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1. Resumen

En este trabajo se realizé una mutagénesis exhaustiva de la cisteina 14 (Cys14) de
la triosafosfato isomerasa (TIM) de Trypanosema brucei cambiando este residuo por los 19
aminodcidos restantes. Por PCR con oligonucledtidos mutagénicos, logramos obtener 19
genes mutantes en la posicidn 14 del gen TIM de T. brucei. Se clonaron los genes mutantes
en ¢l veclor de expresién pET-3a y se expresaron las proteinas en un sistema bacteriano en
la cepa BL2EDE3pLysS. La expresion de las diferentes proteinas mejord a una
temperatura de 21 y 30°C. Se realizé una purificacién en extractos crudos para medir su
actividad enzimatica y compararla con la enzima silvestre.

De acuerdo a la aclividad enzimatica determinada a cada enzima mutante, se
formaron cuatro grupos:

1.- Enzimas con baja actividad y que forman agregados.
2.- Enzimas con baja actividad,

3.- Enzimas con actividad intermedia.

4.- Enzimas con actividad similar a la silvestre,

La posible explicacién a por qué 5 (C14A, C14P, C14S,C14T y C14V) delas 19
enzimas mutantes presentan una actividad enzimitica similar a la TIM silvestre, indica que
los 5 aminodcidos sustituidos presentan un tamafio e hidrofobicidad similares al dela
cisteina. Estos 5 amino4cidos probablemente mantienen a la enzima bien estructurada v no

afectan su caldlisis.



2. Introduccidn:

Los tripanosomas son parasilos prolozoarios. que causan serias enfermedades en
los humanos y animales domésticos cn Africa y en América Central y del Sur (1),

Dependiendo del modo de transmisidn por el insecto vector, el género
Tripanosoma (orden Kinestoplastida) se subdivide generalmente en dos grupos: el
grupo estercolaria (transmision fecal) y el grupo salivaria (iransmision salival),

Entre los parasitos de transmision fecal estd Trypanosoma cruzi, que es el
causante de la enfermedad de Chagas. Se estima que este pardsito infectaa mas de 10
millones de personas en Ameérica del Sur.

Los parasitos de transmision salival causan la enfermedad del suefio en los
humanos (7. brucei rhodesiense y T. brucei gambiense), la enfermedad del nagana en el
panado (7. brucei brucei, T. brucei vivax, T. brucei congolense}, Ja surra en caballos y
camellos (7. brucei evansi) y 1a dourina en caballos (7. brucei equiperdumy) (2).

Aunque se reportan cerca de 10,000 nuevos casos cada afio de la enfermedad del
suefio humana, el padecimiento tiende constantemenle a alcanzar proporciones
epidémicas, como ha ocurrido desde el principio de'siglo (3).

T. brucei es un parésito extracelular, que se reproduce en los fluidos del tgjido,
la base de los capilares y el sistema vascular del hospedero. Se transmite por la mosca
tsetsé (Glossina sp) cuya ubicacion geografica limita la distribucién de la
tripanosomiasis (4). La enfermedad del suefio se distribuye principalmente en el
centro, oesle y oriente de Altica (5). Como 7. brucei brucei no infecta al hombre, ha

sido la especie mis cominmente estudiada. (2).



2.1.Cicto de vida de 7. brucei

El ciclo de vida de 7. brucei se muestraen la figura 1. Se puede dividir en dos
parles.
I) En la primera (ase el protozoario vive en la mosca tsetsé. Los tripanosomas son
ingeridos por la mosca durante su alimentacién hematdfaga al picar al mamifero. En un
principio se localizan en la seccidn poslerior del intestino del insecto y tienen una forma
prociclica, posteriormente los parasitos migran a través de las paredes del intestino
hasta llegar a Jas glandulas salivales, en donde se transforman en epimastigetos y al
cabo de varias generaciones se convierlen en tripomastigotos metaciclicos. Los
tripomastigotos metaciclicos son el (nico estadio infeccioso para el huésped. Ef ciclo

completo en la mosca se realiza entre 15 y 35 dias.

MOSCA
tsefse

Intestino forma corta
(prociclica) y gorda

glandulas
salivales sangre
(epimastigoto)

forma larga

Tipomastigoto v delgada

MAMIFERO

Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma brucei. Se describe con detalle en el texto.



2) La segunda parte es cuando se encuentra en los mamiferos. Usualmente cuando una
mosca selsé pica al humano para alimentarse de su sangre le inyecta fos (ripanosomas
en el lorrente sanguineo y de esta forma lo infecta. Yaen la sangre del hospedero esta
especie muesira dos formas:

a) Una forma larga y delgada que se esta dividiendo conslantemente y que liene un
flagelo libre.

b) Unaforma conay pruesa que no presenta el flagelo libre y que no se divide
constantemente, Esta (iltima forma se esta preadaptando para volver a empezar el
ciclo. Los parasitos se transmiten a otro hospedero mamifero cuando la mosca tsetse
se alimenta nuevamente (2).

En un principio el parasito se encuentra en el torrente sanguineo, después invade el
sistema nervioso central y finalmente el estado terminal de la tripanosomiasis es el
resullado de una meningoencefalitis cronica.

En T. brucei gambiense el intervalo entre el inicio de la infeccién y el estado
encefalitico es de cerca de 2 afios, pero el lapso puede ser de hasta 8 afios.

En T. brucei rhodesiense ¢l intervalo es mas corto. El promedio es de 8 meses y
mas de un afio es raro. La enfermedad del suefic causada por T. brucei rhodesiense es

la mas virulenta (5).

2.2. El papel de la glucélisis en el ciclo de vida de T. brucei.

El metabolismo del tripanosoma en su forma larga y delgada, que es la que
predemina en la sangre de los mamiferos, carece de ciclo de Krebs, mitocondrias
funcionales y citocromos (por lo que no lleva a cabo la fosforilacion oxidativa).
También carece de una reserva significativa de poliéécan‘dos y de fosfatos de alla
energia, como los creatinofosfalos o polifosfatos. Por lo tanto, los tripancsomas son
complelamenle dependientes de la conversidn aerdbica de glucosa a piruvato para
generar el ATP que necesitan para vivir (2, 6). Sin embargo la reoxidacién del NAD'
es necesario para conlinuar la produccion de energia. Esle es reoxidado durante la

reduccidn de la dihidroxiacetona losfato a glicerol-3-fosfato (ig. 2, paso 12).



Las formas que se encueniran en el intestino de la mosca poseen milocondrias
completamente luncionales con ciclo de Krebs activo y cadena de citocromos. Debido a
que los tripanosomas dependen absolutamente de la glucélisis cuando infectan al
humano o a los animales, varios grupos de investigacién han iniciado estudios para
tratar de inhibir diversas enzimas glucoliticas.

Muchas de las enzimas glucolilicas en los tripanosomas se encuentran
jocalizadas en un organelo llamado glicosoma. Eslo contrasta con las células de casi
todos los organismos en donde las enzimas glucolili'cas se encuentran localizadas en
forma soluble en el citosol.

Esta compartamentalizacién subcelular de la glucélisis en el glicosoma de los
tripanosomas la hace fundamentalmente diferente de todos los demés organismos
eucariotes (ver figura 2) (7).

En los tripanosomas las enzimas de la via glucolitica, que se encuentran
localizadas en el glicosoma, tienen la caracteristica peculiar de que poseen puntos
isoeléctricos altes {pls de 9-11). Eslo hace que lengan una carga positiva a pH
fisiologico, a diferencia de las enzimas glucoliticas de los demas organismos (8,9).

Esta caracteristica ha permitido disefiar péptidos contra estas enzimas de la
glucdlisis para su inhibicién. Para la triosafosfato isomerasa (TIM) de 7. brucei se han
realizado estudios con diferentes péptidos, entre ellos ciclohexapéptidos, de entre los
cuales los hidrofébicos son 1os més efectivos. Sin embargo, debido ala
comparlamentalizacién de la TIM en el glicosoma, estos péptidos tlienen problemas de
accesibilidad (8, 10).

Existe también el caso del farmaco suramin, que es una molécula cargada
negativamente a pH fisiolégico. Se ha sugerido que el suramin interacciona con los
grupos cargados positivamente de las enzimas glucoliticas de los glicosomas inhibiendo
su actividad.

El suramin ha sido el medicamento de eleccién para la enfermedad del suefio en
las (ases iniciales duranie los 0ltimos 70 afios. Sin embargo, los efectos secundarios

que produce generalmente son graves (8, 10, 11).



Gstucou

glicerol

Figura 2. La figura muestra la via metabdlica de la glucdlisis en Trypanosoma brucei
cuando se encuenlra en la sangre de! hospedero mamifero. Los nimeros indican a las
enzimas como sigue: 1. transportador de la glucosa, 2. hexocinasa, 3. hexosa-fosfato
isomerasa, 4. [osfofructocinasa, 5. aldolasa, 6.triosafosfato isomerasa, 7. gliceraldehido-
3-fosfato isomerasa, 8. 3-fosfogliceralo quinasa, 9. fosfoglicerato mutasa, §0. piruvato
quinasa, 1. transporie del piruvato, 2. glicerol-3fosfato deshidrogenasa, 13.
transporte del glicero! 3-fosfato, 14. Oxidacién mitocondrial del glicerol-3fosfato, 15.
transporte de la dihidroxiacetena fosfato, 16. glicerol quinasa. 17. transporte del
glicerol, 18. procesos que convierten ATP en ADP, 19.miocinasa glicosomal, 20.

miocinasa citosélica.



2.3, Diseiio de firmacos

Se ha intentado controlar la tripanosomiasis, lanto en ¢l hombre como en la
mosca Iselsé.

Se ha atacado a la mosca tseisé destruyendo su habitat, utilizando repelentes
conira la mosca o matandola con inseclicidas, pero hasta la fecha, no se ha tenido
miucho éxito (5, 12, 13},

También se ha intentado atacar al lripanoson.la, cuando éste ha infectado al
hombre. Esto se ha buscado principalmente por el disefio de vacunas y también por el
diseiio de farmacos.E disefio de una vacuna contra la enfermedad del suefio es mucho
muy dificil debido a que los tripanosomas en la sangre tienen un ingenioso mecanismo
para evadir la repuesta inmune del hospedero.

Cuando el tripanosoma est4 en la sangre del mamifero, esta cubierto por una
capa densa de glicoproteinas de superficie variable (VSG), que protegen a las proteinas
de membrana y previenen la lisis del parasito por los componentes del suero. La
variacion antigénica del parasito en {a sangre, y su consecuente evasion de la respuesta
inmune del hospedero, se debe a la expresion consecutiva de aproximadamente 1000
genes VSG diferentes (14). Como consecuencia, los anticuerpos gue se generan contra
la VSG que esta expresando el tripanosoma en esos momentos, resultan inservibles en
pocos dias. El tripanosoma reemplaza estas glicoproteinas por otras, que en estructura
son similares a la primera, pero que son diferentes en su secuencia de aminoacidos y
lienen diferentes propiedades antigénicas (1). Este mecanismo de evasion de la
respuesta inmune hace muy dificil el desarrollo de una vacuna para prevenir la
enfermedad.

Por esta razon se piensa que el “disefio racional de drogas” o “disefio de drogas
basado en la estruciura”™ para el tratamiento de la enfermedad tiene mayores
probabilidades de éxito (15). Este método se basa en disefiar farmacos utilizando para
ello el conocimiento de la estruciura tridimensional de ciertas proteinas blanco.

El disefo racional de drogas puede complicarse por el efecio de la modulacidn
de Ia actividad de las enzimas, ya que el flujo metabdlico depende de las propiedades de

todas las enzimas en la via metabolica,



Sin embargo, algunos avances recientes pueden brindar mas informacion para el
disefio de farmacos. Con el paso de las décadas se han purificado v caraclerizado
extensamente, lanto estruciural como cinéticamente, muchas enzimas de 77 brucei (16,
17). Por olra parte, exislen muy pocos fArmacos conira esla enfermedad. Los firmacos
de eleccion son altamente toxicos ¥ Lienen numerosos efectos secundarios.

Entre ellos estan la pentamidina, que es usado en las fases tempranas de la
infeccion. Este farmaco ha dado resullados muy satisfactorios en la mayoria de los
casos. Sin embargo €l prondstico es malo si ya esta invadido el sislema nervioso central.

El melarsoprol se usa en las fases tardias pero presenta efectos secundarios que
pueden ser fatales (5). La eflomnilina, el firmaco mas reciente, tiene efectos severos (5,
1} y es menos activo en infecciones causadas por 7. rhodesiense, la forma mas
virulenta (5). Generalmente, ¢l tralamiento con efllomilina requiere de administracién
intravenosa de prandes cantidades bajo hospitatizacién del paciente,

Considerando esta situacion es necesario disefiar un firmaco mas efeclivo para
este tipo de enlermedades (18).

El disefio de un Térmaco requiere de un conocimiento profundo de los aspectos
bioquimicos del metabolismo, tanto de las células del parasito, como de las células del
hospedero.

Algunas investigaciones que se eslan realizando para encontrar nuevos firmacos
se enfocan sobre enzimas que existen s6lo en ¢l parasito (19). Olros trabajos intentan
producir inhibidores de enzimas que existen tanto eq el parésito como en el hospedero
(18). Generalmente estas moléculas estan dirigidas contra el sitio aclivo de la enzimay
se procura disefiar un medicamento con un efecto de inhibicidn enzimética dilerencial.
Esto es muy dificil porque el silio activo de una enzima generalmente esta altamente
conservado, aln en especies muy separadas por la evolucion.

Otro acercamiento al problema ha sido el disefio de inhibidores especificos de
especie de enzimas (20). El problema aqui es predecir que regidn o regiones de la

proteina son importantes para la actividad enzimdlica o para la estabilidad de la enzima.



2.4, Inhibidores especificos de especie.

Un enfoque basado en el diseiio de inhibidores especificos de especie, propuesto
por Gomez-Puyou y col. (20), proponc un protocolo para la localizacién de residuos
ng-conseryados cuya modificacién perturbe o disminuya la catilisis y/o 1a estabilidad
delaenzima, sin ser aminoacidos del sitio activo. Ellos demosiraron que es posible

producir inhibicién enzimdtica especifica de especie por modificacion de aminoécidos

no-conservados que son importantes para la funcién de la enzima de una especie en
particular (20).
Este trabajo pudiera ser aprovechado de la siguiente manera:

Sabemos que T. brucei depende totalmente de la glucélisis para generar el ATP
que requicre para su proliferacién y maduracion celular, ya que en su forma largay
delgada permanece y se multiplica en el torrente sanguineo de los mamiferos, en donde
sus mitocondrias no son funcicnales (21), por lo que su (nica fuente de energia la
obtiene de la glucélisis (ver el papel de 1a gluc6lisis en el ciclo de vida de 7. brucei ).
Una estrategia adecuada para resolver una infeccion por estos pardsitos es bloguear
alguna o algunas de las enzimas de la glucélisis, para impedir la generacién de energia
que los tripanosomas necesitan para su sobrevivencia. Una de esas enzimas es la  TIM
(16, 22, 23,24 ,25),

2.5, Triosafosfato isomerasa

En los tripanosomas la TIM se encuentra en -el organelo llamado glicosoma En
la figura 2, se observa la rula metabdélica de la glucélisis del tripanosoma, en la que se
observa que la conversién de la glucosa hasta 3-fosfoglicerato se realiza en el
glicosoma. El resto de la ruta hasta piruvato se lleva acabo en el citosol, como ocurre
en otras células eucariotas.

La TIM cataliza la interconversion entre la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) v el
gliceraldehido-3-fosfato (GAP) (26), segiin la reaccién que se muestra en la figura 3. En
todas las especies conocidas, la TIM es una enzima homodimérica con un peso
molecular de aproximadamente 54 Kda, excepto en algunos casos como la
arqueobacteria hipertermoéfila Mrococus woesi, en que 1a TIM es un homoietramero de
100 Kda (27).
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Figura 3. Mecanismo de la reaccion de isomerizacién catalizado por la triosafosfato

Isomerasa.

En el caso de 7' brucei cada subunidad tiene 250 residuos y formala estructura
caracteristica de barril a/B, que consiste en un plegamiento de 8 hojas-f paralelas
aliemando con 8 a-hélices y unidas por asas. Las 8 hojas-P paralelas forman un barril
en el interior de Ja proteina, rodeado per las a-hélices (28,29) (figura 4). En estudios de
TIMs de vanas especies se ha observado que 1odas las TIMs tienen propiedades
cataliticas similares (30, 31) y que todas conservan los residuos del sitio activo (29,32).

Actualmente se conoce la secuencia de ammoacidos de la TIM de mas de 62
especies y fambién se conoce la estructura cristalografica de las TiMs de £scherichia
coli (33), Bacillus stearothermophilus (34), Vibrio marinus (35), Plasmodium
Jfalciparum (36), T. brucei brucei (37), T. cruzi (38), Leishmania mexicana (39),
Saccharomyces cerevisiae (40). Gallus galius (41)y Homo sapiens (42), entre otras,

Todas estas enzimas muestran una estructura muy similar, L.os datos de estas
estructuras tridimensionales nos permiten visualizar los residuos de interés en las

enzimas y sus relaciones espaciales con otros aminoicidos.



La estructura del sitio activo ha sido estudiada con mucho detalle (43, 44, 45).
Los residuos del sitio activo en la TIM de 7 brucei son: Lys 13, His 95 y Glu 168 (ver
figura 4). El arreglo de estos residuos es similar en las enzimas de 7. cruzi y T. brucei
y humano, con una excepcion, el Glu 168 en la TIM de 7T, cruzi presenta diferencias en

la orientacion de la cadena lateral del residuo (38).

sitio active

asa s

Figura 4. Estructura de una subunidad de la Triosafosfato isomerasa de T brucei. La
figura muestra las 8 hojas B-paralelas (flechas) rodeadas por 8a-hélices (listones),
unidas por 8 asas. Con puntos negros se muestran los 32 residuos que forman parte de
la region de la interfase y los nimeros corresponden a los de la secuencia de algunos

residuos de la subunidad. En ef centro del barril se muestran los residuos cataliticos.



Cada mondmero o subunidad de la enzima tiene un sitio acuvo complelo,
localizado cerca de la interfase, el cual no interacciona directamente con el otro
mondmero. La TIM es activa sdlo como dimero (46), sugiriendo que los residuos de
una subunidad son cruciales para mantener la intepridad del sitio activo de la otra
subunidad (29). La interfase de Ia TIM, esta formada por 32 residuos que se distribuyen
en 4 asas {(asal al asa 4) en cada mondmero (ver figura 4),

Muchos de los conlactos entre las 2 subunidades se encuentran en el asa3,
también conocida como asa de la interfase o asa de interdigilacion (29). Algunos
residuos de esta asa, lienen interacciones de tipo van der Waals con residuos del sitio
aclivo de la otra subunidad (37, 40).

Aunque se pudiera pensar que la interaccién mondémero-mondmero deberia
haberse conservado en la escala evolutiva, los residuos involucrados en la interaccion de
la interfase muesiran una variabilidad considerable en las secuencias. A pesar de esa
variabilidad en los residuos de la interfase, la estabilidad de asociacién de los

mondmeros no cambia significativamente entre especies (29).

2.6. Cys 14

La Cysl4 es un residuo que se encuentra localizado en la interfase de la TIM de
T.brucei.

En el alineamiento de secuencias de aminoacidos que se muestra en latabla 1,
se observa que existen principalmente 6 aminoacidos que se alinean en esa posicion, de
mds de 62 especies secuenciadas. Es notorio que exclusivamente plantas y protozoarios
parasitos poseen una cisleina que coincide en el alineamiento con la posicién 14. En
muchas bacterias y levaduras se encuentra una leucina y en mamiferos y otros
organismos mas evolucionados una melionina En esa posicion también se han
abservado treontna, que parece ser una caracteristica de micoplasmas, y glutamina y
serina. Estos Gllimos 2 aminodcidos se han observado sdlo en una ocasion por lo que no

es posible hacer una observacion generalizada sobre ellos.



LaCysld en laTIM de 7. hrucei cs un aminoacide no-conservado v es un
residuo que forma parte de ta inlerfase de la envzima Este residuo se localiza en el asal,
uniendo a la primera hoja-p con la primera a-hélice (ver figura 4}, La estructura de la
TIM de 7. brucei muestra que la Cys14 estd rodeada estrechamente por el asa 3 del
otro mondémero y que hace contaclo con los residuos 11¢68, Phe74 y Glu77 del asa 3 de

la otra subunidad (figura 5).

lleG8

Figura 5. Acercamiento del asa 3 de una subunidad, que ineterdigita con la Cysl4
{mostrada en superficie de van der Waals) del asa 1 de la otra subunidad de la TIM de

T. brucei.
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29
36
45
21
27
26
26
27

Tabla 1. Alineamiento de 62 sccuencias de ta TIM, principalmente el aminoacido que
alinea con la posicion 14 de la sccuencia de la TIM de 7. brucei.
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Ademis, Ia Cys14 es un aminodcide vecino al residuo catalitico Lys13, que
(orma parte del silio aclivo y es el aminoacido responsable de la especificidad de la
enzima por su sustrato natural (31). La Cys!4 influye significativamente en la
estabilizacidn de la estructura de la enzima. Maldonado y col. (38) calcularon que este
aminoacido conlribuye con el 8% del area total de la interfase, lo que lo hace uno de los
tres aminoécidos que contribuyen en forma mas importante a la interaccién entre los dos
mendmeros, La importancia del residuo que alinea en la posicién 14 y su interaceion
con los residuos del asa3 en la estabilidad del dimero se ha demostrado con los
siguientes experimentos;

Mainfroid y col. mutaron la Metl14 en la TIM de humano por una Gln (30) y
Gomez-Puyou y col. reemplazaron en laTIM de 7. brucei ala Cys14 por Leu (20).
Como resultado de estas sustiluciones se obtuvieron enzimas inactivas,

Gomez-Puyou y col. (20) ademas encontraron que la TIM de especies que no
tienen una cisteina en la posicion 14, no se derivatizan o sélo se afectan parcialmente
por la accion de reactivos que modifican grupos sulthidrilos como el metil metano
tiosulfonato (MMTS) y 4cido ditiobisnitrobenzoico (DTNB), Sin embargo, aquellas
enzimas que poseen una Cystd como 77 brucei, T. cruzi y L. mexicana, se inactivan
completamente al derivatizar la Cys14 (47,48, 49),

La TIM de humano (con Met14) casi no se inactiva con los agentes
derivatizantes. Ademas también encontraron que el mecanismo de accion de Jos agentes
derivatizantes, es que provocan una desestabilizacién y un cambio conformacional
importanie en la enzima, que probablemente causa la monomerizacidn de la misma
(20,47,48).

En conclusidn, hay diversas evidencias que apuntan a que la Cys14 de la TIM de
T brucei es un residuo fundamental en 1a estabilizacién de la estructura dimérica y por

lo tanto también para la actividad calalitica de esta enzima.



3. Justificacion:

Actualmente hay un pran interés en el disefio de inhibidores contra enzimas de
organismos que alectan la salud de los humanos, como es el caso de 77 brucei, Como se
menciond anteriormente, se han descrito diversos farmacos para et iralamiento de la
enfermedad, pero todos ellos tienen efeclos secundarios severos y s6lo son de utilidad
en fases iniciales o en formas mas benignas. Hasta ahora, no existen medicamentos
efectivos para las fases tardias y mas graves de la enfermedad (1, 5, 18).

Una de las estrategias para abordar este problema es el disefio racional de
moléculas que puedan afectar selectivamente a los organismos patogenos del humano
(15).

Este disefio puede ser posible gracias a un conocimiento profundo de la
esiructura tridimensional, asi como de la funcionalidad de proteinas de los organismos
patogenos y del humane,

Tal es el caso parala TIM de 7. brucei y de humano. Como ya se indicd, se
conoce la estructura cristalografica de varias enzimas , lo que nos permite visualizar los
residuos de interés en la estructura tridimensional.

Por otra parte, se sabe que la estructura tridimensional de enzimas de especies
filogenéticamente alejadas, v que llevan a cabo la misma funcién, tiene un grado de
homologia relativamente alto, a pesar de que existen variaciones en las secuencias de
aminoicidos que las conforman. En general, eslas variaciones son menos frecuentes en
el sitio activo que en et resto de la secuencia.

Como ya se mencionaba anteriormente, Gomez-Puyou y col. (20) sugirieron
que es posible inactlivar de forma especifica de especie a enzimas homologas con un
alto nivel de selectividad. Esto se logra en residuos que no han sido conservados dentro
de la evolucion, pero que son importantes para la estructura y funcién de la enzima (20).
Gomez-Puyou y col. lograron inhibir la TIM de 7' brucei con agentes derivatizantes
de grupos sullhidrilos, sugiriendo que el aminoacido Cys14 puede ser un blanco
excelente para lograr inhibir a la TIM de 7. brucet, sin inhibir a la TIM de humano y asi

poder eliminar al parasito del torrente sanguineo.



En base a estc planteamiento, el objetivo de nuestro grupo a largo plavo, es
disefiar un farmaco que inhiba selectivamente a la envzima glucolitica TIM de ¥’ brucef
y que muera €l parisito como consecuencia de su inhibicion,

Sin embargo, para cumplir con el objetivo es necesario conocer mas el
comportamiento de la enzima y del parasito ante |a presencia de! posible fairmaco.

Es por ello que surgen algunas preguntas que son:

1.- ¢Existe alguna mutacion de la Cys14 que produsca una enzima igual a la silvesire?
2.- ;Qué pasa, con la actividad y esiabilidad de las enzimas mutantes, si sabemos que ia
Cys14 forma parte de los aminoécidos de la inter!‘as_e que estabilizan los dimeros?

3.- ; Qué podria pasar con la TIM si el parasito llegara a mutar la Cys14 por otro
amino4cido para defenderse del farmaco?

En este trabajo nos proponemos hacer una mutlagénesis exhaustiva dela Cysl4
dela TIM de T brucei (ver objetivos). Pensamos que esle enfonque experimental nos
proporcionara informacion, para contestar las preguntas anteriores.

Cabe mencionar que mutaciones en aminodcidos en posiciones diferentes ala
Cys14 pudieran generar enzimas y parasitos resistentes a los farmacos. Las
posibilidades pueden ser muchas, pero en este trabajo sblo nos enfocaremos a una, la
mutacién de la Cysl4.

Las posibles mutaciones que puede sufrir la Cys14 son todas las combinaciones
que se muesiran en la tabla 2; ya sea por el cambio del primero, segundo o tercer
nucledtido correspondiente al codén dela Cys 14.

Ademas, no solo descarlaremos una posible resistencta al farmaco por una
mutacion en la posicion 14, sino que este trabajo nos proporcionara mas informacidn

estructural y de estabilidad sobre la interfase de la enzima.



Cysl4

TGC
TGA| TGG | TGT| TAC TCC| TTC} AGC| CGC| GGC
1 Stop| Trp | Cys| Tyr Ser Phe | Ser Arg | Gy
TAA| TAG| TAT] TCA TCG| TCT| TTA{ TTG | T1TT
Stop | Stop | Tyr| Ser Ser Ser | Leu Leu Phe
a AAC| ACC| ATQ CAC CCC| CTC| GAC| GCC| GTC
Ans | Thr fle { His Pro Leu | Asp | Ala Val

# de cambiog

AGA| AGG| AGT CGA CGG] CGT| GGA| GGG| GGT
Arg Arg Ser |_Arg Arg Arg | Gly Gly Gly
ACG| ccG | 6oq AAG| ATT| ATG| ATA| cTA| GrA
Thr | peo Ala | Ly lle Mot | lle e 1 val
AAA]l CTG| GT] ACA CCAl GCA| ACT| cCT| oCT
Lys Leu Val | Thr Pro Ala | Thr Thr Ala
GAA| CAA| GAT CAT| AAT| CAG| GAG| CTT| GIT
Glu | Gin Asp| His Asn | Gin | Gle Leu | Phe

Tabla 2. Posibles mutaciones que puede sufrir la Cys14. Los cambios estan dados en

una, dos o las tres bases.



4. Objetivos;
Los objetivos generales del proyecto consisien en:

1.- Hacer una mutagénesis exhaustiva de la cisteina 14 de la triosafosfato isomerasa de

Trypanosoma brucei, por la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
2.- Expresar las proleinas mutanies en un sistema bacteriano.

3.- Hacer purificaciones en extractos crudos de las proteinas mutantes para medir su

actividad enzimética y compararla con la actividad de la TIM silvestre.

19



S. Materiales y métodos:

La metodologia utilizada implica varios pasos a seguir mismos que podemos ver
con mas detalle en el esquema 1.

El gen de la TIM de 7° brucei lue donado por el doclor P. A. M. Michels, del
Research Unit for Tropical Diseases ICP-TROP, Bruselas Bélgica. Dicho gen esta
clonado en el vector pET-3a en ¢l sitio de restriccion para Ndel (50).

La mutagénesis exhaustiva se realiz6 por la técnica de reaccion de polimerasa
en cadena (PCR).

Para esto fue necesario disefiar cligonucleétides mutagénicos con posicidn

degenerada, para lograr el cambio de )a Cys14 por los 19 amino4cidos restantes.

Disefio de oligonucledtidos

Mutagénesis por PCR

Obtencién de clonas

Secuenciacion del ADN

v

Clonacién en el vector de expresion

v

Expresion de las proteinas mutantes

v

Purificaciones parciales

v

Cuantiftcacidn de proteina

v

Determinacion de la actividad catalitica

Esquema 1. Diagrama de flujo que muestra la metodologia utilizada.

20



5.1.1, Diseiio de oliogonucledtidos

Les oligonucledtidos mulagénicos se disedaron con base en la secuencia del gen
dela TIM con 21 pares de bases, ¥ bases hacia el extremo 5'y 9 bases hacia el extremo
3" del codén sustituido.

Para lograr obtener los 19 genes mutantes fue necesario abordar el problema en
3 fases. En la primera fase se diseflaron oligonucledlidos con la posicion mutante
degenerada, para obtener el mayor nimero posible de genes mutantes (ver secuencia de
oligonucledtidos 1a). En ta segunda fase se analizaron cuiles mutantes se habian
obtenido y se disefiaron oligonucledtidos también con la posicién mutante degenerada,
pero en mucho menor grado que 12 primera fase, para favorecer 12 obtencion de las
mutantes que faltaban (ver secuencia de oligonucledtidos 1b). En una lercera fase se
disefiaron los 3 oligonucledtidos especilicos y en posicion dirigida de las mutantes que

no se pudieron obtener en las dos fases anteriores (ver secuencia de oligonucledtidos 2).

secuencia de oligonuclebtidos

1a ) Oligonucledtidos con posicién degenerada:
Oligonucledtido directo:

5" AACTGGAAGNNNAACGGCTCC 3°
Oligonucledtido reverso:

5" GGAGCCGTTNNNCTTCCAGTT 3°

Donde N=A+C+G+T
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Ib) Oligonucledtido con posicién dlegcuernda
Oligonucledtido directo;

5" AACTGGAAGVVNAACGGCTCC 3
Oligonucledtido reverso:

5" GGAGCCGTTNBBCTTCCAGTT 3

Donde V = A+C+G, B=T+G+C y N=A+G+C+T.

2.- oligonucledtidos con posicién dirigida
Cl4A

Oligonucledtido directo:

5" AACTGGAAGGCGAACGGCTCC 3
Oligonucledtido reverso:

5" GGAGCCGTTCGCCTTCCAGTT 3°

Donde GCG = Alanina

Cl41

Oligonucledtido directo:

5" AACTGGAAGGCGAACGGCTCC 37
Oligonucledtido reverso:

5" GGAGCCGTTGATCTTCCAGTT 3°

Bonde GCG = Isoleucina
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Clr4w

Oligonucledtido directo:

5" AACTGGAAGTGGAACGGCTCC 37
Oligonucledtido reverso:

5 GGAGCCGTTCCACTTICCAGTT 3’

Donde TGG = Triptofano

Con estos oligonucledtidos mutagénicos generamos los 19 genes mutantes.
Ademas, se necesitaron otros dos oligonucledtidos, uno directo (T7 promotor) y otro
reverso (T7 terminador), los cuales se disefiaron tomando en cuenta que el gen esta
clenado en el vector pET-3a. Estos oligonucledtidos flanquean los extremos del gen y

son necesarios para la amplificacién completa del gen.

Oligonucledtido T7 promeotor Oligonucledtido T7 terminador

5" CGATCAATAACGAGTCG 3° 5" TAATACGACTCACTATA 3’

Los oligonucledtidos se mandaron sintetizar en la unidad de Biologia Molecular

del Instituto de Fisiologia Celular.
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5.1.2. Mutagénesis por PCR

Una vez diseflados los oligonucledtidos, se determinaron las condiciones
optimas para obtener productos de amplificacidn por PCR.
Esto implicd:
a) Determinar las concentraciones dptimas de oligonucledtido, templado (el gen
insertado en vector) y cloruro de magnesio. Eslas condiciones se resumen a

continuacion:

Condiciones estandarizadas para la obtencién de productos de PCR

{ver técnica de PCR)

1 PCR 2*PCR
2 ul dNTPs 10mM 2 w! dNTPs 10mM
1 ul T7promotor (200ng) 1 ul T7terminador {(200ng)
1 pl oligo.directo mutagénico (200ng) 1 pl oligo.reverso mutagénico(200ng)
t pl DNA ThTIM (100ng) 1 pul DNA TbTIM (100ng)
10 ul amortiguador de MgCl; 1.5mM 10 pl amortiguador de MgCly 1.5mM
I pl enzima Expand High Fidelity 1 pl enzima Expand High Fidelity
(3.5 u/pl) . (3.5 wpl)
75 yl H,0 75 pl HyO
100p] volumen total 100ul volumen total
3 PCR
2 pl dNTPs 10mM
1 pl T7promotor (200ng) (X vY = Vol que contenga
1 pl T7terminador {200ng) 200 ng de DNA).
Xul 1 PCR (200ng) (Z =Vol. para completar
Yu! 2% PCR (200ng) 100 pl).

10 ! amortiguador de MgCl, 1.5mM
1 pl enzima Expand High Fidelity
(3.5 ufpl)
100p! volumen total
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b) Determinar las condiciones de amplificacion del PCR: temperatura de alineamiento
de las oligonucledtidos, nimero de ciclos de amplificacién y tiempo en cada paso en los

ciclos de amplificacién,

Las condiciones lavorables para la amplificacién de los [ragmentos de PCR

fueron las siguientes:

PASOS TIEMPO TEMPERATURA | NUMERO DE
(MINUTOS)  |(C) CICLOS
Desnaturalizacion 5 94 1
Desnaturalizacién 1 94 30
Alineamiento 1 55 . 30
Extensién 1 72 30
Extension final 10 7 1

5.1.3. Fécnica de PCR

Para obtener la amplificacion completa del gen por la técnica de PCR se

hicieron 3 PCRs como se menciona a continuacién (ver figuras 6 y 7).

En el 1% PCR, se sintetiza del extremo 5'del oligonuclestido T7 promotor hasta
el extremo 3° del oligonucledtido mutagénico reverso, Se utilizan para esla reaccidn., el
oligonucledtido T7 promotor, el cligonucledtido mutagénico reverso y el templado. El
producto de PCR ttene un peso molecular de 134 pares de bases (pb), de las cuales 83

pb corresponden al vector pET-3a y 51 pb al inicio de la secuencia del gen.



a3 L INA TN

PCR1 DR T
+—

PCR 2 LALA Tiba

' producto de '
PCR1 producto de
n PCR2

—_—
— e,

*

s l desnaturalizacion
PCR3 S
————— e 5
—
— e
' alincamiento
¥ exicnsién

——— e e .

l producto de
PCR y
extension final

AAA

AAA

Figura 6. Mutagénesis por PCR. Los oligonucledtidos estan representados con flechas
que alinean en la secuencia de ADN. Oligonucledtido T7 promotor oligonucledtido
T7 terminador 4—  oligonucledtido mutagénico directo"  oligonucledtido

mulagénico reverso ., .

do i
Enel2 PCR, se amplifico del extremo 3"del oligonucledtido T7 terminador

hasta el extremo 5'del oligonucledtido mutagénico directo. Se utilizan para esta
reaccion, el oligonuciedlido T7 terminador, el oligonucledtido mutagénico directo vy el
templado. El producto de PCR tiene un peso molecular de 1,043 pb, de los cuales 103

pb corresponden al vector pET-3ay 940 pb a la secuencia del gen.
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o
Enel3 PCR se amplifica el gen completo de 1,156 pb, ulilizando los

preductos del lm y Zdu PCR. Si consideramos la suma del 1™ v 2% PCR son 1173 pb,
pero debemos considerar que el 1™ y 2* PCR son sintelizados a partir det extremo 5'
de los oligonucledtidos mutagénicos lo que hacen que aumente 2} pb mas
(que corresponden a la secuencia de sobrelapamiento entre los dos oligonucledtidos).
El gen completo de la TIM tiene un peso molecular de 970 pb, sin considerar los
extremos del vector pET-3a. La extension final durante 10 min a 72°C, se utilizé para
agregar en los extremos del producto de PCR residuos de desoxiadeninas (AA) mismos
que nos permiten clonar facilmente el producto de PCR. La enzima que se utilizé
(Expand ™ High Fidelity PCR System de Boehringer Mannheim) tiene como

caracteristica que agrega eslas desoxiadeninas al final del gen.

¢) Una vez obtenide Jos produclos de PCR, se analizaron por electroforesis en un gel

de agarosa al 1% (figura 7).

PCR2 PCR3

1043 pb 1156 pb

Lv_)

PCR1
134pb

Figura 7. Gel de agarosa al 1%, que muestra los (ragmentos de PCR obtenidos.
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5.2. Obtencién de clonas

Los productos de amplificaciéon por PCR que se obtuvicron, se clonaron en el
vectlor de repli_cnci(')n pCR 2.1 (TA Cloning Kit de Invitrogen), el cual tiene el promotor
de LacZ, resistencia a ampicilina y kanamicina (figura 8). Otra caracleristica del vector
pCR 2.1 es que contiene un sitio para Eco R1, cerca del sitio de clonacién, fo que

permite realizar un analisis de restriccion para confirmar que el gen esté clonado.

EcoRl EcoRl
..CTG GAA TTC GGC TT ,
T AA GCC GAA TTC
GAC CTT AAG CCG A IR A2 CCC OAAG....
N ./

Figura 8. Componentes del vector pCR 2.1 y sitio de clonacién del producio de PCR,

Nanqueado en cada extremo por el sitio de restriccién de EcoR1.
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Ademis es un vector ineal, que en sus extremos 5 y 37 conliene residuos de
desoxitimidina (TT). Esta caracteristica permite clonar lacilmente productos de PCR
que en sus extremos 3’y 3° contengan residuos de desoxiadenina (AA) (figura 9).

El promotor LacZ permite la expresion de la fi-galactosidasa que da como
resuitado colonias azules (vector religado) cuando se esla expresando Ja enzima, La
presencia de colonias blancas indica una interrupcién en el promotor LacZ por la

presencia del producto de PCR clonado.

3

5
VECTOR I ~A PROPUCTODE
5 PCR TT VECTOR
3 5 3

Figura 9. Clonacién del producto de PCR poliadenilado en el vector pCR 2.1 por medio

de las desoxitimidinas en los extremos 3° y 3” del vector.

La clonacién se realizé con la enzima T4 ADN ligasa e incubando a 16°C
durante 12 h y posteriormente se transformé en la cépa de £. coli TG-1 o DHa5",

A las colenias blancas que se obtuvieron se les extrajo ADN ( por QIAprep
Plasmid de QIAGEN) v se les realizd un andlisis de restriccién con la enzima Eco R1.
La digestion se analizo en un gel de agarosa al 1% con lo que se confirmd la clonacion

del gen (figura 10).
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) Vector pCR21.
X y s ol <
LA ot 3900pb
B - « v~ 4= GendelaTIM
1156pb

Figura 10. Digestion de las clonas blancas con ia enzima EcoR1, para conlirmar la

clonacién del gen.

5.3, Secuenciacién del ADN

Las mutanies se selecctonaron por secuenciacion del ADN. El método de
secuenciacion utilizado fue el de Sangeret al. (51) utilizando PCR para la reaccion
(AmpliCycle Secuencing Kit de PERKIN ELMER). Se confirmé por secuenciacién del
ADN que nuestras clonas conlenian efectivamente el gen de la TIM y ademas se
determiné que mutacion tenia. También verificamos que el gen no tuviera aigun otro

error o mutacidn dentro de su secuencia.

5.4, Clonacion en el vector de expresién pET-3a

Una vez que la secuencia def gen estaba correcta y tenia la mutacion deseada, se
realizo una digestion con la enzima Ndel (se debe considerar que el gen esta clonado en
el vector pCR 2.1 y que para la expresion de la proteina debemos subclonarlo en un
vector de expresion, como el pET-3a).
Al mismo tiempo se digiri¢ el vector pET-3a conla enzima de restriccion Ndel, para

asi poder clonar ! gen dela TIM en el vector {figura 11}
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Ndel

digestidon Ndel

\

k CLONACION /
Y

Figura 11. Subclonacién del gen TIM pasando de! vector pCR 2.1 al vector pET-3a.

Para la clonacién utilizamos un sitio unico (Ndel) en el vector pET3a. Es por
ello que existe la posibilidad de que el gen se clone en cualquier direccion. Esto se
refiere a que no se clone en direccion 5°- 37 a partir det promotor (T7 promotor) del
vector, por lo cual podria no expresarse la proteina.

Esta posibilidad la pudimos descartar de dos formas:

La primera secuenciando el gen hasta el promotor y la segunda por un analisis
del gen con la enzima de restriccién pSTI1. Esta enzima hace un corte en ¢l gen de la
TIM en el nucleétide 577 y un corte en el vector pET-3a en el nucleotido 33440

Si el gen se clond en direccion 5-3°, a partir del promotor {T7 promotor) del
vector, se oblicnen dos fragmentos uno con un peso molecular de 1877 pb y otro con un

peso molecular de 3733 pb, como se observa en fa figura 12a.
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Si el gen se clond en direccién 3°-5°, a partir del promotor (T7 promotor ) del
veclor, se oblienen dos fragmentos con pesos moleculares diferentes a los anteriores, un
fragmento con un peso molecular de 1693 pb y otro fragmento con un peso molecular
de 3917 pb, como se muesira en la figura 12b. Por este mélodo y por secuenciacion del
ADN se seleccionan las clonas que tenian el gen en la direccién 5°- 3°, lo cual nos

permitid expresar la proteina.

a) b)
S77pb . 393pb 393 pb 517 pb
S CrNTinl 2 I TCERTIOC——— &
X Pl ¥ X st ¥
\ 970 pb } \ 970 pb )
CLONACION CLONACION
$
> \
=
Pstt =
-
)
~
A
1877 pb + 3733 pb = 5610 pb 1693 pb + 3917 pb = 5610 pb
(SR o g
477+ 1300 334D + 393 130¢ + 393 3340+ 577

Figura 12, Mapa de restriccién del gen TIM y el vector pET-3a con la enzima pSTI1.
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5.5. Expresién de Ias proteinas mutantes

Después de haber clonado los genes mutantes en el veclor de expresién pET-3a,
se transformaron en la cepa BL2 IDE3pLysS de . coli para su expresion.

El sistemna de expresion utilizado (pET system de Novagen) ha sido
desarrollado para la clonacién y expresién de proteinas recombinantes en . coli, Los
genes blanco se clonan en el vector pET-3a y se transforman en la cepa
BL21DE3pLysS, que contiene una copia cromesémica del gen de la RNA polimerasa
del fago T7. El gen de 1a RNA polimerasa del fage T7 se encuentra bajo e! control del
promotor lac UVS, que a su vez es inducido por isopropil-B-D-tiogalaciopirandsido
(IPTG), ver la figura 13, Esta cepa ademds conliene un plasmido pLysS que codifica
para la lisozima del fago T7, la cual es un inhibidor de la RNA polimerasa del mismo
fago, por lo que puede haber una expresién controlada del gen que esta clonado en e!
pET-3a. La produccion de lisozima por parte de la cepa, permite que la pared celular sea
digerida por esta y sea mucho mas sencillo romper las células. El plasmido pLysS

confiere resistencia a cloramfenicol.

IPTG Induccién \\

RNA pelimerasa T7

E.coli RNA

IPTG Induccién
h 4

gon 177
RNA polimerasa T7
E
- B B -
1 lace . ]
: prametos lac
L é [y
represor ‘E represor
tag 1 lag,
)
r t
gen SN
lac 1 Iisoiirra T7 gen
H fac 1
genT7
lisozira ]

CELULA HUESPED

Figura 13. Elementos que componen el sislema de expresion pET.
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La expresion de la proteina silvestre y de las proteinas mulantes se realizé de la
siguiente manera: las cepas gue expresaban los genes se crecieron a 37°C en medio de
cultivo Luria Bertani (LB} con 00 pg/ml de ampicilina. Cuando los cultivos flegaron
a una absorbencia a 600 nm=0.6, se agrepd el inductor iPTG a una concentracién [inal
de 0.4 mM. En el caso de la cepa silvestre se conlinud el crecimiento a2 37°C durante
toda la noche (1 2h).

Para expresar las proteinas mutantes fue necesario realizar ensayos de induccién
a diferentes temperaturas. Se realizaron inducciones a 21, 30 y 37°C, durante 3h y toda
la noche. La expresién de las proteinas mutantes se confirmé por analisis
electroforético en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, la expresién
se¢ considerd exilosa cuando se observd una banda con peso molecular de 27 Kda
(figura 14).

5.6. Purificaciones en extractos crudos

Para hacer un andlisis del comportamiento de las diferentes TIMs mutantes
realizamos una purificacion en extractos crudos de cada una de ellas.

El protocolo para la purificacién en extractos crudos, se realizé de acuerdo al
protecolo de purificacién para la enzima silvestre, pero sin llegar a completar la
purificacién {52), ver esquema 2.

Primero se realizd la induccién a partir de 250 mi de medio de cultive LB por
3h, ademds de agregar ampicilina e [PTG se {e agregaron 34 pg/ml de cloramfenicol.

Una vez realizada la induccion, el cultivo se centrifugé y el boton se guardd en
congelacion durante toda la noche, esto con el {in de {acilitar el rompimiento de las
baclerias después de un proceso de descongelacidn.

Posteriormente se resuspendieron las bacterias en amortiguador de lisis
(MES/NaOH 25 mM pH 6.5, DTT ImM, EDTA 1M v PMSF 0.2mM) y se rompieron
por sonicacién. Es importante nolar que en esle paso, a diferencia del protocolo original
de purificacién de la enzima silvestre (52) las baclerias se lisan por sonicacion y no por

la French Press, debido a que trabajamos con cultivos més pequeiios.
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cultivo de células inducidas
cenlrifuga?y guardall el botén

congelar durante ia noche

\

resuspender en amortiguador de lisis

lisar po?sonicacién

determinar aclividad y [proteina]

ifugar
‘cenlrl 'ﬁ;

Sobrenadante1  botén '
resuspender en amortiguador

¥ Ot
determinar actividad y [proteina] de lisis con 200mM de
NaCl en hielo durante

30min.

centrifugar
Sobrenadante 2 botén
(fraccidn extraida .
con sal}

v

determinar actividad y [proteinal

Esquema 2. Método utilizado para la purificacion en extractos crudos de las TIMs

mutantes.

El lisado de bacterias se centrifuge vy el botdn se resuspendié en amorliguador
de lisis con una concentracion alta de sal (NaCl 200 mM) durante 30 min. La funcién
de la alta concentracion de sales es liberar a la proteina de las membranas.
Posteriormente se centrifugd la suspension y se obtluvo la enzima en el sobrenadante,

Es importante mencionar que a pesar de gue no se lermino el proceso completo
de purificacién descrito para la TIM silvestre de T2 brucei (52), las enzimas se

obtuvieron baslante enriquecidas (figura 15).
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5.7. Determinacién de la concentracién de proteina

Duranite el proceso de purificacion parcial la concentracion de proteina de la
TIM de 7. brucei y de las diferentes proleinas mutantes se midié por el método BCA
Protein Assay Reagent Kit . Esta técnica de cuantilicacién de proteinas esla basada en
la acci6n del Acido bicinconinico (BCA), que reacciona con cuatro aminodcidos
(cisteina, cistina, triptolanc y tirosina) dando el color a la reaccidn, con un
méximo de absorbencia a 562 nm. E! método mide proleina en un rango de 20 pp/mla
200 pg/mi (53).

£.8. Determinacion de la actividad catalitica

La actividad enzimatica de las proteinas se siguid espectrolotométricamente
por la disminucion en la absorbencia a 340 nm, causada por la oxidacion del NADH a
25°C. La mezcla de reaccién tenia amortiguador TEA 100 mM/EDTA 10mM, pH 7.4,
gliceraldehido-3-fosfato 1 mM, la enzima acopladora, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
(20 pg/ml) y NADH 0.2 mM, en un volumen final de 1 ml. Para iniciar la reaccion se
agregd la proteina mutante. En el caso de las proteinas mutantes se agregaron diferentes
concentraciones dependiendo del comporiamiento de cada una de ellas. Para el ensayo

con la enzima silvestre se usaron 5ng/ml de enzima
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6. Resultados

1.- Como resultados del primer objetivo, en el cual'se propuso obtener proteinas
mutantes que carecieran dela Cyvs14 y que la tuvieran sustituida por los 19
aminodcidos restanies utilizando 1a técnica de PCR, podemos concluir que s¢
obtuvieron todas las proteinas mulantes por este método.

Para la obtencién de las 19 mutantes, fue 0til disefiar oligonucleétidos
mutagénicos con posicion degenerada.

Como se menciona en la seccion de materiales y mélodos, primero se disefiaron
oligonucledtidos mutagénicos, en los que el coddn que corresponde a la Cys14 (TGC)
se habia sustituido por NNN. Con esta mezcla de nucledtidos es posible generar todas
las combinaciones de codones (64 codones) y de esta manera oblener los 19
amino4cidos restantes. Nuestros resuliados no fueron totalmente satisfactorios, con
estos primeros oligonucledtidos.

Esto se debié a que en los genes mutantes se repetian los mismos aminoacidos
en la posicién 14, después de obtener la 2* generacion de productos de PCR. Cabe
mencionar que estos aminoacidos repetidos no siempre eslaban codificados por el
mismo codén. Por ejemplo: se obtuvieron tres mutantes para prolina con los codones
CCA, CCGy CCC.

Al hacer esta observacién, cuando ya contabamos con 19 clonas, decidimos
tabular nuestros resultados para ver si se podia notar alguna preferencia en ¢! uso de
codones.

En latabla 3a se observa que existe una gran preferencia por ciertos nucledtidos
en el coddn que corresponde ala Cysl4 (TGC). En la primera y segunda posicién, la
mayor preferencia fue por el nucledlido T y en la tercera posicién por el nucledtido G.
De estas 19 clonas logramos oblener 7 mutantes diferentes: C14V (GTG), C14F (TTT),
Cl4L (TTA), C145 (TCG), C14Y {TAC), CI14P (CCG) y CI4K (AAG).
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La posibilidad de encontrar un codon diferente que codilicara para un
aminoécido que no teniamos en cada producto de PCR nuevo era muy baja, es por ello
que decidimos disefiar otros chigonucleditdos mulaéc’nicos con el codén VVNen el
lugar de la secuencia que corresponde ala Cys14. Estos oligonucleétidos se disefiaron
tomando en cuenta los resultados previos y la probabilidad de obiener los 12
aminoacidos restantes (tabla 3b).

Con eslos nuevos oligonucledtidos de 18 clonas estudiadas, en las mismas
condiciones que las antertores, logramos obtener § mutantes (tabla 3c);

CI4T (ACG), C14H (GAG), C14Q (CAG), C14N (AAC), C14D (GAC), C14E
(GAA), Cl4R (CGO), C14G (GGT).

Con el propésito de obtener mas ficilmente los 3 aminodcidos que no se
pudieron obtener con los oligonucledtidos anteriores (Ala, Trp elle), se disefiaron
oligonucledtidos mutagénicos especificos para cada uno. Cabe mencionar que la
mutante C14M ya existia en el laboratorio y aunque no se cbtuvo con tos
oligonucleétidos con posicién degenerada, ya no fue necesario obtenerla,

Es asi como logramos cumplir con nuestro primer objetivo.

Es importante nolar que estamos concientes que el método que seguimos no es la
unica técnica para obtener una mutagénesis exhaustiva,

Sabemos que el disefio de oligonucledtidos se pudo hacer en forma diferente,
pero en un principio, esta forma nos parecid la més adecuada, aunque quizd tomé mas

tiempo y esfuerzo,
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ll'l 2rl 3"‘
posicion Inasicidn posicid
G 4 i 8
A 2 3 3
T 9 11 2
c 4 4 6
total 19 19 19
posicion fposicidiposicid
G 12 10 7
A 8 10 7
7
8 8 7
"= 27 3n
posicion posicidn posicid
G 6 9 5
A 5 8 4
T 1
C 7 R
lotal 18 I8 18

Tabla 3a. Mutantes obtenidas con los
oligonucle6tidos NNN . Se muestra el
numero de nucledtidos obtenidos por
posicién, correspondiente a la 17, 2% y 37
posicidn del gen, en el codon que codifica
para la Cys14. En negritas se muestra la

posicién de mayor preferencia.

Tabla 3b. Muestira el namero de nucleétidos
necesarios para generar nuevos codones. Se
obtuvieron en base a los aminoacidos que
faltaban por obtener, considerando todos
los codones que codifican para esos

aminodcidos.

Tabla 3c. Mutanies obtenidas con los
oligonucledtidos VVN . Se muestra el
numero de nucleétidos obtenidos por
posicién, correspondientes ala 17, 2% v
3" posicion del gen, en el coddn que
codifica para [a Cys14. En negritas se

muesira la posicidn de mayor preferencia.
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2.- El segundo objetivo fue expresar las proleinas mutanies en un sistema bacteriano.
Las expresiones para las proteinas mutantes se realizaron después de agregar el
inductor IPTG a 3 temperaturas diferentes 21, 30 y 37°C, durante un tiempo de 3 hy
toda la nache. Probamos estas condiciones debido a que en trabajos anleriores se ha
observado que la expresion de algunas proteinas mutantes requieren de condiciones
diferentes a ta enzima silvestre para lograr una buena expresion (20, 52).

Los resuitados mas relevantes demuestran que 3 h de induccién es suficiente
para obtener buena cantidad de proteina. (figura 14). Este comportamiento se repite en
todas las proteinas mulanies y ademas se observa que las induccicnes a temperaturas
mas bajas, como 21 y 30°C, son mucho mejores que a 37°C. En algunos casos s¢
observa a 37°C una mayor proporcién de una banda de menor peso molecular que la
‘TIM. Esta proteina es dificil eliminar en un proceso de purificacién y, en algunos otros

casos, pudiera indicar una posible degradacién de la TIM (figura 14).
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Figura 14, Expresién de la mutante C148 de la TIM de T brucei a diferentes tiempos y
temperaturas, comparada con la TIM silvesire expresada a 37°C. Analizada por

electroforesis en gel de poliacrilamida (16%) con SDS.
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3.- El altimo objetivo planteado fue medir la actividad enzimatica en extraclos crudos
para cada enzima mutante, Para realizar estos experimentos primero seguimos un
protocolo de purificacion parecido al de la TIM silvestre pero con algunas
modificaciones, con el fin de obtener proteinas sulicientemente puras para tener un buen
estimado de su actividad especifica (esquema 2 y figura 15),

De todo el grupo de proteinas mutantes algunas de ellas formaron agregados
{cuerpos de inclusién), por lu que en eslos casos fue necesaric centrifugar a altas
velocidades (45 min a 200 000 xg ) para eliminar los precipitados (ver tablas 4a y b).

La actividad enzimatica se midi6 tanto en lisados de bacterias (tabla 4a ), como
en las fracciones extraidas con sal (tabla 4b). Se determinaron la actividad total, 1a
concentracién de proteina total y la actividad especifica en ambos casos. Las muestras
extraidas con sal también se analizaron en electroforesis en geles de acrilamida SDS y
densitometria del mismo gel {figura 15). Esto se muestra en la dltima columna de Ja
tabla 4b como 4rea relativa en porciento, los valores corresponden a la intensidad de la

banda del monémero de la TIM con un peso molecular de 27 Kda.

lisado  sobrenadantel sobrenadante2

(104g) (10pg) (10pg)

Figura 15. Electroforesis en gel de poliacrilamida (16%) con SDS de la mutante C14A

de laTIM de ¥’ brucei oblenida después de las purificaciones en extractos crudos.
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Es importante mencionar que durante la obtencion de estas 19 proteinas
mutanies la Dra. Geotgina Garza-Ramos purificé a homogeneidad y caracterizo las
proleinas mutantes C14S, C14V, Cl4L y Ci4F.

Este grupo de proteinas mutantes puras nos sirvieron como control de
comparacién con las aclividades medidas para las mismas proteinas mutanies en
exiractos crudos. Sin embargo para estar mas seguros de los resuliados obtenidos, para
algunas de estas enzimas s repiti6 el proceso de purificacion en extractos crudos. Los
resuliados en actividad enzimética obienidos fueron similares a los resultados mostrados
en este trabajo. La comparacion de ambas mediciones nos indica que podemos confiar
en los valores de actividades enzimaticas de las enzimas mutantes obtenidas por el
mélodo de purificacion en extraclos crudos que se siguié.

Los resultados de las enzimas mutantes los podemos clasificar en 4 grupos, de
acuerdo ala actividad enzimatica que se obtuvo (1abla 4 ay b). Es importante
mencionar que se midio !a actividad de la TIM end6gena de la cepa de E. coli utilizada

(BL21DED3plysS ), 1a cual s¢ muestra como E. coli en lastablad ayb,

1.- Grupo de enzimas mutantes que forman agregados {cuerpos de inclusidn): C14D,
C14H, C14L, C14M, C14K y C14Y. Adem4s de formar agregados, estas proteinas
presentan como caracleristica baja actividad enzimaltica, algunas son inestables ( se
muestra en la tabla 4a y b como NC: aclividad no consiante) y el rendimiento en los
extracios crudos es mucho muy bajo. Cabe mencionar que en experimentos anteriores
con un miembro de este grupo de mutantes (C14L), la enzima se purific parcialmentey

el rendimiento final fue muy bajo (20).

2.- Hay un segundo grupo de enzimas que no (orman agregados y que tienen actividad
enzimatica muy baja, que son: C14E, C14Q, C14I, C14F y C14W. Los resultados
obienidos con la proteina mutante C14F indican que es posible purificarla a
homogeneidad, con bajo rendimiento y baja actividad enzimdtica. Ademds en
experimentos de filtracién en gel y ulira centrifugacion con sedimentacién al equilibrio
se encontrd que la enzima es un mondmero ( Garza-Ramos, G v ¢ol, resultados no
publicados). En base a estas observaciones podemos explicar varias caracteristicas del

comporlamiento de la enzima,
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ENZIMA TOTAL PROTEINA | ACTIVIDAD
pmolimin TOTAL ESPECIFICA
mg. pmol/min/mg

E.coli 1449 69 21

1.- TIMs mutantes que forman agregados y con
baja actividad enzim:tica.

C14D 2964 52 57
Cl14H 129 48 NC 27
Cl4L 242 22 11
Cl4iM 187 17 il
CHK 1352 52 NC 26
cuay 1008 48 NC 21
2) TIMs mutantes con baja actividad enzimitica
CI4E 1078 49 22
Cl4Q 180 39 20
Cl41 1920 40 48
CL4F 1540 70 22
Cl4w 1764 63 28

3) TIMs mutantes con actividades enzimiticas

intermedias

Cl14G 6734 91 NC 74
C14N 8385 65 NC 129
Cl4R 18362 29 NC 978

4) TIMs mutantes con actividades enzimiticas
similares a la enzima silvestre,

silvestre 49280 55 B96
Cl4A 145340 86 1650
C14S 78720 64 1230
Cl4p 57860 55 1052
Cl4T 107901 57 1893
Cl4v 85008 88 966

Tabla 4a. Se muestran las actividades determinadas
para las TIMs mutantes después de lisar las bacterias.
NC (actividad no constante) significa que son enzimas

inestables.



ENZIMA | ACTIVIDAD | PROTEINA | ACTIVIDAD AREA
TOTAL TOTAL ESPECIFICA | RELATIVA
pimolfimin g, pmal/min/ing %
E.coli 31 4.02 7.6

1.- TIMs mutantes que forman agregados y cen baja actividad

enzimdtica.

C14D 208 11.7 17.8 46.7
Cl4H 54 8.8 6.13 NC 30.8
C14L 7.55 3.24 2.33 23.1
CI4M 4.8 3 1.62 19.9
CIl4K 224 10,2 21  NC 28
CHY 45.8 8.8 52 NC 44.3
2} TIMs mutantes con baja actividad enzimdtica

C14E 29 4.7 6.17 38.2
C140Q 29 6.9 4.2 44.1
Cl41 58 2.3 6.2 40.3
C14F 168 7.3 23 55.8
Cl4wW 4.6 6.5 6.25 15.2

3) TIMs mutantes con actividades enzimiticas intermedias

Cl4G 2251 14.3 1574 NC 74.8
C14N 5504 9.9 556 NC 72.2
CI14R 2524 4.7 537 NC 68.4

4) TIMs mutantes con actividades enziméticas similares
a la enzima silvestre,

Silvestre 36540 17.5 2088 85.9
Cl44A 111347.5 27.5 4049 87.4
Cl148 22271 9.7 2296 73.3
Cl14P 25747 10.6 2429 85.9
C14T 92620 21.4 4328 91.6
Clav 34090 14.7 2319 82.5

Tabla 4b. Se muestran las actividades determinadas de las TIMs
mutantes en Ias fracciones extraidas con sal. NC( actividad no
constante) significa que son enzimas inestables.
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3.- El tercer grupo lo conslituyen enzimas con actividades enzimalicas intermedias v
que presentan como caracteristica particular velocidades de oxidacion det NADH no
constantes (NC) durante el tiempo en que se realizaron los experimentos (ver
discusion). Estas mutantes son: C14G, C14N v CI14R.

4.- El cuarto grupo es de proteinas que muestran aclividad enzimdtica y rendimientos
similares a la silvestre. Estas son las protcinas mutantes C14A, C14S, Cl14P, C14T y
Cl14V. Los datos de la purificacion y caraclerizacién de las enzimas con las
mutaciones C14S y C14V indican que estas proteinas presentan actividades iguales ala
silvestre, pero con caracteristicas de estabilidad y termoestabilidad diferentes ( Garza-

Ramos, G. y col., resultados no publicados).

Buscando explicar el comporiamiento de las diferentes enzimas mutantes dentro
de los cuatro grupos de mutantes descritos podemos basarnos en dos caracteristicas de
los aminoécidos.

La primera caracleristica es el tarnafio o volumen de van der Waals { medido en
A%y 1a segunda Ia hidrofobicidad (determinado por el AG wamferencis (Chx—agua)
Keal/mol) de cada uno de los aminodcidos

Cuando graficamos el volumen de van der Waals y la hidrofobicidad contra la
actividad especifica observada en cada mulante obtenemos la grafica } (datos obtenidos
de latabla 4b). La enzima C14P no se muestra en la grafica debido a que Ja prolina no
se encuenira en las tablas de hidrofobicidad.

Se observa que aquellas enzimas que presentan actividad similar a la silvestre caen
dentro de un rango de tamaflo e hidrofobicidad muy cercano al de la cisteina (67-105 A ).
El resto de las proteinas mulanies, va sea con mayor ¢ menor tamafio e hidrofobicidad al

de la cisteina presentan actividades enzimiticas bajas,
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Grifica 1. Se muestra la correlacion entre el 1amafio (volumen de van der Waals A3), la
hidrofobicidad (AG wansterencia (Chx—sagua) Keal/mol) del aminoacido sustituido yla

actividad especifica de la TIM (se muestra como C) y las enzimas mutantes (datos
oblenidos de 1a (abla 4b).
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7. Discusidn;

En este trabajo reemplazamos por mutagénesis exhaustivala Cys14 de la
interfase de la TIM de 7. bruced con el fin de dilucidar el efeclo de la sustitucion en la
estabilidad conformacional de la enzima y para explorar una posible resistencia a
farmacos por parte de! parasito { ver justificacién), La Cys14 contribuye a la estructura
y estabilidad de la enzima. Esto se ha demostrado por mutaciones de a metionina 14
por glutamina en la TIM de humano (30) y la cisteina 14 por leucinaen laTIM 7'
brucei (20). En ambos casos se produjeron enzimas inactivas.

Para obtener los 19 genes mutantes que posteriormente expresaran las diferentes
proteinas utilizames el método de PCR. Se disefiaron 2 oligonucledtidos mutagénicos
con posicién degenerada en la posicién 14 (NNN y VVN) y 3 oligonucledtidos
mutagénicos sitio dirigidos (ver disefio de oligonucléeotidos). Con todos estos
oligonucledtidos generamos los 19 genes mutantes 'y posteriormente expresamos la
profeina en un sistema bactenano. En la expresion de las 19 proteinas mutantes el paso
més importante fue encontrar la temperatura de expresion. Para la mayoria de las TIMs
mutantes las temperaturas dptimas de expresién fueron 21 y 30° C (ver Figura 14), Cabe
mencionar que se ha observado que la expresién de algunas TIM mutantes requieren de
condiciones diferentes a la enzima silvestre (20, 52).

Posleriormente se determind la actividad enzimdtica para cada enzima mutante
después de un proceso de purilicacion en extractos crudos (esquema 2). Con estos
resultados observamos que el cambio por mutagénesis produjo enzimas con
actividades cataiiticas diferentes a la enzima silvestre.

Agrupamos a las diferentes proleinas mutantes con base en su capacidad para
formar agregados durante la purilicacion en extractos crudos y también considerando
cual era la actividad especifica para cada enzima mutante. Se obluvieron 4 grupos con
estas caracteristicas que se muestran en las tablas 4ay b.

Para explicar estos cambios en actividades de las 19 enzimas mutantes debemos
considerar como se encuentra la Cysl4 en la estructura tridimensional de la TIM (ver

figura 5).
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La Cysi4 es un aminoacido de interfase en el asa 1 que hace contacto con
aminoicidos del asa 3 de la otra subunidad v el espacio que ocupa debe ser apropiado
para el lamafio de la cisteina. Este nos lleva a pensar que ofro aminoacido con
caracleristicas diferentes puede cambiar la estructura de la enzima, por lo que la
estabilidad de la enzima se puede ver afectada al cambiar Ja interaccién entre los dos
monomeros. Existen repories en la literatura que sugieren que al cambiar por
mutagénesis un residuo se deben considerar el 1amafio, la hidrofobicidad v la carpa del
aminodcido. Estas caracteristicas ayudan a mantener las interacciones intramoleculares
que se forman en la nueva proteina (54, 55, 56).

Consideramos que en las enzimas mutantes producidas en este trabajo el tamafio
del aminodcido (determinado por su volumen de van der Waals en A*)es una
caracteristica que influye en la estabilidad de la enzima. También es probable que
ademas se necesite que la hidrofobicidad del aminoécido sea similar a la cisteina, para
mantener bien estructurada a la enzima.

El nivel de actividad enzimatica es funcién del tamaflo e hidrofobicidad de los
aminodcidos como observamos claramente en la grafica 1. Ahi también se observa que
un grupo de enzimas mutantes: C14 A, C145, C14V, Cl4T y C14P, (este Oltimo no se
muestra en la grifica t debido a que !a prolina no esta dentro de las tablas de
hidrofobicidad, ver tablas 4a y b) presentan actividades cataliticas similares a la de la
enzima silvestre. Sin embargo, los resultados muestran que las enzimas mutantes C14A
y C14T tienen mayor actividad enzimética que la enzima silvestre. Aqui es importante
mencionar que estas variaciones en actividad enzimdtica probablemente se deben a que
las enzimas no estin totalmente puras, pero aiin tenemos que comprobarlo.

Pensamos que el hecho de que un grupo de enzimas mutantes tengan la
actividad enzimatica similar a la silvestre se debe a que sus aminoacidos tienen un
tamaiio similar a la cisteina (86 A*). Este oscila entre 67 v 105 A? para las enzimas
mutantes y, ademds, en la grifica se observa que también Ja hidrofobicidad del
aminodcido es importante para que la enzima sea cataliticamente activa,

Adicionalmente, datos que indican que la mutante C14F produce una proteina
que forma mondmeros (datos no publicados) apoyan la hipétesis de que el tamaiio y la

hidrofobicidad de ese aminodcido son importantes
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En el caso de la glicina, el aminoAcido més pequeiio (48 A%), es probable que su
tamaio desestabilice la formacién de los dimeros. Las enzimas mutantes C14G, C14Ny
C14R tienen actividades inlermedias y presentan como caracteristica velocidades de
oxidacion del NADH no constantes (en la tabla 4a y b se muestra como NC). En estos
casos es posible que la mutacién genere dimeros inestables y que esla inestabilidad sea
la responsable del decaimiento de la actividad que se observa.

Para los otros dos grupos de enzimas mutantes (que forman agregados y poseen
baja actividad cspecifica) (lablas 4a y b ) la explicacion que podemos dar a su
comportamiento es que lienen aminodcidos mas grefndes y/o con hidrofobicidad
diferente a la cisteina, pero aiin no sabemos mas de su comporiamiento.

Por otra parte, en estudios de mutagénesis exhaustiva de un residuo de la
luciferasa de luciémaga se enconiraron enzimas mulanies mas termoesiables que la
enzima silvestre (57). Los autores argumentan que el faclor responsable de este aumento
en |a termoestabilidad de la enzima se debe a la hidrofobicidad del aminoacido por el
cual se sustituyd (57). Este aniecedente y los mencionados anteriormente (54, 55, 56)
dejan clara la idea de que se necesitan ambas caracteristicas en ¢l amino4cide mutante
para mantener la integridad de la estructura del dimero en Ja TIM de T, brucei.

Un dato interesante es que, a lo largo de la evolucién no se han encontrado ni
valina ni prolina ni alanina en la posicién 14 de las 62 TIMs estudiadas (tabla 2), siendo
estos aminodcidos que producen enzimas mutantes aclivas en la TIM de T. brucei. En
cambio, si existen TIMs que poseen en esa posicion serina y treonina. El por qué no se

han presentado los primeros tres aminecdcidos en la posicién 14 son desconocidos.

Con los resultados oblenidos podemos contestar lo siguiente de las preguntas

que surgieron en este trabajo (ver justificacion):

1.- ;Existe alguna mutacidn de ta Cys14 que produzca una enzima igual a la silvestre?
Enconiramos cinco enzimas mulantes que muesiran una actividad enzimatica igual ala

enzima silvestre. Sin embargo, desconocemas si presentan otras caracleristicas iguales.
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2 .- ;Qué pasa con !a aclividad enzimatica y estabilidad de las enzimas mutantes?

Las envimas mutantes pudieron clasificarse en 4 grupos segin su aclividad enzimilica.
Un grupo de enzimas con actividad enzimitica baja, un segundo grupo que también
presentan actividad enzimitica baja pero que forma agrepados, €l tercer grupo son
enzimas con aclividad enzimatica intermedia y, finalmente, un grupo de enzimas que
presentan actividad enzimatica igual a la enzima silvesire.

En cuanto a la estabilidad de las enzimas mutantes sabemos que las enzimas
C14G, C14N, C14R, C14H, C14K y C14Y son inestables. Esto se debe al decaimiento
en la actividad enzimalica que se observa a lo largo del tiempo en el cual se mide. Las
olras enzimas no mostraron inestabilidad en las condiciones de medicion utilizadas,

pero es posible que sean inestables en otras condiciones.

3.- ;Qué podria pasar con la TIM si el parésito llegara a mutar la Cysi4 por otro
aminodcido para defenderse del farmaco?

Por lo pronto se puede decir que hay 5 mutaciones posibles (C14A, C14P, C145, C14T
y C14V) que podrian conferir 2 la enzima resistencia contra un farmaco dirigido contra
la Cys14.

Por otra parte, en estudios de resistencia a firmacos con olras enzimas se
encontraron {por mutagénesis exhaustiva) genes mulantes que codifican para enzimas
con una combinacidn favorable de resistencia a farmacos (58, 59, 60). Ademas se
encontré que estas mutantes lambién poseen la misma actividad catalitica que la enzima
silvestre. Para el caso de una de estas enzimas, la timidilato sintetasa (60), también se
enconiré que la unién del inhibidor ala enzima mulante es diferente que en la enzima
silvestre.

Con estos antecedentes, es posible que las 5 mulaciones mencionadas
anteriormente sean candidatos a producir enzimas que confieran al parasito resistencia a
un farmaco dirigido conira la Cvs14, $in embargo, consideramos que podremos
responder mejor a esta illima pregunia estudiando mas detalladamente las

caracteristicas cinéticas v fisicoquimicas de las mutantes activas (ver perspeclivas).
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8. Conclusiones:

¢ Por mutagénesis exhaustiva de la Cys14 de la TIM de 7. brucei encontramos que el
reemplazo de este resiguo no solo produce enzimas con baja actividad , sino que

también produce enzimas con actividades enzimdticas similares a la sil vesire.

» Para que las enzimas mutanies presenien actividad similar a la silvestre, la cisteina
debe ser reemplazada por un aminodcido con caracleristicas similares de tamafio e
hidrofobicidad.

¢ Delas 5 enzimas mutantes de la Cys14 con actividad enzimética similar a la
silvestre, 50lo serina y treonina son aminoacidos que se han encontrado en las 62
TIMs secuenciadas. Sin embargo, no se han encontrado ni valina ni prolina ni

alanina que también producen enzimas activas en [a TIM de T brucel.

¢ Con base en estos resultados, pensamos que este trabajo es el fundamento para
generar posteriormente la informacion tanto estructural y cinética de la enzima que
puede explicar como podria producirse una posible resistencia a un farmaco dirigido
contra la Cys14 de la TIM de ¥ brucei, ya que contamos con 5 enzimas mutantes

con actividad similar a la TIM silvestre.
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9. PPerspectivas

Las perspectivas generadas por este trabajo son muy amplias, Debido a razones
previamente expueslas en esta tesis, queremos concentrar nuestros esfuerzos en la
caraclerizacidn de las enzimas con alta actividad. Nuestro plan de trabajo en los
siguientes afios es;

En un principio estudiaremos a 1as enzimas mutantes con actividades
enzimaticas similares a la enzima silvesire: Cl14A, C14P, C14S, C14T y C14V.

Hasta el momento sabemos que este grupo de enzimas mulaniles con
aminoAcidos de lamaiio ¢ hidrofobicidad similar a la TIM silvestre tienen actividades
enzimaticas iguales, pero atn falta estudiar méas a fondo a este grupo de enzimas y
encontrar alguna explicacién a su comportamiento,

Para lograr lo anterior, estudiaremos algunas propiedades bioquimicas y fisicoquimicas
de las enzimas mutantes como:

» Purificacién a homogeneidad de las enzimas mutantes

e Determinar sus constantes cinélicas {(Km y ¥max)

e Determinar sus propiedades estructurates por fluorescencia y dicroismo circular,

s Determinar la estabilidad a la temperalura y concentracién de proteina.

= Determinar algunos de sus parimetros termeodindmicos.

= Determinar a sensibilidad a agentes derivatizantes como el MMTS.

Es posible que este grupo de enzimas mutantes nos ayuden a entender mejor la

importancia de la posicién 14 para la actividad y estabilidad de la enzima

Posteriormente estudiaremos a la enzima C14N. Esta enzima es bastante
interesante, porque a pesar de que se encuentra dentro del rango de tamafio adecuado
para que $ea una enzima activa, se compona diferente. Esta enzima es muy inestable.

La enzima C14G, es una enzima que queremos estudiar por ser la glicina el
amino4cido més pequefio y por ser una proteina inestable.

Por otra parte se encontré que un aminodcido que tiene un tamafio muy grande
(en volumen de Van der Waals}, como C14F, dio como producio de la mutacién una
proteina en forma de mondmero, creemos que la enzima C14W pueda comportarse de

manera similar, es por ello que pensamos estudiarla.
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