implicaciones espaciales de alineamiento (Figura 8) coloreamos el
modelo de la TIMA segun el nitmero de sustituciones en cada una de las posiciones
(Figura 10).

Con excepcién de una de ellas, observamos que las inserciones se encuentran en una
region de las asas de la cara no catalitica del barril. Por la coloracion de los aminodcidos
(Figura 10), observamos que esta region es no conservada. Aunque las alineaciones y el
modelo propuestos, sugieren en qué region se encuentran las inserciones, su ubicacion
exacta y las interacciones enire estos aminoacidos solo pueden obtenerse mediante la
determinacion de la estructura.

El estudio de la funcidon que desarrollan estas inserciones podria dar lugar a nuevas
estrategias para desarrollar farmacos. Adicionalmente, estos estudios podrian aportar
informacion sobre el papel que juegan las asas no cataliticas de la TPI en la estabilidad de
la enzima, ya que la TIMA es menos sensible que otras TIMs a la desnaturalizacion por

dilucién de proteina (A. Landa efa/ 1997).
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A
B
Aminodcidos estrictamente conservados.
Aminodcidos conservados
Aminodcidos no conservados
Aminodcidos hipervariables
- Inserciones
C

Figura 10: Modelo de la Triosafosfato Isomerasa de £ Hisfolytica.
En esta figura observamos ¢l modelo de TIMA coloreado segiin el niimero de sustituciones en cada posicion. (A} Vista
frontal del barril, e} sitio activo se encuentra representado en esferas y observamos que las inserciones se encuentran
del lado no catalitico del barril. (B} Vista lateral de la enzima. (C) Vista dorsal del barril, observamos que las inserciones
con excepeion de una, estdn en la misma zona y que se encuentran en la cara no catalitica del barril.

En color rojo fueron representadas las posiciones del alineamiento en las cuales todas las secuencias usan el mismo
aminodcido o sea las posiciones estrictamente conservadas. Hay 50 aminodcidos en este color y representan el 19.15%
de los aminodcidos tfotales de la secuencia de TIMA. Para los demds colores se realizo la signiente tabla:

Categoria Color Numero de sustituciones Numero de aminodcidos Porcentaje de la secuencia.
Estrictamente Rojo 1 50 19.15%
conservados
Conservados Anaranjado 203 133 52.87%

No conservados Amarillo 4-6 70 26.81%
Hipervariables Blanco 7 en adelante 3 1.14%
Inserciones Turquesa Inserciones 14 3.36%
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Como se vid en la introduccién, el primer paso para determinar la estructura de una
proteina consiste en obtener un cristal; a continuacién se reportan los muestreos

realizados para encontrar las condiciones adecuadas para la cristalizacion de TIMA.

Muestreos:

Muestreo Inicial con el Juego de soluciones “Crystal Screen” de Hampton Research (parte ):
En un principio se probaron las 50 soluciones del kit “Crystal Screen” de Hampton

Research ( Apéndice A) con el método de la gota colgante. Se utilizé 1mL de cada uno de

los precipitantes en los pozos. Las gotas se elaboraron con 5 ul de precipitante tomado

directamente del pozo y 5ul de proteina a una concentracion de 9.564mg/mL. Estas gotas

se observaron durante 49 dias. En el pozo elaborado con la solucién nitmero 34 del kit
antes mencionado, se formaron cristales en forma de erizo (Figura 11) después de 4 dias.
Este precipitante esti compuesto unicamente de PEGI500 al 30%. La forma de
cristalizacioén y el tiempo que tomaron los cristales en aparecer, indicod que el proceso de
agregacion de proteinas a la matriz cristalina fue demasiado rapido debido a que la

concentracion de proteina, de precipitante, o de ambos fue elevada.
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Figura11: Crecimiento en forma de erizo logrado a partir de la solucion 34 del Cristal
Screen, compuesta de PEG 1500 al 30 %.

Muestreo con PEG1500:

A continuacion se repitié el experimento con PEG1500 al 30% y proteina a 5,6 y 7mg/mL
con el objeto de disminuir la velocidad de agregacion. Con una concentracion de proteina
de 5 mg/mL obtuvimos un cristal con forma de erizo después de 2 dias de incubacién.
Con 6 y 7 mg/ml de proteina se obtienen precipitados amorfos.

Buscando disminuir aun mas la velocidad de agregacidn, se repitid el experimento
utilizando proteina a 5mg/mL y variando la concentracién del precipitante PEG 1500 a
27%, 24%, 21%, y 18%. De estas gotas solo la del pozo con PEG1500 al 27% presenid de
nuevo un cristal en forma de erizo. Se reutilizo el precipitante de este pozo, diluyéndolo al
26% con agua, la gota se volvid a elaborar utilizando proteina a la misma concentracion y
precipitante del pozo (después de diluirlo). Bajo estas condiciones obtuvimos un

precipitado amorfo.
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A continuacion se realizé un muestreo exhaustivo probando diferentes concentraciones

de PEG 1500 con proteina a 5 mg/mL (Tabla 1)

Tabla 1
PEG1500 Proteina Resultado
(%) (mg/ml)
31 5 Erizos instantaneos.
30 5 Erizos instantdaneos.
27.8 5 Erizos instantdneos.
27.4 5 Lajas gruesas a los 10 dias.
27.2 5 Lajas gruesas a ios 7 dias.
27 5 Dos ensayos. Erizos instantaneos un ensayo, y lajas
gruesas en ofro.
26.5 5 Erizos instantaneos.
26 5 Lajas gruesas a los 5 dias.
25.6 5 Agujas instantaneas.
25.2 5 Solo se observo una semana sin resultados.
24.8 5 No hubo precipitacion visible
24.4 5 No hubo precipitacion visible
27 4 Lajas gruesas a los 5 dias,
27 9.564 Lajas delgadas a los 2 dias.
26.5 9.564 Lajas delgadas a los 5 dias.
26 9.564 Lajas a los 12 dias

Se tomaron fotos de algunas de estas condiciones (Figura 12), éstas ilustran como
pequerios cambios en la concentracion de precipitante pueden modificar la forma de

cristalizacién de nuestra proteina:
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Figura 12: Esta figura ilustra como pequefias diferencias en la concentracién de precipitante, modifican el habito
de crecimiento de los cristales. Las cuatro gotas fueron elaboradas a 5 mg/ml, de proteina, y a diferentes
concentraciones de PEG1500: 26.5%(A) 27%(B) 27.2%(C) 27.4%(D).

Las condiciones anteriores se realizaron con un primer lote de proteina, almacenada por
4 meses en refrigeracion. Ademds, las gotas se incubaron en un cuarto con aire
acondicionado. Este solo permitia disminuir la temperatura del cuarto pero no
aumentarla, en caso de que fuera menor a la deseada impidiendo un verdadero control de
la temperatura.

Por estas razones los experimentos subsecuentes se realizaron en camaras de temperatura
constante, y se purificd otro lote de TIMA, mejorando la pureza de la misma al agregar

una columna mas (Mono-Q) al protocolo de purificacién.

Con el nuevo lote de proteina, se realizaron los siguientes experimentos a 18 y 4°C
(Tablas 2 y 3). Estos experimentos fueron necesarios porque tanto la pureza de la

proteina, como las fluctuaciones de temperatura, pueden modificar la forma de precipitar
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o cristalizar de la proteina. Por lo tanto al observar los resultados de estas condiciones
“calibramos” nuestros experimentos. Estos experimentos son una repeticion de las
mejores condiciones muestreadas previamente, y se realizan en camaras de temperatura

controlada a 4 y 18°C.

Tabla 2
PEG1500 (%) | Proteina (mg/mlL) Resultados 18°C

26 2 No precipitd después de 81 dias.
26 3 Precipitado amorfo a los 55 dias.
26 4 Precipitado amorfo a los 17 dias.
26 5 Precipitado amorfo a los 55 dias.
27 2 Precipitado amorfo a los 55 dias.
27 3 Precipitado amorfo a los 55 dias.
27 4 Precipitado amorfo a los 17 dias.
27 5 Lajas a los 12 dias.
28 2 No precipitd después de 81 dias.
28 3 Lajas después de 7 dias.
28 4 Precipitado amorfo después de 5 dias.
28 5 Agregado de cristales a los 17 dias.
28 5 Lajas a los 6 dias.
28 5 Lajas a los 20 dias
28 5 Lajas a los 6 dias
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Tabla 3
PEG1500 (%) | Proteina (mg/mL) Resultados 4°C
26 2 Nada después de 19 dias.
26 3 Nada después de 19 dias.
26 4 Nada después de 19 dias.
26 5 Nada después de 19 dias.
27 2 Nada después de 19 dias.
27 3 Nada después de 19 dias.
27 4 Nada después de 19 dias.
27 5 Nada después de 19 dias.
28 2 Nada después de 19 dias,
28 3 Nada después de 19 dias.
28 4 Nada después de 19 dias.
28 5 Nada después de 19 dias.

Los dos experimentos anteriores, nos permiten deducir que la temperatura adecuada para

crecer nuestros cristales es de 18°C, y que el PEG 1500 al 28% favorece la formacion de

cristales. Con este ultimo precipitante, y con proteina a Smg/mlL obtuvimos un

monocristal que rapidamente presentd crecimiento de cristales secundarios y que por lo

tanto no es utilizable para difraccién de rayos-X. Para favorecer la formacion de un mejor

cristal agregamos diversos aditivos.

Muestreo con precipitante PEG 1500 y aditivos (parte I):

Se prueban los 24 aditivos del ADDITIVE SCREEN I de Hampton Research con proteina a

Smg/mL y precipitante PEG1500 al 28% (Tabla 4).
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Tabla 4

Aditivo

Resultado

1. Cloruro de Bario 0.1 M

Erizo a los 26 dias.

2. Cloruro de Cadmioc 0.1 M

Precipitado amorfo a los O dias.

3. Cloruro de Calcio 0.1 M

Precipitado en forma de amiba a los 3 dias.

Precipitado amorfo ¢l dia O y agujas a los 20 dias,

4. Cloruro de Cobalto 0.1 M
5. Cloruro de Cobre 0.1 M

Precipitado amorfo a los 0 dias.

6. Cloruro de Magnesio 0.1 M

Agujas a los O dias y lajas a los 26 dias.

- Cloruro de Manganeso 0.1 M

Erizos pequerios a los O dias y agujas a los 64 dias.

Erizos pequefios a los O dias y agujas a los 64 dias.

7
8. Cloruro de Estroncio 0.1 M
9. Clorurode Ytrio0.1 M

Precipitado amorfo a los O dias.

10. Cloruro de Zinc 0.1 M

Precipitado amorfo a los O dias.

11. Dioxano 30%

Erizos a los O dias

12, Etanol 30%

Agujas pequenas a los O dias y erizos a los 20 dias

13. Etilen glicol30%

Agujas y cristal a los 27 dias,

14. Glicerol 30%

Nada a los 64 dias.

15. 1, 6 hexanodiol 30%

Agujas a fos 26 dias,

16. Isopropanol 30%

Lajas a los O dias erizos de lajas al primer dia.

17. Metanol 30%

Erizos 0.

18. Z-methil-2,4 -pentanodiol 30%

Agujas al primer dia erizos a los 26,

19. 50% PEG 400

Precipitado amorfo a los 3 dias.

20. Trimetylamine HC1 0.1 M

Erizos a los O dias, erizos de lajas al primer dia,
degeneran a los 20.

21. Guanidina HCI T.O0 M

Nada a los 64 dias.

22.Urea Q.1 M

Erizos al primer dia.

23. 1,2,3 heptanotriol 15%

Nada a los 64 dias.

24, Benzamidina HCI 20%

Precipitado amorfo a los 5 dias.

De estas condiciones, dos muestran resultados interesantes. En la que se utilizd el 1,6
hexanediol al 30% como aditivo, podemos observar agujas independientes (Figura 13). En
la que se utilizd Cloruro de Calcio 0.1 M, obtuvimos pequefios monocristales en forma de

piramide. En ambos casos los cristales son suficientemente grandes como para ser

difractados en un sincrotrén.
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Figura 13: Estas agujas fueron obtenidas en una gota elaborada a base de 5 pl de proteina a Smg/ml, 5 pl de
FEG1500 al 28% y I pl de 1,6 hexanediol. La gota fue equilibrada en un pozo con 1 mL de PEG 1500 al 28%.

Muestreo con el juego de soluciones “Crystal Screen” de Hampton Research (parte l):

De los resultados del primer sondeo con el Juego de soluciones del Crystal Screen
Hampton, se seleccionaron las gotas que precipitaron rapidamente, y se repitieron
disminuyendo Ia concentracion de proteina a 4mg/mL. De esta forma, intentamos
disminuir la velocidad de precipitacion para favorecer una precipitacion mas ordenada

(Tabla 5).
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Tabla 5

PRECIPITANTE

Resultado

1. MPD 30%, Na Acetato de Sodio 0.1 M pH 4.6, Cloruro Calcio 0.02
M

Frecipitado amorfo a los 6 dias,

2. Tartrato de Sodio y Potasio 0.4 M

Nada después de 58 dias.

3. Fosfato de Amonio 0.4 M

Precipitado amorfo a los 6 dias.

6. PEG 4000 30%, Hidrocloruro de Tris 0.1 M pH 8.5, Cloruro de
Magnesio 0.2 M

Precipitado amorfo a los 0 dias.

8. 2-Propanol 30%, Cacodilato de Sodio 0.1 M pH 6.5, Citrato de Sodio
02ZM

Nada después de 58 dias.

10. PEG 4000 30%, Acetato Sodio 0.1 M pH 4.6, Acetato de Amonio 0.2
M

Precipitado amorfo a los O dias.

12. 2-Propanol 30%, Hepes de Sodio 0.1 M pH 7.5, Cloruro de
Magnesio 0.2 M

Precipitado amorfo a los 2 dias,

22. PEG 4000 30%, Hidrocloruro Tris 0.1 M pH 8.5, Acetato de Sodio
0.2M

Precipitado amorfo a los 2 dias.

24. Z-Propanol 20%, Acetato de Sodio 0.1 pH 4.8, Cloruro de Calcio
0.2M

Precipitado amorfo a los O dias.

27. Z-Propanol 20% , Hepes de Sodio 0.1 pH 7.5, Citrato de Sodio 0.2
M

Nada después de 58 dias.

28. PEG 8000 30%, Cacodilato de Sodio 0.1 M pH 6.5, Acetato de
Sodio 0.2 M

Precipitado amorfo a los O dias.

30. PEG 8000 30% , Sulfato de Amonio 0.2 M !

Precipitado amorfo a los 0 dias.

31. PEG 4000 30%, Sulfato de Amonio 0.2 M

Precipitado amorfo a los 0 dias.

32. Sulfato de Amonio 2.0 M

Precipitado amorfo a los 2 dias.

36. PEG 8000 8% , Hidrocloruro Tris 0.1 M pH 8.5

Nada después de 58 dias.

38. Citrato de Sodio 1.4 M, Hepes de Sodio 0.1 M pH7.5

Nada después de 58 dias.

41. 2-Propanol 10% , PEG 4000 20% , Hepes de Sodio 0.1 M pH7.5

Precipitado amorfo a los 0 dias.

42. PEG 8000 20% , 0.05 M Fosfato de Potasio

Precipitado amorfo a los 20 dias.

45. PEG 8000 18% , Cacodilato de Sodio 0.1 M pH 6.5, Acetato de Zinc
02M

Precipitado amorfo a los O dias.

47. Sulfato de Amonio 2.0 M, Acetato de Sodio 0.1 M pH 4.6

Precipitado amorfo a los 2 dias.

48. Fosfato de Amonio 2.0 M, Hidrocloruro Tris 0.1 M pH 8.5

Nada después de 58 dias.

49. PEG 8000 2%, Sulfate de Litio 1.0 M

Precipitado amorfo a Jos O dias.

30. PEG 8000 15%, Sulfato de Litio 0.5 M

Precipitado amorfo a los O dias.

No se observaron cristales en ninguna de estas condiciones.
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Muestreo con precipitante PEG 1500 y aditivos (parte li):
Se probaron los 24 aditivos del ADDITIVE SCREEN 1 de Hampton Research con proteina a

Smg/mL y precipitante PEG1500 al 24%. Anteriormente el PEG se encontraba al 28%,
con esta disminucién de la concentracion del precipitante (Tabla 6), se busca disminuir la

velocidad de agregacion de las proteinas a la matriz cristalina.

Tabla6
Aditivo Resultado
1. Cloruro de Bario 0.1 M Nada después de 55 dias.
2. Cloruro de Cadmio 0.1 M Precipitado amorfo a los O dias.
3. Cloruro de Calcio 0.1 M Precipitado amorfo a los 55 dias.
4. Cloruro de Cobalto 0.1 M Precipitado amorfo a los 24 dias.
5. Cloruro de Cobre 0.1 M Precipitado amorfo a los O dias.
6. Cloruro de Magnesio 0.1 M Lajas a los 55 dias.
7. Cloruro de Manganeso 0.1 M Agujas a los 4 dias.
8. Cloruro de Estroncio 0.1 M Nada después de 55 dias.
8. Cloruro de Ytrio 0.1 M Precipitado amorfo a los O dias.
10. Cloruro de Zinc 0.1 M Precipitado amorfo a los O dias.
11. Dioxano 30% Nada después de 55 dias.
12. Etanol 30% Nada después de 55 dias.
13. Etilen glicol30% Nada después de 55 dias.
14, Glicerol 30% Nada después de 55 dias.
15. 1, 6 hexanodiol 30% Nada después de 55 dias.
16. Isopropanol 30% Agujas a los 55 dias.
17. Metanol 30% Nada después de 55 dias.
18. 2-methil-2,4-pentanodiol 30% | Nada después de 55 dias.
19. 50% PEG 400 Precipitado amorfo a los 4 dias.
20. Trimetylamine HCI 0.1 M Nada después de 55 dias.
21, Guanidina HCI 1.0 M Nada después de 55 dias.
22.Urea 0.1 M Nada después de 55 dias.
23. 1,2,3 heptanotriol 15% Nada después de 55 dias.
24. Benzamidina HC] 20% Precipitado amorfo a los 0 dias.
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Aunque en algunas condiciones la TIMA presenta cristales, estos no tienen una calidad
adecuada para la difraccion de rayos-X

Muestreos variados:

Como un intento para caracterizar la forma en la cual precipitaba nuestra enzima, se
realizaron pruebas de solubilidad para la misma. Consistieron en observar en un
microscopio Optico, en que momento precipitaba y se solubilizaba 1a TIMA al aumentar y
disminuir la concentracion de precipitante. A partir de las observaciones realizadas, se

probaron las siguientes condiciones (Tabla 7).

Tabla 7
PEGI1500 Proteina Resultado

(%) (mg/ml)

12 10.55 Precipitado amorfo a los 7 dias.

15 10.55 Precipitado amorfo a los 4 dias.

17 10.55 Precipitado amorfo a los 4 dias.

19 10.55 Precipitado amorfo a los 4 dias.

22 10.55 Precipitado amorfo a los 4 dias agujas a los

37 dias.

Todas estas condiciones precipitan o bien presentan formas cristalinas inadecuadas.

Se probaron algunos aditivos en una gota sentada de 10 pl de proteina a Smg/mLy 10 pl
de PEG 1500 al 28% (Tabla 8). El pozo contiene 760 mL de precipitante, esto ultimo para
favorecer el engrosamiento de las agujas anteriormente obtenidas bajo esta condicién. El
PGA que es un andlogo del substrato de la proteina es adicionado para “inmovilizar” el

sitio activo. De esta forma esperamos favorecer una matriz mas ordenada.
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Tabla 8

Aditivos

Resultado

2ul de Cloruro de Estroncio 0.1 M

Nada después de 20 dias.

2ul de Cloruro de Estroncio 0.1 M

Nada después de 20 dias.

Zpl de PGA 2mM

2ul de Cloruro de Estroncio 0.1 M | Nada después de 20 dias.
2ul de PGA ZmM
2l de Cloruro de Estroncio 0.1 M | Nada después de 20 dias.

Estas gotas no presentan cambios a los 20 dias.

Se elaboraron gotas con 5l de proteina a Smg/mL, 5ul de precipitado del pozo y 1l de

PGA 22 mM (Tabla 9). En estos pozos se varia la concentracion del precipitante en gota y

la cantidad de precipitante en pozo es de 1 mL. Estos experimentos se llevan a cabo para

detectar si la adicion del analogo, modifica significativamente la forma de precipitacién

de la proteina, en las condiciones observadas anteriormente.

Tabla 9
PEG1500 (%) {Resultado
12 Nada después de 20 dias.
15 Nada después de 20 dias.
17 Nada después de 20 dias.
19 Nada después de 20 dias.
22 Nada después de 20 dias.
24 Nada después de 20 dias.
26 Nada después de 20 dias.
28 Nada después de 20 dias.
30 Nada después de 20 dias.

No se presentaron cristales bajo estas condiciones.

Se realizaron algunos experimentos utilizando PGA y Cloruro de Estroncio 0.1 M

intentando engrosar las agujas favorecidas por este aditivo.
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Gota Colgante: 1 ul de Cloruro de Estroncio 0.1 M ; 1 ul PGA 22mM,; 5ul proteina

Smg/mL; 5ul de precipitante en pozo
Pozo: 1 mL PEG 1500 28%
Repeticiones: 1

Resultado: Nada después de 20 dias

Gota Colgante: 1 pl de Cloruro de Estroncic 0.1 M ; Sul proteina 5mg/ml; 5ul de
precipitante en pozo

Pozo: 1 mL PEG 1500 28%

Repeticiones: 2

Resultado: Nada después de 20 dias

Gota Sentada: 2 pl de Cloruro de Estroncio 0.1 M ; 10ul proteina 5mg/mL; 10ul de
precipitante en pozo

Pozo: 0.76 mL PEG 1500 28%

Repeticiones: 2

Resultado: Nada después de 20 dias

En la gota con PEG 1500 al 24% con proteina a 5mg/mL y 1 ul del Aditivo Cloruro de
Ytrio 0.1 M que habia presentado un precipitado amorfo anteriormente (#6 de la tabla
6), se detecta la formacién de un agregado de cristales de buenas dimensiones (Figura
14). Si bien este agregado no es adecuado para la difraccion, esta es la formacién
cristalina que mejor ha crecido en las tres dimensiones, Previamente las agujas y lajas
obtenidas, atin siendo monocristales, no eran suficientemente gruesas como para soportar

el proceso de difraccién,
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Figura 14: Cluster de Cristales, detrds de este se
puede observar el precipitado amorfo que se formo al
elaborar la gota.

Sembrado de Cristales:

Buscando obtener cristales sencillos aptos para la difraccién, se realizé la técnica de
“sembrado en raya”. Consiste en tocar una sola cara del agregado de cristales con un
pelo, y sembrar los nucleos cristalinos adheridos a éste, “rayando” una gota equilibrada
durante algunos dias con esa misma condicion. Para esto se colocaron 6 gotas con 5uL de
PEG 1500 24%, 5uL de proteina a 5 mg/mL, TuL de Cloruro de Ytrio 0.1 M. Las 20 gotas
se ponen a equilibrar en pozos con 1 mL de PEG 1500 24%a 18 °C. En este caso se
obtuvieron a lo largo de la “raya”, una multitud de agregados cristalinos similares al
original (Figural5) en conjunto con el precipitado amorfo que se forma inmediatamente

justo después de elaborar todas las gotas.
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Figural5: Es esta figura podemos observar aproximadamente seis agregados de cristales. Atin cuando
aparentan ser cristales sencillos en realidad estéan formados a partir de diferentes nicleos cristalinos.

Se realizd un muestreo alrededor de esa condicion utilizando 1pl de Cloruro de Ytrio 0.1

M para intentar modificar la precipitacion de la proteina y obtener monocristales(Tabla

10).
Tabla 10
PEG1500 (%) | Proteina (mg/mL) Resultados
23 4 Agregados de Cristales
23 5 Nada
23 6 Agregados de Cristales
24 4 Nada
24 5 Nada (el tiempo de formacién de los agregados
varia entre unos cuanios dias y varios meses)

24 6 Nada
25 4 Agregados de Cristales (sembrados)
25 5 Agregados de Cristales (sembrados)
25 6 Agregados de Cristales y erizos
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Difraccion de algunos cristales:
Se repitio la condicion en 12 gotas con 5uL de PEG 1500 24%, 5uL de proteina a 5

mg/mL, 1pL de Cloruro de Ytrio 0.1 M. Las 20 gotas se ponen a equilibrar en pozos con 1
mL de PEG 1500 24%.

En algunas de las gotas se obtuvieron cristales de buen tamaro (Figural®) los cuales al
ser colocados en la trayectoria de una haz de rayos-X, arrojaron un patrén de difraccion
caracteristico de los cristales de proteina (Figural7), esta es la prueba concluyente de que
los cristales son de proteina y no de sal. El patrén de difraccion presentd reflexiones
dobles, (Figura18) lo cual indicaba que el cristal montado era en realidad un cristal
gemelo, esto significa que dos cristales crecieron uno sobre el otro, y que el patron
obtenido es una mezcla de la difraccién de dos cristales.

Otro de los cristales gemelos (Figural9) fue cortado, para separar un monocristal, Este
ultimo arrojo datos suficientes (Figura 20) como para determinar el tipo de red cristalina,
que es tetragonal, y las dimensiones de la celda unitaria a=b=102A, c=146A y
a=P=y=90° (ver figura 5).El programa utilizado para caracterizar el cristal fue BIOTEX
(Molecular Structure Corporation) Las primeras imagenes presentaron una resolucién de
hasta 2.6 A, pero el cristal decayd rapidamente durante el experimento (Figura 21) y se
detuvo la coleccién cuando las imagenes tenian una resolucién méxima de 4 A,
inadecuada para la determinacién de la estructura tridimensional a alta resolucion.
Recientemente, un cristal (Figura 13) crecido en una gota elaborada a base de 5 pl de
proteina a 5mg/ml, 5 ul de PEG1500 al 28% y 1 pl de 1,6 hexanediol y equilibrada en
un pozo con 1 mL de PEG 1500 al 28% difracté a 1.5 A de resolucion en el sincrotron de

Stanford (linea 9-1). Con estos datos se podra resolver la estructura de Ia TIMA.
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Figura16: Cristal obtenido en una gota elaborada a base de SpL
de PEG 1500 24%, 5uL de proteina a 5 mg/mL y 1uL de Cloruro de
Ytrio 0.1 M. Esta gota fue equilibrada en un pozo con 1 mL de PEG
1500 24%,
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Figura18:acercamiento dei patron de difraccion en Ia figura

17. Comparando este patron con en de la figura 20, podemos
apreciar a diferencia entre el patrén de difraccién de un

monocristal, y el de cristales gemelos.
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v

Figural 9:Cristal oblenido en una gota elaborada a base de 5SpL de
PEG 1500 Z4%, 5ul de proteina a 5 mg/mL y IpL de Cloruro de
Ytrio 0.1 M. Esta gota fue equilibrada en un pozo con 1 ml, de PEG
1500 24%. Este cristal fue cortado para obtener el patron de
difraccién en la figura 20,

Figura 20: Patrén de difraccién obtenido en los primeros momentos de la difraccion
a partir de uno de los cortes del cristal de la figura 19, Podemos observar reflexiones en
la zona de alta resolucion. Las manchas mas alejadas del centro son las reflexiones de
alta resolucion
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Figura 21: Patrén de difraccion obtenido a partir de uno de los cortes del cristal de la
figura 19 después de algunas horas de difraccion. Podemos observar que ya no hay
reflexiones en la zona de alta resolucidn. Esto tltimo debido al decaimiento del cristal

por exposicion a los rayos X.
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CONCLUSIONES:
Existe una gran variacion en las condiciones bajo las cuales diferentes TIMs han sido
cristalizadas (ver introduccion).
En este caso, se probaron alrededor de 200 condiciones diferentes variando las
concentraciones del precipitante y de la proteina. Observamos que el precipitante que
modifica la solubilidad de la enzima para favorecer la formacion de cristales, es el PEG
1500 a concentraciones entre 24% y 28%. Se verificé con difraccion de rayos X que
algunos de los cristales obtenidos fueran monocristales de proteina,
Se logré una modificacién radical en el comportamiento de cristalizacidon con
concentraciones bajas de diferentes aditivos entre los cuales destacan: el Cloruro de Yirio
que dio lugar a agregados de cristales, el Cloruro de Estroncio que dio lugar a erizos con
agujas gruesas, el Cloruro de Calcio 0.1 M que dio lugar a pequerfios monocristales en
forma de pirdmide, y el 1, 6 hexanodiol que produce agujas sueltas que no engrosaron lo
suficiente como para ser utilizadas. Esta plasticidad y la respuesta de la cristalizacion a la
adicion de aditivos son alentadoras, atin asi, hay que recordar que este tipo de
investigaciones siguen siendo en su mayor parte empiricas, y por lo tanto serd necesario
continuar haciendo muestreos alrededor de las condiciones con mejores resultados, hasta
obtener un monocristal estable que soporte la exposicion a los rayos-X.
Por otra parte, el decaimiento del monocristal que se obtuvo a partir del corte de los
cristales gemelos, puede ser reducido utilizando la ‘técnica de criocristalografia. Esta
técnica consiste en montar el cristal en una gota de una solucion crioprotectora, colectar
la gota en un asa, y someterla a un flujo de nitrogeno liquido (T=-160-170 °C). La
mayor viscosidad de la solucion crioprotectora impide un rearreglo molecular y evita la
formacion de cristales de agua que podrian alterar el experimento. Bajo estas condiciones

es posible disminuir el decaimiento del cristal, reduciendo el dafio por radiacion.
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Adicionalmente el orden interno del cristal aumenta al disminuir del movimiento de las
moléculas, lo cual puede favorecer una mayor resolucion en las iméagenes colectadas.

Recientemente se obtuvieron datos a partir de la difraccién de un cristal en el sincrotron
de Stanford. Estos datos resultaron ser suficientes para resolver la estructura
tridimensional de la TIMA, por lo tanto podemos considerar que los objetivos de este

trabajo fueron alcanzados en su totalidad.
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PERSPECTIVAS:

El hecho de haber obtenido un cristal de TIMA que difractara a 1.5 A de resolucion
utilizando radiacién de sincrotrén, permitiré en un futuro proximo obtener la estructura de
esta enzima. Cabe mencionar que ésta ser la primer estructura protéica reportada para

amiba y la TIM que se ha obtenido a mayor resolucién.
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APENDICE A

Composicion de las soluciones incluidas en el Crystal Screen de Hampton:

Reactivo N° PRECIPITANTE

1. MFD 30%, Na Acetato de Sodio 0.1 M pH 4.6, Cloruro Calcio 0.02 M

2. Tartrato de Sodio y Potasio 0.4 M

3. Fosfato de Amonio 0.4 M

4. Sulfato de Amonio2.0 M, Hidrocloruro Tris 0.1 M pH 8.5

5. MPD 30%, Na Hepes 0.1 M pH 7.5, Citrato de Sodio 0.2 M

6. PEG 4000 30%, Hidrocloruro de Tris 0.1 M pH 8.5, Cloruro de Magnesio 0.2 M

7. Acetato de Sodio 1.4M, Hidrocloruro Tris 0.1 M pH 8.5, Cloruro de Magnesio 0.2
M
8. 2-Propanol 30%, Cacodilato de Sodio 0.1 M pH 6.5, Citrato de Sodio 0.2 M

9. PEG 4000 30%, Citrato de Sodio 0.1 M pH 5.6, Acetato de Amonio 0.2 M

10. PEG 4000 30%, Acetato Sodio 0.1 M pH 4.6, Acetato de Amonio 0.2 M

11. Fosfato de amonio 1.0 M, Citrato de Sodio 0.1 M pH 5.6

12, 2-Propanol 30%, Hepes de Sodio 0.1 M pH 7.5, Cloruro de Magnesic 0.2 M
13.PEG 400 30%, Hidrocloruro Tris 0.1 M pH 8.5, Citrato de Sodio 0.2 M
14.PEG 400 28%, Hepes de Sodio 0.1 M pH 7.5, Ca Chloride 0.2 M

135. PEG 8000 30%, Cacodylato de Sodio 0.1 M pH 6.5, Sulfato de amonio 0.2M
16. Sulfato de Litio 1.5 M, Hepes de Sodic 0.1 M pH 7.5

17. PEG 400030%, Hidrocloruro Tris 0.1 M pH 8.5, Sulfato de Litio 0.2 M
18.PEG 8000 20%, Cacodilato de Sodio 0.1 M pH 6.5, Acetato de Magnesio 0.2 M
19. 2-Propanol 30%, Hidrocloruro Tris 0.1 M pH 8.5, Acetato de Amonio 0.2 M
20. PEG 4000 25% , Acetato de sodio 0.1 M pH 4.6, Sulfato de Amonio 0.2 M
21. MPD 30% , Cacodilato de sodio 0.1 M pH 6.5, Acetato de Magnesioc 0.2 M
22. PEG 4000 30%, Hidrocloruro Tris 0.1 M pH 8.5, Acetato de Sodio 0.2 M
23.PEG 400 30% , Hepes de Sodio 0.1 M pH 7.5, Cloruro de Magnesio 0.2 M
24. Z2-Propanol 20%, Acetato de Sodio 0.1 pH 4.6, Cloruro de Calcio 0.2 M

25. Acetato de Sodio 1.0 M, Imidazol 0.1 M pH 6.5

26, MPD 30%, Citrato de Sodio 0.1 M pH 5.6, Acetato de Amonio 0.2 M

27. 2-Propanol 20% , Hepes de Sodio 0.1 pH 7.5, Citrato de Sodio 0.2 M

28, PEG 8000 30%, Cacodilato de Sodic 0.1 M pH 6.5, Acetato de Sodic 0.2 M
29. 0.8 M Tartrato de Sodio y Potasio, Hepes de Sodio 0.1 M pH 7.5

30. PEG 8000 30% , Sulfato de Amonio 0.2 M

31. PEG 4000 30%, Sulfato de Amonio 0.2 M

32. Sulfato de Amonio 2.0 M

33. Sal de Sodio del Acido Formico 0.1 M 4.0 M

34. Sal de Sodio del Acido Férmico 2.0 M, Acetato de Sodio 0.1 M pH 4.6

35. Fosfato de Sodio y Potasio 1.6 M, Hepes de Sodio 0.1 M pH 7.5

36. PEG 8000 8% , Hidrocloruro Tris 0.1 M pH 8.5

37. PEG 40008%, Acetato de sodio 0.1 M pH 4.6

38. Citrato de Sodio 1.4 M, Hepes de Sodio 0.1 M pH 7.5

39. PEG 400 2%, Sulfato de amonio 2.0 M, Hepes de Sodio 0.1 M pH 7.5

40. 2-Propanol 20%, PEG 4000 20%, Citrato de Sodio 0.1 M pH 5.6

41, 2-Propanol 10% , PEG 4000 20% , Hepes de Sodio 0.1 M pH7.5
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42 42. PEG 8000 20% , 0.05 M Fosfato de Potasio

43 43. PEG 1500 30%

44 44. Sal de Magnesio del Acido Formico0.2 M Mg

45 45. PEG 8000 18% , Cacodilato de Sodio 0.1 M pH 8.5, Acetato de Zinc 0.2 M
46 46. PEG 8000 18%, Cacodilato de Sodio 0.1 M pH 6.5, Acetato de Calcio 0.2 M
47 47. Sulfato de Amonio 2.0 M, Acetato de Sodio 0.1 M pH 4.6

48 48. Fosfato de Amonio 2.0 M , Hidrocloruro Tris 0.1 M pH 8.5

49 49, PEG 8000 2%, Sulfato de Litio 1.0 M

50 50. PEG 8000 15%, Suifato de Litio 0.5 M
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