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RESUMEN. 

Las secuencias primarias de la enzima homodimérica, triosafosfato isomerasa de los 
parásitos Trypanosoma brucei (TbTTh1) y Trypanosoma crozi (TcTIM) son muy similares 
(70 % de identidad). Sus estructuras tridimensionales son virtualmente idénticas Ambas 
enzimas presentan en su región de interfase un asa 3 que sobresale de cada subunidad para 
insertarse en la otra. El asa 3 además rodea a una cisteína colocada en la posición 14 en 
ambas enzimas (Cys14). La Cys14 de TcTIM es casi dos órdenes de magnitud más reactiva 
que su homóloga en TbTIM al agente derivatizante de grupos -SH metilmetano tiosulfonato 
(MMTS). Para conocer los principios que gobiernan la diferente reactividad de la Cys de 
interfase, se midió la velocidad de reacción de ThTIM y TcTIM con el ~S detenninando 
la constante de segundo orden de inactivación (k2) en distintas condiciones. A pH 7.4 la k:z 
de TcTIM es 70 veces mayor que en TbTIM. Una triple mutación de TcTIM donde se 
sustituyeron 2 residuos del asa 3 y uno al inicio del a-hélice 3 por los que naturalmente se 
encuentran en TbTIM induce que la diferencia de 70 veces disminuya a 30. El pKa aparente 
(PKa'P) del grupo -SH de la Cys14 de TcTIM y su triple mutante fueron O 7 unidades de pH 
menor que en TbTW. Estas diferencias en pKa podrian explicar la distinta susceptibilidad a 
los agentes sulfbidrilo. Por tanto~ se evaluó la k2 al mismo grado de ionización de las Cys14. 
Los resultados mostraron que el cociente entre las k2 de TcTIM y TbTIM fue de 8, mientras 
que entre la triple mutante de TcTIM y la TbTIM fue de solo 1.5 Un análogo de sustrato, el 
fosfoglico1ato (pG) no perturbó el pKa" del grupo -SH de la Cys14 en ninguna de las dos 
enzimas Sin embargo, el PG disminuyó la k2. Asimismo, en presencia de PG y evaluando la 
inactivación al mismo grado de protonación, el cociente entre la k2 de TcTIM y ThTIM 
disminuyó a 6 5 Bajo estas mismas condiciones la k2 entre la triple mutante y TbTIM fue de 
O 8 Con este tipo de análisis se logró definir los factores que intervienen en la reactividad de 
la Cys 14 en ambas enzimas 

Por otra parte, se exploraron algunas caracteristicas estructurales de ambas enzimas 
comparando su susceptibilidad a la digestión limitada por subtilisina. A pesar de que los 
cortes iniciales que presentaron TbTIM y TcTIM fueron muy similares, esta última mostró 
ser significativamente más susceptible a la hidrólisis. La inactivación de TcTIM y TbTIM 
correlacionó con el incremento en la proteólisis de sus estructuras. Para TcTIM los sitios de 
corte fueron entre Thr130-Asn131 y Gln181-182, mientras que en TbTIM los cortes fueron 
entre Thr139-Ala140 y Gln181-Gln182 Estos sitios se encuentran en la a-hélice 5 yen el 
extremo ~NH de la hélice 6. La TcTIM no pudo estudiarse cinética o estructuralmente 
debido a su rápida inactivación y extensiva hidrólisis, por lo que tales estudios se realizaron 
en la TbTIM La TbTIM hidrolizada en un 50 % y la nativa presentaron el mismo patrón de 
retención en cromatografia de exclusión molecular en HPLC y un patrón de migración en 
geles nativos similar En este último sistema, la enzima cortada mostró una banda de menor 
migración. La integridad del sitio activo de la TbTIM cortada se evaluó determinando sus 
constantes cinéticas para el gliccraldehído 3-fosfato. Las Km de la TbTIM nativa y cortada 
son muy similares. 510 embargo, la k"(l1 de la enzima truncada disminuyó a la mitad La 
tluorescencia intrínseca de la TbTIM truncada presentó un cornmiento hacia el rojo y una 
dIsminución de su intenSIdad de fluorescencia del 5% Para evaluar si la proteóhsis perturbó 
las lI1tcraCClones de la interfase en TbTIM se realizaron experimentos de dilución Las K[) 
aparentes entre los monómeros de la TbTIM cortada y nativa fueron muy similares En 
conJunto, los resultados de Id dlgeslion limitada sugicn.:n lo slgult!nlc 1) la e~tructUla de 



[cTIM es más flexible y por tanto, m~or sustrato para la proteasa que TbTIM, 2) la gran 
lexibilidad en TcTIM podría aumentar la exposición al solvente de regiones aparentemente 
)cultas, por ejemplo, la interfase entre sus dos monómeros, 3) el corte en el extremo NH de 
a hélice 6 parece ser el responsable de la inactivación en TcTIM y TbTIM, 4) La TbTIM 
Jarcialmente hidrolizada presenta una estructura tridimensional similar a la nativa; los 
~ambios son sutiles y localizados, 5) La TTh1 de T. brucei proteolizada en un 50 % parece 
>er una enzima con solo uno de los monómeros cortado; esto sugiere que hay asimetría entre 
las dos subunidades. 



ABSTRACT. 

The primary sequences and tlrree-dimensional structure of the homodimer triosephosphate 
isomerase from Trypanosoma broce! (TbTTh1) and Trypanosoma cruzi (TcTrM) are very 
similar. In the interface of the trypanosomal TIM' s, loop 3 of each of its tWQ subunits 
protrudes ¡nto the other subunit. Loop 3 of each monomer also surrounds the side chain of 
the residue at position 14 of the other monomer. In TbTIM and TcTIM, residue 14 is 
eysteine (Cys14). Cys14 ofTeTIM is almost two orders ofmagnitude more sensitive tban 
tbat ofThTIM to tbe tmol agent methylmethane tmosulfonate (MMTS). In order lo explore 
the causes of this difference, we evaluated the second-order rate constant of inactivation by 
MMTS (k,) of TbTIM and TeTIM under various experimental eonditions At pH 7.4 the k, 
of TeTIM was 70 times mgher than in ThTIM. The substitution in TeTIM oftwo residues 
fraro loop 3 and one residue at the beginning of a-helix 3 for those present in TbTIM 
diminished to 30 the ratio in k, between the two enzyme. The apparent pKa (pKa'PP) oftbe 
-SH ofCysl4 ofTeTIM and that oftbe triple mutant were 0.7 pH units lower than that of 
Cysl4 of ThTIM. To explore if tms differenee aeeounts for the different reactivity of 
1\.11\.1TS, we evaluated the k2 at the same ionization leveI ofCys14 The data show that the 
ratio between TcTIM and TbTIM was 8 times. whereas the ratio between triple mutant 
TeTIM and ThTIM was only 1.5 times The substrate analog, phosphoglyeolate (PG) did 
not change the pKaapp of -SH for Cysl4 in the two enzymes. However, PG decreased the k2 

In the presenee of PG and at the same level of ionization ofthe -SH group of Cys14, tbe 
ratio of k2 between TcTIM and TbTIM was 6.5 times; the ratio between the triple mutant 
TcTIM and TbTIM was 0.8 times. Thus, we were able to characterize the [actors that 
control the interface region 

Additional characteristics o[ TcTIM and TbTIM were detennined by assessing their 
susceptibility to subtilisin. Notwithstanding that the initial nicks of both enzyrnes were very 
similar, TcTIM was more vulnerable to hydrolysis. Hydrolysis accompanied loss of catalytic 
aetivily The sltes ofnieking in TeTIM were between ThrJ30-AsnI31 and Gln181-Gln182, 
whereas in TbTIM the sites were Thr139-Ala140 and GlnI81-Gln182. These are loealized at 
a-helix 5 and at NH tenniní of helix 6. Because TcTIM exhibits fast inactivation and 
extensive hydrolysis ir was not possibJe to study kineticalJy or structuralJy the proteolyzed 
enzyme However, the characteristics of TbTIM nicked to an extent of 50 % could be 
detennined and compared to those of native TbTIM. The two enzymes exhibit the same 
retention pattern in size exclusion HPLC and a similar electrophoretic pattem in native gels 
However, TbTIM exposed to subtilisin showed another band with a lower electrophoretIc 
mobihty The catalytic constants for glyceraldehyde 3-phosphate of nicked and native 
TbTIM were detennined ]n nicked and natIve form the Km values were similar, however, 
the kCaI of truncated TbTIM was about 50 % of that native TbTIM. Nicking induced a red 
shift of the intrinsic fluorescence and a decrease of fluorescence intensity of 5 % Hydrolysis 
did not change the mteractions betwecn the interface rcsidues, since the apparent KI) from 
nicked and native TbTIM was almost the same. 

The rcsults of limitcd protcolysis suggcst that 1) TcTIM IS more fleXIble and 
conscquemJy il bCltel substrale for subti]¡sin Ihan TbTIM, 2) Thc great iJexJbility of TcTIM 
Illay incrcasc ¡he solvcnt exposnion ofthc apparent occult regions, 5uch as the interface. 1) 
lntt::rrupt!on 01' pcptldc bond 31 lhe NIl tcrrmni of hclix 6, rnay accoun1 rO! cnzymc 
lO:lC!lvation l!l TbTIM and TcTIM 4) Partlal1y hvdrolYl:cd TbTIM h;\') a nativc likc ¡¡\Ice 



mensional structure, and 5) Limited proteolysis of TbTIM to a level of 50 % yields an 
lzyme with the molecular mass of the native dimer in which only one of the monomers is 
eaved; this suggests asymmetry between subunits. 



lNTRODUCCION 

Un número considerable de proteínas se unen a otras proteínas para inducir funciones 

biológicas definidas, tales como la transmisión de señales celulares o la unión entre antígeno 

y anticuerpo. También son fundamentales en la regulación enzimática entre distintas 

subunidades proteicas. Al sitio de contacto entre proteína-proteína se le conoce como 

interfase Se sabe que las interfases se generan a través de interacciones no covalentes 

También se sabe que los residuos de aminoácidos que fannan las interfases son 

relativamente poco conservados, incluso entre proteínas con la misma función catalítica 

(Valdar y Thorton, 2001). Uno de nuestros objetivos en este trabajo fue examinar las 

diferencias que eXisten en las interfases de enzimas homólogas de distintas especies Esto 

con el fin de explorar la posibilidad de diseñar moléculas que inactiven específicamente a las 

enzimas de orgamsmos indeseables 

Para estos estudios utilizamos a la enzima triosafosfato isomerasa (11M) cuya estabilidad 

y actividad, como en muchas otras proteínas, dependen de los contactos en la Interfase De 

hecho, en la TIM de prácticamente todas las especies, sólo la forma dimérica es activa 

(Waley, 1973, Casal el al, 1987) Los datos existentes indican además, que en las TIM 

existe un residuo en la zona de interfase que es absolutamente necesario para la aSOCiaCIón 

entre subunidadcs Este se encuentra en [a posición 14 En algunos parásitos, como los 

tnpanosomatido$, el residuo que se localiza en dicha pOSIción es una clsteina (CysI4) (en 

éste proyecto se emplea [a numeración de la secuencia de la TIM de h}/JaJJ(),\uma hnlí.:el) 

Sin cmbargo, cn olras especies el reSiduo que ocupa la pOSIcIón [4 es dIferente Ln los 

I1la1l1itl::ro~, por eIC11lp[~) ¡lomo <~(/Pf{'ll.\, el reSiduo localizado en la pOSICión 1-1 dc la TI]\:1 es 

lln:\ m('lI()I1IIl,1 (I\Lllldc l't al, loq·1) 



La Tll\1 pertenece a la vía glicolítica que es la principal proveedora de recursos 

~nergéticos a los parásitos como T. brucei, Entamoeba histolytlca o G/ard/a lamb/la 

~studios previos sobre la modificación química de la Cys 14 demostraron su importancia en 

a estabilidad y actividad en la TIM de T. brucel, T. cruzi, y Leishmama mexicana (Gómez­

'uyou, el aL, 1995, Osloa-Saloma el aL, 1997, Garza-Ramos el al, 1998) Además, se 

)bservaron diferencias importantes en la reactividad de la Cys 14 por agentes denvatizantes 

~ntre las TIM de T. brucel, T. cnlzi y 1. mexicana. La TIM de T. cruzI es casi 100 veces 

más sensible que la enzima de T. bmcei y 1. mexicana. Esto se observa a pesar de que existe 

Llna identidad del 80 % en la secuencia primaria de la región de interrase entre T. brucel y r 

~ruzi y que el arreglo espacial de los residuos que rodean a la Cysl4 en ambas enzimas es 

muy similar 

Con estos antecedentes procedimos a caractenzar los posibles factores que regulan la 

reactividad a los agentes derivatizantes de la Cys14 de la TIM de r bmcel y T cnrzl Los 

resultados indican que tanto el medio ambiente inmediato a la Cys 14 como mteracciones a 

distancia de la interfase controlan esta reactividad 

Junto con el estudio de los factores que controlan la reactivldad de la c!steína 14 en la 

región de la intertase de TIM, fue también de interés estudiar la contribucion de las uniones 

covalentes periféricas sobre el resto de las umones a la estabilidad estructural Un ejemplo de 

las diferencias en estas ulteraCClQncs es que el ticmpo de permanencia que tiene cada enzima 

dentro de una cClula es distinto En este sentido, uno de los agentes desestabdizantes y de 

degraclaclón 111 l'/I'() de la.., proteína,> e~ su hidróli~i" por ef~clo de la.., pr()l(;a~a,> Por lo tanto, 

~(; plcnsa que la vida media de cada proteína ~c relacIona con lao.; caraclcnSIIC;lS 1Il1¡JI1~CC(\S 



enzimas hidrolizadas por proteasas muestran diferentes grados de alteración estructuraL Sin 

embargo, existen ejemplos en los que la estructura tridimensional de una proteína permanece 

relativamente intacta después de hidrolizarse algunos de sus enlaces peptíclicos (Hofsteenge, 

et aL, 1988, Siddiqui, et aL, 1993; Pollegioni, et al., 1995; Gupta, et al, 1995; Juul, et al, 

1995, Huang, et al, 1997) En relación con esto último, los trabajos realizados sobre 

hidrólisis limitada en las TIM de conejo, levadura y Plasmodium falciparom mostraron que 

los cortes no modifican significativamente la estructura, presentando valores de actividad 

enzimática similares a sus formas nativas (Vogel y Chmielewski, 1994; Sun et al, 1992; Sun, 

et al , 1993, Ray, et al., 1999) Por todo esto, las TIM de T. cmzi y T. bmcel con su gran 

similitud estructural parecen ser un buen modelo para estudiar el efecto de la proteólisis 

limitada sobre las uniones no covalentes que contribuyen a la estabilidad de la conformación 

protéica 

Por lo anterior, se realizó un estudio comparativo sobre la sensibJ!idad a la proteólisis 

IUTIltada de las TIM de l. bruLel y 1 CruZI Los resultados muestran marcadas diferencias en 

[a susceptibilidad a la proteóhsis En TbTlM se destaca además la cmétlca y las propiedades 

de la enzima truncada, sugiriendo que su estructura hidrolizada es más "rígida" que la 

enzima de j cruz, Estos resultados contrastan con el hecho de que la identidad entre sus 

secuencias primarias es del 70 % (Ostoa-Saloma, et al, 1997) Y de que además sus 

estructuras tndunenslOnales son muy similares En esta forma se demuestra que existe una 

gran diferencia en estabil!dad que se presenta con el mismo patrón topológico de las TIM 

conocido COlllO "Bdlrll- f1M" (1 "Balrlles alt:¡-bda 
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BARRILES ALFA-BETA 

Dentro de la diversidad estructural en las proteínas, existe un patrón de plegamiento que 

es común en muchas de ellas Este plegamiento se conoce como dominio barril aJ~ o barril 

TIM La triosafosfato isomerasa pertenece a una familia de enzimas con dommio barril aJ~ 

Se sabe que cerca del 10 % de las enzimas que se conocen presentan este patrón topológico 

como estructura princip2.I, o contienen a este dominio incorporado en alguna de sus regiones 

(Farber y Petsko, 1990, Nagano, et aL, 1999). En general, la estructura de los barnles a/¡3 se 

forma por ocho hebras J3 en el interior de la proteína, rodeadas de ocho hélices a. 

Normalmente se encuentra una hélice a entre 2 hebras !3 vecinas (Reardon y Farber 1995) 

Las hélices a y las hebras J3 se unen mediante asas Ocasionalmente se presenta una asa 

dentro de una hélice La secuencia global de la estructura secundaria es por tanto un 

dominio (alr3)8 (Fig 1) En las distintas proteínas la longitud del dominio estructural varía 

desde un barril de 250 aminoácidos (TIM) hasta barriles con 327 aminoácidos, como en el 

dominio a/r3 de la xii osa isomerasa (Reardon y Farber 1995) 

Los dominios al{3 pueden presentar otras estructuras topológicas adicionales en las asas 

que conectan a las hebras ~ con las hélices a Sus pOSICIOI1eS dentro del barril. junto con la 

forma misma del dominio a/í3 se han clasificado y dividen a los barriles aJ~ en seIs famtlias 

Estas se describen brevemente en la Tabla J (Farbcr y Petsko. 1990, Rcardon y Farber. 

1995) 



Tabla 1 Clasificación del dominio barril a/~ 
FAMILIA CARACTERlSTlCAS PRINCIPALES ENZIMAS 

A 1 Barriles casi circulares Flavocitocromo b2, glioxilato oxidasa, 
ribulosa-l-, 5-bisfosfato 
carboxilasa/oxidasa (RUBISCO) 

2 La presencia de una pequeña hélice Flavocitocromo b2, glioxilato oxidasa, 
entre la hebra S y la hélice S trimetilamina deshidrogenasa 

B SubjamIba A. Barril elíptico con el eje Cloromuconato cicloisomerasa, 
mayor cercano a la hebra pI. Carecen mandelato racemasa. 
de la hélice a final del barril. Este 
espacio se ocupa por dos donunios 
Subfamilia B. Mismas características Ciclodextrin glucosiltransferasa, la a-
que la subfamila "A" excepto que el amilasa y la piruvato cinasa 
espacio se ocupa por tres o mas 
dominios 

C Un solo dominio, el eje mayor de su N-(S'-fosforribosll) antranilato 
barnl esta cercano a la hebraJ33 y isomerasa (PRAl), indol-3-glicerol 

contienen una pequeña hélice a entre la fosfato sintasa (IGPS), subunidad a de 

hebra ~S y la hélice aS la triptofano sintasa (TS), 
Triosafosfato isomerasa, narbonina 

D Presentan una hélice a que precede al Fructosa bisfosfato aldolasa, 2-
barril dehidro-3deoxifosfogluconato 

aldolasa, N-acetllneuramlnato llasa 
E El barril tiene el eje mayor cerca de la Aldosa reductasa, 3a-hidroxi-

hebra ~ 1 Presentan asas muy largas esteroide deshidrogenasa e histidina 
después de las hebras ~4 y 7 sintasa 

F El barnl es estrecho, diferente a todos Adenosin desaminasa, fosfotriesterasa 
los de las demás familias descntas 
Presentan un grupo de hélices a entre la 
hebra ~ 1 Y la hélice a 1 Las hélices 1 y 
4 son muy larras 

Algunas fml1lJ¡as comparten también algunos aspectos químICOS Todos los baniles que 

I ~qUíCl en lllonollucleútido de llav11la como coElctOl pertenecen a la f,umba A E\.cepto 

RIIJ31SCO, 10th·, ]w, e1J/1Jlla~ que !CqUlL'JL'll Jllct<llc:-. ¡l!vaJcnlc:; para su catúli~lS pC1!clleccn a 

L\ LlmillJ B (!.:l pll\l\.:lln Cllla;-..II.ullbícn ul¡)1/:\ K) L,IS ClI/ll11aS de la t:l1lllha L unen 1': \J) 
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GENERALIDADES DE LA TRlOSAFOSFATO ISOMERASA 

La triosafosfato isomerasa (TIM o TPI, EC 5 3 I 1) es un homodímero En las TIM de 

distintas especies las subunidades tienen una masa molecular que varía entre 22 a 34 kDa 

Las subunidades muestran el prototipo del barril af~, o «TIM barrel". La enzima cataliza la 

interconversión de los productos que provienen de la catálisis de la aldolasa en la vía de la 

glucólísís, la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y el (R)-gliceraldehído 3-fosfato (GAP) La 

reacción está presente en todos ~os organismos y se piensa que la TIM existía antes de la 

división entre archaebacteria-procarionte-eucanonte (Marchionni y Gilbert, 1986). Sólo el 

GAP puede continuar en el camino de la glucólisis hasta el piruvato La TIM también 

participa en el máximo aprovechamiento de la degradación de los ácidos grasos para obtener 

energía Después de la transfonnación del glicerol de los triacilglicéridos en DHAP, éste se 

isomerisa nuevamente a GAP por la TIM 

Se conoce la secuenCia de aminoácidos de aproximadamente 80 especies y la estructura 

tridimensIOnal de 12 de ellas (Tabla 2) Además. se sabe la estructura de algunas enzimas 

modificadas genéticamente (Borchert, et al, 1993b, Gopal, et al, 1999: Alvarez, et al, 

1999. Zhang, et al, 1999, Wilhams, et al, 1999, Norledge, et al, 2001), en presencia de 

diversos análogos de sustrato (Lolis y Petsko. 1990, Noble, et al, 1991, Wierenga y Noble. 

1992, Noble, et al, 1993. DelbonI, et al, 1995, Alvarez, el al, 1998, 1999, Williams, el al. 

1999, Zhang, et al , 19(9), e mcluso en presencia de solventes orgámcos (Gao, et al . 19(9) 

JI 



rabIa 2 Enzimas T1M cuya estructura ha sido resuelta a escala atómica 

Organismo Tipo de organismo Resolución (Á) Referencia 

'JQccharomyces Levadura 19 Lolis el al , 1990 

::erevlsme 

T rypanosoma brucel Protoctista parásito 1.83 Wierenga el al., 1991 

del hombre 

Escherzchm cob Proearionte mesófilo 26 Noble el al, 1993 

Galllls gal/us Ave 1 8 Zhang et al, 1994 

f{omo saplens Mamífero 2.8 Mande el al , 1994 

Leishmama meXIcana Protoetista parásito 1 83 Williams et a1., 1999 

del hombre 

Bacillus Proearionte 28 Delboni el al , 1995 

YJearolhermoph,llIs hipertennófilo 

Plasmodlllm Protoetista parásito 22 Velanker el al , 1997 

falclfJOrum del hombre 

r ",hno morlllllS Proearionte psierófilo 27 Alvarez et al , 1998 

li}pal1o,\oma CruZI Protoetista parásito 1.83 Maldonado el al , 

del hombre 1998 

lherm%ga Procarionte 285 Maes el al , 1999 

manllma hipertermófilo 

1~)I!am()eha Protoetista parásito 16 No publicado 

¡71SI()~VI'Ca del hombre 

PROPIEDADES CA TAUTIC AS y ESTRUCTURALES 

A excepción de la TIM de Il/amologa manuma, CJllC es un dímero de dímeros fUSIOnado 

con la l'11/1111a ro:-,foghCl'rato c!I1a.;a (Macs, el al, !()<N), asr como de /),roccocff.\ H'OL'\' \' 

\/¡>I/¡o!/()r!,('!IIJI/\ ¡t'n'ldll que "un !Jo!llnldraIllcr,lS (Knhlhotl: l'[ ,I!, J996) el rc"to d(: l;¡ .... 
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TIM conocidas son homodiméricas Se sabe muy bien el mecanismo de ia reacción de 

isomerización que cataliza la T1M Esta enzima es uno de los catalizadores más eficientes 

estudiados, ya que aumenta la velocidad de la reacción 10° veces (Richard, 1984) Su 

velocidad catal¡tica está limitada por la difusión, por lo que esta enzima se ha definido como 

un "catalizador perfecto" (A1bery y Knowles, 1976, Knawles y A1bery, 1977, Knowles, 

1991) Además de la TIM, existen otros ejemplos de enzimas cuya catálisis se encuentra 

también limitada por difusión Tal es el caso de la catalasa, ia acetilconnesterasa, la 

fumarasa, la anhidrasa carbónica y la diaciigiicerui cinasa. Exi~(en ouo:. eJ'empíos menos 

conocidos de enzima:, cuya catálisis se limita por difu:,ión cuma e~ d ...:a:.O de la eiaslasa uei 

ieucociw humano (Jachon, et ai, i995), la cinecina de ia Drosopln/a (Huang y Hackney, 

i 994), Y la peroxidasa equina (Dunford y Cot1On, 1975) 

Mecaní~ticamente, la función biológica de la T1M consiste en disminuir la~ barreras 

energ¿ticas que limiran ia vdocidad de protonación y de:,protonación dei GAP y la DHAP 

La reaccIón procede a travt!s de la formación de un intermediario cl~-el1ediol (Rose y 

O'Conncll, j 961, Fer~ht, ¡ (85) (flg 2) El anillo imidazoi de la His 95 e~ un catalizador 

dectrofiitco que poluriza el gmpo carbonilo del sustrato (Nickbarg y Knowles, 1998, 

Nlckbalg et al, 1988, Lodi y KnoVvk~, 19(1), permitiendo su enoilzaClón (Knowies, 1991, 

KOllllves et al, 1991, Harris el al, 1998) A~L en e1mecanisJl1o "cláw:o" d Glu 167 cataltza 

la tl<ll1~í'erencia lntrdmo!eculal de Llil plotón entre ('1 y e2, !I1ielllla~ la Hi~ 95 cata liza la 

tlan~fcrcncia del protón entre O 1 Y 02 (Flg 2) (Komive~ d ai, ¡ 991, Han 1::' d al , 1(98) 



DHAP Enedio! GAP 

Figura 2: Mecanismo de reacción catalizada por la TIM para la interconversión 
entre la dihidroxiacetona fosmto (DHAP) y el gliceraldehido 3-fosfato (GAP) a 
través del intermediario enediol. 

La estabilidad estructural y la composición de aminoácidos de las TIM difieren de especie 

a especie; sin embargo, sus características cinéticas son muy similares (Tabla 3). La TIM 

presenta una cinética que sigue un modelo estricto tipo Michaelis-Menten. No obstante, 

recientemente Harris y colaboradores (1998) describieron que puede haber comunicación 

entre los monómeros y que ésta puede modular la transferencia intramolecular del protón 

entre CI y C2. 

La TIM puede fonnar metilguoxal y fosfato inorgánico que son subproductos de la 

descomposición del intermediario enediol (Webb ct al., 1977; Richard, 1984; Richard, 

1991). Esta reacción de eliminación es lenta comparada con la reacción de isomcrización 

(Wcbb et aL, 1977; Richard, 1984: Sun y Sampson, 1999). Los valores de la relación 

k"ulKm para las reacciones de isomcri:r--ación y eliminación son de 106 a 109 M-Is·I y 2 a 14 

M·ls·¡, respectivamente (Richard, 1991; Komivcs et al., 1991; Sun y Sampson, 19(9). 



Tabla 3. Parámetros eméticos de la Triosafosfato isomerasa de distintos organismos. 

TIM 

Levadura 

j. bnJcel 

E. coh 

G. ga!!us 

H <;opzens 

Í- mexicano 

Conejo 

V m"nnll~ 

T Crlel 

1,. JII.\!olyllca 

¡Km (GAPlIKm (DHAPl! k,,:,(:AP; I k,,,(~HA:l! 
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27 
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25 
63 

I 86 
52 
63 
5 1 

42 
5 1 
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o ' LO 

24 

I 

66 jKomives el al , 199 i 
[Sun el aL, 1993 

49 Krielsch el al 1970 
Sampscn et al, 1992 
Sun el al, 1992 

6.5 ,"ambeir el al, 1987 
60 [Borchert et al., 1993 

Garza-Ramos el al , 1998 
¡Ostoa-Saioma et ai, 1997 
Gómez-Puyou el al , 1995 
[Alvarez el al , 1998 

26 ~ütman et al , 1972 
29 laut et al., 1972 
,36 __ [Zhang el al ,1999 ___ _ 

lSawyer el al , 1975 
~1ainfroid el al , 1996 

i 7 I "¡Hiams et al , 1999 
28 [Koh1 el al, 1994 

54 

52 

]<1<loa-Sa1oma el al , 1997 
Richard, 1991 
Sun el al, 1992 

~arza-Ramos el al , 1996 
Lambeir el al ,1987 
Krietsch et al, 1970 
llall.mandal,1974 

jAlv~re~ et al , 1998 
lG<lrza-Ramos et <11 , ! 998 

gstoa-SOloma el al , 1997 
eyes-Vlvas et al. 2001 

ILanda el al , 1997 
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TITvI es activa solo como dímero en donde caáa monómero Tiene un sitio activo (Waley, 

1973, Casal el al.) 1987) Se l1an identificados 3 residuos, el ácido glutámico 167 (Glu 167), 

la histidina 95 (t-lis 95) que participan directamente en la reacción (Fersht, 1985, Lolis el al , 

1990; Knowles, ]991) y la 1isina 13 (Lys 13). Este último residuo tiene la función de 

neuualizar las cargas de los sustratos para que se unan correctamente al sitio activo (Lodi et 

al., 1994, Joseph-McCarthy, el al., 1994) 

ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA TRlOSAFOSF A TO ISOMERASA 

Como se mencionó anteriormente, se conoce un número considerable de secuencias 

primarias de la Ti?vl de distimas especies, así como las estrucluras uidimen:.ionaie:. de las 

TIM de varios organismos (Tabla 2) La estlUcrura conÍormacional es además altamente 

conservada (Alber et al., 1981, Nickbarg y Knowles, i988) 

Asa catalítica La TIM posee un asa 6 upo Q cerca del sitio activo y se 10caliLa entre los 

reSiduos 168 a ¡ 78 (Fig 1) El asa se caractel"lLa pOI presental un mOvimiento como un 

cuerpü !igido en fOIma "tapadera" Este 11lOVl11uento se produce pOI cambios en el dllgulo de 

LOlsión de ia cadena primaria de algunos reSiduo::. que funcionan como "bisagla"(Sun y 

Sampson, 1998) Se conoce que el asa aísla al sitio activO del soivcnte, e~tablcC\1.::ndo un 

pucnte de hidrógeno c;nlJ e la Gly ¡ 72 del asa 6 y el gl upo ro~rdto del ::iUstraw Esta ~ituación 

promueve ¿delllds la con[ollna(.\ón plana! del inlellllcJl<uio cncdioi Todo e~lo fal¡OIe~e Id 

transfonnaClón eficicnte del sustralO que Se acolllpaila de una disminución en la 1 CdCClun de 

climm3ción dd grupo 11.)s111O del iJ)Wl llledlal Il\ PI t:"inicndo ia 11.)1 maclóll de me! iJghoxal 

\ Pompli.tllU t,.'l .11 , i 090, Joscph el al , i ()00, Rich.ll d, i 084, i 90 i , "1l(J\'Vic~, 1 q-) 1 ) 
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El asa 6 o cataiítica presenta un movimiento de 7 Á desde una posicion '"abierta" hacia 

una "cerrada" que se revela en las estructuras tridimensionales de ia T1M de poilo, levadura, 

Trypano.wma, Plasmouium, humano, E\chendlla coli, y Baulius sfeurolhermophi/us (Lolis 

et ai., 1990, Loiis y Petsko, 1990, "Noble e[ al, 199i, 1993; \Vierenga et aL, i991; ivíande et 

aL, 1994, Zhang et al, 1994, DeIbani et aL, 1995; VeIanker eI aL, 1997) La posición 

cerrada se observó en presencia de análogos de sustrato o fosfato, miemras que la posición 

abierra se observa en ausencia de ligando. 

Evidencias por espectroscopia de ~Tl'vIR muestran que la unión del sustrato o salida del 

producto nu inducen ei movimienro del asa 6. Sin embargo, ei mOvimiento de esta asa se 

encuentra a escala de tiempo con el recambIo catalítico (\ViUiams y McDennott, 1995) Se 

ha demostrado además que la posición abierta predomina en ausencia de ligando por ser 

tennodinámicamente má:, estable Por el conuano, en presencia de ligando la conformación 

cerrada es la especie predominante y má:, estable (Williams y ivícDermotl, 1995) Así, los 

datos ~obre el asa catalítica ~ugieren que la unión del su~trato desplaza el equilibrio hacia la 

Íorma "cerrada" de ia enzim¡l, en tanto que ia ausencia del sustrato de~plaza el equilibrio 

haCia la forma "abierta" 

Interras(> l)nd po¡clón conslde¡abie del hOJllOUullero lo fonna Id ¡egión de Id interfase 

Oicho contacto entre las dos subumdadcs de la 11M se establece a travcs del asa 3 formada 

por los residuos ó 7 a 79 El asa 3 de cada una de las subumdadcs penetra en una hendidura 

que se ioealiza cerca de! sitiO activo dcl otro monómero (Lolis ct al, 1990) lo que da por 

lcsultauo qUé los sitios ddlvOS 'y Id mtel ¡:ISC c~ICIl ~1l cel cama POI eJeIllplo. ~e conoce que el 

Cilu 'J7. llll~ S0 enCUCl1lra (:('I(':ano ai 'illll) ,Kll\O c'ildblccc un pucmc de hidro1:!<.:no con ia 

.Ulllt1.1lÍL' 1,1 ni! 7') lk 1,1 "uh1l11l~bd \('('Ina (:"chn;l('kcI/ 'y G¡:lCV, ¡'iC)¡) ()¡In l'Jcmplo es la 



-,ys en la posición equivaiente a la ¡ 6 de la T1M de B. sreurmhermophilu:--, Aivarez y 

:olaboradores (1999) sugieren que este residuo contribuye de manera importante a la 

~stabilidad cid homodímero Mas aún, en la T1M de este procarionte hipertermofilico su Lys 

16 parece presentar una función de adaptación para la enzima a altas temperaturas (Alvarez 

~t al, 1999). Trabajos recientes demuestran la presencia de otros residuos centrales para la 

~stabilidad de la enzima U!1 ejemplo extremo Jo reportó Williams y colaboradores (1999) al 

;ustimir el Giu 65 de la T1M de L. mexu.:unu por una Gln la termoesIabilidad de la enzima 

wmentó 25"C 

EXisten otros datos que muestran la Importancia del asa 3 (de interiase) en la estabilidad 

acTividad de la enzima En la T1M de levadura el reemplazo de la Asn 77 por Asp 

ncrementó la "velocidad de inactivación térmica, disminuyó la kcat y la desnaTUralización 

nducida por diiución (Ahern el al, 1987) Otros estudios muestran que alteraciones en ei 

:Isa 3 disffimuyen drásticamente ¡as constantes de asociación entre las subunidades (Borchert 

;::t aL i994, Schiiebs el ai, 1997, Casal et al, 1987) 

Otra peculiaridad de la interfase es que el asa 3 de una subunidad rodea la cadena lateral 

Jel residuo de id posIción 14 del otro monómero Estudios de mutagénesi~ dirigida y de 

1110dificdción química demue~tran que el re~iduo de e~ta posición contribuye 

~ignificativamente a la t::.tabilidad dd dímero de TlM (Gómez-Puyou et al, i 995, Mamfroid 

~t al, 1996. Calza-Ramo::. et al, 1998, Pérez~l\'¡ontfort et al, 1999). Las TlM de lo::. 

parásito::. patogcno::. J. U 11::1 (O::'loa~Saloma, el al, 19(7). J. nnu.A.!/ (Wierenga, et a!, 

¡qql), J. IJh'\-IUlIJa (Khol. et al. ¡99~1), f1. (a!upaJ"llm (Velankcr, et al. 1(97), (;ll/nba 

'¡lI .. b\c)D!\ ¡ i ¡;\d (lll() i.ld(). un :!-I.lllllllllll"j() tÍ\.: C"p\.:"':lé~ tlelléll UI11\.!~\duu dl~¡llltO .¡í de C\::. 
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en dicha posición En el humano, eS!a posición la ocupa un residuo de Met, mientras que en 

levadura es una Leu Además, el asa 3 de la TIM de humano tiene un residuo más que en las 

T1M de T. brucei (TbTITvI), T. crUZ1 (TcTIM) y L mexi(.w1ll (LmTIM). Las diferencias en 

la interfase de los tripanosomatidos y el humano tienen un interés adicional al consideraría 

como un posible sirio para el diseño de íármacos_ Sin embargo, antes de sugerir a la TIÑl 

para el desarrollo de antitripanosomátidos, es importante comentar los esfuerzos de otros 

grupos para el combate de la tripanosomiasis 

QUIMOTERAPIA CONTRA LA TRIPA,,\¡OSOMIASIS 

Se estima que por cada Íárrnaco que apruebe la "Food and Drug Administration" de 

EVA se sintetizan 6200 compuestos y solo tres logran pasar la Íase de pruebas clínicas El 

proceso toma alrededor de 13 años con un COSlO cercano a 350 millones de dólares (Petsko, 

1996) Recientemente Keiser y col s (200 i) revisaron el avance farmacológico contra la 

tripanosomiasls africana (fig 3) E~te se divide en tre~ etapa~ de~arro¡¡o de fármacos (en el 

cual la inve:,tigación básica es fuJldamental), desarrollo preclínico y desarrollo clínico 

Primero se comentará ia pane dei desarroiio y posteriormente la de inve!:>tlgación al finai de 

este apartado 

En el Desarrollo preclínico se realizan trabajos de toxiCidad, farmacocinética, 

dosificación. carcinogéncsis. y mutagcnlcidad Más dei 80 % de los compuestos evaluados 

se H::c/ldl.:dT1 pO! su (O:"'¡CIÚdlÍ y péJ(Jida dc dicdCid (Spence, 1999) Ejemplo de dio es un 

denvado de 1na¿lfla (SiP!) lIt¡h7ado comra r eWlll~1 (Zhou, el ;d, i(06). r (¡,UCe! 

I..Cl)ll,li tC,ll'ilUhll'¡ ,Ji, ¡',(),)) ()lll'" l'lclnpi\)~ .,(1) ci lnl't'"i/\)!, un IlI\IUlll'\lda/Oi \ lllllllhlbldnr 
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e la S-adenosilmetionina (CGP 40215) que no fueron eficaces en modelos crónicos o de 

lse terminal (Bouteille et aL, 1995; Keiser et al., 2001) 

El Desarrollo clínico se divide en cuatro fases (I a IV, Fig 3) Y su costo suele ser mayor 

ue el preclínico. En cada fase se realizan estudios que comprenden desde conocer el 

letabolismo que sigue un compuesto en el organismo, hasta su vida media de 

lmacenamiento. Es importante informar que NO eXIsten compuestos antitripanosomátidos 

n la fase I a III del desarrollo clínico 

)esarroHo de fármacos Esta etapa comprende dos tipos de análisis: los estudIOs de 

ensayo y error" y los estudios de «diseño de fármacos basados en estructura". El primero 

¡ene una ruta empírica de síntesis y ensayo que ofrece resultados rápidos Normalmente se 

ltilizan cantidades pequeñas del compuesto y no se requiere mfom1acÍón de su estructura 

luímica o del "blanco" potencial Sin embargo, la probabilidad de descubrir un compuesto 

:xitoso es muy baja y requIere analizar un enorme número de compuestos El método no 

:ontempla el papel del sistema mmune, la farmacocinética o el metabolismo No obstante, la 

nitad de los 20 fármacos más vendidos en el mundo se descubrieron de esta manera, 

)al11Cndo de recursos naturales (Keiser et al, 2001) Por tanto, este enfoque es digno de 

amarse en conSideración Ejemplo de esto son algunas plantas con actividad 

li1tltripanosomal m VII'O Como CaJJJ/abl,~ .\(1/Il'(1 y AI/I/lln .\alll'lIl11 (Nok, et al, 1996, Nok et 

I1 , 1994, ), e /JI I'IIJ'O como Selllellana h(1l(,lIlensl,\ G . Copm jopOlllca M , la. CUrCUJ1l111a, 

/II()II()IJ\I~ hllchln:1I11 y d ácido galico (Yabu et al, 1998, Nosc, ct al, 1998, Waechler el 

¡j, 1999, KOlt!ect al, 19(8) 

0110:-' cjcmplo:-. de l'OlllpUc:-.llh <llltlllipanosoll1aks ohlt'llldn:-. por estudiOS dc CnSdYO y 

;lltll qtlt' "L' Ubl':dll t'll ~'tdp,l tk 111\CS!lg,¡cioll "()11 dlUlllgO:-' de pUllO.! 1,;011)0 el :-.~rrl)\'!p·\ 



utilizado contra el J: b. rhodesiense (Kamisnsky, et al> 1996), inhibidores de la enzima 

farnesiltransferasa empleados contra T b. brucei (Ali, et al, 1999), Y análogos de 

aminoácidos aplicados también contra el T b. bntCel (Zweygarth y Kaminsky, 1991). 

El método de diseño de drogas basado en estructura (Verlinde y Hol, 1994; Blundell, 

1996, Hunter, 1997) se basa en diseñar fármacos utilizando la estructura tridimensional de 

proteínas blanco Actualmente la técnica tiene un gran impulso debido a que se ha resuelto la 

estructura de unas 15,600 proteínas (pagina del PDB, httpl/w"Ww.rcsb org). La estrategia 

consiste en buscar sistemáticamente moléculas capaces de unirse con alta especificidad a la 

proteína blanco. Ello se realiza mediante simulaciones virtuales y búsqueda en bases de 

datos, como el Cambridge Structure Database Después de seleccIOnar los compuestos, por 

medios computacionales se mtenta aumentar la especificidad de umón El siguiente paso es 

sintetizarlo o adquirirlo comercialmente y probarlo m VI/ro La técnica ha sido efectiva en el 

desarrollo de antihlpertensivos, anticancerigenos, antiartríticos (BlundelL 1996). así como 

inhibidores de proteasas del HIV (\Vlodawer y Vondrasek. 1998) 

Se han resuelto algunas estructuras de proteínas de tripanosomátidos y a contll1uación se 

presentan ejemplos del diseno racional de inhlb¡dores para enZllllas de estos parásitos La 

tripanot¡ón reductasa (Jacoby et al. 1996. Zhang et al, 1996) es una enzima que no se 

encuentra en el hombre Se constnJyó un compuesto que inhibe /11 VI/ro a la enZlma de T 

enc/ (BDIl!ld et al. 1997) Sin clllbarg,o, CIl cultivos celulares!J mlllblclon de la actividad de 

hasta un 85 % no disminuyo la velocidad de reproducción 111 mató al parásIto (rOVa! y 

LlIll<unb, ! 99() Reclentemcnte sc dc~cI iblo una tnpanotión pl!lo\.idasa en ('/IIIfJlIdw 

(I/V,'/o!lu/u qUé pml1l(¡ sClvil como bl,Hl(;~) alternativo (Flohc, 100R) l.os CO!l1pllC~tOS que 

Inhlbt'll J:¡ "'llllv~l'" d\.' p,ll¡,111111l,1'" por IIl;I~·tl\ :ll'll)Jl d(' l<l 0111111na dl'-;car bllxl\dsa \ C~pcll1ll(illla 

;u 
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sintetasa mostraron un efecto moderado in VIVO (Loiseau, et al, 1998) Recientemente se 

diseñó un compuesto contra la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa tripanosomal, la N'-

(l-naftalenemetil)-2'-(3-clorobenzamido)adenosina. El compuesto es prometedor In vllro, y 

logró eliminar a los parásitos en un cultivo de fibroblastos infectados (Aronov, et aL, 1999) 

Además de la enzima de la vía glucolítica, gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, se 

conoce también la estructura y función de la triosafosfato isomerasa de tripanosomas Esta 

enzima homodimérica presenta propiedades particulares en la región de contacto entre sus 

subunidades, que podrían aprovecharse para el diseño racional de fármacos especie-

específicos (Gómez-Puyou, et al, 1995, Ostoa-Saloma, et al, 1997, Maldonado, et al, 

1997, Maldonado, 1998) A continuación se expone una serie de antecedentes que apoyan 

tal propuesta. 

LA TRIOSAFOSFATO ISOMERASA COMO BLANCO PARA EL DISEÑO DE 

FARMACOS 

Baker y cols (1997) así como Eisenthal y Cornish-Bowden (1998) modelaron la 

inhibición de las enzimas glucoli!icas de '!: hl l/(XI para determinar si podrían ser blancos 

adecuados para diseñar fármacos Estos análisis teóricos concluyen que ningún inhibidor 

competltlVO sería extioso También indicaron que solo la inhibición acompetitiva del 

tr anspl11 tadol de pill!valO sería buen candidato. En cambio, un lIlactivador irreversible quc 

110 cOmptllCI a con el sttio actiVO, y con una eficlcncla dcl 100 % para cualqUier cnzima de la 

vm glucolitlC'(l del parasito tcndrin mayore:- poslblltdadcs de é"ito 

E;.d~!ell c"ludlO" en donde ~C PI opone d la TIM como un blanco pOkllclal para el diseño 

) J 
"-- ,) 



l., 1994; Ray, et al, 1999) Estos trabajos se centran principalmente en el sitio catalítico 

omo posible región de ataque de la T1M. Sin embargo, se sabe que una de las zonas de las 

nzimas más conservadas son los sitios catalíticos (Bajaj y Blundell, 1984). Un punto 

nportante a considerar respecto a la función de la TL\1, es que sólo el dímero es 

atalíticamente activo (Waley et al, 1973, Zabon et al, 1980, Garza-Ramos et al, 1992) 

)e hecho, los monómeros que se han construido por mutagénesis exhiben una actlvidad 

atalítica mil veces menor que la enzima nativa (Borchert et aL, 1994, Borehert et al, 1995; 

chliebs el al., 1996, 1997) 

Nuestro grupo ha trabajado bajo la hipóteSIs de que los reslduos no conservados que son 

entrales para la estabilidad y catálisis de una enzima son excelentes sitios para el diseño de 

irmacos especie-específicos (Gómez-Puyou et al, 1995, Garza-Ramos et aL, 1998). El 

esiduo de la posición 14 es un aminoácido NO conservado, pero en todas las T1M forma 

,aJ1e del asa I que se encuentra entre la primera hebra p y la primera hélice a (Fig 1) 

'omo se mencIOnó anteriormente, se conocen seIs parásitos que presentan un resIduo de 

:ys en la posICIón 14, mientras que el humano tiene una 1\1er en dicha pOSIción Así, esta 

egión de la mterfase aparece como buen candidato para el diseño de fállnacos La estrategia 

ería afectar la asociación entre los monómeros de la T1M de los parásitos. 

La TbTHvL TeTIM y LmTIM presentan Ulla Cys de Illterfase por monómero En las tres 

:Il/.Illlas. su modificación CJuímlca pOI Ieactivos su!tl1idlilo IIlducc alteraciones estructurales 

,.rcl'ersib!e ... y la pérdida de la actividad (Garza-Ramos el al, 1998. Percz-Montfort et al . 

()l)q, Rcyc:>-Viva::- el al. 2001) Sm embargo, l(l:> Ieactivo::. que promueven alteracIOnes en 

~l'" rl\1 de lt)::. lllpallmnl1l<ltldo<., :I!l-Clall poco o nad.l a la:::. elll:lnla" que p1cscntnn un residuo 



distinto a la Cys en la posición 14 Lo anterior incluye también a la T1M de humano (Mande 

elal,1994) 

Respecto a la sensibilidad que presentan las 11M de estos tres parásitos a los reactivos 

sulfhldrilo, es de interés señalar que la Cys 14 de TcTHvl es cerca de dos ordenes de 

magnitud más reactiva que la TbT1M y LrnTI.M (Ostoa-Saloma et al., 1997, Garza-Ramos 

et al, ] 998, Pérez-Montfort et al., 1999, Reyes-Vivas et al. 200 1) En relación con la 

estabilidad entre estas enzimas, recientemente se comenzó a evaluar la desnaturalización por 

hldrocloruro de guanidina en TcTIM y TbTIM Datos preliminares mostraron que a pesar de 

que la sensibilidad a la inactivación por guanidina es similar entre las dos enzimas, existen 

diferencias muy significativas en el patrón de desnaturalización (Vázquez-Contreras y 

Chánez-Cárdenas, comunicación personal) Estos datos contrastan con la circunstancia de 

que la Identidad de la estructura primaria entre TeTIM, TbTIN1 y LmTIM es 

aproximadamente del 70 %, Y que la Identidad de los residuos de ll1terfase entre TcTIM y 

TbTIM es del 82 % Más aún, sus áreas ocultas al solvente son casi Identicas (Ostoa-Saloma 

et al, 1997, Maldonado et al, 1998) Flllalmente, la geometría de los residuos del asa 3 que 

rodean a la Cys 14 es muy similar en ambas proteínas 

Todos estos datos sugieren que diferencias mínimas entre las interfases de las TIM de los 

tripanosomatidüs intluyen slglllficativamente en la sensibilidad a agentes denvatlzantes de 

~!stcínas Sm elllbargo, también es posible qUe las diferencias en las interfases de estas tres 

enZimas se regulen por mteracclones (ltfcrentcs y lejanas a dicha regi6n TaJes intl::r acciones 

podrían Ik\iaIS~' a cabo ll1l'dl<'lIltc intrincadas redes de uniones no covaJentcs a lo largo de la 

proteína 



En este sentido, es apropiado señalar los estudios realizados en familias de proteínas 

ligoméricas (CJackson y Wells, 1995; Bogan y Thorn, 1998)_ En estos estudios se examinó 

cada residuo de la interfase para evaluar su aportación en la estabilidad Los resultados 

emostraron que los residuos más importantes se distribuían en zonas discretas, en vez de 

)calizarse a lo largo de la mterfase Además, existen eVidencias que indican que residuos 

istantes a ésta región pueden jugar un papel importante en estabilizar interacciones 

roteÍna-proteína (Hedstrom, 1996) Se cree que tales residuos se encuentran acoplados 

nergéticamente con aquellos directamente envueltos en la umón, por lo que la energía de 

nión entre las subunidades de proteínas se propaga a través de la estructura tridimensIOnal 

Lockless y Ranganatban, 1999). 

Una tercera posibilidad es que entre las TIM de los tripanosomátidos existan diferencias 

l1portantes en las denommadas vibraciones atómIcas (Anderson, et al 1997) En este 

entido, es posible que la TcTIM presente gran ll10vIlJdad atómica en su estructura, 

'emlitiendo que moléculas como los agentes denvatizantes penetren con mayor velocidad 

lacia la cisteína de interfase Así, la T1M de r cm::/ presentaría una estructura con mayor 

lex!bilidad molecular que la TbTIM 

La importancia sobre las diferencias en flexibiltdad estructural entre ambas enzimas se 

:xploró mediante el cstudio de una propiedad distinta Esto se discutirá en el siguiente 

lpartado 

Con estas observaCiones. se sugiere que la reglón J.:: [a \l1kl fase es un buen SitiO paJa 

lisc-ibr Illo!cculas que perturben especiticamente a las TIM de k)~ parásiros Además, un 

ISpccto que contllbulrl:l en el di~CI-IO de Illnkeulas cOlll!iJ d¡dla region es compl'::lldcJ la:. 

lIoplctLldc:-. quc Illlldu1.l!i L\ ll"ll"ll\lddd de '>u'> It.',>](hIDS, (l11lll11.1 CI'>ll'lll;¡ )·1 



SUSCEPTIBILIDAD A LA PROTEOLlSIS LIMITADA DE LA TRIOSAFOSFATO 

lSOi\1ERASA 

La proteólisis de proteínas tiene una importancia biológica ya que las proteínas se 

degradan a distintas velocidades m VIVO por proteasas (Kidokoro, et al, 1990) La vida 

media in vivo de una proteína se ha definido como la "estabilidad biológica" A pesar de que 

una proteína tiene muchas zonas potencialmente hidrolizables, sólo algunas se cortan por 

proteasas. En otras palabras, cada sitio probable de corte tiene distinta susceptibilidad a la 

proteólisis, lo que indica que en la susceptibilidad a proteasas no solo es importante la 

secuencia primaria local, sino que otras propiedades de las proteínas afectan el mecanismo 

de digestión 

Se han propuesto diversos factores que tienen un papel importante en la selectividad a la 

hidrólisis Uno de estos es la exposición al solvente (Richards, 1977, Richmond, 1984. 

Shrake y Rupley, 1973,), de hecho, se conoce que áreas expuestas al solvente como los 

"bordes" o "bisagras" de proteínas son realtivamente susceptibles a ser hidrolizados ( 

:-"':eurath, 1980.1986, Benett y Huber, 1984) La hidrofobicidad (Sun, et al, 1993, Rose, et 

al, 1985, Eisenberg y McLachlan. 1986), y los factores de temperatura, conocidos también 

como tlexibilidad molecular (Petsko y Ringe, 1984, Fontana et al, J 986) son de !gual forma 

propiedades Importantes pata la ploteólisis, Sin embargo, no eXIste una regla general acerca 

dt.: cual es el factol prinCIpal quc determina la susceptibilidad a la proteóllsis 

E:-..isten cstudios de digestIón parcial por subtil!sina de la trio~af()sfato i$0111erasa de 

conejO (SUll, et al, 1903, Vl\~d y Chmicfewsky, (994), levadura (Sun, el al, 1<)92), Y 

I'jU\/I/(ldllltIJ juhljlHl'lltII (1\3\, el al, !()90) Todas b~ TIM "Ufíll'IO!1 c011cS, pcro en sitio~ 



conservaban su actividad catalítica y no mostraban grandes cambios estructurales. Tal 

comportamiento no es frecuente y demuestra la robusta naturaleza que confiere el 

plegamiento de barril alfa-beta en estas enzimas 

OBJETIVOS Y ESTRATEGIAS 

El presente trabajo tiene dos principales objetivos El primero es detenninar los factores 

que contribuyen a las diferencias en reactividad de la Cys 14 de la triosafosfato isomerasa de 

T. brucel (TbTIM) y T. c17lzi (TcTIM) a agentes químicos que modifican cisteÍnas Este 

objetivo se cumplió de acuerdo a los siguientes experimentos. 

1 -Debido a que existen diferencias en la composición de aminoácidos en el asa 3 de TbTIM 

y TcTIM, el primer factor que se evaluó fue el ambiente inmediato que rodea a la Cys 14 

Por tanto, se llevó a cabo la sustitución sistemática en TeTIM de residuos de la interfase 

y del asa 3, por los que se encuentran en TbTIM Las enzimas mutantes se expusieron al 

agente sulfuidrilo metilmetanotiosulfonato (MMTS) para evaluar los cambios del 

ambiente inmediato a la Cys 14 sobre su reactividad 

2 - Una vez que se estableció la contribución de los residuos de interfase, se determinó si las 

Cys 14 de TcTIM y TbTIM presentaban diferencias en el grado de Ionización (pKa"P) 

Este aspecto es importante debido a que el MMTS solo reaccIona con la especie tiolato 

de la Cys14 Lo antcnor se llevo a cabo titulando la reactividad por MMTS a dlstinto pH 

3 - 1\ contlTIuación se evaluó la contnbucion del pKa,i]> de la Cvs 14 a la rcactividad Esto se 

rcali.lo exponiendo a las TIM de '/ hl'IICel, I (nc:./ y sus !1lutanlCS al MMTS en 

I.:Ondlclonc:> donde el estado de innl/aC1Ón de la Cys l·i fucrJ. el mismo 



conservaban Su actividad catalítica y no mostraban grandes cambios estructurales Tal 

comportamiento no es frecuente y demuestra la robusta naturaleza que confiere el 

plegamiento de barnl alfa-beta en estas enzimas 

OBJETIVOS Y ESTRATEGIAS 

El presente trabajo tiene dos principales objetivos El primero es determinar los factores 

que contribuyen a las diferencias en reactividad de la Cys 14 de la triosafosfato isomerasa de 

r brucei (TbTIM) y r cmzi (TcTIM) a agentes químicos que modifican cisteínas Este 

objetivo se cumplió de acuerdo a los siguientes experimentos 

1 -Debido a que existen diferencias en la composición de aminoácidos en el asa 3 de TbTIM" 

y TcTIM, el primer factor que se evaluó fue el ambiente inmediato que rodea a la Cys 14 

Por tanto, se llevó a cabo la sustitución sistemática en TcTIM de residuos de la interfase 

y del asa 3, por los que se encuentran en TbTIM Las enzimas mutantes se expusieron al 

agente sulfhldrilo metilmetanotiosulfonato (MMTS) para evaluar los cambios del 

ambiente inmediato a la Cys 14 sobre su rcactividad 

2 - Una vez que se estableció la contribución de los resIduos de interfase. se determinó SI las 

Cys 14 de TcTIM y TbTIM presentaban diferencias en el grado de iOOlzación (pKa"P) 

Este aspecto es importante debido a que el MMTS solo reacciona con la especie tlOlato 

de la Cys 14 Lo anterior se llevo a cabo tttulando la reactividad por MMTS a distinto pH 

3 - A continuaclon se evaluó la contnbucion del pKa"P de la Cysl4 a la rcaetividad Esto se 

realizo exponIendo a las TIM de 'j !trine!, 'j U'II::I '! sus rnutantcs al MMTS en 

c()n(hc¡onc~ donde el estado eh:: tOtll?aCiOll de la (\ s 1,1- ¡\.tera el mismo 



El segundo objetivo fue el de explorar si existen diferencias en susceptibilidad a la proteólisis 

limitada por subtilisina en TbTIM y TcTIM. Este objetivo se cumplIó de acuerdo a los 

siguientes experimentos 

] -Se comparó la susceptjbilidad a la rudrólisis en ambas enzimas determinando la 

inactivación de las TIM a diferentes concentraciones de subtilisina. Posteriormente, se 

comparó la cinética de hidrólisis en ambas enzimas evaluando la inactivación de las TIM 

y valorando la hIdrólisis mediante la determinación del monómero que queda aún sin 

cortar por densitometría óptica en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 

2 -Para explorar si las diferencias en velocidad de hidrólisis se debían a distinto número y 

sitio de cortes, se secuenciaron los NH-terminales de los péptidos que se obtienen por 

hidrólisis En TcTIM se utilizó además espectrometría de masas 

3 -Postenormente se determinaron los cambios estructurales que la subtilisina ocasionó en 

TbTIM y TcTIM Esto se determmó por cromatografia de exclusión molecular en HPLC 

y por su patron de migración en geles no desnaturalizantes 

4 -Asimismo, se determinó por fluorescencia intrínseca si la hidrólisis tenía efecto sobre el 

ambIente local de los residuos de triptofano de las T1M Además, se evaluó la función del 

SItIO activo mediante la obtención de las constantes cinéticas para el sustrato 

gliceraldchido 3-fosfato Finalmente se obtuvo información sobre si la subtllisina 

modificaba las Constantes de asocIacIón entre los monómero~, ensayando la estabilidad de 

la TIM de r hmc('/ a dIstintas concentraciones de proteína 



~ATERlAL Y METODOS 

.as técnicas y métodos que se utilizaron en cada trabajo, se detallan en la publicación y 

nanuscrito que se adjuntan. 

tESULTADOS 

.... 0 siguiente es un resumen de los datos que se describen en los dos trabajos que se adjuntan 

m esta tesis. Uno esta publicado (Reyes-Vivas, et al , 2001) Y el otro se envió a evaluación 

Jara su posible publicación. 

¡) Los factores que regulan la reactividad de la cisteÍna de interfase en la triosafosfato 

isomerasa de Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi La identidad entre las secuencias 

Jnmanas de la enzima homodimérica tnosafosfato isomerasa de los parásitos patógenos, 

Trypanosoma bruCl!l (TbTIM) y TrypalJosoma cruZ¡ (TcTIM) es de 70 % Sus estructuras 

tridimensionales son tambIén muy similares En las dos TIM, la cadena lateral de la Cys 14 

de cada subunidad se inserta en el asa 3 de la otra subunidad Sm embargo, la Cys 14 de 

TcTIM es cerca de cien veces más susceptible al agente sulfhtdrilo metJimetanotlosulfonato 

(MMTS) que la de TbTlM Las causas de estas diferencias se exploraron midiendo la 

constante de segundo orden de mactivación por MMTS (k:;) bajo distintas condiciones 

Pnmero se estudIó si la distinta sllscepubibdad al MMTS se debía al ambiente mmediato de 

la C'ysl4 Alllliclo del c'dremo ~NH del asa 3 de TcTIM se encuentran la Thr69 y la Arg70. 

mIentras que al pnncipio del C'-\!femo -NH de la hélice 3 se encuentra la Gln8 ¡ En estas 

po..,iclone:::. la TbTIM Ilelle ;\l¡¡, 1 ,y" Y Pro respcctlv.:um::nte Así. se sustituyeron en TeTIM 

s¡\vc:~trc: lo~ rc:"iduos l1<1tur:llrncr1\l' presentes en TbTl:--'l A pi J 7 -t 1<1 J.., en Te 1 1M es 70 

) (', 
.) . 



1ATERlAL Y METODOS 

,as técnicas y métodos que se utilizaron en cada trabajo, se detallan en la publicación y 

lanuscrito que se adjuntan 

lESULTADOS 

.0 siguiente es un resumen de los datos que se describen en los dos trabajos que se adjuntan 

n esta tesis. Uno esta publicado (Reyes-Vivas, et al, 2001) Y el otro se envió a evaluación 

lara su posible publicación 

) Los factores que regulan la reactividad de la cisteína de interfase en la triosafosfato 

somerasa de Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi La identidad entre las secuencias 

nimarias de la enzima homodiménca tnosafosfato isomerasa de los parásitos patógenos, 

rrypa!10S0ma bruct!1 (TbTIM) y Trypanosoma CruZl (TcTIM) es de 70 % Sus estructuras 

ridimensionales son también muy snmlares En las dos TIM, la cadena lateral de la Cys 14 

fe cada subunidad se inserta en el asa 3 de la otra subumdad Sin embargo, la Cys 14 de 

fcTIM es cerca de Cien veces mas susceptible al agente sultllldnlo metilmetanotiosulfonato 

:MMTS) que la de TbTIM Las causas de estas diferencias se exploraron midiendo la 

:onstante de segundo orden dc inactivación por MMTS (kJ ) bajo distintas condiciones 

Primero se estudió si la distlllta susceptibilidad al MMTS se debla al ambiente mmediato de 

a Cysl4 AllIlicio del e,tremo -NH de! asa 3 de TcTlM se encucntran la Thr69 y la Arg70. 

micntras que al pnncipio de! c'\trerno -NH de la hélice 3 se encuentra la Gln81 En estas 

~)()s¡C!üncs la TbTIM ¡jeDe .A.la. '.ys y Pro n:spCCllvamcnlt: '\sí. se sustituyeron en TcTlM 

,,¡J\lCstll' los rc,,¡duos D<lttll,llml'll1l' pre<:.entc<:. en Tbn:-'l .\ pll 7 ~ Id J.. en TcTIM C~ 70 

/ (\ 
,) -



veces. Estos resultados mostraron que el ambiente inmediato que rodea la Cysl4 contribuye 

a la distinta reactividad entre TbTlM y TcTIM Sin embargo, la diferencia de 30 veces es 

aún muy significativa y sugiere la existenGÍa de otros posibles factores que asisten también al 

control de la reactividad de la Cys14 Por lo que se procedió a caracterizar una propiedad 

mas de este residuo de mterfase 

A continuación se deterrnmó si las diferencias se debían al distinto grado de ionización 

de! grupo -SH de la Cys 14 Debido a que e! .M:MTS solo reacciona con la especie tiolato, 

fue posible determinar el pKa del grupo ~SH de la Cys 14 midiendo la k2 a distintos pHs 

Los valores de pKa aparente (pKaap
) de la Cys 14 de TcTIM y su triple mutante fueron 0.7 

unidades de pH menores que en Tb TIM Para determinar la contribución del pKa3P de la Cys 

14 en las diferencias en sensibilidad al i\1MTS, se evaluó la reactividad de TcTIM y TbTIM 

bajo el mismo grado de protonación En tal condición, la diferencia entre la k¿ de TcTIM y 

TbTIM fue sólo de 8 veces Empleando la tnple mutante de TcTIM, la contribución de los 

residuos del asa 3 se evaluo en condiCIOnes de mIsmo grado de ionización de la Cys 14 Así, 

la k] en ésta mutante fue sólo 1 5 veceS mayor que TbTIM Debido a que en estudios 

previos se demostró que el análogo de sustrato, fosfoglicolato (PG) disminuía a la mitad la 

k] en TcTIM, en este trabajo se examinó su posible efecto en el pKa~P de la Cys14 Los 

datos mostraron que el PG no modifico el pKa"l' del tlOl de la Cys 14, a pesar de dIsminuir la 

ky Cuando el efecto del analogo sc ensayó en condiCIOnes de mismo grado de ionizacIón de 

la Cysl4, se encontró que la dIferencia en (, entle TcTIM y TbTIM tlIe de 1 5 veces, y de 

O 8 veces entre b lf1ple lllu13nle yo ThTIM En esta forma, la oCUpaClOJ1 ele! sitio actIvo pO! el 

dllah.1go de ~11"11 alo 11 <llbllllle UIl cambio conrorlllacional a la mIel t;ISC disill1lluyclldo la 

-7 / 



confonnacional desde el sitio activo hacia la interfase se discutirá mas adelante Todos estos 

resultados indican que la reactividad de la Cysl4 depende de distintos factores. 

11) Diferencias en susceptibilidad a la proteólisis limitada en la triosafosfato isomerasa 

de Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruZ¡ Como se mencionó, la triosafosfato 

isomerasa de los parásitos patógenos Trypanosoma bmcei (TbTIM) y Trypanosoma cnJZi 

(TcTIM) son enzimas homodiméricas y muestran un 70 % de identidad en su secuencia 

pnmaria Con la intención de estudiar la flexibilidad de sus estructuras se evaluó su 

susceptibilidad a la hidrólisis limitada por subtilisma de Carlsberg. Para ello, se midió la 

resistencia de ambas enzimas a distintas concentraciones de subtilisina. TcTIM mostró la 

pérdida de su actividad a concentraciones de proteasa menores que en TbTIM Para 

detenninar la dependencia entre inactivación e hidrólisis, la digestión parcial se evaluó en 

cursos temporales a una relación molar de una subtilisina por cada 4 TIM's En tal 

condición. TcTIM mostró una inactIvaClón exponencial (O II h· 1
) que fue SImultánea con el 

porcentaJe de hidrólisis En este tipo de expenmentos tambien se observó que a pesar de que 

la enzima se hidrohzó completamente, no fiJe posible detectar fragmentos proteIcos Por 

otro lado. en la digestión de TbTIM por subtihsina se encontraron una fase rapida y una 

lenta en su inactIvacion y porcentaje de hidróliSIS Ajustando la fase rápida a un decaimiento 

exponencIal sencillo. la velocidad de mactivación fue de O 0'27 h-I, siendo 4 veces menor que 

CIl TcTIM La preparación de ·1 bTIM lllostro además fragmentos de proteína que se 

incrementaron con el tlCmpo de incubación 

Se c-..:ploro si el origen de lds diferencIas en hidrólISIS elllre ambas ell/lnlao.; se debía d 

dt~llnl()S ~tlt()-; de corte ¡ b rlt\.1 prcscn!n un corte CI1 el e'\!rl'!1l0 \;! I de 1" segunda parte de 

\.\ u-hl'llcl' -; (1 I 39/,\ I-Hl) v otro l'!l l'll''\!rl'!l10 \.11 dc L11ll'llcl' () (OIXI/()IX2) lclJ\l 



mostró un corte en el extremo -NH de la hélice 5 (T130-N131) y uno más, al extremo-NH 

de la hélice 6 (Q181/QI82). Como la TcTIM no se logró estudiar cinéticamente debido a su 

rápida inactivación e hidrólisis, se estudió la conducta cinética y estructural de la TbTIM 

Así, se decidIó analizar muestras de TbTIM que alcanzaron la fase lenta de hidrólisis y que 

exhiben un 50 % de actividad resIdual. Por lo que se determmó el pertil cromatográfico por 

exclusión molecular de la TbTIM expuesta a subtilisina durante 36 hrs. Los resultados 

mostraron que el tiempo de retencion entre esta preparación y la enzima natIva fueron los 

mismos. Para corroborar si la hidrólisis afectaba la estructura tridimensional de TbTlM, se 

determinó en un curso temporal sus propiedades electroforéticas en condiciones no 

desnaturalizantes Los datos mostraron que en la Tb TIM la banda de la enzima nativa 

desaparece gradualmente al tiempo que aparece una de menor mov!lidad TcTIM también se 

evaluó bajo estas condiciones, la proteína desaparece completamente sin mostrar otra banda 

ASimismo se determinó la fluorescencIa mtrínseca de la Tb TIM expuesta a subulisma 

durante 36 hrs La enzima tnmcada mostró un corrimiento hacia el rojo de 5 nm y una 

disminución en su emisión de un 5 % Se sabe que en la T1M de levadura existe un residuo 

de Trp que se localiza en el extremo -NH del asa 6 (Trp 170), y que es el principal 

contribuyente a la fluorescencia ltltrínseca de esta enzima (Sampon y Knowles, 1992) La 

TbTIM también presenta el Trp 170, por lo que es posible que la perturbación en el espectro 

de emISIón de la enzima hídro[¡¿ada sea un reflejo de alteraclOlles ell su asa 6 La Km para el 

gliceraldchído J-fosfato de la TbnM nativa y cortada fue similar, pero en la enzima cortada 

la k.,r di"ll1llluyn a la J1l1ta(L sug!liendo que solo un SItio es Cdlahl!Cdmcnte actIvo 

Fl Ira!Jll1lcnto con "llbtrl1sm<l podria tamhlcn afix!al las !lnl'I<lCC1ones cn la interfase, 

teniendo l'OIl1(\ l'()I1\~'(lll'nCI;¡ 1,1 :lltel:lCIO!l de 1.1 .lrrnldad entle lo" 1110[lOll1l'IO" Por !<lnto. ",-' 



:valuó la estabilidad a la dilución de la TbTIM expuesta a subtilisina_ Las KI) aparentes entre 

os monómeros de las formas nativa y truncada de TbTIM fueron muy similares (3xlO-8M y 

l 8xlO-8M respectivamente) sugiriendo que los cortes no perturbaron la asociación entre los 

nonómeros 

En conjunto, los resultados de la digestión limitada muestran que en TcTIM los 

,rimeros eventos de hidrólisis facilitan acciones posteriores y extensivas de proteóJisis, 

nduciendo la pérdida completa de su actividad y estructura Por el contrario, la TbTIM 

Jarcialmente digerida mantiene una estructura similar a la nativa_ Además, la hidrólisis de 

fbTIM parece ser asimétrica, cortándose primero una subunidad y después la otra. 

~I 



DISCUSION 

Elementos que afectan la reactividad de la Cys de interfase en TbTIM yTcTIM. 

Como en general el número de residuos conservados es menor en la interfase de 

proteínas homólogas que en su sitio activo, pero mayor que en el resto de la proteína. La 

diferencia en composición de residuos en la interfase podría conferir propiedades 

individuales a las enzimas de cada especie Además hay que recordar que existe una 

compleja red de interacciones no covalentes, locales y a distancia, que también modulan las 

propiedades de dicha región Las diferencias en susceptibilidad a agentes perturbantes de la 

Cys 14 entre TbTIM y TcTIM es un ejemplo muy ilustrativo de cómo tales propiedades 

afectan radicaJmente a la reactividad de un residuo de Ínterrase 

Sustituyendo sistemáticamente algunos residuos mediante mutagénesis dirigida y 

evaluando la derivatización de la cisteína de Ínterrase a distintos pH, encontramos que es 

pOSible determmar los factores que gobiernan la distinta susceptibilidad de este residuo a 

reactivos de grupo sulfhidrilo en TbTIM y TcTIM Los datos demuestran que existen 

contnbuciones locales y contribUCIOnes que pueden calificarse como distantes Los residuos 

vecmos a la Cys14 en TbTIM parecen formar una mejor barrera estén ca contra la 

accesibilidad al agente dcnvatizante que en TcTIM En tanto que las diferencias en el pKa'\P 

del -SH de la Cys 14 inducen una mayor poblacion de la especIe reactiva (tlolato) en TeTIM 

(Bednal, 1990, BulaJ, et al" 1998) Las !Ilteraccionc~ que inducen las dIferencias en el grado 

de iOlll7aclón de la Cys 14 entre TbTIM y TcTIM parecen localizarse a distancia de este 

l eSlduo e !Ilcll!~o, fuera de la r eg.ión de la lllterfasc 

1-.n este !'>elltldo, 1 csulta oportuno comental la ... ObSl'l \ <lClOlleS de J .oc" k':":" \' Rdng.andlhan 



:Uos observaron que los miembros de esta familia contienen residuos fuera de la interfase 

ue son importantes para la estabilidad Estos residuos trasmiten su energía de unión a 

:-avés de la estructura tridimensional Con respecto al control de la reactividad a distancia de 

na región, reCientemente se analizó tal efecto en la activación alostérica de la enzima 

;lucosamina 6 fosfato desaminasa, en términos de la flexibilidad molecular (Rudiño-Piñera, 

:t al. en prensa). En este sistema se encontró que los cambios conformacionales entre el 

:stado 'T" y el estado "R" pueden llevarse a cabo a través de vibraciones atómicas La 

mportancia de la flexibilidad molecular en este sistema no solo se observa sobre la 

"egulación alostérica, sino también sobre el proceso de unión con el sustrato, induciendo un 

ncremento en afinidad por el sustrato Los estudios con la TIM de levadura y tripanosoma 

;onfinnan la eXistencia de relaciones a distancia entre centros catalíticos e interfase (Sun, et 

lol, 1992, Pérez-Montfort, et al. 1999, Reyes-Vivas, et al 2001) y entre centro catalítico y 

:entro catalítico (Harris. et al , 1998) Por tanto, la posibilidad de que el grado de ionizaCión 

je la Cys 14 se regule por residuos acoplados fuera de la interfase resulta atractiva Esto 

Jltlrno origina la siguiente pregunta (,Cuáles son las relacIones distantes que controlan la 

ionizaCIón de la cisteína de interfase'? En éste sentido los resultados sobre el efecto de la 

subt¡J¡sina en TcTIM y TbTIM son interesantes 

Hidrólisis limitad;, de l." triosarosralo isomerasa 

Se ha observado que de un gran número de posibles sitios de hidrolisis en una proteína. 

las proteasas actúan sobre unos cuantos Jugares Esta preferenCia parece estar sujeta a las 

propledadc:> locales del suio de corte tales como expo~icdl1l al sol .... ente. tlcxlbdidad e 

1ll(j¡op,ltla POI tanto. el Illctodo dc thgc"tion limItada pcnnltc h<lccr a!~llnas lllfcn.'l1clas 

'\nblc (;IL'lt,\:-. ploph.::d,ldc:-. de la" PI01Cll1,J', 



En este trabajo se presenta el análisis comparativo de la sensibilidad a la digestión 

limitada por subtilisina de TbTIM y TcTIM Ambas enzimas presentan características 

estructurales muy similares (Fig 1) Sm embargo, se observaron diferencias significativas en 

la sensibilidad a la hidrólisis entre las dos enzimas TcTIM es más susceptible a la hidrólisis 

que TbTIM a pesar de que los sitios de corte entre ambas enzimas son similares Uno de 

ellos se encuentra exactamente en el mismo sitio, en el extremo NH de la a-héhce 6 El otro 

sitio de corte fue en distintas partes de la a-hélice 5 Esta hélice se divide por una pequeña 

asa, en T cTIM el sitio de corte se encuentra al inicio de la primera parte de la hélice, 

mientras que en TbTIM el corte se encuentra al inicio de la segunda parte (ver figura 3 de 

segundo manuscrito) 

Existen estudios previos sobre la susceptibilidad a la hidrólisis limitada de la TIM de 

otras especIes (Sun, et al, 1993, Vogel y Chmielewski, 1994: Ray et al., 1999) Todas ellas 

se hidrolizaron con subtdisina de Carlsherg y de su análisis se observó que los sitios de corte 

se encuentran en distintas regiones de la proteína Los autores también muestran que estas 

enzImas presentan actividades y propiedades estructurales similares a sus enzimas nativas 

Por tanto, la posIbilidad de que las diferencias en susceptibilidad a la subtilisma entre TcTIM 

y TbTIM se deban al dIstinto sitio de corte dentro de la a-hélIce 5 resulta remota La otra 

posibil1dad es que las diferencias en susceptIbilidad a la hIdrólisis se deban al grado de 

1l1ovilidad o "tle"'lbdldad" de las enzimas En este sentido, pensamos que TcTlM tiene una 

alta tle",ibdidad y esto la hace un lllCJOI sustrato pala la subtilisma Las diferenclas en 

tk'\lblltdad podllan c"\pllcar otras dlfercnCla::- entre TcTlM v TbTIM !\ pesar de que la KI) 

entle 10::- ll1011011lClOS clt.' rbTI\1 \' Tc·IIM (,", S111111:\1, c-'\ po-'\Ibk que una 1l1¡\VOI !lc"\lbllld8d 

j ) 



olvente de zonas ocultas como por ejemplo, la interfase y su Cys14 Como consecuencia, el 

~rado de ionización de la Cys14 se incrementarla y aumentaría su reactividad. En este punto, 

esulta adecuado comentar una revisión de Petsko (1996a). El autor señala que existen 

Jgunos ejemplos en donde moléculas orgánicas grandes Son capaces de unirse a cavidades 

)rofundas e inaccesibles de proteínas Tal es el caso de las fenilhidrazldas o el 

riyodomercurio que penetran a un sitio oculto al solvente de la mioglobina La explicación 

le esto es que dichos ligandos deben difundir a través de la proteína mediante 

lesplazamientos sutiles de los átomos y grupos ASÍ, la estructura tridimensional de una 

¡roteÍna es en realidad un promedio de las distmtas confonnaciones que puede adoptar 

Petsko, 1996a; Luque y Freire, 2000) 

La otra observación importante es que la enzima de r brucer tratada con subtilisina 

nostró caractensticas muy particulares TbTIM parece presentar una hidrólisis asimétrica 

ma subunidad se hidro liza e inactiva pnmero y después se hidroliza la otra subumdad. Se 

1an propuesto dos posibles explicaciones para tal asimetría a) uno de los monomeros es 

ntrínsecamente más susceptible a la hidrólisis que el otro, b) la hidrólisIs de uno de los 

nonómeros mduce en la otra subumdad cambios conformacionales que la vuelven más 

·csistente a la acción de la subtilisina a proteolizar Aunque en este momento no somos 

:apaces de sabel cual de las 2 propuestas es correcta. es importante sCIlaJar la e\:islCnCJ3 de 

)bscrvaclOnes a favor de ambas explicacIOnes Por ejemplo. la aSll11etría entl e los dos 

nonómeros también se observó en varias estructuras cristalográticas La mayoría de las TIM 

llue~t,an un as'! 6 (catalítica) cn posIcIón cerrada. Illlenlras que el a<;a del 0110 1ll0nÚmClo se 

:nCllCn!1 a en pOS1Clon abicl la. incluso 1.'11 CS(I uctlll a:. JI.' nM 'lll~ClltC:' de h~,ll1do 1 a I e 11M 



hexano en la Interfase y una molécula fuera de esta región. Esta última molécula de hexano 

solo se observó en una de las subunidades. Resulta además interesante que este último 

hexano se presenta muy cerca de la a-hélice 5, que es la región del segundo corte de TcTIM 

y TbTIM. Estos datos apoyarían la posibilidad de que la TbTIM: presenta asimetna 

intrinseca 

Como se mencionó en la primera parte de la discusión, existen antecedentes que 

muestran comunicación entre sitio activo e interfase (Sun, et al., 1992; Pérez-Montfort, et 

al., 1999; Reyes-Vivas, et al. 2001) así como entre los sitios activos (Harris, et aL, 1998). 

De esta forma, es posible que aquello que altere a una subunidad podría afectar a la otra 

subumdad, por 10 que la asimetría podría ser un efecto inducido por un agente perturbante o 

un ligando 

Una conclusión general del análisis de ambos trabajos es que, las diferencias observadas 

entre TcTIM y TbTIM parecen manifestar disimilitudes en una misma propiedad la 

existencia de distinto grado de fleXibilidad estructural entre las dos enzimas En este sentido, 

es interesante observar que TcTIM parece presentar mayor movdidad atómica que TbTIM, 

no obstante que estas enzimas comparten un 70 % de identidad en sus secuencias y sus 

estructuras tridimensionales son muy similares Esta Idea parece contraponerse además con 

la observación de que los factores de temperatura entre TcTIM y TbTIM no muestran 

dIferenCias SIgnificativas, que son una medrda del grado de tlexibllidad estructural Sin 

embargo, debe advertirse que estos valores a menudo se obtienen de un refinamiento de 

dalos de chfracclón que no C$!11ll;J sujiclcnlcmcntc blcn las dlfcrcncJ<ls cn movilid<1d 

c:-.truetUlal I:n c,,!c scntlcJ¡,), serta provechoso <:orllparar Id cstructur:l de '[<:fIM con la de 



lálisis similar al expuesto para la regulación aJostérica de la glucosamina 6 fosfato 

esaminasa (Rudiño-Piñera et al , en prensa). El objetivo seria revaluar la posible diferencia 

ue eXIsta en vibraciones atómicas y conocer los residuos directamente involucrados en tales 

iferencías. Esta información será de gran utilidad cuando se definan las propiedades que 

~quiere un compuesto para desestabilizar específicamente las interacciones de la interfase 

e la TIM del parásito, sin alterar la del hospedero. 
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ABSTRAeT: The amino aCld sequences and X-ray structures of homodimenc triosephosphate Isomerase 
from the pathogemc parasites Trypanosoma bnlce/ (TbTIM) and Trypanosoma crnz¡ (TcTIM) are markedly 
similar. In the two TIMs, the slde cham ofthe only interface cysteine (CysI4) of one subunit docks mto 
loop 3 of the other subunit Tms portion of the interface is also markedJy similar in the two enzymes 
Nonetheless, Cys14 of TcTIM is nearly 2 orders of magnitude more susceptible to the thiol reagent 
methylmethane thiosulfonate (~TS) than Cys14 ofTbTIM. The causes ofthis difference were explored 
by measunng the second-order rate constant of inactlvatlOn by MMTS (k2) under various condítions. At 
pH 7.4, k2 in TcTIM IS 70 times higher than m TbTIYI ihe diíference decreases to 30 when \he amino 
acid sequence of loop 3 and adjoirung residues of TbTIM are conferred to TcTIM (triple mutant). The 
pK" values ofthe thioI group ofthe interface cysleine ofTcTIM and the triple mutant were 0.7 pH unit 
lower than In TbTIM Because lhis difference could account for the dlfferent sensitivity ofthe enzymes 
to truol reagents, we detennmed the k2 of mactivation at equallevels of ionization ofthelr lOterface cysteines, 
Under these condítions, the dlfference in k2 between TcTIM and TbTIM became 8-fold, whereas that of 
the triple mutant lO TbTIM \\las 1.5 times. The substrate analogue phosphoglycolate dld not modify the 
pK" ofilie Ihiol group of the interface, albelt It dlrn¡nished the rate of its derivatiu.tion by MMTS In the 
presence ofpbosphog,lycolate. lmder condltlOns In whlch the interface cystemes ofthe enzymes had eguaJ 
levels ofprotonation, the difTerence in k2 ofTcTIM and TbTIM became smaller, whereas k2 ofthe triple 
mutant was almost equal to that of TbT[\1 Thus, from measurements of {he reactlvlty of the interface 
cysteine in vanolls conditions, lt was possibIe to obtain infonnauon on the factors Ihat control the d:ynalTIlcs 
of a portlon 01" the dlmer mterface. 

Tnosephosphatc Isomerase (TIM)I IS J glyeolytlc en,-ymc 
that catalYi'es the mtcrconVel"S10n bctwl..'Cn glyceraldehyde 
)·phosphatc and dlhydroxyacctonc phosphatc, The cry~t<ll 
S'truetures ofTIMs from a WHj¡; vanely ofS'pt..'C1I..'s have been 
detennmed (1- JO). Cxcept for TIM from Thermo{oga 
manllma WhlCh 1S' a telramer (10), all TIMs so fJrde~cTlbcd 
::m: fonned by two ldenl1cal monomers WhlCh have a central 
eore fOffilCd by f)-~trand" surroundcd by (l-hchce~ The elght 
{)-strands and o.-hclices an:: Jomed by loops numbercd 1-8 
Tho cataiytic rcsldues m caeh monomer bclOrlg lO lhe '><1111e 

po\ypcptidc cham'. hl)WC'iCr, only in Its ¿mlcnc f,,m,, IS TIM 
catalytlcally active (11-13). In thts re~p.::ct, tI ha3 b..::en 
advanced that lhe aS:>OCtatlOll of the two lTIOn011lCr3 bnngs 

'T¡lI~ work w." ~I,pr()rled hy (ONM yT (;rml '\Jo 627~~¡:v1.'nd 
IX;AI'A_UNAM (,rant No 1-":20¡,7'n 11 R -v I~ lile r~'<.:lrlcni 01.1 
kll{)\\',hlP from ( O]'o,A('yT 

• To whmn ~"rrc'fl(Omkllcc ,i1ould he ,O(idrc"cd TeI (~7~) 
6U~62<) I"x (~25) ¡'2~<;h)O 1 -111 ,11 "flUy(Oul!"lrl~lol un 'm 111' 

: IJI11\cr,,,lul :-':.lCl"Il.,1 A\IIOI1<OII\,' d~ \.1C~I~" 
l Inqlllll" N.K,on.'¡ ¡j" I'~'d,.'ln,' 
I I'rl'wnt "ddn"~ 1,,_101011""" "lTl 01 ,k 1\"!<.1:n \ Mc'~'('O, J) 1 

\k\,~" 

, ¡\bhr~1 ,.,non, \IM J.., mCll1"lmc'lh '11<' tllI"'\III"n,'lc, 1'( 1\.1',,1,,· 
,:lc r.I"·, h \lll [,'"" ¡"'11. TI \1 lf1,"cph,"ph"te· I'unwu,,' IP'1 (, ""prn¡n 1 
Ji l)-tl""I·,!I .... I"l\I~"I<""k. n,ll\1 .... ,¡ 1,11\1 110<""'1'1""1'10 ,te· I'.""',T',,' 
¡"OIl1 {'O!,,,"""""" 1>""" n,d "'1""''''''''''' ,Ir" ''''IWC'I''''II' 

aboul ilie proper oncntallOn of lile rCSldues (14-18) 
However, Ihere Jre reports ili:lI sugg..::st that the duner 
mlerfaec plays a dynamle role m eatalysls (19). 

A large portlOn of the en/ymo.! IS formcd by Ihe dlmcr 
llllerJ'ace. A con:,plcuoUS rcglOn of thc mtcrfacc IS formcd 
by loop 3 The rcsidues ofloop 3 ofe,lch orthe two subunits 
sub111ergc lOto Ihe olllcr subum1. Anothcr relevant fealure 
of loop :\ 13 that, m each monomer, the reslducs of loop 3 
~ulTound the slde cham of re:'lduc 14 of the other :,ubumt 
(the numbcnng ~ystcm of TIM from Trypanosomo hrocel 
will be u:,cd) $lte-ulrectcd mutngcneS1S <;tudlCS of TC'>ldue 
14 or loop:; (ló-18. ]0) have ~hown Ih,\! Ihis portlOn of 
the mterfaee lS central 111 J101cr :.tablhty LlkcwtsC, 11 ha~ 
heeo ~h(lwn Ih,ll ehcml!';,I! perturbatinn oC Cys 14 (lf TIM\ 
!rolll trypano\tmmtlde<; provoke~ slruclural alteraltons ami 
ab(lltunn of eat:llysls (9, ::0- ::5) 

The portllln orthe mterfJce fonnerJ by loop:; ,lOd resldue 
14 ha~ .111 add1tl(l11al mtcrC~t. TIM~ fr()11l ¡he palhogeTllc 
fl,\r~\..,\I..:;.., T"HllO'OtnO' rU~1 (::>3), T"'!WII'J,IW11<I {¡ruu'l (3). 
1,I'IIJ¡III111l111 m('II{(Wa (::óJ, Pflll'/lu¡¡iwlII !olctporulII (71. 
(,Ionflo IUII/{¡fm (l71. ,md l:nI/IImw!w IIII/O!IIII'II (]8) 
p,\.~~e".1 ly .. ll·111e 111 .111 CQUlV.lIcl11 pO<,ttlllt) In TIMs frnm 
11l.1tly \llll<:r .. pe\ le~, ¡Xhltm!l 1·~ 1<' rx.Tuplcd hy ,1 dttlclelll 
1<:~\dllC, inl l'\.ItllPIc, In 1ll,lmlll.l1l.11l TIM. 11 I~.t mclh¡ontn~ 

1 () 1 (1 '1 ¡'I{)(1':(,1 'JI ( (( "".'(1 (lO .'(1111 \m,·ll,'.1I1 ( h"1111< .,1 ""'e 10.1\' 
1'111111,,11,'<1 '\11 \\ d, O:' 1;' '(l(l 1 



le Interface Cystejne of Tnosephosphate lsomerase 

Id m yeast a Ieucme In add¡bon, loop 3 of human TIM IS 
le reSldue ¡onger than those of TI'Ms from T bruceT. 
bTIM), T cruzi (TcTIM), and L mexicana Thu5, thlS 
g¡on of the mterface appea.rs to be a good target for the 
~sign of moleculeS that affee! the associatlOo betweeo 
onomers m TIM from paraSItCs. Thls IS of lmporlance., 
nce millions of people are mfected by the aforementlOned 
lrasites. 

The mterfaces of TbTIM, TcTIM, and Jelshman1al 11M 
l.ve one cystellle per monorner m the dImer interfacc, and 
'> denvatization with thlOl reagcnts causes llTeverslbJe 
ructural alteratlOnS and total inactivation of the three 
lzymes (24). The thiol rcagents that mactlvate TIMs from 
ypanosomatIds exert a small effect or have no effect a! all 
1 TIMs that lack a cysteine in posltion 14, the laner 
duding human T1M (5). Thercfore, these observatlons 
19gest that It IS mdced posslble to de:>lgn mo[ecules that 
murb speclfically the mterface ofTIMs from tbe trypano­
)mat:J.ds. 

In studlcs 00 tbe inactivating effect of tillol reagents on 
1Ms from paraslteS, lt was observed that the mterface 
~steme of TcTIM IS about 2 orders of magnitude more 
;:nsltlve to lInol rcagcnts than ~hat of TbTIM and L 
rex¡cana (23, 24). Tlus 15 somewhat remarkablc, smcc the 
mmo acid sequences ofthe three T1Ms have an Idenhty of 
8% and thelr X-ray structures are stnki.ngly sunilar (9, 24). 
he pleturc bccomes more mtngumg Ifll 15 eonSldcrcd that 
IC ldentity of thc resldues that foon tbe dimer interface IS 
2% and that lhe buned surface arcas of tbe cystclllcs of 
bTIM and TcTIM are almost ldcntlca\ (sce lable 1 in rcr 
). The packmg of the sulfur of Cysl4 by the reSldues of 
)Qp 3 !TI TbTIM and TcTIM 1$ aJ:;o markedly ~lImlar. 

Becausc ofthe Importancc ofthls portlOn of the mtcrfilce 
1 !he deslgn of molccuJcs thal IOduce destablli/atlOn ofTIMs 
rolO parasltes, we camcd out a systematlc analysls 10 

scertam why very slllular en7yn:es exhlblt such markcd 
Ilffcrcnccs m rcgJ(ms lbal ¡¡ppcar t0 be ncarly 1(,kntlC<Jl. Thls 
rlVolved a slepwIse approach In whleh, lllltially, Ih(; ammo 
cid s(;quenee QfTbT1M was confclTed lO TeTIM Thls was 
ollowed by studics 10 WhlCh ¡he re<JcIIVllIC,> 01' Ihe IhlOl 
:roups oflhe lIl!crfacc eysleincs werc compJ.red al lhe ,,¡¡me 
.roton,ltlOn state. The r(;$u[ts lllustr,¡tc that lhe local environ­
Ilenl and cvents thal are dlsl,mt ,o Ihe mterface cy"tcmc 
:ffcet lis n::actlvlty Wllh a thlOl re.¡gcnt The unta ,llso show 
hat a" each of thcse fac!ors IS equall/cd, thc ditTerence l!l 

eacllvlty of the mtcrface cysteme of TbTIM and TcTIM 
lecomes progresslvc!y smal1cr 

~lATERIAL ANO METHOOS 

En:.:\'me.\ RecQmblll.101 T1M fmm T ('(1/:':1. L 1111.'.0,,1110. 

r hru('i'l, and the Cy,,14Ser Illulalll ofTbTIM wcre punlied 
lO. descnocd d\ewIH:r..: (:!.¡, .)5, ;:/ll Th..: mutant cn/ym..:\ 01 
fcTIM dc~crib..:d bc!ow \>,cn.: f)¡Jflfl..:d followll1¡; the 1ll0.:1I1" 
)dolo~y dc\cnbcd 1m wild-typc J\'TIM AII cll/ym..;;s wt;rc 
:l<llcd ,l~ ~ll~fl":ll~l{)n~.H t "C \Il I(K) ml\t tn":lh.l!lo1.JmlllC, 

10 mM I'DTA, I I1¡M dllhwlhrcllol, 1 mM \tl(!lum .lIuJc, 
)I! S () ,md 70'\!" ".lIur:lllnTl .unlllnTlIll(1\ ,ull.\!c rM [h~' 
:'\p':/llllCIlI,. tllc o.:ll/'Il1~·\ \\C1C (iI,lIv/úl .I¡¿,lIn,1 100 mM 
ncth,\ll<)LlillIIlC ,11ld ¡(l1l\~111)1;\, 1)11 "., 

1h..- (,IIII:-i(,IIl. (,II\:-iII'I() .. lIld I h;(,'J.\I.¡i:\r"¡()l \" 
.!ni'II'I/\ I,TI~h \\Clc' p/(p,lr,'d h\ 1'<1!\1I1\'r.1,c "h1111 
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rea.eMn (PCR) usrng the Expand Hlgh Fldehty PCR System 
(Boehringer). The mutagenic oltgonucleottdes were 
5'-CAACGGCTCCCAGAGTITGCT-3' (Glul8Gln Fw), 
S'-AGCAAACTCTGGGAGCCGTTG-3' (Glul8Gln Rv), 
S'-CTCTCTGCCGATCCTCAAGG-3' (Gln81Pro Fw), 
5'-CCITGAGGATCGGCAGAGAG-3' (Gln8lPro Rv), 
S'-GAACGCOATCGCSAARTCGGGCGCT-3' (Thr69AlaJ 
Arg70Lys Fw), and 5'-AGCGCCCGA YTITSGCGATCGC­
GITC-3' (Thr69AlaJArg70Lys Rv) (where R = G/A, S = 
G/C, y = CIT). Thc PCR products wcre hgatcd lO thc pCR 
2.1 vector (Invltrogen) and scquenced. Once tbe genes witb 
the appropnate mutat:J.ons werc ldenlified, they were $e­

quenecd eomplctely, subcloned mto pET3a, and mtroduced 
by transformation mto BL21(DE3)pLys cells (Novagen). FOr 
expreSSlOn of lhe mutant enzymes, cells wcre grown as 
descnbed by Borchert et al. and mduced wltb IPTG (29). 

Assa.vof Activily Actlvity in the dtrection ofglyceraldc­
hyde 3-phosphate to dIhydroxyacetone phosphatc was mea­
sured at 25 oC as dcseribed elsewhere (21). The l-mL 
reaetioo mixture at pH 7.4 contameé 100 mM tnethanoJ­
amine, JO mM EDTA, ¡ mM substrate (except when tbc 
catalytic coostants were detemuncd), O 9 U a-glyecrophos­
phate dehydrogenase, 0.2 mM )l'ADH, and 5 ng of TIM 
Actlvlty was calculated from the decreasc m absorbanee al 
340 nm 

EJJect of M"MTS Thc standard condltiQns for measunng 
the rate of cherrueal modIfíeation by MIvITS were as follows. 
The cnzymcs wcre incubatcd at 25 oC at a concentrauon of 
5 ,ugJmL of 100 mM tnethanolammc and 10 mM EDTA 
that had the mdi.cated 'PH aud MMTS concentrations 
i\hquols WCrc wlthdrawn pcnodieally and dlluted with thc 
smTIC buffer that had pH 7 4 in order to measure the reSIdual 
aCllvlty Thc pscudo-Iirst-order /..1 wasdctermmcd from plols 
{lf pcrecnl Qf aetlvlty versus time. Th..: second-order klOetlc 
conswnt k2 was then calcul,lted from plots ofthe first-ordcr 
rate con~tant vcrsus MMTS CQnCentr3tlOn. 

f}erernllll¡.H!O!1 {Jj (he ¡¡Ka {Jj lile !r,ler{U('i:: C\'~li!me,\ To 
¡ktennme th..: pK. of the cystemc, the en/ymes wcre 
meubalcd at J. conccntr¡¡hon of 5 f1g/111L In 100 mM 
tnelhanolamJrle and 10 mM [OT i\ ~dJustcd 10 the deSlred 
pH. MMTS al the Conc(;nlrallOIlS lmilealed under Results 
was al~o mcludcd. The l(mic strcngth ()f mIxtures was 
mamtained conSk1nt by mc1USloll (.lr 111<.: ,¡ppmpmltc amouo!!. 
nfN",('\. 1\.\ dlITcrcnt times alll.)uots wete withdrawn, dilutcd 
wlth buffer pl-l 7.4 ami aCllvlty mea\u~d a\ descnbcd above. 
Thc apparen¡ pK" ofthe mterface oftb..: vanous TIMs was 
detcnlllned fron) plols of In of pl:fCwl rClllillnmg actlvlty 
ver:>us pH Data wo.:rc fiucd lO <J Illtldcl deflvcJ from (he 
HClldcr\()n-Ha~sclha1ch e(]llat1on 

YI¡ + YI '( lt'!'J.:· pll 
In('YoólctIV1ty) = /.. (1) 

1 -1- IOr . pll 

\~hcrc h. .md h r.:present the Il1\tl,¡\ ,1Ild lin,¡] .¡..:Ilvltles, 
re~rx'ctlV<.:ly 

In thc cX[JCml1o.:nl\ Ihe lIlCUb,lllOn ni Mtvrl S .l1ld lhe 
\\\d\<.:.\t<::d T1M~ \\,¡, k~, lh.m 1 lHUI ! lu, ".1\ ho.:~.lu\C ,It 
Icl,¡ll~clv ,11),.,¡[lI)c pll, MM 1 S llI}(.kr,~<lo.:" ~pnnl,IIlCOUS de. 

c<)mp'),lll<)ll In Llct .. Jt pi! ') 7. 1110.: 111"'h,·,,t rl! .h,.lvcd. ¡hc 
d~'c"ll1t¡10'lthlll ni MMI\ h .Ihnut 60'" 111 1 111111 110. r.ltc 

,\1I1\tlrlt ['1 ,keOmp<I'ltl<lil 1\ 1·1/1.1 Ihu\ .. 11 thl~ 



3136 BlOchemlstry, Vol. 40, No. 10, 2001 

Tablc l· Kmenc Conslants ofWJld-Type and MUlanl TcTIMS" 

K. "" kcdKm 
TlM (mM) (D1In- I) (Illln- I mM- I) 

TcTllVf 048 ± 0.01 26xlo-' 5.4 x JOS 
El8QTcTlM 062±006 I 8 x 10-' 29 x lOS 
Q81PTcTIM 0.72±005 29 x 10-' 4 X JO' 
mple mutnntofTcTTM 056 ± 0.05 22xlo-' 39 x lO' 

" Achvlty was detemuned WJlh vanous concennatloDS of glyceral­
dehyde 3-phosphate (O 05-4 mM) as descnbcd undcr Matcnals and 
Methods Km (±SEM) and k"" were cakllated from nonhnear regresslOn 
plOIS 

panicular pH, the rate constant of mactlvation of TbTIM 
(see dala III Figun:: 2) was caJculated taking ¡!lto account the 
rate constant of decomposition of MMTS as descnbed by 
GOITI1 and Fujioka (38). In the rest ofthe experunental pomts, 
the correctlQn was n01 made, since the MMTS breakdown 
was less than 6% in 1 mino In addition, It is noted that at pH 
10, the enzyrnes undergo rapld mactlvatlOn. lbis precluded 
thc dctenninatlOn ofthe effect of1fM:TS at pH 10 or htgher. 
At pH 9.7 the enzyrncs were stable for at least 10 mm. 

Protem concentrntlOn ofthe enzymes was detennined frem 
thclr absorbance at 280 nm usmg the molecular extinction 
coefficJents (E2&O) of 34950 M- l cm- I for TbTIM and 
Cys14Scr TbTIM (25), 33460 M- I cm- l for TcTIM and 
mutant TcTIM, and 36440 M·l cm- I for TIM from L 
me;ncana (..:'3). 

RESULTS 

Effecl o( MMTS on (he GlulRGln Mutan! 01 TcTIM 
AIthough [hc StruCtures ofTbTTM and TcTIM are markcdly 
slnllIar, the ctl7.ymcs diffcr m !he portiOn of the mterfacc 
fonned by loop I of onc monomcr and hehx 3 of (he oth\.-'f 
subulllt (9) At thecnd orloop 1, lbTIM hJS glutanune ID 
pOSttlOn 18. Its amlde group t$ H-bondcd to the pcptlde 
oxygen bctween Asp85 and PheS6 of he)¡x 3 of the other 
subumt. Al vanancc wlth TbTIM, TcTIM has glulamtc aCld 
m pOSltwn 18 and 1ts sioc cham pomt<; toward the <;oIvcnt. 
Thus, m the respectIve tluee-dul1emaonaI struetures thls 
portlon of thc mterface is morc opell m TcTIM th,m In 

TbT1M To test lf!his dltTcrence 1$ rdatcd lO thc ncccsslblhty 
ofthwj rc,lgcnh 10 Cysl4, we eonstructed a tlHll<lnl ofTcTIM 
10 whleh lts gIUk1.l111C acid was exchanged for a gIutamme. 
Thc clltyme WJ3 punfied and characten~ed, The Km of Ihe 
mUlanl entyllle fOr glyceraldehydc J-phosphatc WJS smular 
lO thal of w!ld-type TcTIM, 11S /'", wa<; ahout 300.", lower 
(T;\bk 1) Thc ",<.X:\\nJ·on.\cr ratc C01\<;I,1.I\1 of Ü\c mhlblllon 
(h,) mduccd by MMTS was dClcnmncd lrom plots of thc 
p~cudo-lir..t·order rJtc con\t.ants l:kl) at vanous COIleentratio!l\ 
of MMTS ,md COmp¡lred LO thme l!l TeTIM and TbTIM 
(T,lhk 2) Tlle mutant CIlI)'lll'; ,;"hibi\,;d ,1 slightly hlgh,;r 

~en<;lllvlty 10 MMTS ~knc..:, It Wl)uld app<.!ar lhat the 
C:>.ISlenc,; (lra glulanuC ,Ical or gluL,lll\lJ\'; l!l poslllon IS doc~ 
not ,Iccount fur Ihe marked dtn<:rencc~ 111 <;cnslIlvtty lO lhlOl 
r~"I:'('nt~ hctw<:<:!l Th'I"lM ,lIld le 11M 

Pro/i,'m," nI /11<' (;/IIS/F'm ,Hlllun/ n! -r, ¡ 1,\/ ¡JiIIl a ,\fu/un! 

,,1 r, TI,\{ \)1111 tt, f,o,,!) ; ld,nl'lullo flwl ,,{ ThTl.H Tl~1 
C[(lm f 111, \/("111<1 ,¡¡~(l h,l~.l ":'1~tcl!le 111 j'l<lSIII<\!l 1·1,111.1 lh 
~Idc (h \lll 1'- ~\lnl)\1ndcd hv t!w K~ldlll'~ ni !tlOj'l 1 01 llK' 

otllcl ~lIhLJl!ll (;I!I ¡ h,; d":f!V,lll/,lll<ll\ 1\1 lh" '·"',I":II\l' h\ 

1>1:>.11 .... "1 'llh,'r 1111,,1 lC".l.l'Cllh': Ht~':~ Il', llt.lc"II\.lll,ll1 1_' n 

Reyes-VIvas et al 

Table 2 Second-Ordcr Rale CODStanlS for lhe Reacnon ofMMTS 
W]tb the Interface Cysteine ofVanous TIMs al pH 74" 

TIYl 

TbTl:-.f 
TcTIM 
EI8QTcTIM 
Q8IP 
TcTlM tnpk mutanl 
L mexICana 

k;. (M '5 ') 

06 ± 0.05' 
40 ± 2" 
90 ±3 6 
32±2 
18±3 

016±0005 

"Thc cnzyrnes were rncubated ID tbe stmdard condit,on~ al pH 74 
wlIh MMTS, and at vanous IlIDes ahquots "'ere Wl1hdrawIl. diJuled 
and !helr actl\llty measured. From !he dala. pscudo-firsl·order Hiles 
consta.ntS were delennmed fram plOI~ of percent aCllvlty versus lime 
fittcd by nonlmear regressloIl analYSlS. The second--order rale constanl, 
k, (±SEM) for!he reactlOIl were calculatcdas described under Ma\enaJ~ 
and Mcthods. Thc concentrations ofY1MTS used WJlb the vanou~ TIMs 
were for E18Q TcTIM, 20, 30, 40, and 50.uM MMTS, fOT Q81P 
TcTIM, 30, 40, and 50,uM MMTS, for ¡he triple mutant ofTcTIM. 5. 
10. 15,:md 20,uM MMTS, for TIVI from L. mexIcana, 04,0.8. 1.1. 
and 1 6 mM YlMTS h Data from Pérez-Montfort et al. (25) 

At pH 7.4, the k2 ofmacttvatlOn by r..1MTS oflelshmanlal 
TIM was about 3 times lower than In lbTIM and abou! 250 
tImes lower than m TcTIM (Table 2), To understand the 
causes ofthe slgmficantIy hlgher scnslt1vlty ofTcTIM when 
compared to TbTIM and lelslunanial TIM, thelr ammo aCld 
sequences were exammed, partícularly m loop 3 and m Ihe 
nCIghboring resldues (FIgure 1). At!hc cnd orIcop 3, TbTlM 
and JeishmaOlal T1M havc proltne In posltton 81, the 
corrcsponding amino acid m TeTIM is glutamine Anothcr 
relevant feature of the scquences tS !hat the ammo aCld 
compoSltIons ofloop 3 oflbTIM and IClshmamaI TIM arc 
IdcnllcaI and dlffcr from TcTIM m rcs¡dues 69 and 70. The 
fonner two TIMs have alamnc ¡md Iysmc 1ll thcse poslllOns, 
wheTeas tn TcTIM ¡he rCSlducs are lhreomne and arglll¡ne, 
rcspccuvcly. 

To Jctcnnine Ir thcse di!TeTenccs account for thc hlgh 
susccptlbtltty of TcTIM 10 th!OI relgents, we preparcd IWO 
mutanlS of TcTIM In one of the!n, GInSI was cxchang..:d 
for proltne Thls Gln81Pro TcTIM was used to construcl 
anothcr mutanl m wh\ch tls Thr69 and Arg70 wefe n_-plac\..'{1 
bv the residues that ';Xlst in TbTIM ,lIld IctshmamaI T1M 
ihls Thr69AIa!i\rg70ly~!Gln81 Pm TcTIM will be rcfcrrerJ 
throughout as thc tnple mutanL The enl.ymcs were purdierJ 
to homogcnclty and characlerll.;d. Th..: kinellcs ofthcse ¡WO 
Illut.1ntS dtd not dlITcr s¡gmficantly from thosc of wlld·type 
TcTIM (TabIc 1). Howev~r, m (ilnSIPro TcT1M, !he s(."Cond· 
mder Tate eQnSI,mt of mhlblllon by MMTS was abolll 3{)% 
lowcr Ihan in the wlld·type TcTIM (T,lblc 2), In the tnplc 
mutant. thc sccond·ordcr rate constant of mactw<:ttlon by 
MMTS wa~ CV":J\ l(lwer (T.¡hk 2) The\": find!t\g~ indll.:al<: 
U1Jt lhe ¡¡¡mno a';ld \cqucncc~ nClnop J ,md ¡¡dl,lecnt re\l<jue\ 
eontnbulc p.mi,llly to th,; ~u~..:eptlb¡[Ity of the mler!acc 
eystcu\e to thlOl reagcnh 'l()nClhdcs~, H tS ~(lm,;wh,l\ 

remarh.ahlc that the tnplc mutant. whteh h.l~ loop 3 ldcnoeal 
10 th,tt oflbTIM ,lnd lct~hnl,H1wl'nM, ha ... ,1 senStt1V!ly 10 

1\.1 11.11 S thall~ JI ,lnd 114 tlm..:'" h::.:her lhan that l,fTbTIM 
,1IlU kl~hm.lIl1,11 TIM, r,;~r<:<.:tlvcly 

{O/l/:OIIIIIl ')f Ihe llllerlm,' C,.,I<'III(' (J! TI! fj,\IUIIIl T, 71,\/ 

rhc X·r.ly \lnlllur,;~ \J! T~ Tll\1 ,Ind ThllM ~how Ih,lt IhclI 

1!l!~'I!"l"'; cy~klt\c, ,tre IlOI C\p,'~cd t,l th.; ~<ll\enl ('J) Iltl~ 

l~ lIl,Il'C,lrd "!lh d.ll,I 111.11 mdl<.,lte IIt,U lhe d<:llv,tll/,ltIOIl ,,1 

Ihe ,'y\I<:I1\'; 1'- lc·l.\ll\clv ~I,l\\ {}II _',) SIIKl' tl\l·Ir.lll~I"::I ,11 

1<11ll/Cd .,'r,)LJlh II,)nl l!W ~<lI\<:IIII,)lhc' 1ll1l:11<1\ ,11 pJ(\ICIl1~ l' 
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• 60 
T. brucei -MSKPQPlAA ANWKCNGSQQ SLSELIDLFN STSINHDVQC VVASTFVHLA MTRERLSHPK 

T. cruz~ MASRPQPlAA ANWKCNGSES LLVPLIETLN AATFDHDVQC VVAPTFLHIP MTKARL'fMPK 

L. mexicana MSAKPQPlAA ANWKCNGTTA SIEKLVQVFN EHTISHDVQC VVAPTFVHIP LVQAKLRNPK 

• • • 120 
T. brucei FVlAAQNAIA KSGAF1'GEVS LPILKDFGVN WIVLGHSERR AYYGETNEIV ADKVAAAVAS 

T. cruzl, FQlAAQNAIT RSGAFTGEVS LQILKDYGIS WVVLGHSERR LYYGETNEIV AEKVAQACAA 

L. mexicana YVISAENA.IA KSGAF"l'GEV'S MPILKDIGv.i WVILGHSERR TYYGETDEIV AQKVSEACRQ 

180 
T. brucei GFMVIACIGE TLQl$RESGRT AVVVLTQlAA IAKKLKKADW AKVV'IAYEPV WAIGTGKVAT 

T. cruzi GFHVIVCVGE TNEEREAGRT AAVVLTQLAA VAQKLSKEAW SRVVlAYEPV WAIGTGKVAT 

L. mexicana GFMVIACIGE TLQQREANQT AKVVLSQTSA lAAKLTKDAW NQVVLAYEPV WAIGTGKVAT 

240 
T. cruzi PQQAQEVHEL LRRWVRSKLG TDlAAQLRIL YGGSVTAKNA RTLYQMRDIN GFLVGGASLK 

T. brucei PQQAQEAHAL IRSWVSSKIG ADVRGELRIL YGGSVMGKNA RTLYQQRDVN GFLVGGASLK 

L. meXl,cana PEQAQEVHLL LRKWVSENIG TDVAAKLRIL YGGSVNAANA ATLYAKPDIN GFLVGGASLK 

250 
T. cruzl, PEFVEllEAT K 

T. brucei PEFVDllKAT Q 

L. mexicana PEFRDIIDAT R 

"ICURE l. Sequence allgflrncnl oflbTIM. TcTIM, and L. mexlcanaTIM The reSldues that form loop 3 are In bold. The resldues ofTcllM 
hal were SUbSlltuled are marked with an astcnsk (*). 

nergetleally unfnvomblc, buncd aCldlc groups exhlbll a 
o:latlvcly hlgh pK. (.l/. 3..') Jt 1:> a bu wdJ-documented that 
ulfhydryl agents TeaCI almost cxc1uslvcIy wllh Ihe IhlOlale 
oml of cySlelne (33-37). To explore lf the dlITerenl 
:emlllvlly of TbTIM ¡lnd TcTIM 10 sullhydryl rcagents 1$ 

clatcd 10 dlffcrenecs In the protonatlOn Icvc1 ofilie mlerface 
:y::.lclnes, the apparenl pK, of thclr thlOl groups was 
Ictenmned ThTIM and TeTJM were mcubat..:d Wlth MMTS 
1I V.lnous pH, nnd allCJUOIS were wlthdr,lwn 10 mea<;ure the 
emnm11lg nClIvily under st,md.lrd eondltlOns al pH 7 4 The 
esults :,howed thal as the pH of Ihe medw was mereased, 
he ]fl,lellvatmg ellec! 01" MMTS Inereascd (I<lgure 2). 1'rom 
llot$ orthe rC!llainlllg aetlvlty al vanOU$ pH. lhe pK, ofilie 
nterfaee cy~telnes wa~ ca1culate{\ (Table J) Regarding lhe 
esult Jt pH 9,7. 11 1$ nOled lh,l( al IhlS pH, Ihere IS an 
mporlJnl <;r{)nt,l11eou~ dceay ofMrvITS wllh <1 Tate eonsWnt 
)1"44 MI .... I ThcrdoTc, thc r.lle oflllaellvallOn ofTbTIM 
vaÓ. cakul:!lcd t.lf.lng 11110 ,lccounl lhe mlc ofdecompoÓ.lllOn 
)f MMTS (::.ee rer ,8 Jnd M,llenab and McLhods). The 
:OITeellOll wa" IW! IlMtk for lhe re::.! of lhe pomts m Figure 
~. beeausc ¡he lo .... " nf MMl S WJ\ le"" lh,lrl 6%. m lhe eourse 
)! lhe expcnnlo.:nls 

1 he e\pcruncnh on th..: dT..:cl of MMTS ,11 varl(lIJ~ pll 
ndllded .1llnlhl'T \'ontml In ,I(killlnll lolbe mlcrlaL'e cy .... lemc, 
['h 1I M hol" t'y~ICII1C, ,\1 r()~III(lI\\ 40 .11It! I](), and '1 e rlM 
l.l~ \br~'..: .tI P()\III()II~ 40. 117. ,llId I ]J, Altlwugh al 1'11 74, 
nactl\'.\\n\l\ ci( th..: (~\\i Clv~mc, bv MM 1" (C'\llt, 1f<)1l11]¡c 

mll.\1 (kn\,111/,111!\11 pi IIK'lr IIlIC11.l\l' ,'\\l<.:llll· (.'~) Ihcl\: 

\,I~ lhe' 1""~lbtlll\ 111.11 .11 1L'i.III\c'l~ 11I:'h 1,11, 1JI.1L'll\.llnlll 
l\ ,\1:'>.11"'" \\,1', dllc 1" d":rl\.1I1,..lIl<ltl ni, \,I,,:¡:IC~, (11h":l lh Hl 

\~II Ih'JcI"lc', ,,<.: d,-',\"I11I11<'d :!i,' ,'!I,',I 1'( ~I\l¡' ''11 

5 

E: • 
~ , 
U 

2 < 
~ 

" 
, 

~ 

~ ... ~ CA' 

TcTIM \ 

70 75 &0 n 90 95 100 0----_. _________ 
·'-... ......... (B 

Th1'\M 
\ 

~1 
707.5808.59,095 roo 

p" 
FIGUK[ 2 pH dcpcl1dcnec of the effeet of MMTS 011 thc JChvlty 
of(/\) TeTIM and (B) wlld-typc TbTIM (e) and Cy:o.I4Scr TbTIM 
(O) Thc CTIzymcs wcrc Illcub:ltcd al J conccl1tr.lllDn of 5 f'g/mL 
In a mixture of 100 mM tnelhanolanul1c and 10 mM I-.DTA ~l the 
Ind:~led pll Thc cOl1eentnillon 01 MM'I S uscd was 10 ,11M (A) 
;wd 80f'M (B). Aft¡;r ] mm ofm¡;ub¡J\.on, ¡JI] ~hC¡\Iol wa~ w,thdmwn 
;lJ\d dllulCd In ordcr lO mc;l~UI'¡; aettvlly. ¡he l:lll¡;r wa~ mca~urcd Jt 
a C(lnCCnlmhon of 5 nglrnL (sec Mat¡;na!,., and Melhod~) The rcS\llts 
.In.: e"prC$~e¡J:I\ In(% ;IC!lVlly) In whlch 100% w.l~ 1000, 2900, 
:lJ\d Juno "!no] mm I m¡; I for TellM, ThTIM. :lno Cy~14Scr 
TllU:,lIlt TbTIM. re~pcchvcly TIle ]lI1e~ are fitlcd ,l<:..:ordlllg lO eq , 
1\1..: :1\'llvlly ni .1 l1\u1.1Il1 ni Tb 11M In \dm:il Ih 1I\10:rl,IC~ 

o:y\IClllC \~,I~ r..:rl,I<:l·d by 'Cllno: Al .111 pll, lhc l.ltl<.:r I\1l11,11l1 

\\.h II1\<:I1\IIIIL 1" 1\11\1'r ..... (FI"lIIl' ~B) lhll\.III.Il'II\.lllllll 

b\ :'>.1;\1 rs 01 tr"p.1I1O'.ol11.l1 1 ¡(I.!~ 1\ dIJe 1<1.1']..,\ ],1111)]1 01 lh<':lr 
1111':II.I<'~ ,'\~1":11W 
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Table 3 Apparen! pK. of the Interface CySlelne of Wlld-Type 
TcTIM and lis Tnple TI.1utanl and TbTlM ID the Absence (-) or 
Presence (+) of Phosphoglycolalen 

T1M 

TcTJM 
TcTlM Inple mutant 
TbTlM 

phosphoglycolate 

928 ± 0.07 
933±0.04 

10 08 ± 0.03 

+ pbospboglycolate 

933±002 
944±003 
101±004 

h The pK, were calclIJated as descnbed under Matena!s and Methods. 
For calculanon of lbe pK. of the mlerface cystelUe of T cTIM and 
TbTIM In lbe absence of pbosphoglycolate tbe data of FIgure 2 werc 
used. lhe same pwtocol w'ilh 10 pM MMIS was IIscd fordetenninallon 
ofilie pK. oftbe mterface cysleme m lhe triple mutanl ofTcTIM Where 
mdlcated, tbe pK. was calclllaled wl1h 5 mM phosphoglycolatc and 
M;>...ITS al a con=nttahon oí 5. 10, and 30 fLM fOl TcTIM, tbe rnplc 
mUlant. and TbTlM, respectlvely. 

Table 4 $econd-Ordcr Rate Constants for tbe Re;!Cuon ofthe 
Interface Cysteme W1th MMTS When 33% oíthe Interface 
Cyslemes Were In lhe Thiolare Fonn Effecl of PhosphoglycolatC"" 

T1M 

TeTl\1 
TeTlM !nple mutan! 

TbTlM 

k~ (M- l s ') 

phosphoglycolatc 

3380±212 
654 ± 30 
420 ± 16 

+ phosphoglycolale 

1695 ± 18 
218±23 
266 ± 2 

"The cxpenmenta! cond,tlons and calculatlOn of the rate eonstanl 
fOI maetlVa!IOn (±SE\1) were aS In Tablc 2. exccpt !hat the pH ofthe 
mcuballon rruxturcs was 9 O for TcTlM and lIS mple mUlan¡ and 9 7 
for TbT1M r or the cxpCl1ment~ Ihe followrng coneCJllrauons ofMMTS 
",cre IIsed TcTIM wllhout phosphoglycolatc. 4. 6. 8. and 10 pM, 
TeTJM wllh phosphog!ycolate. 8, 12. 16 and 20 11\.t, tnple mutanl 
WlIhOUl pho<;phoglycolalc. 6. 8. lO. and 12 11M, tnplc mutant wlth 
phosphoglycolate.8. 12. 16. and 20 p \.l, TbT1M v.llhOUl phosphogly­
colme, 25. 50. 75. and JOO I~M. TbT1M "'llh pho<;pboglycolate. 37, 
75.112.,md 150f.M 

Thc pK, ofthc thlol group ofCysl4 ofTbT1M aod TeTIM 
was cdlculalcd (Tablc 3) <lOÓ was hlgher m both cases than 
Ihc reported vdluc ror eySlcmc m aqucou$ solutlOns, WhlCh 
1$ 8 5-8.8 The pK, orthc mterface eystcmc ofTcT1M was 
aboul 07 umt lowcr thao thnt of TbTIM 

Th<:: pK, of Cyst.::lOCS may bc affcctcd by lhe propcrtle~ or 
nctghbormg reSldues, m purtlcular Iysmes and argmme$ (39). 
A~ there are diITercnccs 10 the .llmno acid scqu<::nec orIoop 
3 orTeTIM aod TbTIM, wc [lIso delennmcd lhe pK. orthe 
lOterface cystcme af!he tnple mut.an!. lts rK. dld not dlITer 
~lgmfic,mtly from that oC thc wlld-type TeTIM (T.lblc 3) 

Il1ilClII'IlflOI1 Rafe COllslanl hr MMTS oj ThT1M. T('TlM. 
Illld (he Triple .Hufalll al Ihe Same 10111;:011011 Len:l oi Ihe 
TlllOl (imufI.1 o/ T}¡('lr IlIler!(J('(' Cl'.l{ellle The !()wer pK, of 
lhe mlerf,ICc cy~telnc of rcflM In compan~on to lhat 01' 
rbTIM could .1cc()unl jor lt .. hlgh<.l' ~L'Il~·!tIV\ly lO Ihl()] 
n::.lgcnt~ 1Jl lllCdla \Vlth .t pH lower Ul.tn Ilu:: rK. (lf the 
<':';1',1<':\1)<': f.'m c;<I,uIT,pk. a\ pi \ 7,4, !.., 1:> ,lbrml 7\\ 11111e,> largcr 
m TlCTIM Ih.m 10 TbTIM (Llbk 2) lrthlC tllter dlfferenee 
were "oldy dUlC to lhe d¡fl'crenlCe:> III lhe pK, nI' Ihe!r 
lCy~lelllc,>. 11 \HlUld be e\pcctlCd Ih.lI the three lCn/vme" wnuld 
c\h¡))11 Ih~' '.lmlC ln,lc1!V.ltlon r,!lc Cnn"l.lIll ,11 cq;w! rallO, nI 

tIllO! \O Ihllll,lk' ~mup~ ACC\ltdl!l,¡.dy, lhc fate l'on~t,ml (JI 
tll.ICllv,\tIOIl bv M IvlTS 111 tne thn;c l'n/yllk', \\'.1' detcrmlllcd 
¡¡¡ II1Cdl.1 th,tl h,ld .\ pi j tIl whldl ¡ V'", ,Ir the IlIlcll.ll'l' 

l \"I<:\\\e, \\c\e \\1 \ile ,h\,\\,\le \\\1\\\ U\\d..:r I\I\'-..c \·\\1\l\\\\\)I\',. 

\hL ~ lu! .\1.\11" \tI l. 11.'1,1 W.h \11 \\ \I"lllli •. It1\ ¡." 1!1!'!llT Ih,lII 
In !hll~¡ll,lhh:·¡l 11I\1ll'\rtpkl\1I11.~:1l h'''H''\,!,'lhl' 1.,,,1 
:1w ICIL"lh'lI ",\', <lnl\ ',11,'11:1< 11IC'hLI 111.111111 Ihll~l 

Reyes~VlVas et al 

Effect of Phosphoglycolate 0/1 the ActlOll al MMTS on 
TcTIM and TbTlM. The Jatter results mdlcate that dlfferences 
JI}: the IOmzallOn level ofthe mterface cysteme and the arnmo 
aCld sequence of loop 3 are central In the senSltlvity of 
I1Ypanosomal TIMs to thiol reagents. However. It has been 
$hown (25) Ihat the ocCUpancy of the catalytic Slte by the 
substrate aoalogue phosphoglycolate affccts the reactlvity of 
me; Interface cysteme Wlth IhlOl reagents. Thercfore, we 
exammed IfthlS effecl of phosphoglycolatc IS accompamed 
b)' changes In lhe pK. of the mterface cysteine. The results 
showed that m the three enzymes. phosphoglyeolate did nOI 
modlfy the pK. of interface cystemes (Table 3). We a1so 
dctennined k~ m the presenee of phosphoglycolate Wlder 
conditlons m whlch the interface cystemes of the three 
cnzymes had lhe same JOmzatlOn leve!. Phosphoglycolale 
dunimshed the k2 ofthe inactlvatJOn reactlon by MMTS in 
the three enzymes (Table 4) However, In WIld-type TeTIM 
and liS tnple mutant, the decrease of k2 mduecd by phos­
phoglycolatc was about 2 times, whcreas in TbTIM, the 
decrcase was rather medest In consequence, the diffcrcnce 
jn ratc constants of macl:¡vatJOn bctwccn TcTIM and its triple 
mutant wllh lbTIM beeame smaller. In faet. k~ in the tnple 
mutanl of TcTIM was shghtly lower than in TbTIM. 

DISCUSSION 

TIMs frQm T CruZI and T IJruCC! are markedly sumlar In 

aIDino aCld sequencc and three-(llmeosJOnal struclure. None­
theless, TcTIM is many times morc scnSllive to agcnts lhal 
denvatlZC the interfacc cYstemc (9, 12-25). The purposc of 
thls work was lO detcnnine the causc{s) ofthcsc differcnces 
Because In the trypano:,omal TIM lhe slde cham or Ihe 
mterfacc cysleinc IS c10sely packcd by Ihe ammo aClds of 
loop 3 of Ihe ather mooomer, thc studlCS could also provldc 
nlfornlallon on the factQrs lhal control the mtcrnctlOns 
betweeo subumls m lhat n::gJOn ol' Ihc dlmer mterface In 
thl~ respcct It 1S noled that lIJe KJ ,,, of T1M mooomers has 
becn reponed to range bctwCCIl ]{)"'l and 10'14 M (2, 16) 
In our cxpcnmenb on U1C effecl or MMTS 011 TI M, the 
c(lneentratlon oftlle cn/yJne was O 1 uM. thus, lhc efl'ect (lf 
t\le thiol reagent was dútúmllned under condlttOns 10 whlch 
TIM was 10 lts dUllúnc foml. 

fIgure 3 surnman7es p',lrt d ¡he resu\t:, of tbls wmk. lt 
shows lhe rallOS of ¡he ~econd-order rJte conSlant of 
tnact¡vatwn by MMTS 0.2) ofTcT1M ,md thal orthe Inplc 
mulanl lO the "l m TbTIM The tllrkreoee In the rallOS In 

lhe V.lrtQU<; experimental Cond\llOllS e.ln be u~ed lO eslnTIatc 
\lIc e;\\(:nl lO whtch e,lch (Ir Ihc cxplored faclors eontrtbu[C, 
l<l the reacllvJ\y of the CY·<;I(:I!lC Al pH 74, the mIlO III lhe 
~'::Il~Jt¡Vlty ofTeTIM lO ThTIM t() MMTS 1" around 70 Al 
tllll> plt, ,Iv..: tal!o "ker<!,t~1> tI,) ~\b,)\Jt :I() wl\C!\ th<! tel>\d~I'.!s 

of loop ~ 01' TcTIM ,lre m,lde ldcnlteal lo those 01' TbTIM 
Ikc,\Use the pK, nf ¡he Cy~telllC~ 01 lhc tnplc mutant <lnd 
lhe wtld.type TeT!M ,Ire ,dmo~¡ Ihc '>ame (r.Jbk ~). tht: 
dccre.lse 110m 70 tn lO rCllCl'h 1ll,lmly the ~'nntnhut¡()ll 01 
lhe tC\lduc,> In lhc Vtnlllly 01 lhe ~ullur nI' ¡IJe tnlert;lec 
.;y~k'tlle 

\Vhcll Ihe \<:lhIIIVIII':\ 01 lhc ':IVVll\e~ lO MM ro.; _11': 
('.)\ll)).lr..:[\ .1\ "\1\\.1\ \..:v{.'!-.. nI pr,il\\II.I\n)J) l)1 \b":lf 1I)\I::r\;,c~ 

1 v\l, 11\,', Ihe t.lIll" ,1\ l.: <11 \\ lid \vl'\\: le 1 1.\1 In j hll~l drop, 
II<'m 7() 1<' S .111,[ Ih.1t <d l!t" tnple- 11\'11.1111 IU 1 b 11~1 hnlll 
;() 1<1 I ~ 111.' t.1<.1 ti,.,1 11 "1'1.'1 k,,¡, ,,1 HIIII/.IIII\I\ (11 llll' 
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IGURE 3- Rallo oflhe second-order rate constant (k2 ) of inactlva­
on by Ml\.ITS between T¡;:TIM lbTIM (closed bars) and the triple 
lutant ofTcTIM:lbTIM (open bars). The ratlos wen: calculated 
um the data m Tables 2 and 4: (A) rallOs at pH 7.4; (B) rallOS m 
)ndltlons in whlch 33% ofthe mterface cysteme IS m thlolate fonn, 
:) the latter conditions m the presence of5 mM phosphoglycolate. 

1101 groups the rallOS are lower than al pH 74 mdlcatcs 
lat at the latter pH, the hmdranccs imposed by the iomzallOn 
;vcl of the cysteme are hlgher m TbTIM Ihan m TcTIM 
nd Its tnple mutant 

lt has bccn shown thal Ihe occupancy of the eatalylle slte 
y phosphoglyeolate affeels the reaetlvlty of the Intcrface 
ystcme 10 MMTS (25) Wnh rcspcct to th;:s acuon of 
hosphoglyeolatc, 11 IS mechamstlcally Important Ihat al­
lough phosphoglycolate docs no! mo(llfy Ihe pK .. of the 
llerfaee cysleme (Table 3), lt nonethelcss dllmmshes lhc 

~ of lOaCtl"ltlOn In Ihe ¡.bree en7ymes. lt IS a150 relevan! 
la! at equal levcls of IOnJ?atwn of Ihe mlo.;rfaco.; cysleine, 
hosphoglycolale dmllmshed Ihe dtITerence of k, betwecn 
'cTIM ,md TbTIM and tha! In Iho.;sc cQndlllons, k¡ m the 
-Iplc mutanl became lowcr Ihan Ihat (lf TbTIM. albel! 

hghlly. The ehango.;~ In the k, rallOS mduced by phospho­
Iycolate abo IlluSlr<ltc !h<lt m very Sllmlar en/.yl11CS, !ho.; 
ccupancy of !he c:llalyllc SltC docs nOI ,lfrect It) tho.; ~all1e 
xtent Ihc rc<lctlvny of tho.; Cysto.;tno.; In summary, the ovcrall 
ata show that the reactlvlty of lhe mtcrface cyslo.;mc I~ 

ontrolled by ~o.;veral f,¡Clors' lo.;. Ihe strUClllrc of l('IO? 3. 
lC pK o of Ihe cystctne. and lhe oceupaney of lhe cnt.11yllc 
Ite. In addlllon. lh<2c dala show Ih;¡t th<2c dllTercnce oclween 
lo.; t~o lryp,mo~omal TIMs IS a consequellec of J¡(Tercnco.;~ 
rI local !ao.;tor~ ami cvo.;nl~ ()f mto.;ractlOllS Ihal ato.; l:lr from 
!lC mlcrfacc resldue 

rrom a hroader fJomt ()f VICW. Ihero.; are IwO ~l(khtlOnal 
On1mcnlS TlllS ~or" dluslratcs Ih,lI by prohlOg ,1 propcrty 
,f ,¡ p,lrllcular ,l!111O(~ nCld rc"IJUC 111'ltkr d¡lkn.;111 Londllmn~. 
I I~ r(),,~ibk 10 ;¡,c<:rt.l1n Iho.; f,K·Wro. th,11 c:ovcm tho.; bch,iVlOf 

,r lhe fe~¡duc Tlll' o¡ho.;r p011l1 nmccn~o. ¡he pn1pcr1¡0.;" oC 

C)!:IOI1" 11( en/ymc" wllh llkll!¡C,¡\ ,11111110 ,Ical "cqucnccs In 
lIS d,I.~~H:,11 W<lll... I\nlin~cn (.JO) ,h()w~'d Ih.lIlh!.: "tnlclllrc 

,¡ pmlclll" 1" dCICIl1\!llcd by thClr ,I1l111\O :1<':ld "CqIICIKC 

JOl1cIl!ck"" II h.\" !x'l'll nh"<':lvcd Ih.II.\ pr(lICl1l11J.ly l('qlllr~' 

dl,l"tlc.lily dtll<.;r~·nl ,lrUl'lull' Ui) dC)'l<:ndll1l-' 00 llw 1l.lIurl' 

,1 llk' -.olvl'lll 1 1 1-. L'\\ 1'<':, 111 .1!1 .1n.\IV"I' \11' ~·1211 pr<lICIll'. 

:Ud.\1-..111.111 (.J_') IUlIlld ¡h.1! Ihl -. 1IIIe .llllllHl .ICI(I '~qlll'l1l'l' 

,luid C\I\I 11\ ·"·',·I'¡ d,lkTclll ·,ITUCI'Il.d ,'IlIll,'1,\I,II1('I1" 1'1 
!11, ",,)i;;\I. lh,· ,111 •. :'!;;I' ,ti, ,\: Ih,· 1"pIL I1:U!.lIli ,,1 1, I i\1 
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and TbTIM Illustrate an aspect ofthe relallOnshlp between 
structure and functlOn that, as far as we know, has not becn 
described before. We fOlmd tbat two enzymes wIth identlcal 
aromo aCld composltions in the reglOD thal surrounds the 
mterface cysteinc ex.hiblt sigruficant dlffercnccs m the pK. 
oflbe eystelne. TIus suggests that in prolcms, Ihe same anuno 
aCld sequence In homologous enzymes may exhlblt dlstinct 
charoetenslles Ihat, apparently, are Ihe consequcnce of rustan! 
events or mteractiOns. 
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LlMITED PROTEOL YSIS OF TRIOSEPHOSPHATE ISOMERASE FROM 

¡,ypwu)soma brflCel AND li-ypanosoma cruz] 



Abstraet 

We studied the susceptibility to subtilisin of homodimeric triosephosphate 

isomerase from the pathogenic parasites T,ypanosoma brucei (TbTIM) and Trypanosoma 

crUZI (TcTIM). The enzymes are markedIy similar in amino sequence and three­

dimensional structure In 36 hours of incubation at a molar ratio of 4 TIM per subtilisin, 

TcTIM underwent extensive hydrolysis, complete loss of activity and large alterations of 

its tertiary and quatemary structures In contrast in TbTIM only about 50 % of the 

monomers were cleaved between Gln181 and Gln182, and Thr139 and Ala140 Cleaved 

TbTIM had the mass ofthe intact dimer With glyceraldehyde 3-phosphate, it exhibited a 

kcar that was about 50 % of that of native TbTIM with no significant change in Km. 

Compared with the native enzyme, the peak of intnnsic fluorescence emission of TbTIM 

was red shlfted by 5 nm In nicked TbTIM the association between subunits was not 

affected Since the starting preparation was homogeneous, the results indicate that 

c\eaved TbTIM is fonned by an mtact catalytically competent monomer attached to an 

mactlve monomer, that had undergone c\eavage in two of tts peptide bond s The high 

sensitivity 01' TcTIM te subtllisin is probably due to its high intrinsic tlexibility The data 

with TbTIM suggest that therc are structural ditl'erences in the two monomers, or that 

altcrations of Qne subumt change the characteristlcs of thc othcr subunit In comparison 

to the reported action oC subtiltsln 011 TIMs trom other specics, It would appear that the 

trypanosoma! cnzymcs havc uniquc charactcristics 



lntroduction 

Anfinsen showed in 1973 that the structure of a native protein depends on Its 

amino-acid sequence Now it is also clear that the structure of the proteio is stabilized by 

numerous and precise non-covalent interactions between its constituent amioo acids, 

oligomeric proteios are also stabilized by the fonnation of non-covalent bonds between 

interrace residues In view of the importance of non-covalent interactions in protein 

structure, several laboratories have addressed the question of how the splitting of a 

limited number of peptide bonds affects the overall structure of proteins. So far~ it has 

been documented that in several proteins lhe c1eavage of a few peptide bonds does not 

mduce \arge strueturai modifications and loss of funetion (Hofsteenge et al, 1988, 

Slddiqui el al, 1993, Pollegioni el al., 1995; Gupla el al, 1995, Juul el al, 1995; Huang 

et al, 1997) This suggests that ¡ntrinsie non-covalent interactions resist, at least to a 

large extent. the sphtting of sorne peptide bond s Nonetheless, it can be asked if this is 

the general rule, or if this only applies to proteins that have particular, but st¡JI not c1early 

defined lntnnsic properties that stabdize their tertiary and quatemary structures In this 

context, I1 is noteworthy tilal Luque and Freire (2000) llave recently described that the 

Gibbs free energy of protein stabllization is not uniforrnly dlstnbuted throughout its 

overall structurc, mstcad, there are rcgions of high and low stability constants Thus, the 

stability or lack of stablhty of nicked cnzyrnes can be a rcllectlon of the torces that 

maintalll thcl!" thrce-dimcnsional structurc 

HCle, \VC c\.amincd the susccptiblhty lO a protcolytlc Ctlzymc (subtihsIll) of two 

homologous hOlllodim~lIc cnzvlllcs 110m org,U1ISIT1S tha! (JI·C c1l)SC 111 lhe cvolutIonarv 

"';C,11e '¡'hl' ])lIIPO"l' \\la...; lo as~l'SS IfIIK' rhan~cs lhal have I;\ken pl.lrl' 111 Ihell .1Il1ItlO arid 



sequence affect their stabiJity after limited proteolysis, but have not affected theÍr 

cata1ytic properties and stability to an important extent The enzyrnes were 

tnosephosphate isornerase from Trypanosoma cmZl (TcTIM) and Trypanosoma bmcel 

(TbTIM) These parasites are the causative agents of Chagas dIsease and sIeeping 

sickness that affect millions of people in thc Amcrica and Africa, respectively The 

identity of their amino acid sequence is 68 %, The crystal structure of the two enzymes 

has also been described and the RMS oftheir a e traces is O 96 A 

The two trypanosomal TIMs, as well as many other TTh1.s, are homodimeric 

enzymes that catalyze the interconversion between glycera1dehyde 3-phosphate and 

dihydroxyacetone phosphate through well charactenzed mechanisms (Albery and 

Knowles 1976, Alber, el al., 1981, Nickbarg and Knowles 1988, Knowles 1991). They 

belong to the farnily of the a-¡3 barreIs proteins The crystal structure of TIMs from 

several species has been determrned at good resolution levels (Delboni et al? 1995, 

Noble et al, 1993, Wierenga et al , 1991, Velanker et al , 1997, Lolls et al, 1990, Banner 

el al, 1975, Mande el al, 1994, Alvarcz el al, 1998: Maldonado el al, 1998) In all 

TIMs, the 8 ~-strands are surrounded by 8 a-helices, joined by loops An addltlonal 

characteristic of TIM is that, only in It$ dimenc state, is the enzyme catalytically active 

Rcgarding this work, tt is important to note that the dTcet 01' limited proteolysis by 

subtilism on TIMs from rabbit (Vogcl and Chm!clcwski 1994, Sun et al, J992), yeast 

(Sun el al, 1993), and P/aSIl/Odllll11 fa/Cfparu/11 (Ray ct al, 1999) has been previously 

dcscnbcd Thus, il was instructivc lo compan .. ~ the impact 01' hmitcd protCOlyS1S on the 

1I)'panOsof1la! TJM~ \",!th that on n~1" 11·001 t1111cI S]KC!CS Thls Icveak'd lilac although 

all Ihe Cll/~!llC~ 11,I\C Ihe ~~l!lle b.\<;IC <;tl!IClule Ihc l!yp,ul<)<;omal 11i\1s CXhlb¡t ",O!T1l' 



unique featores Moreover, the data with the two trypanosomal TIMs showed that they 

differ markedly in their sensitivity to subtilisin 

Material and Methods 

Enzymes. Recombinant TTh1s fram T brocel anÓ T crUZ! were expressed and purified as 

described elsewhere (Borchert et al, 1993: Garza-Ramos et aL, 1998) The enzymes were 

stored 4° e as suspensions in 70 % saturation arnmonium sulfate that had 100 mM 

triethanolamme, 10 mM EDT A, I mM dithiothreitol, and 1 mM sodium az¡de, pH 8 O 

For the experiments, the enzymes were dialyzed in 100 mM triethanoJamine and 10 mM 

EDTA,pH7A 

Assay of A.ctivity Activity in the directlOn of glyceraldehyde 3-phosphate to 

dihydroxyacetone phosphate was measured at 25°C as described elsewhere (Garza­

Ramos et al, 1996) The reaction mixture at pH 74 (1 mL) contained 100 mM 

triethanolamme, 10 m\1 EDT A, 1 mM substrate (except when the catalytlc constants 

were determined), O 9 U a-glycerophosphate dehydrogenase, O 2 mM NAOH, and 5 ng 

ofTIM Actlvlty was calculated trom the dccrcase in absorbance at 340 nm 

Proteoly1ic Digestion The tl)'panosomal TIMs at a concentration of I mglrnL were 

incubated wíth Carlsberg subtilism (Sigma) at the mdlcated molar ratíos in 100 mM 

tricthanolamíne, 10 mM EDT A pll 74 at 30\\( Similar data wcre obtamed in the 

absence of 10 mM ED'I'A In aH cxpcnmcnts, proteolysls ofTcrlM was arrested by the 

additiOn of PMSF (2-3 mM final conccntratlon) In the controls, natlvc TIMs were 

supp[cmcnted with PMSF, PMSf dld not !lave aJly e!1cct on native TIMs 

flrctrophol'C.'sls. The cn7ylllcS \.velc analv/cd In SDS PI\C;E that had ló °'0 aCryl,ullldc 



brillant blue G and the intensity of the bands was evaluated densitometrical1y The 

enzymes were also analyzed in non-denaturing polyacrylamide slab gel electrophoresis 

(io 83 X 74 X 1 5 mm gels with 10 % acrylamide) accordiog to McLellan (1982) usiog 

]6 mM irnidazol and 40 mM HEPES pH 7 Due 10 lhe high pI of TbTlM, lhe calhode 

was at the bottom of the gel. Gels were ron for 165 min at 4°C and stained with 

Coomassie brillant blue G 

NHrterminal analysis of electroblotted proteins. Fragments of digested TIMs were 

electroblotted from SDS-PAGE (16 %) ooto polyvinyldifluorobenzene membranes 

(Problott) Transfer was perfonned according to Yuen et al (1988) in 10 mJ'vJ 3-

(cyclohexyiamino )-l-propane-sulfonic acid, pH 1 L 10 % methanol at 5 mNcm2 for 3 h 

at 4°C The transferred proteins were stained with O 1 % Coomassie brillant blue G in 50 

% rnethanoL The N-tenninal sequence was detennined by automated Edman degradation 

on a gas-phasc protein sequencer (LF 3000, Beckman Instruments) equipped with an on 

Ime Beckman System Gold high performance ¡¡quid chromatography system The HPLC 

equipment includcd a model 126 pump and a diode array detector set at 268 y 293 nm for 

signal and rcfcrencc, respectlvely The HPLC column was a Bcckman Spherogel Micro 

PTH (2 x 150 mm) Standard Beckman sequencing reagents were used 

Size-exclusion gel chromatogr.aphy. Zonal Slze excluslon chromatography of both the 

nativc and nickcd protcin was pcrtonncd lIsing. a Bcckman h'g.h performance liquid 

chromatography (lIPLC) systcm with a 7 5 X 300 mm Ultra-Sphcrogel-SEC 3000 

column, pore si/.c 01'230 A (Mr rangc 5 X 10\ to 7 X 10~) Thc mobilc phase containcd 1 

mM EIYL" 150 111r...l NaCL and lOO mM SOd1tlll1 pho,",phalc (pll 7 O) The column \.Vas 



equilibrated and eluted at room temperature at a flux rate of I mVrnm ElutlOn profiJes 

were determined by recording the absorbance of the eluted samples at 280 nm 

Mass spectrometry. The molecular masses of the fragments obtained trom PVDF 

membranes were sent to SynPep Corporation service (Dublin, CA) for electrospray mass 

spectroscopy ana1ysis SDS-PAGE and trans-blottíng were performed severa1 times tu 

accumulate sufficient protejn 

Proteio concentratioo. Protein concentration of the enzymes was deterrnined from their 

absorbance at 280 nm. The molecular extinction coefficients of the enzyrnes (E2&O) were 

calculated according to Pace et al (1995), 34950 M'!cm'! for 1bTIM (Pérez-Montfort et 

al., 1999), 33460 M~lcrn-l for TcTIM, and 24870 M-1 cm-} for Carlsberg subtilisin 

Results 

The effect ofsubtilisin on the activity ofTbTIM and TcTIM was studled at a temperature 

of30 oC In the experiments ofFigure 1, tile concentration ofthe TIMs was maintained constant, 

while that of subtilisin was vaned 10 the molar ralios of subtilisin TIM that ranged from O 019 

to I After 36 hours, the activity of the enzymes was measured, and i! was tound that as the 

concentration of subtilísín increased, tile actlvlties of the trypanosomal enzymes decreased 

However, TcTIM and TbTIM ditTered In their sensitivity to subuhsm TcTIM exhlbited a 

progressive decay of actívity and al a ratIO of I subtihsin TcTIM, 11s aClivlty was almost 

complctely abolished The decrcase in actlvlty ol" TbTIM was !css markcd, and abolition 01' 

catalyt¡c activity rcquircd much highcr conccntrationo;; of subtdisin 

In ordcr to determine how changcs !n activily relate !o proteolysls. wc c8.rncd out a time 

cour~c oC th~ act\on or ".uhttlism 0\\ the twn ctvvmes Thc cnLvmc~ \VCIC tncubatcd at a molar 

rallO nI' I <;lIhtrbs1Jl pCI 1-111\.1<;, al diflClcnt !lrne\ Ql1lple ... \velC qllenchcd \\1th P\1SI', <.llld Ihe 



aetivity ofTIM and its eleetrophoretie profile in SDS gels were detennined (Fig 2). In TeTIM, 

there was a progressive diminution ofthe 27 kDa band that corresponds to the TcTlM monomcr; 

this was accompanied by loss of catalytic activlty (Fig 2, A). Under the conditions of the 

experiment, lag plots of remaining activity versus time were linear; the pseudo-first-order rate 

constant of the inactivation process was O 11 ± 0004 h- I. Beeause the half-times for 10ss of 

eatalytic activity and disappearance of the 27 kDa band were in the same range (6.2 and 8.4 

hours, respectively), it would appear that the two processes were closely related 

The effect of subtilisin on Tb TIM was markedly different In the first 16 hours of 

ineubation there was a progressive loss ofthe 27 kDa band However, between 16 and 36 haurs 

of incubatian, the level of the protein band remained at a level that wa.s around 40 to 50 % of the 

control (Fig. 2, B) The activity of TbTIM exposed to subtilisin also decayed by about 50 % in 

the first 16 hours of ineubation, but after that time, the activity remained rather constant for 

another 20 hours (Fig 2, B) After thls time, actlvity decayed and after 60 hours of incubation 

aetivity was fully abolished, and the 27 kOa band had eompletcly dlsappeared (the latter data are 

not shown) 

Another ditference between the two trypanosomal enzymcs may be observed in Figure 2 

The SOS PAGE clectrophoretic pattern of TbTIM exposed to subtilism, showed three clearly 

evident fragments of 13, 7 8 and 59 kDa and a faint band of II 8 kDa Apparently, subtilism 

hydrolyzcd somc specific peptide bonds of TbTIM yieldlng fragments that werc maccessible to 

further action of subtibslll On the other hand, 10 TcTIM the progrcssive disappearanee of the 27 

kDa was nol accornpanled by a concomitant appcaranec of lower molecular proteio bands Thls 

very ltkcly lIldicatcs Iha! lhe rragments Ihat a,o~e liom the IIllII,!! actloll oC subtili:-.in unucrwcllI 

!llr! her dt:¡"J adal lOO 



Determination ofthe sites ofproteolysis in TbTIM and TcTIM. 

The enzyrnes were incubated with subtilisin for 36 hours in the conditions of Figure 2, 

subsequently the proteolytic fragments were isolated from SDS PAGE gels_ The 13, 7 8 and 5.9 

kDa fragments denved from TbTIM were sequenced by Edman degradation. The largest 

fragment had the sequence MSKPQPlAA wruch corresponds to the amino terminal region of 

TbTIM. The amino acid sequence of the 7.8 kDa fragment was QAQEAHALIRSWVSS, 

whereas that ofthe 5 9 kDa fragment was A VVVLTQIA. Thus, the peptide bonds ofTbTIM that 

were cleaved by subtilisin were those between Thr139 and AlaI40, and Gln181 and Gln182 

According to their amino acid composition, the three fragments have molecular weights of 15, 

7.4 and 44 kDa, whlch is in consonance with the masses of the fragments calculated 1Tom the¡r 

rnígration in SDS PAGE. 

The detennination of the sites of cleavage of TcTIM was more difficult This is because 

its degradation by subtihsin was quite extensive, indeed, In gels loaded with 8 ).lg of protein. no 

fragments of proteolysls were detected (Fig 2) However, when 300 ~lg of protein were applied 

to the geJs, two fragments with apparent molecular rnasses of 15 and 89 kDa were c1early 

apparent The N-terminal sequence of the low molecular weight fragment was QAQEVHEL, 

indicatmg c1eavage betwecn Glnl81 and Glnl82 According to its aml!1o acid composltions, the 

lattcr c!eavage ShOllld glve the carboxyl terminal pcptide of 77 kDa, which 1$ in the range ofthe 

mass of thc pcptidc üb'Served in SOS gds Tbe {atter deavage shou\d al50 gwe the fragment 

bctwccn Mctl and Glnlgl with a mass of 19 6 kOa Howcvcr, in SDS PAGE, the apparcnt mass 

01' the rragment that had the scquencc 01' the N-terminal regIO n of nativc TcTIM (MASKPQP) 

was 15 kD.l The rclat¡vc!v low mass orlhe latter pcpt!de indlcated tbat tllelc wa~ anolhcr ~!tcof 

ckava~c In Ihe "pan bdwCl:!I MclI and (iln 18 I J'hcrcfo!t.:. thl~ pl'plide Ib:11 had Ihe j\;-ten11!nal 



region of native TcTIM was analyzed by mass spectrometry_ The results showed two main 

molecular masses of 14,188 and 14,223 Daltons The latter corresponds to a peptide that ends in 

Asn131, whereas the former ends in Thr130 Thus, the overall results indicate that in TcTIM, 

subtilisin hydrolyzes the bonds between Gln181 and Gln182, and ,hose between Thr130-

Asn131 and Asnl31-Glu 132 

The sites of cleavage by subtilisin of TbTIM and TcTIM and those in other TIMs are 

depicted in Figure 3 

Molecular mass of nicked TbTlM 

TbTIM incubated with subtilisin exhibits an init1al drop of activity that is followed by a 

relatively long interval m whlch actiVlty and the concentration of the 27 kDa protein band 

remained at a level of about 50 % of the control (Fig 2) The biphasic paUem in the hydrolysis 

of TbTIM could reflect the existence of two enzyrne populations However, this possibihty 

seems unlike1y, since the enzyme we used was a recornbinant product, and we observed the same 

results in three separate preparations That is, in the three preparations, the drop in activity 

leveled off at about (lIJe halj of the onginal activity Perhaps of more significance is that native 

TbTIM exhlbits on[y one protem in gels mn under non-denaturing conditions (see below), 

indicating that the populatlOn ofThTlM was homogeneous 

Therefore. we exammcd the characteristics of TbTIM that had been hydrolyzed to the 

point m whJch 11 had about half ol' the starting monorner concentration and about 50 % of the 

origma! actlvity TbT1M 10 thls statc was prcparcd by incubatmg the cnzyrnc with subtillsin al a 

molar ratio of 4 TbTlM I subtdlSIll. altcr 36 hours. Ihe plOtcolytlC rcaction was arrcsted WJth 

PMS¡' Thc c!u!tOJl tImcs of lhc rcsll[llllg 'J b]'lM and nallvC TbTIM 111 S17C-CXC[USIOJl '>lhca 

chrollla¡o!.!.lapll\ \\CIC dctt'11lllllcd (FI~~ -1) 'J'hl' rl'lcntlnn 111111..'", nI' COnl!!.)1 and suoti¡isin trcatcd 



TbTIM were almost identical Samples ofthe enzyme that eluted at various times (arrows in Fig 

4) were examined by SDS PAGE. TbTIM exposed lo subtihsin exhibited lhe band of 27 leDa 

plus the other three protein bands that were produced by hydrolysis. Thus, the experiments are 

strongly indicative that the proteolytic cleavage ofTbTlM was not accompamed by dissociation 

of the fragments that result from proteolysis 

Electrophoretic mobility of TbTIM and TcTIM exposed to subtilisin. 

The electrophoretic mobility of TbTIM that was exposed to subtilisin for various times 

was detennined in gels run under non-denaturing conditions (Flg. S). In the first 10 hours of 

incubatian, only one band with an electrophoretic mobility equaJ to the native enzyme was 

observed After that time and up to 3S hours, a band with slower migration became apparent, the 

intensity of this second band increased with time These observations indicate that nicked 

TbTIM conserves the structure of the native dimer, albeit with time, It undergoes progressive 

alterations that slow down its migration towards the cathode The change in migratíon of nicked 

TbTIM could reflect oxidation of cysteines or deamidatlon of asparagines of TbTIM Indeed, 

these relatively slow spontaneous reactions have been documented in TIMs from other sources 

(Gracy et al , 1990, Tang et al , 1990, Suo et al , 1992) It must be added that al incubatlon times 

of more than 35 hours, the band of hlgher mohi\¡ty gradually d¡sappearcd with a concomitan! 

IIlcrease in the band of lower mobility, morcovcr, in those times, a third protein band wíth an 

even lower mobility became discernible (data n0t shown) In control TbTIM the changes ln 

elcctrophorcclÍc mobJlity wcrc no! obscrVcd Thus, It could be that nicking of TbTIM 

predisposcs it f(JI undcrgoing altcratlons orits cystclIlC$ or asparagincs 

In non-dct1<lturll1g :..!cls, rcT1M c,,{posl'd lo ~ubtll!SIll C'.Jllh!!~d <l I1C(l¡[Y complete abscncc 

01' ¡hc prO!t.~111 hand Ih,u cont'spond" 10 na\l\,c TcTli'v1. in Ihe gel:-" no olhe! PI()[Clll h:lI1ds \\Cll' 



deteeted This is further confirmation of the extensive proteolysis induced by subtilisin in 

TcTIM. The data in Figure 5 also show that the migration ofnative TcTIM was lower than that 

ofTbTTh1 which is a refleetion ofits lower iso-electric point. 

Kinetics and intrinsic fluorescence of nicked TbTIM 

The activities of native and nicked TbTIM were measured vvith different concentrations 

of glyceraldehyde 3-phosphate The Lineweaver-Burk plots of the data were linear The Km of 

native and nicked enzymes were similar (O 56 and OA5 mM, respectively) However, the kcat of 

rucked TbTIM (1 1 x 105 mino!) was about 50 % lower than that of the native enzyme (2 x 105 

mino!). 

The emission spectra of the intnnsic fluorescence of nicked TbTIM were recorded after 

exciting at 280 and 295 nm. At an excitation wavelength of 295 nm, and in comparison to native 

TbTIM, the fluorescenee intensity of the nicked enzyme was about 8 % lower, and its spectral 

center of mass was 5 om h!gher (Fíg 6 and ínset) At an excitation wavelength of 280 nm, the 

same spectral differences between native and nicked TbTIM were observed (inset m Fig 6) At 

an excitation wavelcngth of 280 nm, the emission spectra retlects cxcitation of tyrosines and 

tryptophans, whereas at 295 nro, the main contribution to Huorc::.cence deri\les from excitation of 

the five tryptophans of TbTIM Thus, It would appear that nickmg predomínantly perturbs the 

environment of the tryptophans 

Thc cmission Ouorcsccncc spcctrum of TcTIM tha! had bccn cxposcd to subtilisin was 

also determined (Flg 6 and msct) The spcctrum showcd that subtdislIl causes profound 

alterations in tlle structurc 01' TcTIM Thc spcctral ccntcr ol' Olass was red shlHcd by 25 nm. and 

lIS f1uorcsccncl: m!Cllsily dccn::a .... cd by 3:\ % Thcsc tind1!li:!<'; 'lIC In con<.;ollancc wlth prcc:cdmg 

da¡a Ihal ~ho\V ¡hal '1 e n~11" 11Ighly "cl1<';III\-,L' lO "uh¡dí .... 1I1 :lCll(ll1 



Stability of nicked TbTlM 

In addition to ascertaining the kinetics and intrinsic fluorescence of nicked TbTIM, it was 

considered relevant to assess if lirnited proteolysis affects the stability of the quatemary structure 

of TbTIM Oligomenc proteins dissociate according to the associatlon constant between 

subunits Since in ils monomenc fOrIn TIM is catalytically inactive (Waley 1973, Zabori et al., 

1980; Garza-Ramos 1992), it 1S possible to gajn insight into the stabi1ity of the dimer fram 

measurements of its specific actiyity after it has been pre-incubated 2.1 different protein 

concentrations. 

Accordingly, native and rucked 1bTIM were pre-incubated for two hours at 36 oC in a 

concentratíon range that varied from 20 to 10,000 ng of enzyme per rnL, at that time, activity 

was measured. The curves of specific acüvity versus the concentration of both, the native and 

mcked enzymes in the pre-incubation penod were sigmoid (Fig 7) At low protein 

concentrations, activity was low and constant This phase was foilowed by an ascent In speclfic 

activity up to a paint in which specific activity rcached a maxlmum constant leve!. The curves 

essentially renect dlssociation of the dimcr as the concentratton of protein is decreased The 

curves of the nativc and nicked TbTIM werc markedly similar The opparef/( KI) were 3xlO·
g 

and 3 8x \O.g M for thc native and nicked TbTIM, respcctively The marked sirnilarity of the 

lattcr valucs indicatcd that limlted proteolysis of TbTIM did not perturb to a significant extent, 

lhe assocJation betwecll subunits 

I>iscussion 

rhere are two malO ponts in Ihe rcsullS 01' Ihis work One 1$ that Iwo vcry slmdar 

t;tl/VIl1CS tn <ln1lno ,\cId scqucncc and struClUrc C,hlbl! markcd ditfclcnccs Itl scnslllvitv 10 rhe 



proteolytic action of subtilisin The other is that limited hydrolysis of TbTIM yields an enzyrne 

with characteristics that have not been described befare 

Why is TcTlM mOre sensitive tban TbTIM to tbe proteolytit. adion of subtilisin? 

In the two enzymes, subilisin hydrolyzes a common peptide bond, that between Gln181 

and Gln182 However, the bonds between Thr130 and Asn 131, and Asn 131 and Glu132 are 

hydrolyzed in TcTlM, but not in TbTlM In TbTlM, the peptide bond that is exclusively 

hydrolyzed is between Thr139 and Aja 140 Since different bonds are hydrolyzed in the tWQ 

enzymes, it may be reasoned that ifthe bonds cleaved in TcTIM are central for its stability, their 

breakage would facilitate a further action of subtilisin. Hence, it is instructive to examine the 

positions of the sites of cleavage in the crystallographic structures of two enzyrnes In the tWQ 

enzymes, helix 5 \s divided by a short loop TeTIM was nicke<! before the beginning ofthe short 

loop, whereas TbTIM was hydrolyzed at the end of the short loop Thus, assuming that the large 

differenees in sensitlvlty to subtihsin of TcTIM and TbTIM result from different sites of 

cleavage, it beeomcs mtriguing that hydrolysis of peptide bonds that are in the same region of 

lhe enzyme account for such drastie differences 

There could be, however, another explanation for the hjgh sensitivlty of TcTIM to 

subtilism The cfreet 01' subtilism on TIMs from rabbit (Vogel and Chmielewski, 1994, Sun et 

al, 1992), yeast (Sun et al, 1993) and PIa.\modlllmfalclfJOrum (Ray et al, 1999) has also been 

studied AH TlMs were cleavcd, but there were marked ditferences ln the positLons ofthe sites of 

c1eavagc (sce Fig 3) Notwithstanding thc wtdc distribution of the sites of hydrolysis, the nickcd 

TIMs prcservcd thetr tcnlary and quatcrnary structurcs, and cxhlbitcd cssentlally ulllmpalred 

catalytic fUllctlon '1'111:- IIld¡Call:S that tht.: {h!t.~t.: TIMs have a [obust structurc that rc~ists splitting 

ni" pcpttdc bonds tba! are !o(',lIl'd 10 ddfclcnl po';;lIions I\ccordinglv, nM rrom j' cm:.¡ wou!d 



seem to be rather exceptional AJong this line, it is recalled that the accessibility of thiol reagents 

to a cysteine that is buned within the interface of trypanosomal enzyrnes is rnuch higher in 

TcTIM than in the other TIMs that have that cysteine, for example TbTIM (Garza-Ramos et al, 

1998, Pérez-Montfort et al., 1999, Reyes-Vivas et al, 2001). Because in TbTIM and TcTIM, the 

contacts of the cysteine with the surrounding atoms are rnarkedly similar (Maldonado et al, 

1998), it is possible that the higher susceptibility ofTcTIM to thioI reagents is consequence ofa 

relatively high intrinslc flexibility This could also be the cause of its high sensitivity to 

subtilisin. 

Nicked TbTlM 

As lloted, the exposure of TIMs frorn rabbit (Vogel and Chmielewski, 1994, Sun et al, 

1992), yeast (Sun et al, 1993), and P. fa/C/pan/m (Rayet al., 1999) to subtilisin yields nicked 

enzymes with catalytic properties similar to those of the native enzyrnes The SOS geIs of these 

mcked TIMs show the complete absence of the protein band that corresponds to the monomer. 

thus, the nicked monomers of the three TIMs are catalyticalIy competent When TbTIM is 

exposed to subttlisin, there is a long interval in whlch the enzyme has about 50 % ohts original 

concentratlon of intact monomers (Fig 2) In this state, thc enzyme exhibits the mass of the 

mtact dlmer, and a kea! that ¡s approximatcly 50 % of that of the original enzyme Smce the 

stal1ing preparatlOn wa$ homogeneous, the logical interpretation ofthe overall data is that nicked 

TbT1M i~ formcd by an intact catalytlcally competent monomer and a mcked monomer that 1$ 

unablc to carry out catalysis lt [$ notcworthy that IlIckcd TbTIM cxhibited a Km for 

glyceraldehye 3-phospha!e almos! equal to lhal of native TbTIM '1 hus, the klOCtlcs of thc intac! 

Il1UnOIll(:1 \Ve[e Tlot pcrlurbed. alben 11 was attachcd to <1n inacllve IlIckcd mOIlOIncr In a ccrtatn 

:--.cnse. Illd,cd I'h'II1\'1 1'\ SITlll1:U lo Ihe cltmel rtHJ111'd bv an inlacl 1ll01l01l1(:f <lnd a monomer thal 



had chloroacetal phosphate covalentIy bound to its catalytic center (Sun et al, 1992b). This 

enzyme exhibited half of the catalytic activity of the mtaet dimer without important alterations in 

Km. 

If ather nicked monomers carry out catalysis, why is the nicked monomer of TbTIM 

catalytica11y inert? The reason could be 1hat the peptide bond that was hydrolyzed in TbTIM was 

between Gln181 and Gln182, a peptide bond that was nol cleaved in the ather aforementioned 

TIMs. This peptide bond is c10se to the end of loop 6 (residues 168 to 178) which is a mobile 

loop that clases Qver the catalytic site in arder to prevent hydrolysis of the enediol intermediate 

of the cataIytic cycle (Sampson and Knowles~ 1992) Furthermore, in its closed conformatian, 

Gly175 ofloop 6 places the substrate in a positíon favorable for proten transfer fram substrate to 

product The amino acid requirements for the hinge that supports the movement of loop 6 

(residues 168, 169 and 170, and 176, 177, 178 in the arnJno and carboxyl reglons, respectively) 

have been carefully docurnented (Sun and Sampson, 1998, SUD and Sampon, 1999, Xiang et al , 

2001) Nonetheless, jt could be that thc mtegrity of the peptide bond between Gln 181 and 

Gln 182 is necessary for the movement of loop 6 In this context, it may be relevant that the 

tluorescence intensity of TbTIM IS slightly lower tban in TbTIM and that jts spectral center of 

mass is red shdled by 5 nm Bccause It has heeo shown that Trp 170 of loop 6 contributes 

strongly to the overall fluorescence ofyeast TIM (Sampson and Knowlcs, 1992) it could be that 

lbe emission spectra ofmcked Tb'IIM may renecí pcrturbations ofloop 6 

The existence 01' TbTIM III wlllCh only one of its monomers was dcaved ralses a further 

quc::'lion Why was only Orle 01' the {Wo monomcrs oí' homodlfficric ThTIM clcavcd by subtdlsin'> 

In principie, tllclc are Iwo pos~lbJ!itH:S 1) OIlC orlhc l1lonO!l1crs IS lll!l!l1sicallv 11101C sCllsitlve lo 



resistance to subtilism in the other monomer At the moment we are unable to dlstinguish 

between the two alternatives. However, it 1S worth noting that crystals of TcTTh1 soaked in 

hexane showed the presence of three hexane molecules (Gao et al, 1999). Two were at outer 

region of the dimer ínterface: the other was within 4 Á distances of Thrl39 that is one of the 

sites of cleavage by subtilisin in TbTTh1. The latter hexane molecule was observed in only one of 

the subunits Thus, it is possible that there is an intrinsic asymmetry between the two subunits 

With respect to the possibility that c1eavage of one monomer induces resistance to proteolysis in 

the other subunit, it is noted that although TIM exrubits c1assica1 Michaelis Menten kinetics, it 

has been documented that there is cross-taIk between the catalytic centers of the two monomers 

(Hams et al , 1998). In addition, it was reported that events at the catalytic site are transmitted te 

the dimer interface (Sun et al., 1 992b, Pérez-Montfort et al, 1999) Thus, it could be that 

alterations in one monomer rnodif)r the characteristics of the other subunit 
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Figure Legends 

Figure 1. Effect of differeot cooceotrations of subtilisin 00 the activity of TcTIM: 

afid TbTIM. TcTIM and TbTlM were incubated at 30 oC at concentration of l mg / mL of 100 

mM triethanolamine and 10 mM EDTA at pH 7.4. The mixture also eontained subtilisin in the 

indicated molar subtilsin : TIM ratios. After 36 hrs of incubation, proteolysis was arrested by the 

addition of 3 mM PMSF and aetivity was measured as deseribed in the Methods section. The 

results are expressed as % residual activity in wlúeh 100 % was 2400 and 2900 ~mol min-1 mg-

I for IbTIM and TcTTh1 respective1y 

Figure 2. Time eourse of the eITee! of ,ubtili,in on TeTIM (A) and TbTIM (B). The 

experimental eonditions were as Figure 1 except that the enzyrnes were incubated with subtilisin 

at a molar ratio of 4 TIM 1 subtilisin At the indieated times the reaction was arrested with 3 

mM PMSF. The samples (8 ~g ofprotein) were analyzed by SDSIPAGE electrophoresis (upper 

sections in A and B). Activity ofthe samples was also determined The lower part ofthe Figure 

shows the pereent residual activity (open circ1es), and the extent of hydrolysis of the 26.9 kDa 

protein band (the protem that corresponds to the monomer) at the indicated times. The extent of 

hydrolysis was determined by densltometric scanning (dosed circ\es) 

Fi1?,ure 3_ Sites of deavage by subtilisin of TbTIM~ TcTIM~ and TIMs froro P. 

falciparum, ycast, and rabbit. The secondary structure depicted on thc top of the sequence 

bclongs lO TbTIM and TcTIM Thc sltes ol' mcking by subtiltsin in each ol' the enzymes are 

boxed Thc data on labbit. yeast and /). fa/L'lparUfll TIMs wcre takcn from Vogcl and 

('IU1l1dc\VSh.1 (199-1), Sun el al (! 9(3). ane! Ray et al (1999), respcctlvclv 



Figure 4. Size-exclusion chromatography of native and nicked TbTIl\1. Nicked 

TbTIM was obtained after incubation of the native enzyme at a molar ratio of 4 TbTIM: per 

subtilisin for 36 hours At this time the reaction was arrested with 3 mM PMSF Size exc1usion 

ehromatography ofnative TbTIM (A) and ofthe meked enzyrne (E) was performed as deseribed 

under Methods. Samples at the indicated times ofe1ution (arrows) were anaIyzed by SDSIPAGE 

(e). 

Figure 5. Non-denaturing gel electrophoresis of native TbTIM (A) aud TcTIM (B) 

and after their exposure to subtilisin. The experimental conditions were as in Figure 2, except 

that the reaction was arrested at the indicated times with 3 mM PMSF Samples were analyzed in 

gels run under non-denaturing conditions as described in the Methods section 

Figure 6. Intrinsic fluorescence of TbTIM and TcTIM in their native state and after 

their exposure to subtilisin. The experimental conditions were as in Figure 2 After 36 hours of 

incubation, the reaction was arrested wlth 3 mM PMSF and the intrinsic fluorescence emission 

spectra of the enzymes werc dctennined at room temperature in media that contained 100 mM 

triethanolamine and 10 mM EDT A, pH 7 4 The concentration of the enzyrnes was 60 ¡.tg/mL 

The spectra shown (FI = fluorescence intensity) were obtained after subtracting the blank (no 

enzyme) from the experimental The spectral center ofmass at excitation wavelengths of280 nm 

and 295 nm werc calculatcd The data are shown in the lowcr part of the Figure 

Figure 7. Activity of Ilative .HleI nicked TbTIM after their incubation at various protcin 

C'onccntnltions. Nicked TbTIM was obtamcd as In Figure 2 atlcr 36 hOllrs ofmCllbation Nativc 



and nicked TbTIM (closed and open círc1es, respectively) were incubated at 36 () e at the 

indicated protein concentrations in 100 mM triethanolamine and 10 mM EDT A at pH 7.4. After 

2 hours of incubation activities were determined. The results are expressed as percent of residual 

activity in which 100 % was 2400 and 1200 Jlmol min- l rng· l for native and nicked TbTIM, 

respectively 
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