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l(CSUlllCll 

En el homodlmero de la triosafosfnto isomenL~a de Try¡umo.wma hn1c<!i (TbTIM) la 
cisterna 14 (Cysl4) de cada una de las dos subunidndes fomm parte de In región de la 
interfase del dímero. Este residuo es fundamental para la catálisis y estabilidad de la 
1bTIM. En este trabajo se sustituyó In Cysl4 por los otros 19 aminoácidos para 
detenninnr que aminoácidos al ocupar la posición 14 penniten obtener una enzima 
activa y estable. Del grupo de mutantes obtenidas, las enzimas mutantes C l 4A, C 141', 
Cl4S, Cl4T y Cl4V fueron enzimas con alla actividad y estables "tipo silvestre". Las 
enzimas con Asn, Arg y Gly prL-scntaron una actividad entre el 1 O y el 20 % de la nativa 
y baja estabilidad. Las enzimas restantes presentaron baja actividad (menos del 1 % de 
In TbTIM silvestre). 
Las enzimas con alta actividad presentaron constantes cinéticas y estructura secundaria 
muy similares a la TbTIM silvestre. Las mutantes con alta actividad mo,1raron un 
patrón de inactivación similar al de la TbTIM silvestre. aunque el decaimiento de In 
actividad ocurre a concentraciones de proteína más bajas, principalmente para Cl4P, 
Cl4T y Cl4V. Las constantes de disociación (KJ), obtenidas de estos experimentos, 
mostraron ser iguales para Cl4A y Cl4S, pero mayores para Cl4P, Cl4T y Cl4V. La 
estabilidad ténnica, seguida por dicroísmo circular, mostró que C l 4A presenta una Tm 
de desnaturali7~,ción 1 ºC menor que la TbTIM silvestre; para el resto de las enzimas fue 
hasta 3 ºC menor. Otros experimentos mostraron que Cl4P, Cl4T y Cl4V se inhiben 
irreversiblemente en presencia de mctilmctanotiosulfonato (MMTS), mientras que 
Cl4A y Cl4S no pierden actividad a ninguna de las concentraciones de MMTS 
probadas. 
Estudios con las enzimas C l 4G y C l 4N mostraron un decaimiento progresivo de la 
actividad especifica durante los primeros minutos del ensayo, lo que indica que para 
estas enzimas hay alteraciones en la asociación entre los monómeros. 
Del último grupo de enzimas con baja actividad caracterimmos una de ellas (Cl4F). 
Experimentos de cromatografia de exclusión molecular y sedimentación al equilibrio 
mostraron que Cl4F es un monómcro, con una k"' lfiAl'i -1000 veces más baja y una 
Km1GAr1 -6 veces más alta que la TbTIM silvestre. La e'1ructura secundaria es muy 
similar a la 'lbTIM, aunque la eficiencia cuúntica de los residuos aromáticos disminuye. 
Un análisis de las 19 mutantes mostró que para obtener enzimas similares a la silvestre, 
el residuo que sustituye a la Cysl4 necesita tener b~ja polaridad y un volumen de van 
dcr Waals entre 65 y 110 A'. El resultado con la enzima Cl4F demostró que se puede 
formar la estructura SL-cundaria de la TIM aun en m"cncia de contacto entre las 
subunidades, y fue ésta suliciente para fonnar estructura terciaria y mantener la 
catálisis. 



Abstruct 

In homodimeric trioscphosphatc isomerase from Tryp111wso11111 hn1cei ('lbTIM), 
cysteine 14 (Cysl 4) of each thc two subunits forms part of the dimer interface. This 
residue plnys a central role in thc cntalysis and stability ofTbTIM. Cysl4 was mutatcd 
to thc othcr 19 amino acids to study the characteristies thal the rcsidue mus! have to 
yield catalytically competen! stablc cnzymes. Cl4A, Cl4S, Cl4P, Cl4T, and Cl4V 
TbTIMs were essentially "wild typc" in activity and stability (high-activity mutants). 
Mutants with Asn, Arg, and Gly had low nctivilics (betwccn 10 and 20 %) and 
stabilities compare to the wild type. The othcr mutants had less thnn 1 % ofthe nctivity 
ofwild type TbTIM. 
Thc kinetic propcrties nnd circular dichroism spcctra of wild lype TbTIM and thc high­
nctivity mutants wcre strikingly similar. The high-aclivity mutants cxhibited similar 
inactivation pattcms; howevcr, thc decay of activity occurred at lower protein 
conccntrations. This was more evident with Cl4P, Cl4T and Cl4V. For TbTIM and the 
Cl4A and Cl4S mutants, thc apparent dissociation constan! (Kd) values werc in the 
same range. The C l 4P, C l 4T and C 14 V mutnnts had a higher KJ. Thermal dcnaturation 
experiments of the cnzymes were monitored by circular dichroism. Showcd that the 
Cl4A mutan! exhibited a Tm which was 1 ºC lower than thc Tm of'lbTIM. Thc other 
mutants exhibited t. Tm vnlues which wcrc 3 ºC lower. Other cxperiments with 
metylmethane thiosulfonate (MMTS) showcd than thc Cl41', CI 4T and CI 4V mutants 
undergo irreversible inhibition of their activitics. MMTS did not alfoct the nctivity of 
the C l 4A and C 14S mutants. 
Other experiments with the Cl4G nnd Cl4N mutants cxhibited a progressive dccay of 
specific activity during thc time ofrecording. The dimcr probably has a low association 
constan! in the case of thcsc lwo cnzymcs. 
Onc of the enzymes with very low activity (Cl4F) was purified to homogencily. Sizc 
exclusion chromatography nnd cquilibrium scdimentation studics showcd thnt C l 4F 
TbTIM is a monomer, with a lcc,1 <GAP! -1 000 times lowcr and a Km!GAPI --6 times higher 
tl10n those of'lbTIM. lts sccondary structure was vcry similar to the TbTIM; however, 
the quantum yicld of its aromutic residues was lower. Analysis of the data for the 19 
mutants showed that to yield cnzymes similar to the wild type, the residue must have 
low polarity and van der Waals volumc between 65 and 110 Á3

• The result with Cl4F 
TbTIM demonstrate that the sccondary structure ofwild typc TbTIM can be formed in 
the abscnce of intersubunit conlacts, and that it has sufficient tertiary structurc to 
support catalysis. 
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l. INTIU>l>LJCCION 

1.1 U11rrilcs alfa-beta 

Dentro de lu grun diversidad de estructurus de lus protclnus se encuentra un patrón de 

plegamiento que se conoce como estructura de barril atp o barril TIM pura cuya 

formación se requieren, por lo menos, 200 residuos. El 1 O% de tódas las estructuras del 

PDB presentan este tipo de plcgÓmiento (l~card~n y Fnrber., 1995). Los barriles a/p 

pueden ser pequeños como en el caso de la hevamina, una protelnu monoméricn de 273 ... ·, ·, 

residuos (Te~is~hn-~an ~~heltingn y col., 1996) o tan grandes como en el caso de In 

p-galnctosidnsa, que es un tetrámero en que cada subunidad se compone de 1023 

residuos (Jucrs y col., 1997). 

En general, In estructura de los barriles a/p se forma por ocho hebras p parulelns en el 

interior de In protelnn, rodeadas de ocho a-hélices que se encuentran por fuera de la 

región central de In hebra p. Generalmente, se encuentra una a-hélice entre 2 hebras p 

vecinas. Las a-hélices y las hebras p se unen por medio de usas. Esta estructura es 

conocida como (a/13)• (Figura 1 ). El sitio activo de todos los barriles (a/Pl• conocidos se 

locali711 en las asas a->P (Wiercnga .• 2001 ). 

Figura 1. Estructura caructerlstica de la 
estructura de barril a/p o barril TIM. 
Este barril TIM pertenece a la 
triosalbsfoto isomerasa de Trypano""""' 
hrucl!i. La ligura señala la numeración de 
las ª'ªs locali7ndas entre una a-hélice y 
una hebra ¡1. (tomada de Wicrenga., 
2001 ). 

'ft'C'T<' ,...,t')N 
'•...J&~ ..... 3 

FALLA DE OR1GEN 



En un estudio reciente, Nngnno y col. (2002) rcnli711ron una reclasificación de los 

barriles (a/f3)K, utiliwndo los dalos de lns secuencias, estructura y fünción de las 

proteínas que adoptan este tipo de estructura. En este trabajo, todas estas enzimas se 

agruparon por clase, arquitectura, topología y homología (CA TH), obteniéndose 18 

familias entótn.1 (Tabla 1 ). Se enfnti7.n que el 85 o/o de las enzimas de tipo barril TIM 

están involucradas en el metabolismo energético, metabolismo de mncromoléculns, o de 

molécu.lns pe.queilns. Esto se diferencia de Jos análisis previos rcnli1.ndos por Rcnrdon y 

Fnrber (1995) en Jos que dividieron a Jos barriles TIM en 6 familias, basándose en la 

fonna..· la composición de los dominios y Jos mecanismos químicos de las reacciones 

cntnlizndns por las proteínas. 

Recientemente, se ha intentado utilizar a In c~1ructurn de barril (a/[3). como esqueleto 

para lograr una migración en In actividad catalítica de enzimas que catali1.nn diferentes 

reacciones pero que comparten un mismo patrón de plegamiento. Se piensa que estos 

estudios pueden proporcionar un mejor entendimiento de los procesos de la evolución 

neutral y podrían perrnitir el desarrollo de nuevas actividades paro enzimas que se 

pudiera~ utili1.nr en la síntesis de compuestos para In industria fannncéutica (Jurgens y 

col., 2000). 
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Tabla 1. La tabla mucstm la cln.~ificación de Nagano y col. de las 18 familias de barriles 

TIM. 

No. Famllluy 
nomh-c 

t. i\luninn raccmnsa (i\l.R) 

2.DihidroplL'roalc {DI ti') cintll7Jl 
(Dlll'S) 
J. Protclnns nuorcsccntcs 
dc¡x.'lldicntcs de FMN. (l.!JCI.) 
4. Cclulu.'111.• de 7 aWL'lln.• (7CEI.) 
S. En;dma.c¡ que un1..-n PEP 
(l'IWE) 
6. Aldolu.o;as cln..c t (Al.l>I) 

7. Gllcosida.'111.• (Gl.YC) 

8. Trlosafosafoto isomcra.o;a ('llM) 
9.0xidorrcducta'MI. dt."(X.-'11<.liL"nlc de 
NADP (NADO) 
1 O.Guanina tRNA trnnsglicosilasa 
(llfülj 
t l.Rubisco (R!JB) 
12.Supcrfwnilin de lo ... ,.,olusa 
(ENOI.) 
13.0xidorrcduCUL'ill dqx.ndicntc.~ 
FMN y cn:1jmac¡ que unen PP 
(FMOI') 
14.l lidrolusas mi..'1.al dt.-pcndic..'tlt~ 
(MllYD) 
1 S. Enzimas que dCfll.-ndcn de 
rnctulcs div.ilcntcs (XVLI.) 
t 6.i\ldolu."'1.• clase 11 (i\1.1>2) 
17.FosfutidilimlSitol (PI) 
Fuo;folipa.o;a C (1'11'1.C) 
18. Acido quin<llico fi-,sfixrihosil 
(Qi\l'R) transfcmsa (QAl'R'I) 

crifüctorcs 

lJm .. '11 cowlL"fltcmcntc 
l't.I' 

FMAoFMNll 

NADI' 

Mg'' 
Mg'' oMn" 

FMN tyhcmoo4FL~ 
4S), l'LI'. NADl'l.o 

sin cofactor 
7.n2• o 7.n2* X 2 

Ni2* X 2 o Mg1
• X 2 o 

Zn''x 3 
Zn''X2 

Cu2' 

Mg2'X 2 

IJgandns 

Pl.P 

Su.'itrulo 

FMN 

S11<tlraln 

Sustrato de trans· 
aldolasa.tt 

Sitios de unión del ,,.,.. 
PI'-+ 1.7, l.8 

PP-+J3H, u• 
l'I'-+ tA, J.S 

3-1'1'-+ ¡32. 
1.2,1.l' 
PP-1-+ 1.7, 1.8• 

Sustrato de 6-fosfü-P 1.8 
galactosida.'W 

StLcurato 
Sustrulo NADP 

Sustrato 

Sustrato 
Su.c;trato para cnolusa 

FMN o sustrato 

Sustrato de Ju 

Sustrato 
Su.c;trato 

Su.-;tralo 

..¡ 
di-l'P -tl.7, 
pp -+t.s" 
No dL1L'mllnndo 

..¡ 
l'P-+Lt, L7 

..¡ 

PI'-+ 1.3, ps• 

PP-+ 1.7, L8" 
No determinado 

• "Molivos de unión del fosfato": los sitios comunes de unión del fosfato están 
alrededor de ¡3-7, asa-7 (1..7), a-7 y P-8, seguido por una a-hélice pequeña o a-hélice 8' . 
../ Indica la existencia de un sitio de unión común fosfalo en las últimas 2 asas del barril. 
Las asas. hebras-[} y a-hélice se indican como L, p y a respectivamente. Ll indica que 
el sitio de unión es en el asa-1 entre la P-1 y a-hélice 1 del barril. 
h No existe hélice pequeña, hélice-8', entre la fl-8 y u-8 con un residuo, donde se una el 
fosfuto como en la nota c. 
< En la piruvato cinasa existe una hélice pequeña entre la [l-8 y a-8 con un residuo, 
aunque el tri fosfato del ATJ> se une a sitios distintos. 
d En la aldolasa.. uno de los dos gnipos fosfato se une al sustrato como en Ju nota c. 
• No existe ninguna hélice pequeña entre la P-8 y a-8. El fosfato se une a un sitio 
diforente. 

i 

T~SIS CON 
FALLA DE ORIGEN , 

5 



1.2 Triosafosfato isomcrasa 

La triosnfosfnto isomerasn (TIM o TPI, EC 5.3.1.1) pertenece u una de las familias de 

enzimas con estructura de barril (a/13)s. 

La TIM es una enzima importante de la glicólisis que cntaliza la isomeri7.ación 

reversible de dihidroxincetona fosfato (DHAP) a gliceraldeh!do-3-fosfato (GAP o G3 P; 

Figura 2; ver sección 1.2.1: Knowles, 1991 ). Sus propiedades catalíticas se han 

estud indo con gran detalle (Knowles y col., 1977, Rose y col., 1990). 

En la TIM la eficiencia cataHtica está limitada por la difusión, por lo que está enzima se 

ha definido como un "catalizador perfecto". La relación ~11/Km para GAP como sustrato 

es de 108 M'1 s" 1
• Este valor se encuentra dentro del calculado como Hmite para 

reacciones controladas por difusión (108
- 109 M" 1 s·'), (Albery y col., 1976; Knowles y 

col., 1977; Blacklow y col., 1988; Knowles, 1991 ). 

1.2.1 El sitio activo 

En el sitio activo de la TIM hay tres residuos esenciales para la catálisis: el Glu 167*, 

localizado en el extremo amino de la hebrn-J36, cuyo cnrboxilo actúa como base 

substrayendo un protón del sustrato; la His 95 (localizada en el extremo amino de la 

hebra-J34), cuyo anillo imida7.0l actúa como electrófllo polarizando el grupo carbonilo 

del sustrato y permitiendo su enolización (Figura 2 y 3) y la Lysl 3 (locali7~da en el 

extremo amino de la hebra-P 1 ). residuo responsable de la especificidad de In enzima por 

su sustrato natural. 

Nol1L'i: 
•Pun1 indicar lo posición de un amino.'\cido t.-n lu sccucnciu o su nombre se utilir.tn\ el código de 3 letras. 
Para el ca.m de In. .. t."01.Ítna.'i mutnntcs se utilir.aní el código de una lctm. 
*In numr.....ución de los residuos en Jo sccut.."flcia se rcli..Tirú SÍl.."Olprc u lu TIM de T. bruce/. u mi.-n~ que se 
uclarc cxpUcilrutk."fltc l.~ el texto a que otra sa.."UC."Ocin se rcncrc. 
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En panicular, la l.ysl 3 forma un puente de hidrógeno con el carboxilato del Glu97, que 

se une a su vez por un puente de hidrógeno con -In amldn-(.le In l'hr75- del llSll 3 de In otra 

subunidad. Se ha propuesto que esta red de puentes de hidrógeno, que involucran a In 

Lysl3, puede explicar por qué únicamente el di mero de In TIM es cntallticnmente nclivo 

(Schliebs y col., 1996, Wierenga y col., 1991 a). 

MetilgtiouJ 

Figura 2. Mecanismo de reacción catalizado por la TIM para la interconversión entre la 

dihidroxiacctona fosfato (DHAP) y el gliceraldehldo 3-fosfnto (GAP) a través del 

intermediario enodiol y la reacción colateral de formación de metilglioxal. 

1.2.2 Características estructurales de In triosafosfato isomcrasa 

La TIM es unn enzima homodiméricn, de aproximadamente 250 aminoácidos. Cada 

monómcro cstú formado por 8 hojas-¡1 paralelas alternando con 8 a-hélices unidas por 

sus asas correspondientes (ver Figura 3 ). Se conoce la secuencia de aminoácidos de más 

de 81 especies de TIMs y se cuenta con la estructura cristalográfica de 12 especies 

distintas (Tabla 2). Todas las TIMs estudiadas son dlmeros, excepto las TIMs de los 
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orgnnismos termófilos f'yrococc11s woc.1·ci y Metltanothernms fervid11s, que son 

homotetráineros (Kohlholfy col, 1996). 

asa7 

Asa8 

Figuro 3. Modelo estructurnl de un monómero de barril a1J3 de la triosafosfato 

isomerasa de Trypanosoma bn1cei. En el centro del barril se indicnn los residuos de 

nminoácidos importantes para In catálisis. La numeración representa la posición de 

algunos ~esiduos de la subunidad y los puntos negros los residuos que forman parte de 

la región de la interfase. 1-11-HS muestran las posiciones de las a-hélices 1 a la 8, 

respectivamente (modificado de Wierenga y col. 1991n). 
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Tabla 2. La tabla muestra In.~ 12 TIMs que se han cristali111do, asl como la resolución de 

la estructura en A y la referencia bibliográfica. 

Organismo Resolución lkícrcncia bibliográlica 
Á 

Gllllus """"" 2.5 Banncr v col., 1975 
St1cclu1romvces cerevisiae 1.9 Lolis v col., 1990 
Trvntlno.mma hrucei 1.83 Wierem!a v col., 1991 a 
Escherichia cofi 2.6 Noble v col., l 993a 
/lomo saniens 2.8 Mande v col., 1994 
/Jllci/111.1· slellm/hernumhilus 2.8 Delboni v col., 1995 
!'_/_<!s1110<jirlt1_!/'!lcip(Jnlm 

- --
2.2 V_e_h1!1~er:y C()l., _ 1997 _____ 

---
Vihrio marinus 2.7 Alvarez v col., 1998 
Tr'"anosoma cn1zi 1.83 Mnldonndo v col., 1998 
Lei.\·hmania mexicana 1.83 Willinms v col., 1999 
/'vrococcus woesi 2.7 Wnlden v col., 2001 
Enlllntoeba hisio/V/icll 1.5 Rodrhwez-R. v col., 2002 

1.2.3 Análogos del sustrato de la triosarosrato isomcrasa 

En el caso de la TIM se ha estudiado en gran detalle la geometrla de los ligandos del 

sitio activo. Entre ellos se encuentran el 2-fosfoglicolato (2-PG) y su correspondiente 

hidroxamato, fosfoglucohidroxamato (PGH). El 2-PG y PGH son excelentes inhibidores 

de la TIM con valores de K; cercanos a 1 O µM. 

El inhibidor 2-PG, contiene un grupo hidroximetil menos que los sustratos naturales 

GAP y DHAP (Figura 4). Se le ha considerado como un análogo del estado de 

transición, porque tiene parecido a un posible estado de la reacción de isomerización, en 

términos de su estructura y distribución de cargas. 

El PGH (Figura 4) es un compuesto estable análogo del estado de transición, cuya 

estructura geométrica es similar n la del intermediario propuesto. Ambos lignndos se 

unen más fuertemente n In TlM que sus sustratos naturales GAP y DHAP. 

Algunos complejos TIM-2PG y TlM-PGH se han cristali711do paro obtener información 

de las interacciones de los residuos de In protelna con el ligando, de tal forma que se 

puedan examinar los cambios estructurales locales que ocurren en el sitio activo de la 
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prote!na y principalmente en el asa 6, tanto en su fonnu cerrada como abierta (ver 

también sección 1.2.4; Davcnport y col., 1991, Noble y col., l 993b, Zhang y col., 

1994). 

o- H o-
1 1 1 

2-PG O= P-0-C-C 

?- ~ ~ 
1 1 11 o- H O 

DHAP O=P-0-C-C-.C-OH 
1 · 1 11 T 
o- H O H 

o- H H H 
1 ·I 1 1 

GAP O=P-0-C-C-C=O 
1 . 1 1 . 
o- H OH o- H 

1 1 
PGH O=P-0-C-C-N-H 

1 1 11 1 o- H O OH 

Figura 4. Comparación de las estructuras de los sustratos DHAP y. GAP con sus 

análogos 2-PG y PGH. 

1.2.4 As.a 6 y la formación de mctilglioxal 

La TIM posee un asa cerca del sitio activo, llamada asa 6, "asa flexible" o "asa 

catalítica", formada por 1 O n 11 aminoácidos que se locali7..an entre los residuos 166-176 

de su secuencia. En presencia de un ligando especifico el asa se mueve 

aproximadamente 7-1 O A de una posición "abierta" o una posición "cerrada" (Figura 5). 

Este movimiento aisla al sitio activo del solvente que rodeo n la enzima, estableciendo 

un puente de hidrógeno. entre el NH de In Glyl 71 y el oxígeno del fosfato del sustrato, 

que estabiliza ni intermediario enodio( de In reacción (Albert y col., 1981 ). En esta 

integración se asegura In transformación eficienle del sustrato y se inhibe la reacción de 
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eliminación del grupo fosfato del intennediario, por lo que se previene la fonnación de 

metilglioxal (ver Figura 2). 

Figura 5. Se muestra el asa 6 de la TIM de levadura en posición abierta (sin ligando) y 

en posición cerrada (en presencia del análogo fosfoglicohidroxamato, en rojo). En este 

caso el Trp 168 (en verde) de la bisagra amino-tcnninal, se utilizó como reportero 

marcado con deuterio para detenninar el movimiento del asa 6 (tomado de Rozovsky 

and McDennott 2001 ). 

Se sabe que el metilglioxal es un compuesto altamente reactivo y, aunque no se conoce 

su función biológica, se cree que es una molécula tóxica. El metilglioxal se metaboliza a 

D-lactalo por las glioxalasas 1 y 11 (Richard., 1991 ). 

La función del asa flexible se investigó en la TIM de pollo eliminando 4 residuos 

contiguos de una parte del asa 6, qu interacciona directamente con el sustrato. Los 
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residuos eliminados se muestran en la Figura 6. De acuerdo con la estructura de la 

enzima silvestre, · pareccrfn que esta mutación no nlternrfn significativamente la 

conformación del resto de In cadena de In proteína. Sin embargo, la actividad especifica 

de la enzima mutante fue 1 os veces más baja que In silvestre (Pompliano y col. 1990). 

Aminoácidos del asa 6 
166 176 

1 1 
Trp-Glu-Pro-Val-Trp-Ala-lle-G ly-Th r-Gly-Lys-Thr-Ala-Thr-

~ ~ 
NH-terminal CH-terminal 

Figura 6. En la figura se muestran los residuos del asa 6, asl como la bisagra amino 

(NH) y carboxilo (CH) terminal. En letras negritas se indican los 4 residuos eliminados 

en la TIM de pollo (tomado de Pompliano y col. 1990). 

Estudios cinéticos con la mutante demostraron que los residuos eliminados del asa 6 

contribuyen notablemente en la estabilización del intermediario enediol-fosfoto, debido 

a In baja unión de la enzima mutante por su intermediario. En ese caso, la enzima 

mutante no puede prevenir In pérdida de enod iol-fosfato por el sitio activo y por lo tanto 

éste se descompone a mctilglioxul y fosfato inorgánico (Pi). Se encontró que cuando se 

usa el GAP como sustrato, se favorece 5.5 veces la fonnación de metilglioxal que lo que 

catoliza a DHAP, y cuando In DHAP es el sustrato, la relación metilglioxal a GAP fue 

de 0.65 veces. Por lo tanto, cuando el GAP es el sustrato, In enzima mutante catali7.a la 
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descomposición a mctilglioxal S veces más rápidamente que cuando está catali7.11ndo la 

conversión de DHAP. Lo que se sugiere es que esta 1~~11 evolucionó pnrn unir 

fuertemente al intermediario enodio! que es altamente rcnctivo (Pompliano y col., 

1990). 

Originalmente, se pensó que la presencia del ligando provocaba un cambio de 

conformación del asa de la forma abierta a la cerrada (Joseph y col., 1990, Wierenga y 

col., 1991 b, Noble y col., 1993b). Estudios posteriores con la mutante W90Y/W 157F de 

la TIM de levadura (yTIM). cuyo Trp 168 (locnli7.11do en el asa ílexible) se marcó en el 

grupo indol para obtener espectros de RMN, indicaron que el asa 6 pasa de la 

conformación abierta a la cerrada a una velocidad de 3 x 104 sº'. La comparación de los 

espectros y las velocidades entre la enzima con sustrato y sin sustrato indicaron que la 

unión del sustrato o salida del producto no induce el movimiento, sino que el asa 6 tiene 

un movimiento independiente dl• la presencia del sustrato (Williams y McDcrmott, 

1995). Además, se ha demostrado que la posición abierta predomina en ausencia de 

ligando, por ser termodinámicamente más estable. Por el contrario, en presencia de 

ligando la conformación cerrada es la especie predominante y más estable. Otro estudio 

relacionado con el movimiento del asa se enfocó sobre las bisagras amino y carboxilo­

terminal del asa 6 de la proteína. IA'I bisagra Nll-terrninal está formada por 3 residuos 

conservados (166-168) y unido a este extremo se encuentran 5 residuos hidrofóbicos. 

Esta región estabili7.a la unión del sustrato y estabiliw al intermediario (residuos 169-

173). Finalmente, el extremo CH-tenninal consiste de 3 residuos que no están 

totalmente conservados ( 174-176; ver Figura 6). En dicho estudio se generó una 

biblioteca con 8000 posibles combinaciones de aminoácidos en los 3 residuos de la 

bisagra CH-terminal, para examinar las exigencias de la secuencia en el funcionamiento 

de la bisagra del asa 6. Las 8000 mutantes se seleccionaron usando complementación in 
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vivo en In cepa de E. Co/I DF502 carente de TIM. Se seleccionó un grupo de mutantes 

activas que prcscntnbanunn prolinn en In primera posición. El estudio determinó que en 

estas mutantes se favorece In reacción de isomeriznción sobre In reacción de eliminación 

(metilglioxnl y fosfato; Sun.Y col., 1999, Xinng y col., 2001). 
. . . 

1.2.5 La intcñasc 

La interfase del homodfmero de la TIM de Trypanosoma br11cei (TbTIM) se fonna por 

32 resi~uos que se distribuyen principalmente en 4 nsus (usa 1-4 de cada monómero) 

(ver Figura 3 y Tabla 3). El área de la superficie de la interfase es de aproximadamente 

1600 A 2 en cada monómero. En In interfase existen 20 puentes de hidrógeno entre los 

átomos de las dos subunidndes de In protefnn. Además, existen 15 interacciones de 

enlaces de hidrógeno mediados por agua. lo que enfntiz.a la importancia de las 

moléculas de agua para In estabilidad del dfmero (Wierengn y col., 1991 a). 

Aunque se pudiera pensar que la interacción monómero-monómero debería haberse 

conservado en In esenia evolutiva, los residuos involucrados en la interacción de la 

interfase muestran una variabilidad considerable en las secuencias de distintas especies. 

Por ejemplo, un alineamiento de las TIMs de In TbTIM y T. cr11zi (TcTIM), muestra un 

73% y un 82% de identidad en su secuencia de aminoácidos y en los residuos que 

fonnnn las interfases. rcspcctivnmcnle (Maldonndo y col.. 1998). A pesar de In 

variabilidad de los residuos de la interfase. la estabilidad de asociación entre los 

monómeros es muy similar entre especies (Lo lis y col., 1990). 
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Tabla 3. Área de superlieie oculta en los residuos de In interfase durante la tbnnneión 

del dímero de la TbTIM, as( como su locnli:tnción en In estructura. Los residuos 

marcados con asterisco representan los residuos no conservados (lomada de Wierenga y 

col., 1991a). 

Hl ~1d1111 1,1111<1111.1 ...,11h1111ul.1tl \ "11h11111tl.1tl B 
'l'l lllHl.111.1 1 \ 1 ( \ 1 

Asn 11 lleta 1 6 5 
Lysl3 Asa 1 27 22 
Cysl4 Asal 128 123 
Asnl5 Asal 26 34 
Gly16 Asal 21 22 
Scrl7 Asal 23 23 

•GJnf 8 Hélice 1 64 77 
Thr44 Asa 2 25 25 
Phe45 Asa 2 69 67 
•val46 Asa 2 122 128 
llis47 Asa 2 20 21 

•Ala49 Hélice 2 27 27 
Gln65 Asa 3 36 38 
Asn66 Asa 3 7 5 
lle68 Asa 3 12 12 
Scr71 Asa 3 20 16 
Gly72 Asa3 44 49 
Ala73 Asa 3 59 56 
Phe74 Asa3 44 47 
Thr75 Asa 3 150 150 
Gly76 Asa 3 70 67 
Glu77 Asa 3 75 73 
Val78 Asa 3 27 29 
Scr79 Asa 3 3 3 
lle82 Hélice 3 93 93 

Asp85 Hélice 3 76 76 
•Phe86 Hélice 3 67 73 
llis95 Asa4 7 7 
Glu97 Asa4 40 39 
Arg98 Asa4 45 49 
TyrlOI Asa4 29 29 
Tyrl02 Asa4 74 71 

32 residuos Suma 1536 A2 1556 A2 
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Muchos de los contactos entre los dos monómeros se encuentnm en el usa 3, o asa de 

interdigitación, fommda por los residuos 67-79 en la secuencia de T. hrricei. El asa 3 de 

cada una de las subunidades penetra en una hendidura que se locali7.11 cerca del sitio 

activo de la otra subunidad, por lo que los sitios activos y la interfase están en cercanía 

(Wierenga y col,. 1991 a). 

Los 3 residuos que se piensa contribuyen en fonna importante a la interacción entre los 

dos monómeros se encuentran completamente expuestos en el monómero, pero 

completamente ocultos en el dímero, y son: el residuo en la posición 14 del asa 1 (no 

conservado, Cys en tripanosomátidos), el residuo 46 de la a-hélice 2 (no conservado, 

Val en T. hn1cei) y, finalmente, el residuo en la posición 75 del asa 3 (una Thr altamente 

conservada; para más detalle ver la Tabla 3). 

Algunos de los estudios realizados para averiguar la importancia de la interfase de la 

TIM sugieren que la interfase del dímero juega un papel importante en la catálisis y 

estabilidad de la enzima (ver secciones 1.2.6 y 1.2.7; Borchcrt y col., 1994, Schliebs y 

col .. 1997). 

1.2.6 Cistcína 14 

En las TIMs el n.-siduo en la posición 14 es un aminoácido no conservado. En algunos 

parásitos el residuo 14 es una cisteína, mientras que en las TIMs de otras especies esta 

posición puede estar ocupado por Met, Leu, Ser, 'lñr, Gin, Asno Ala (Tubla 4). 
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Tabla 4. Aminoácidos presentes en In posición equivalente n la 14, en 81 secuencias 

conocidas pnrn In TIM de vnrins especies (Alineamiento reali7lldo con el programa 

DIALING 2.0). 

\ \ l l' \ \\ 11 I< 1 'l \ 11 1 ¡ ' 1 11 -.. ¡ l 1 ,, 1 \ .... 

•l 1 1 '1 1 l .... ¡ ' [ \' 

Mctionina 37 

Cistcfna 13 

Lcucina 10 

Treonina 12 

Alanina 3 

Asporagina 3 

Scrina 2 

Glutamina 

En In TbTIM la cistelna 14 {Cysl4) se localiza en el asa 1 compuesta de 4 residuos que 

unen In primera hebra J3 con In primera a-hélice. La Cysl4 es adyacente n In Lysl3, un 

residuo conservado del sitio cntalltico que sirve para unir el sustrato. 

La estru~tura tridimensional de TbTIM muestra que la cadena lateral de In Cysl 4 está 

rodeada estrechamente por el asa 3 del otro monómero {Figura 7n), formando un puente 

de hidrógeno con In Gly72 del otro monómero {Wierenga y col., 1991n) y se encuentra 

n menos de 0.38 nm de In Ser71, Glu77, Vnl78 y Scr79 del asa 3 del otro monómero 

(Figura 7b; Garza-Ramos y col., 1998). 
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(A) (B) 

Thr75 

...... 

A1a73 ""·--·-. 

Gl.y72·~ -.··~·.'-·:. , ·· -GJ.y76 
Á "l. ~ e· .-..{+-- Gl.u77 

Phe7~') · 1 
;.. . 1 

Ser71 , · ~··, Val.78 
'" 1/ ,• . 
\ ¡-;,... 

Lys7Cl_, /" " -4· J- J:l.e6B 

f' ( Ser79 
Al.a69 /' 

Figura 7. {A) Detalle de lo interfase del dímero de la TuTIM que muestra lo posición de 

la Cysl4 {en amarillo) de uno subunidad {verde) rodeada por el asa 3 de la otra 

subunidad {roja) y viceversa. (B) Empaquetamiento de la Cys 14 entre los residuos del 

asa 3. Las coordenados cristalográficos se obtuvieron del archivo 5TIM (de la TbTIM) 

del PDB. 
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La importancia del asa 3 y del residuo en la posición 14 en la estabilidad del dímero han 

sido evidenciadas mutando la Cys14 en la TbTIM por una Leu (Gómez-l'uyou y col., 

1995) y la Mct 14 en la TIM de humano (hTIM) por una Gin (Mninfroid y col., 1996). 

Como rcsu ltado de estas sustituciones se obtuvieron enzimas inestables. Con base en 

estas observaciones, se ha considerado al residuo de In posición 14 importante para las 

interacciones de In interfase en la enzima dimérica. Asl mismo, alteraciones en el asa 3 

produjeron enzimas monoméricas ó dímeros con constantes de asociación bajas (ver con 

más detalle en la sección 1.2.7; Borchert y col., l 995a; Schlicbs y col., 1997). 

1.2.7 Triosafosfato isomerasas monoméricas 

La sustitución de uno o varios residuos de la interfase entre subunidades hn permitido 

obtener TIMs monoméricas. 

1) La primera TIM monomérica fue la monoTIM de 7: bn1cei, que se obtuvo por 

ingcnicrla genética al sustituir 15 residuos correspondientes al asa 3, hebra-P 3 y a­

hélicc 3 por una secuencia de 8 residuos en la que sólo la Lcu80 permaneció invariante 

(Figura 8 n y b; Borchcrt y col., 1994). La monoTIM es una proteína monoméricn 

estable con una kc11 1000 veces más baja que la enzima silvestre y una Km 1 O veces más 

alta. Su estructura tridimensional mostró que el asa 1 y 4 presentan diferencias 

estructurales considerables. Los residuos Lys 13-Cysl 4-Asn 15 del asa 1 presentaron 

gran movilidad (no se observaron en el mapa de densidad electrónica). Los residuos 94-

104 del asa 4 adoptaron una conformación bastante diferente en comparación con In 

silvestre TbTIM . De los residuos mencionados anteriormente, tanto el de Lysl 3 como 

el de Mis95 son importantes para la catálisis y ambos sufrieron modificaciones. 
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(a) 
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• . . 

AQNAG NADALASLKD 

Figura 8. (a) Detalle del asa 3 nativa de la TbTIM (púrpura) comparada con el asa 

correspondiente de la mutante monoTIM (amarillo). En la figura, se puede observar el 

acortamiento de esta asa. (b) El renglón superior muestra la secuencia de aminoácidos 

(código de una letra) de la región del asa 3 de la TbTIM silvestre y el renglón inferior la 

secuencia correspondiente de la monoTIM. En TbTIM la Ala64 es el último residuo de 

la hebra f3 3 y In Lcu80 es el primer residuo de In a-hélice 3. En In monoTIM se 

eliminaron desde el residuo 69 al 75 (del asa 3 ), al tiempo que los residuos 68,76-79,81 

y 82 fueron mutados (asterisco). Tomado de Borehert y col., 1994. 
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Se han hecho algunas variantes de In monoTIM. La primero variante es In monoTIM­

SS, que se obtuvo ni cambiar dos residuos hidrofóbicos de la superficie de In monoTIM, 

In Phe45 y Va146; por Ser. 

La segunda varfante es la monoTIM-W en la que se sustituyó In AlnlOO por Trp. En In 

monoTIM la Ala 100 (asa 4) se encuentro ligeramente oculta, por lo que ni ocupar su 

lugar un Trp, su cadena lateral puede hacer contacto con otros átomos. En la enzima 

TbTIM silvestre In misma mutación no afectó la actividad cntnlilicn de In enzima. La 

estructuro cristalográfica de In monoTIM-SS se obtuvo en presencia y ausencia de un 

análogo del sustrato PGH y In de la monoTIM-W se obtuvo en presencia del análogo 2-

PG. La comparación de las estructuras de In monoTIM, monoTIM-SS, monoTIM­

SS{PGH) y la monoTIM-W(2-PG) mostraron flexibilidad estructural en las asas 1, 4 y 

8. En las estructuras con inhibidor, la Lys 13 y In Uis95 adoptaron confonnnciones 

similares n la silvestre, pero muy diferentes n la monoTIM. Estas asas carecen de 

flexibilidad estructural en In enzima silvestre. Los datos sugirieron que la rigidez de 

estas asas en la enzima silvestre es el resultado de los contactos subunidad-subunidad de 

In interfase del dímero, los cuales son importantes para una catálisis óptima {Oorchert y 

col., l 995n, Schliebs y col., 1996). 

Reeientemente, se reportó una mutante monomérica la RMMO-ITIM, que se obtuvo 

por mutagénesis ni n7.ar del gen de la monoTIM y la posterior selección de las mutantes 

activas. La mutante RMMO-ITIM tiene mutaciones adicionales a In monoTIM que son: 

S43Pn'44A/A 149T y se comporta como monómero con una k.:.1 un orden de magnitud 

mayor que In monoTIM (Snab-Rincón y col., 2001 ). 
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2) En la 'lbTIM la His47 del asa 2 eslá oculla en la inlerfüsc del dlmero. lnleruclúa vla 

una molécula de agua con la cadena lnleral del Asp85 de In u-hélice 3 de la olru 

subunidad. Esla molécula de agua cslá fija en una cavidad complclumcnle ocullll en la 

inlcrfase del dlmero. La His47 no se encucnlru cerca de ninguno de los dos silios 

activos de la TIM; de hecho, la dislllncia más corta cnlrc algunos de los átomos de la 

His47 con el silio aclivo es de 16 A. Se conslruyó la varianlc 1-147N, que no pcrmilc la 

formación de un puenle de hidrógeno mediado por agua, que tiene un comportamicnlo 

de monómero a bajas concenlracioncs (por debajo de 1 mg/mL) y de d imcro a alias 

concentraciones de protclna (por arriba de 3 mg/mL; Borchcrt y col., 1993, y l 995b). 

3) En la TbTIM se conslruyó la RE-TIM. Paru oblcner esle monómcro se mularon 2 

residuos conservados en el extremo del asa 3: la Thr75 y la Gly76, que se sustituyeron 

por Arg y Glu, respeclivamcnle. Ambas mulaciones permitieron oblencr una TIM 

monomérica en solución con aclividad residual. La secuencia mulada TG se encucnlra 

en la punlll del asa 3 y eslá completamente conservada en todas las TIMs secuenciadas; 

de hecho se sabe que permite estabili7.ar la interacción con la otra subunidad. 

Los rcsulwdos mostraron que la RE-TIM prescnla la misma eswbilidad 1énnica que la 

H47N-TIM, pero sus Tmºs son menores que la de la monoTIM. La cslabilidad lénnicn 

similar de ambas enzimas, sugiere que el asa 3 más grande en ambas enzimas (en 

comparación con la monoTIM) dcseslabili7.a la prolcina. La afinidad de la RE-TIM y la 

monoTIM por el PGH es la misma, pero cslll afinidad es mucho más baja que la 

observada para In TIM silvcslrc (Schlicbs y col., 1997). 
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t.3 Importancia de la cistclnal4 en el discllo de inhibidores de la triosafosfato 

isomcrasa contra tripanosomátidos 

En 1995 Gómcz-Puyou y col. ( 1995) sugirieron que es posible inhibir en fonna cspccie­

cspccllica enzimas homólogas y ortólogas con un alto nivel de selectividad. La hipótesis 

consiste en locali7.ar aminoácidos que no hnn sido conservados por la evolución, pero 

que son importantes para la estructura y función de la enzima. Ellos reportaron que las 

TIMs de especies que tienen una cisterna en la posición 14, como la TIM de T. hrucei, 

se inhiben completamente al dcrivati7.ar la Cysl4 a un mctildisulfuro. Las TIMs que 

carecen de Cysl 4 o no se inhiben o sólo se afectan parcialmente por la derivati7.ación. 

La TIM de humano, que tiene una metionina en la posición 14, no se inhibe con el 

age.nte dcrivatizante. También, encontraron que el mecanismo de acción de los agentes 

derivatizantcs es provocar una dcscstabili7.ación y un cambio confonnacional 

importante en la enzima. 

En trabajos posteriores la comparación del efecto de los agentes dcrivatizantes en las 

TIMs de T. hrucei, T. cn1zi y leisl111u111ia mexicana proporcionó infonnación valiosa 

sobre el papel de la Cys 14 en las interacciones de la interfase del dímero y sobre la 

posible forma de penetración de estos reactivos hasta la posición de la Cys 14 en la 

estructura cuaternaria de la TIM (Maldonado y col., 1998, Gar1.a-Ramos y col., 1998, 

Pérez-Montfort y col., 1999). 

En estudios sobre la estructura cristalográfica de la TIM de 7: cn1zi en solventes 

orgánicos, Gno y col. ( 1999) encontraron dos moléculas de hexnno locali7.adns n menos 

de 4 A de los residuos llc69 y Phc75 en la región de la interfase en uno de los 

monómcros. Estos dos residuos rodean a In Cys 15 del otro monómero en la TcTIM. De 

acuerdo con Mallos y Ringc ( 1996) este método permite identificar sitios de unión de 

moléculas orgánicas hidrofóbicas en proteínas, mismos que pueden representar regiones 
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donde pueden interactuar fármacos. La cercanía de los dos hexanos a la región de la 

interfase de la TcTIM confirma aun más el interés de la Cys de interfase como blanco 

potencial para el diseilo de fármacos. Por lo tanto, es posible que en la TcTIM algunas 

moléculas orgánicas pudieran afectar la interacción entre los dos monómeros y provocar 

su inactivación. 

A este respecto, Téllez-Valencia y col. (2002) encontraron que algunos derivados del 

bcnzotiazol inactivan a la TcTIM en concentraciones micromolares. El benzotiazol 

también inactiva la TIM de humano pero a concentraciones más altas. Una mutante de 

la hTIM, en la que se cambió la Metl 5 por Cys, mostró sensibilidad a los benzotiawles 

indicando que la Cysl 5 de la interfase está relacionada con el mecanismo de acción de 

estas moléculas orgánicas. Por lo tanto, el benzotiazol se puede usar como guía para el 

diseño de moléculas que interactúen con alta potencio y selectividad con In región de fo 

interfase de la TcTIM. 
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2. ANTECEDENTES 

En los grupos de investigación de los Drs. Gómez-Puyou y Pérez-Montfort estamos 

interesados en el estudio de la Cys14 de In TIM como un residuo importante para In 

catálisis y estabilidad de la enzima as! como en su posible papel como residuo blanco en 

el discilo de fármacos contra algunos tripanosomátidos. Al ser la Cys 14 un residuo no­

conservndo, nos preguntamos: ¿Qué podrla pasar con la TbTIM si el parásito llegara n 

mutar In Cysl 4 por otro aminoácido como un mecanismo de defensa contra un inhibidor 

especifico? ¿Alguna mutación en esta posición especifica puede producir una enzima 

igual a la silvestre? y ¿Qué características requiere esta sustitución para que pueda 

funcionar como un residuo de interfase que contribuyan In cstabili7.ación del dlmero de 

la TbTIM? 

Una herramienta muy utili7.ada en los últimos años para estudiar la importancia de un 

residuo dentro de In protclna es utili7.nr mutagénesis exhaustiva. Como antecedente de 

este trabajo, por dicha técnica cambiamos la Cys 14 por los 19 aminoácidos restantes en 

In TbTIM (Hemández-Alcántara, tesis de maestría 2000). 

Para obtener los 19 genes mutantes utili:mmos el método de PCR. Se diseilaron 2 

oligonucleótidos mutagénicos con secuencia degenerada en la posición 14 del gen 

(NNN y VVN, en los que N= cualquier base y V=A+C+G) y 3 oligonucleótidos 

mutagénicos sitio dirigidos (GCG=Ala, ATC=lle y TGG=Trp). Con estos 

oligonucleótidos generamos los 19 genes mutantes que se clonaron en el plásmido de 

expresión pET-3n, y. posterionnenle. expresamos la proteína en la cepa de E. coli 

BL2 I DE3pLysS. Para lograr la expresión de las 19 proteínas el paso más importante 

fue encontrar la temperatura óptima de expresión. Para la mayoría de los TIMs mutantes 

estas temperaturas fueron de 21 y 30 ºC. 
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[)espués de un proceso de purificación parcial se detcnninó In actividud enzimática pnrn 

cndn enzima mutunte (el proceso de purificación se llevó acabo como se describe en lu 

sección de Materiales y Métodos, hasta el pnso de resuspcnder con 200 mM de NuCI). 

Con estos resultados observamos que el cambio de In Cysl4 produjo enzimas con 

nctividndes catalíticas diferentes a la enzima silvestre. Los resultados se muestran en la 

Tabla 5. Las enzimas mutantes se agruparon de acuerdo n su actividad espccflica, 

formando 3 grupos: Enzimas con menos del 1 % de actividad, enzimas con un 10 n 20 

% actividad e inestables y enzimas con actividad igual a la silvestre. 

Al buscar unn explicación pnra estos resultados encontramos que una caractcrlstica 

importante para reemplazar el residuo 14 es que el aminoácido por el cual debe 

cambiarse la Cys debe tener unn hidrofobicidnd y un tamaño (en volumen de van dcr 

Waals en A3) similar al de In Cys. Con estas dos características se pueden obtener 

enzimas activas (ver Figura 9). 

La Figura 9 muestra que aminoácidos más pequeños o de igual tamaño pero diferente 

hidrofobicidad a la Cys producen enzimas mutantes con un 1 O n 20 % de actividad e 

inestables. Con aminoácidos de tamaño e hidrofobicidad similares a la Cys se obtienen 

enzimas mutantes con actividades iguales a la silvestre. Con aminoácidos más grandes y 

con hidrofobicidad similar o diferente a la Cys se producen enzimas con actividades 

menores al 1 %. 

En el trabajo de esta tesis nos propusimos estudiar más profundamente las 

caractcrlsticas de algunas de estas enzimas mutantes. Primero decidimos estudiar todas 

las enzimas mutantes con actividad igual a la silvestre; también estudiamos las mutantes 

Cl4G y Cl4N como representantes de las enzimas con actividad del 10 al 20 % e 

inestables, y, finalmente, la mutante C l 4F como representante del grupo de enzimas con 

actividad de menos del 1 %. 
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"I'nbla 5. En la labia se muestra In actividad especifica (µmoVmin/mg) de las 19 enzimas 

mutantes en un proceso de purificación parcial (ver texto). La abundancia relativa en % 

se obtuvo por dcnsitometrfa de geles desnaturalizanles (con 1 O µg de protelnn) y 

considerando como 100% la banda de 27 kDn de la TbTIM silvestre. Las primeras 11 

enzimas mutantes corresponden al grupo de enzimas con menos del 1 % de la actividad 

de la enzima silvestre. Las mutantes 12-14 son enzimas que tienen entre un 1 O y un 20 

% de In actividad de la TbTIM. Las mutantes 15-19 corresponden n las enzimas con 

actividad similar n la silvestre (Hemández-Alcántara. tesis de maestría 2000). 

'"' l'/l\I\ \Cll\lll\l>l'>l'f<llll\ \lll'll\'CI\ 
H11111l.1tlt' 111~1 l{l 1 \JI\\ l' 

1 Cl4M 1 23 
2 Cl4L 2 26 
3 C14Q 4 50 
4 Cl4Y 5 50 
5 Cl4W 6 17 
6 Cl41 6 46 
7 Cl4E 6 44 
8 Cl4H 6 35 
9 Cl4D 18 54 
10 Cl4K 22 32 
11 Cl4F 23 69 
12 Cl4G 157 86 
13 Cl4R 537 83 
14 Ct4N 556 85 
15 Cl4V 2531 94 
16 Cl4P 2575 99 
17 Cl4S 2583 85 
18 Cl4A 3624 99 
19 Cl4T 3680 105 

TbTIM silvestre 2858 100 
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Figura 9. Ln gráticn muestra una correlación entre el tamaño (volumen de van der 

Wnals A3
), In hidrofobieidnd (i'.G,,, • ., • ., • .,.(Chx~agua) kcal/mol) del aminoácido 

sustiluido y la actividad especifica (f111101/min/mg) de las diferentes enzimas. La 

actividad cspecf!icn se obtuvo en enzimas purificadas parcialmente (Tabla S; 

Hcrnándcz-Alcóntnra, tesis de mncstrin 2000). 

TESIS CON 
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3.0HJETIVO 

3.1 OBJETIVO GENERAL: 

Para estudiar In contribución de In Cysl 4 a In estabilidad y actividad de la TbTIM nos 

propusimos el siguiente objetivo: purificar y caracterizar bioqufmicamentc a las enzimas 

mutai:ites: Cl4A, Cl4P, Cl4S, Cl4Ty Cl4V (mutantes con alta actividad}, las enzimas 

Cl4G y Cl4N (mutantes con 10 al 20 % de actividad} y Cl4F (mutante con menos del 

1 % de actividad). 

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES: 

Purificar las distintas enzimas mutantes 

Determinar sus constantes cinéticas 

Determinar In producción de mctilglioxnl 

Determinar el efecto de la concentración de proteína en In actividad cspecfficn 

Determinar sus propiedades estructurales por fluorescencia y dicroísmo circular 

Determinar In Tm aparente de dcsnnturnliznción mediante dicroísmo circular 

~cterminnr el efecto del metilmetnno tiosulfonnto (MMTS) en In actividad de 

las enzimas 
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4. MAT~~IUALES Y METODOS 

4.1 Expresión y purifieaeión 

La cepa de E. coli IJL2 I DE3pLysS se transfonnó con los genes mutantes y el silvestre 

clonados en el vector de ei<presión pET-3n. La ei<presión se renli7.ó n partir de un litro 

de medio de cultivo Lurio IJcrtnni (LIJ) con 100 µg/mL de nmpicilinn. Cuando el cultivo 

alcanzó una densidad óptica (D. 0) Aooonm= 0.6-0.8, se agregó 0.4 mM del inductor 

isopropil-P-D-tiognlactopiranósido (IPTG) y durante 12 horas se incubaron los cultivos 

n 37 "C para In enzima silvestre y Cl4V. Las enzimas C14A, Cl4G, C14N, C14P, C14T 

y C14S se ei<presaron en cultivos a 30 "C. El gene que lleva la mutante C14F se ei<presó 

en un cultivo a 21 "C. Con dichas temperaturas se obtuvieron los mejores niveles de 

ei<presión. 

La purificación de las enzimas C14A, C14G, C14N, C14P, C14S, C14T y C14V se 

realizó de acuerdo ni protocolo de purificación para In enzima silvestre descrito por 

Borchert y col., 1993. Brevemente, 1 L de LB con la cepa de bacterias inducida y 

sobrcei<presada se centrifugó por 1Omina27 000 K g a 4 "C. El botón se resuspendió en 

40 mL de amortiguador de lisis (MES/NnOH 25 mM, DTT 1 mM, EDTA 1 mM y 

PMSF 0.2 mM a pl·l 6.5). Las células se rompieron por cambio de presión en una Prensa 

de French a 1500 pl·i y a 4 "C. El lisado se centrifugó a 27 000 K g por 15 mina 4 "C. El 

botón se rcsuspendió en 20 mL de amortiguador de lisis con NaCI 200 mM en agitación 

constante por 30 min y se centrifugó a 27 000 K g por 15 min n 4 "C. El sobrcnadante se 

precipitó con (NH4)2S04 ni 45% de saturación en frío durante 12 hrs y se centrifugó a 

27 000 K g por 15 min n 4 "C. El sobrenndnnte se precipitó con (Nl-i4)2SO• al 65% de 

saturación durante 12 hrs y posterionnente se centrifugó a 27 000 K g por 15 min. El 

botón obtenido se disolvió en 2 mL de amortiguador A (trietanolnminn ó TEA 100 mM, 
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NnCI 25 mM, DTI' 1 mM, EDTA 1 mM y NuN3 1 mM, pH 8.0) y se dializó contra el 

inismónmortigÜl1~dolcondos cambios de 0.5 o 1 L. Lo muestro se posó por uno columna 

de carboximetil (CM) seforoso. Lo columna se equilibró previamente con el 

amortiguador A y se eluyó con un gradiente de 25 o 100 mM de NnCI. El eluido se 

colecto en fracciones de 1 mL. Lo protelnn puro se precipitó con (NH.)iS04 ni 70% poro 

su nlmnccnomicnto. Todo el proceso de purificación se monitorcó por electroforesis en 

geles de poliacrilnmidn al 16 % en presencia de dodccil sulfato de sodio tiñendo con 

azul de Coomasie, por actividad catalítica y por cuantificación de protelnn por 

nbsorbnncin a 280 nm paro la protclnn puro. y, por el método del ácido bicinconinico 

(BCA Protein Assoy Rcagent Kit) poro los pasos intermedios de purificación. Esto 

técnico de cuantificación de protclnn está basado en la acción del ácido bicinconinico, 

que reacciono con cuatro aminoácidos (cisteina, cistina, triptofüno y tirosinn) dando el 

color o In reacción, con un máKimo de absorbencia o 562 nm. El método mide protelnn 

en un intervalo de 20 o 200 µglmL (Smith y col., 1985). 

Poro In enzima C 14N el proceso de purificación se realizó hasta el paso de In 

precipitación ni 65 % con sulfato de amonio. 

Lo enzima Cl4F se purificó de In siguiente forma: Las células de 1 L de medio de 

cultivo LB se resuspcndieron en amortiguador de lisis y se rompieron pasándolas tres 

veces por In Prenso de Freneh. El lisodo se centrifugó a 27 000 x g por 1 S min a 4 "C. El 

botón se resuspendió por 18 hrs a 4 "C en amortiguador de lisis con NaCI 200 mM y se 

centrifugó a 27 000 x g por 1 S mino 4 "C. El sobrcnndnnte se dializó con amortiguador 

A. Lo protelnn se posó a través de uno columna de CM-seforosa equilibrada con el 

mismo amortiguador. se aplicó un gradiente lineal de NaCI de O o 1 SO mM puro la 

elución de In proteína. El eluido se separó en fracciones de 1 mL y In cantidad de 

protclnn en codo fracción se monitorcó por cspcctrofotomctria midiendo In absorbencia 
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n 280 nm. Se midió Ja actividad de las fracciones correspondientes a Jos picos en los que 

se esperaba colectar In protcina; las fracciones que presentaron actividad se 

concentraron. En todos Jos pasos de Ja purificación se determinó Ja actividad cntnlltica y 

se realizó un análisis de electroforesis en geles de polincrilamidn en presencia de 

dodccil sulfato de sodio. La proteina pum se precipitó con (Nl~)2SO• ni 70 o/o para su 

almacenamiento. 

4.2 Actividad catalitica 

La actividad catalítica de las proteinas en In dirección de GAP o DHAP se siguió 

cspcctrofotometricamcntc por Ja disminución en la absorbencia o 340 nm, causado por 

In oxidación del NADH en un ensayo acoplado con In enzima a-glicerol-3-fosfato 

dcshidrogcnnsa (a-GDH) a 25 "C. Lo mezclo de reacción contenía amortiguador TEA 

100 mM/ EDTA 10 mM, pl-1 7.4 (TE 100/10), GAP lmM, In enzima acopladora, a­

GDH o 1.25 U/mL y NADH 0.2 mM, en un volumen final de 1 mL. Para iniciar la 

reacción se agregó In proteína a uno concentración final de 5 ng/mL. Pnm las proteínas 

mutantes Cl4G, Cl4N y Cl4F la concentración de proteinn fue 1.3, 0.05 y 0.5 µg/mL, 

respectivamente. En In direcció11 d~ DHAP o GAP se inició la reacción ni agregar 100 

ng/mL de proteína en un volumen final de 0.2 mL de amortiguador TE 100/J O, nrsenato 

4 mM, DTT 120 µM, NAD 1 mM y 1 unidad de gliccraldchído-3-fosfato 

dcshidrogennsn (GAPDH) a 25 ºC, excepto para In mutante CJ4F para In que se 

utilizaron 100 y 200 µg/mL de proteína para la dirección GAP y DHAP, 

respectivamente. 
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4.3 Parámetros cinéticos 

Se realimron curvas de concentración de sustrato para GAP (0,06 a 2 mM) Y DHAI' 

(0.325 a 1 O mM) contra actividad para la TbTIM, las diferentes protelnas con alta 

actividad y la mutante C l 4F, con el fin de determinar sus parámetros cinéticos. 

Utilimndo GAP como sustrato se realimron dos experimentos, el promedio en ambos 

valores de Km y Ymu difieren en menos del 1 O%. En el caso de DHAP como sustrato, 

se realizó un solo experimento. Las curvas obtenidas se ajustaron al modelo de 

Michaelis-Menten y se calcularon la Km y la Ymn por regresión no lineal. 

4.4 Cuantificación de metilglioxal 

La cuantificación de metilglioxal se realizó siguiendo el método reportado por Richard, 

J. P. 1991. Se utilizaron las diferentes enzimas a una concentración de 18 µM y 

[P32]DHAP 0.5 µM como sustrato. Las enzimas se incubaron durante 20 h y a diferentes 

tiempos se tomaron muestras para medir la eliminación de fosfato. 

4.5 Efecto de la concentración de protelna en la actividad especifica de las enzimas 

con alta actividad 

La TbTIM y las mutantes con alta actividad se incubaron en un intervalo de 

concentración de protelna de 0.5 n 400 µg/mL en amortiguador de TE 100/1 O n 25 "C. 

La actividad catalítica se determinó con 5 ng/mL de proteina después de 24 h de 

incubación. Se graficó la actividad remanente contra la concentración de proteína y se 

calculó In constante de disociación aparente (Kd) de acuerdo n In fórmula descrita por 

Mninfroid y col. ( 1996). 

SpA= SpAmu (4Eo + Kd -(8 Eo Kd + K/)/4 Eo] 
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Donde: SpA es la actividad especifica, SpAmn la actividad espccllica máxima y Ho la 

concentración total de monómero. En esta ecuación se asume~ que el dlmero es la única 

especie activa. 

4.6 Propiedades espectroscópicas 

4.6.1 Dicrolsmo circular 

Los espL'Ctros de dicroísmo circular (DC) se realizaron en un espectropolarimetro A VIV 

(Lakewood, NJ) 62 HDS. Usando una celda de cuarzo de 0.1 cm y 1.0 cm de paso de 

luz con un ancho de banda de 1.0 nm, para el UV-lejano y el UV-cercano, 

respectivamente. Las enzimas se dializaron en amortiguador de fosfatos 25 mM y NaCI 

20 mM, pH 7.4 y se filtraron por una membrana de 0.45 µm. Se usó una concentración 

de protcfna de 100 µg/mL y 400 µg/mL, respectivamente. Se rcali7.aron 5 repeticiones 

por espectro en un intervalo de 195-240 nm y 260-320 nm, respectivamente. Para 

calcular los valores de clipticidad molar se detcnninó la concentración de proteína a una 

absorbencia de 280 nm utilizando un coeficiente de extinción molar de 34 950 Mº 1 cm·1 

para todas las enzimas. La clipticidad molar se obtuvo con la siguiente ecuación: 

8= 8obs (grados) x MR W x 100 
Cxl 

Donde, 8 es la clipticidad molar en grados; 8obs, es la medida de elipticidad observada 

en grados; MRW es la media del peso molecular de los residuos (del inglés mean 

residue weight); l 00 es el factor que se origina de la conversión de la concentración 

molar a dmol/cm2
; Ces la concentración de proteína en mg/mL y 1 es el paso de luz de 

la celda en cm. 
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4.6.2 Estabilidad térmico 

El patrón de desnaturalización térmica se determinó siguiendo los cambios en 

elipticidad de la enzima a 222 nm en un intervalo de temperatura de 20 a 70 ºC. La 

temperatura se incrementó 1 ºC cada 25, ·min> Se utilizaron 400 µglmL de prote[na 

previamente dializados en ~")~rtiguad~r :d~ MOl'S 20 mM, pH 7.0 con 

EDTA/DIT/Na.N3 1 mM. LafrÍteción de~naturaliznda (/o) se calculó con la siguiente 

ecuación: 

fo= CYN-y)!( .YN->n> 

Donde J'N y .Yo corresponden a los valores de elipticidad de la especie nativa y 

desnaturalizada, respectivamente. Los dos parámetros se determinaron a partir de una 

extrapolación lineal de in porción inicial y fina[ de la curva de eHpticidad (y) contra la 

temperatura. 

4.6.3 Espectros de fluorescencia 

Los cambios en la intensidad de fluorescencia de [a enzima silvestre y [a mutante C 14F 

se sigui~ron a 25 ºC en un cspectrofluorómetro RF-5000U Shimad7.u, Se utilizó una 

celda de cuarzo de 1.0 cm excitando a una longitud de onda de 280 nm y midiendo la 

emisión entre 300 y 400 nm. La concentración de proteína utili7.ada fue de 50 µglmL en 

amortiguador TE 100/1 O. Se restaron los valores del espectro del amortiguador. 

El centro espectral de masa (de las siglas en inglés SCM, "spectrai center of mass") de 

cada espectro de fluorescencia se determinó utili7.ando In siguiente ecuación: 

SCM=D.l(A.)/l:l(A.) 

Donde l(A.) es In intensidad de fluorescencia a la longitud de onda A. 
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4.7 Dctcrmln11ción de la actividad C!ipeclfica de l11s enzimas mutantes Cl4G y Cl4N 

La enzima mutante C 140 se purificó a homogeneidad. En el caso de la enzima mutante 

C l 4N el protocolo de purificación se llevó a cabo hasta las precipitaciones diferenciales 

con sulfato de amonio (sección 4.1 ). Con esos grados de purificación las enzimas se 

incubaron a una ccincentr'ación final · de · 1.3 y 0.5 µg/mL, respectivamente 

(concentración más alt~ ~ J~ «:u~I se pudÓ medir actividad para ambas enzimas), en 
.,_ "~:~.- -- ~~~.\.:·-.·--~··:~:.·_-.7\(_«~; ;'.'< . 

amortiguador TE 100/1O,Íl2So°C:'t.:a reacción se inició agregando la mezcla de reacción 

que contenía la enzima acoplante (a-GDH) junto con el sustrato (GAP) y NADH a 

diferentes tiempos de incubación. 

4.8 Determinación de la masa molecular 

4.8.1 Cromatografia de exclusión molecular 

La cromatografia de exclusión molecular se realizó en una columna ultrasefarosa- SEC 

3000 de 7.5 x 300 mm, con un tamaño de poro de 230 A (para un intervalo de masas 

moleculares relativas, M,, entre S 000 y 700 000) y un equipo de cromatografia líquida 

de alta presión (Bcckman). La columna se equilibró y cluyó con amortiguador de 

fosfato 100 mM, pH 7.0, EDTA 1 mM y NaCI ISO mM. Antes de la inyección la 

muestra se filtró por una membrana de 0.22 µm y la columna se eluyó a un ílujo de 1 

mUmin. La proteína se cuantificó por absorbencia a 280 nm. El radio de Stokes (R,) se 

determinó por el análisis del volumen de clución interpolando en una curva de 

calibración determinada con estándares de proteínas globulares con valores de R, 

conocidos, siguiendo el método descrito por Ackers, (1967). 
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4.8.2 Análisis de sedimentación 

Los eKperimentos se realizaron en una ultracentrifuga anaHlica con capacidad de ra~1rco 

óptico (Optima model XL-A, Beckman, Fullerton, CA) La protelna se dializó 

eKtensamente a 4 ºC en amortiguador de TEA 0.1 M, pi-! 7.4 con DTT 1 mM y EDTA 

1 O mM. Una parte del liquido de diálisis se utilizó como blanco de referencia. Para los 

cKperimentos de velocidad de sedimentación se utilizaron 0.4 mg/mL de protelna y se 

corrieron a 129 280 K g en una celda de cuarzo. El coeficiente de sedimentación se 

correlacionó con la temperatura (20 ºC) y la viscosidad del agua (v,=0.7468 mUg, 

p,=1.09 g/mL). Los datos se analizaron con el programa SVEDBERG (Imagen, lnc.). 

Los eKpcrimentos de sedimentación al equilibrio se realizaron centrifugando a 18 000 y 

26 000 x g a 20 ºC. Los datos se colectaron por un escáner a 280 nm, con espacios de 

0.001 cm, en intervalos de 4 hrs. Los datos se analizaron con el programa de regresión 

no lineal NONLlN. Este programa determina una masa molecular aparente de acuerdo a 

la siguiente relación el= [M( 1 - vp) cJ]/(RT). Donde Mes la masa molecular, ves el 

volumen especifico parcial, pes la densidad del solvente, wes la velocidad radial, Res 

la constante de los gases y Tes la temperatura absoluta en Kelvin. 

4.9 Efecto del metilmctanotiosulfonato y ácido 5,5' -ditio-bis-2-nitrobcnzoico 

4.9.t Ensayos de inhibición por mctilmctanotiosulfonuto 

El metilmetanutiosulfonato (MMTS) reacciona exclusivamente con Cys produciendo un 

derivado relativamente pequeño (metildisulfuro), como se muestra en la Figura 1 OA 

(Smith y col .. 1975). Se probó el efocto del MMTS sobre la actividad de la TIM 

silvestre y las enzimas mutantes con alta actividad (Cl4A, Cl4P, Cl4S, Cl4Ty Cl4V). 
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Las diferentes enzimas se incubaron a una concentración de 100 11g/ml. en 

amortiguador TE 100/10 a. 25ºC. Se probaron concentraciones de MMTS en un 

intervalo de O a 2500 µM. Se midió In actividad de las en7jmas al tiempo cero para cada 

una de las concentraciones y se incubaron en presencia de MMTS durante 2 h. En ese 

tiempo se tomó otra alicuotn de cada muestra para determinar su actividad. Las nlicuotas 

se diluyeron en amortiguador TE 100/1 O hasta dar una concentración final de 5 ng de 

proteína y medir su actividad. El porcentaje de la actividad residual para cada enzima se 

calculó con respecto al valor de In actividad del tiempo O. 
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Figura 1 O. Reacciones generales del MMTS (A) y (B) ácido 5,5' -ditio-bis-2-

nitrobenzoico (DTNB) en presencia de un grupo sulfhidrilo libre. 
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4.9.2 Titulación de tiolcs 

Se empicó un método espcctrofotométrico para -titular residuos de Cys con grupos 

sulfhidrilo libres, utilizando la reacción del ácido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobcnzoico 

(DTNB), procedimiento descrito por Ellman ( 1958). Este disulfuro reacciona 

equimolarmcnte con sulfhidrilos libres liberando un cromóforo: el ácido 2-nitro-1-

benzoico (ver Figura IOB), compuesto que al tener un prominente máximo de 

absorbencia a 412 nm (c. 12 = 13 600 Mº1 cm"1), puede ser medido 

espectrofotomctricamente. 

El experimento se realizó de la siguiente forma: en una celda con amortiguador TE 

100/1 O y DTNB 2 mM se monitorcó la absorbencia a 412 nm durante dos minutos. A 

los dos minutos se agregó 0.5 mg/mL de las diferentes proteínas y se siguió midiendo la 

absorbencia durante 90 min, junto con la de un control carente de protclna y procesado 

de la misma manera que las muestras. Después de corregir por la absorbencia del 

control (originada por la autohidrólisis del DTNB). se utilizó el valor de la absorbencia 

a 412 nm, considerando desde el tiempo cero. Para calcular la concentración de 

sulfhidrilos en la solución, se utilizó la absortividad molar del DTNB (Ellman, 1958). 
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5. l{ESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 Expresión y purificación 

La TbTIM. las enzimas mutantes con alta actividad y In mutante Cl4G se expresaron y 

purificaron de acuerdo al protocolo reportado para In enzima silvestre (Uorchcrt y col., 

1993) con un rendimiento de 60-80 mg de enzima puro/L de cultivo. El protocolo de 

purificación para In enzima Cl4F se modificó debido a que ésta tiende a formar 

agregados y el rendimiento final fue -90 % más bajo. Las enzimas puras se corrieron en 

un gel de electroforesis desnnturali7.ante mostrando una sola banda con un peso 

molecular de aproximadamente 27 kDa. 

5.2 Determinación de la actividad especifica de las enzimas mutantes C14G y C14N 

En ensayos previos de actividad catalítica (durante las purificaciones parciales) las 

enzimas mutantes Cl4G y C14N mostraron un decaimiento progresivo de su actividad 

durante los primeros minutos del ensayo, lo que nos indicaba que estas enzimas eran 

inestables en tiempos muy cortos (Hemández-Alcántnrn. tesis de maestría 2000). 

Las enzimas se purificaron como se describe en Materiales y Métodos y, 

posteriormente, se probaron diferentes concentraciones de proteinn hasta encontrar In 

concentración en la cual se observaba un D.O/min inicial de 0.1. Una vez encontrada 

esta condición (1.3 y 0.5 µglmL para Cl4G y C14N, respectivamente) se incubaron las 

enzimas a diferentes tiempos (como se describe en In sección 4.6). Cabe mencionar que 

aun u estas concentraciones de proteína, las enzimas siguen siendo inestables, ya que su 

actividad decae en los primeros minutos en el trazo de actividad. Para este trabajo 

consideramos únicamente el primer minuto del tiempo de reacción. 
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Con estos resultados se construyó una gráfica de In actividad remanente contra tiempo 

(Figura 11 ). La gráfica muestra que 1 mines suficiente en el coso de Cl4N para inducir 

In pérdida total. de actividad. Para C l 4G, cerca del 15 % de In actividad remanente 

queda después de 2 min de incubación de la proteína. A tiempos mós largos no se 

modifica su actividad. 
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Figura ! 1. Cinética de inactivación de Cl4G y Cl4N a 1.3 y 0.5 µglmL, 

respectivamente, en amortiguador TE 100/10 mM a25 ºC. Las enzimas se incubaron 

como se describe en materiales y métodos. Los datos q·ue se muestran corresponden a 

los primeros minutos del tiempo de reacción. LOs resultados se presentan como 

actividad remanente en% donde el 100% fue 27.2 y 670.5 11mol/min/mg para Cl4G y 

Cl4N, respectivamente. 
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A este respecto, en un trabajo anterior Borchert y col ( l 995b) ~onstruyeron en la 'lbTIM 

una mutante (la l-l47N) con el fin de estudiar el equilibrio dir~er~llmonÓmerode ~~la 

enzima (para más detalle ver sección 1.2,7). Cuand.o la ,enzima >se diluyó pura 
:.: .. · .'·-· .. : .. ·.-.. -,".", -· i- - : 

determinar la actividad catalftica presentó un decahl\ient~ p~~~~esi~; dura~te los 

primeros minutos, lo que sugirió que la dilución de.pr~tC!na lleva~a aun~ inactivación 

dependiente del tiempo. Una caracterizacló~ más detallada demostró que la enzima 

l-l47N se comportaba únicamente como dímero a concentraciones por encima de 3 

mg/mL de proteína. A una concentración de 1 mg/mL de proteína esta mutante se 

caracterizó como un monómero compacto menos estable que el dímero silvestre 

(Borchert y col., 1995b, Schliebs y col., 1997). Las enzimas mutantes Cl4G y Cl4N 

también presentan un comportamiento de inactivación a lo largo del tiempo cuando se 

diluyen, por lo que ni parecer también presentan una alteración en el equilibrio dlmero-

monómero. 

S.3 Parámetros cinéticos 

Se determinaron las propiedades cinéticas de la enzima silvestre y las mutantes con alta 

actividad en ambas direcciones de la reacción catolizada por la TIM. Con ambos 

sustratos, los valores de Km y k.:11 de las mutantes con alta actividad y de la enzima 

silvestre fueron similares (Tabla 6). Estos resultados demuestran que los residuos 

catalíticos no se afectaron por la mutación en las 5 enzimas con alta actividad, ya que 

las enzimas catolizan igual que la silvestre. 

Para la enzima C l 4F, las k.:a1 de GAP y DHAI' fueron 1000 y 3000 veces más bajas que 

las de In enzima silvestre, respectivamente y sus Km para GAP y Dl-lAP fueron 6 y 3 

veces más altas con respecto n la enzima silvestre (Tabla 6), Pnrn esta enzima mutante 
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es probable que alguno de los residuos que participan en la catálisis estén afectados, 

pues lns diferencias en los parámetros cinéticos son bastante evidentes. 

Tabla 6. Las constantes cinéticas se detenninnron a diferentes concentraciones de GAP 

(0.06 a 2 mM) o DHAP ( 0.325 a 10 mM) como sustrato. Se calcularon los parámetros 

cinéticos correspondientes a cada enzima utiliwndo In ecuación de Michaclis-Menten. 

Los datos se calcularon por un ajuste de regresión no lineal. 

Constantes cinéticas para 1bTIM y las mutantes de Cys 14 indicadas 

Km(OAPJ k.:11(0AP) k.:11/Km(OAP) Km(DllAP) k.:11(DllAP) kc.il Km(OllAP) 

(mM) (min"1) Mº1sº1 (mM) (min"1) Mº1s'1 

TbTIM 0.380 2.4 X IOS l.Ox 107 1.9 2.7 X J04 2.3 X IOS 

Cl4A 0.425 3,1X105 1.3 X J07 J.7 2.8 X J04 2.7 X IOS 

Cl4P 0.326 2.2 x ros 1.2 X J07 1.1 2.2x 104 3.3 X JOS 

Cl4S 0.498 3.0x JOS 1.0x J07 1.9 2.8 X J04 2.4x los 

Cl4T 0.318 2.3 x.ros 1.2 X 107 1.3 1.4 X 104 1.7.x ros 

Cl4V 0.422 2.4xl0s t;o.xio1 1.5 2.5 X 104 2;1x tos 

Cl4F 2.2 1.9 ~,HÍ2 527 5.2 9 29 

En In Tabla 7 (página siguiente) se muestra una comparación de las constantes cinéticas 

de In enzima mutante C l 4F con: his de otras TIMs monoméricns. C 141' presenta 

constantes cinéticas similares a la monoTIM y a In RE-TIM. Además, se muestra una 

comparación de la K1 utiliwndo como inhibidor ni 2-PG. Considerando que la K, del 2-

l'G para In TbTIM= 0.026 mM, es claro que en este grupo de enzimas monoméricns la 
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afinidad por el inhibidor no se ve nfcctndn. Los parámetros cinéticos detenninndos pnrn 

In mutante C 141' son similores n los rcportndos para otros TIMs monoméricns. 

Tablo 7. Se muestra uno comparación de In fe.,,, Km. K¡ y Tm en presencia de 2-f'G de 

Cl4F con otros TIMs monoméricas. Los datos se tomaron de 'Schliebs y col., 1997, 

hBorchert y col., 1995b y de este trabajo (C 14F). 

MonoTIM' H47Nº RE-TIM' Cl4F 

knt(GAPI 3.1 X to' 1.3 X 10' 1.9 X to' 
(min' 1

) 

Km(GAPI 4.1 0.33 1.4 2.2 
(mM) 
K1 (2-PG) (mM) 0.052 ±0.007 0.018 0.034 ±0.005 0.076±0.008 

Tm (2-PG) (ºC) 57 52 52 50.6 

5.4 Formación de metilgfioxaf 

Como se mencionó anteriormente (sección 1.2.4), el metilglioxal y el Pi son 

subproductos que resultan de la descomposición del intennediario enodio!. La reacción 

de eliminación cntnliwdn por fa TIM es mucho más lenta comparado con la reacción de 

isomeri7.nción; por fo que In única fonna de poder determinar In formación de 

metilgfioxnl es incubando el sustrato en presencia de una concentración elevada de la 

enzima. En estos condiciones los valores reportados de la relación k,a11Km para las 

reacciones de isomeriwción y eliminación son de I06 a 109 Mº 1 s·• y 2 Mº1 s·•. 

respectivamente (Richard, 1991. Komivcs y col., 199 f, Sun y Sampson., f 999). 

En nuestros condiciones, 18 µM de enzima y 0.5 µM de DMAI'. se obtuvo paro fa 

TbTIM y las mutantes con afta actividad una velocidad de eliminación de Pi (k.) de 1 .24 

n 2 Mº1 s·•. En In mutante Cf 4F la k. fue de 3.5 Mº 1 s 1, sólo 2.5 veces más alta que la de 

44 



In enzima silvestre, La relación metilglioxnl/GAP, i.e. k.,/(k.11 /Km) en In Cl4F fue de 

0.120, mientras que para In TbTIM fue de 0.52 x 10·5, Esto quiere decir que In enzima 

silvestre produce nproximndnmentc 1 mctilglioxal por cada 101 GÁP. En el. caso de la 

mutante Cl4F In relación k.11/Km para In reacción de isomeri7J1Ció!1es8'.2 xiJ03 veces 

menor que In de In ThTIM. Si consideramos que la velocidad ·de formación del 

metilglioxal es prácticamente la misma, uno esperarla una relación melilglioxnl/GAP 

para la mutante de: 1/(105/8.2 x 103
)"' 0.08. Este valor es muy cercano ni obtenido 

experimentalmente (0.12). Estos datos indican que la velocidad de formación de 

metilglioxal en la ThTIM es 105 veces menor que la reacción de rcprotonación del 

intermediario enodiol hacia la formación del GAP (ver Figura 2). La relación 

(k./(kc.tlKm)hbT1Ml(k./(kc11/Km))c1•F está incrementada aproximadamente 104 veces pnrn 

la mutante Cl4F, por lo que el paso limitnnte en In formación de mctilglioxal no se 

modifica y entonces la velocidad de formación de metilglioxnl no cambia. De esto se 

puede concluir que In estabilidad de la interfase diméricn es importante para la reacción 

de isomerización, pero que desestabilizarla no incrementa la velocidad de la reacción de 

eliminación. 

5.5. Estructura secundaria 

Los espectros de dicroísmo circular (OC) para la enzima silvestre, las mutantes con nha 

actividad y la C l 4F, en un intervalo de 195 a 240 nm y n 25 "C no mostraron diferencias 

significativas (Figura 12), indicando que con respecto n In protcfnn silvestre no hay 

cambios considerables en In .estructura secundaria del estado nativo en este grupo de 

mutantes. 
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Figura 12. Espectro de OC en amortiguador de fosfatos 25 mM y NaCI 20 mM pH 7.4 a 

una concentración de protcina de 100 µg/mL y a una temperatura de 25 "C. En el 

recuadro se muestra el simbolo correspondiente a cada proteína. 

5.6 Efecto de la concentración de protcinn en la actividad especifica de las enzimas 

con alta actividad 

En las proteinas oligoméricas. la concentración relativa de monómeros y oligómeros 

depende de la con~1untc de equilibrio y de la concentración de proteína, debido a esto, 

algunas enzimas y en particular el homodimero de la TiM, se inactivan a bajas 

concentraciones de protcina. Basándonos en esta cnracteristica estudiamos el efecto de 
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In concentración de protefna en la actividad especifica de las enzimas con alta actividad. 

Pnrn los ensayos se utilizó un intervalo de concentración de prote(na entre 5 y 400 

µg/mL. Se determinó In actividad de las enzimas n lns 2 y a lns 24 h de incubación. Se 

utilizaron los datos tomados n lns 24 h, tiempo en el cual determinamos que In actividad 

especifica de lns enzimas ya no cnmbinbn. En las enzimas mutantes, el decaimiento de 

In actividad ocurre a concentraciones de protclnn menores n los observados en la enzima 

silvestre (Figura 13). Por ejemplo, la enzima silvestre TbTIM llega al 90 y 100 % de 

actividad especifica a concentraciones entre 5 y 25 µg/mL. La enzima C l 4A a partir de 

50 µg/mL llega al 100 % de actividad especifica. Las enzimas Cl4P, Cl4S, Cl4T y 

Cl4V mantienen entre un 70 y 90 % de actividad especifica entre 50 y 100 µg/mL. A 

concentraciones de prote(na menores llegan a perder por completo su actividad 

catalftica. 

Con los datos obtenidos de lns curvas determinamos las constantes de disociación 

aparente (Kd) como se describe en la sección de Materiales y Métodos. Los resultados 

mostrados en el recuadro de In Figura 13 indican que parn la TbTIM y las mutantes 

Cl4A y Cl4S la Kd está en un rango de 1.3 a 3.8 x 10-7 M, mientras que para las 

mutantes Cl4P, Cl4T y Cl4V es más alta (1 x 10 .. M). Para la mutante Cl4F la 

actividad de la enzima no cambia después de 2 h de incubación en un intervalo de 0.5 

µg/mL (In concentración más baja a In que se pudo determinar actividad catalítica) a 

400 µg/mL. Estas observaciones nos suger(an que la enzima Cl4F podia ser un 

monómero con baja actividad catalftica, ya que su actividad no se modiricn por fa 

concentración de protefna. como se observa en los resultados para las otras enzimas 

mutantes (ver sección 5.8). 
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Figura 13. Ensayos de estabilidad a In dilución durante 24 hrs de incubación. En el 

recuadro de In gráfica se muestra In Kd calculada para las diferentes enzimas estudiadas. 

5.7 F..stabilidad térmica 

El patrón de desplegnmiento térmico de In TbTIM, las mutnnlcs con alta actividad y la 

mutante Cl4F se detenninó por DC a 222 nm como se muestra en la Figura 14. 

El patrón obtenido permitió calcular un .ó.Tm aparente para las diferentes enzimas 

mutantes (es aparente porque el proceso no es reversible). Los resullndos muestran un 

decremento de 1 n 3 ºC en In Tm de las enzimas mutantes con alta nctividnd en 

comparación con la silvestre (Tm= 51.4 ºC). A pesar de que la 6Tm aparente para las 

enzimas con alta actividad sen muy pequeña, es de notar que, para el caso de las 

enzimas Cl4P, Cl4T, Cl4V y ligeramente menos para la mutante Cl4S, n partir de 40 

ºC se empieza a perder estructura. si se comparan con la TbTIM silvestre y In enzima 
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Cl4A. La enzima Cl4F pierde estructura a temperaturas más bajas pues su Tm aparente 

calculada fue de 46.5 ºC, como se muestra en la curva de desnaturalización de la Figura 

14. 

El cambio de una Cys por Phc produce una enzima con propiedades catalíticas muy 

diferentes a las de la enzima silvestre (Tabla 6). Sin embargo, el patrón de su estructura 

secundaria es similar (Figura 12) y tiene una actividad especifica que no se modifica por 

la ccncentrnción de protcfna. Su patrón de desplegamiento analizado por DC en un 

barrido a diferentes tcmpcrnturns muestra un decremento en su Tm aparente de 6 ºC, lo 

que indica que las interacciones no-covalentcs de la estructura nativa de la protcfna se 

pierden a temperaturas mucho más bajas. Sin embargo, cuando el sitio activo se 

encuentra ocupado por un análogo del sustrato (el 2-PG) se incrementa la Tm a 50.6 ºC, 

a pesar de esto, es más baja que la observada para la TbTlM en las mismas condiciones 

(57 ºC). Este cambio en Tm (en presencia de 2-PG) ya se habla reportado pum el cuso 

de otras enzimas monoméricas obtenidas por ingcnierfa genética a partir de TbTlM (ver 

Tabla 7; Borchcrt y col., 1995, Schicbs y col., 1997). Para el caso de la mutante C l 4F 

la Tm resultó ser solamente 1.4 ºC más baja que H47N y RE-TlM, pero 6.4 ºC menor 

que la mono-TIM. De acuerdo ccn Schlicbs y col. (1997) para el caso de las TIMs 

monoméricas el asa 3 más grande descstabili1.a la proteína. 
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Figura 14. Curvas de desnaturali7.ación seguidas por DC a 222 nm en un intervalo de 

temperatura de 20 o 70 "C. El recuadro muestra el valor de Tm aparente calculada para 

cada proteína. 

S.8 Dctenninaeión de la masa molecular para la enzima mutante C14F 

La posibilidad de que CJ4F fuera un monómero se investigó por cromatografia de 

exclusión molecular y análisis de sedimentación. 

El R, cnlculndo para Ja enzima silvestre fue de 29.2 A (M,=42,000), pura in mutante 

C l 4F se determinó un R, de 19.2 A con un M, de 20, 000. 

El coeficiente de sedimentación calculado S2o.w= 2.5044 S corresponde al reportado 

para otras TIMs monoméricas. Por sedimentación al equilibrio se determinó una masa 

molecular de 27, 200 Dn, que corresponde con la masa molecular calculada para otro 

monómero de T. bn1cei; 26, 879 Da (Borchert y col., 1 994 y Schliebs y col., 1997). 

Estos datos confirmaron que In sustitución de CI 4F produce un monómero estable. 
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l'or otra parte, los experimentos de nuoresccncia intrlnscca mostraron q uc para el caso 

de la enzima mutante Cl4F hay un corrimiento del Amb hacia el rojo de 1.6 nm, con un 

apagamiento de la íluon:scencia del 50 % cuando se compara con la enzima silvestre 

(Figura ISA); Además los experimentos de OC en el UV cercano muestran alteraciones 

en el medio ambiente de los residuos aromáticos (Figura ISB). Estos espectros indican 

que algún Trp oculto se está exponiendo más al solvente. l'osiblcmentc, el cambio se 

debe al Trpl2, que se encuentra cerca de la l'hc14. Otra posibilidad es un apagamiento 

de la íluorescencia del Trp 12 debido o transferencia de energía por lo l'he 14 que antes 

no existía. 

'"'° IBI 

lm no 2.. ro Joo uo no 
longllud dt oad1 (nm) 

l.ongllud de ondo (nm) 

Figura 15. (A) Los espectros de emisión de fluorescencia intrlnscca se realizaron en 

amortiguador TE 100/1 O, cxcitnndo a 2ÍIO nin. En el recuadro se muestra el centro 

espectral de masas calculado (SCM). En (B) CD de UV cercano en amortiguador de 

fosfatos 25 mM y NaCI 20 mM pH 7.4; en ambos espectros se utilizaron 0.05 y 0.4 

mg/mL de proteína para la TbTIM y la mutante Cl4F, respectivamente. 
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La triosafosfato isomcrasa de T. brucei tiene 5 triptofanos en las siguientes posiciones: 

el Trp 12 se encuentra localimdo en el asa I, Trp90 en la hebra P4, el Trp 159 en una 

hélice 310 antes de la hebra p6, el Trp 170 se encuentra en el asa 6 o asa catalltica y 

finalmente, el Trp 193 se locali7.a en In a-hélice 6. El porcentaje de exposición ni 

solvente calculado para estos residuos de Trp es de: Trp 12 0.2, Trp90 9.5, Trp 159 2.5, 

Trp 170 3.8 y Trp 193 18.6. Rccicntementc Cháncz-Cárdenns y col. (2002) demostraron 

por mutagéncsis sitio dirigida In contribución de estos 5 Trp a In fluorescencia intrínseca 

de lnTbTIM. 

La mutante W l 2F mostró un apagamiento de la fluorescencia de un 40 % al compararla 

con la silvestre. Al sustituir un segundo Trp (W l 2F/W l 93F) mostró sólo una 

disminución del 20 % en la intensidad de fluorescencia, es decir, la eficiencia cuántica 

de W l 2F/W l 93F es mayor que la del W l 2F. Este resultado sugiere que el Trp 193, se 

encuentra apagando In íluoresccncin de otro Trp, lo que es posible ya que el Trp 153 se 

encuentra muy cercano ni Trp 159 y, también, es el más expuesto al solvente. de manera 

que puede perder la fluorescencia ni medio. A este respecto. la mutante C 14F también 

presenta un apagamiento de In fluorescencia muy cercano al 40 % (como la mutante 

W l 2F). Considerando que el Trp 12 es el residuo que más contribuye a la íluorcscencia 

total de In protefna, pensamos que la mutación por Phe en la posición 14 provocó que el 

Trp 12 ahora esté altamente expuesto al solvente por efocto de la monomcrización de In 

enzima. 
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5.9 Efecto del MMTS y DTNll 

5.9.1 Efecto del MMTS en las enzimas mutantes con alta actividad 

Explorando la posibilidad de usar aminoácidos no conservados para producir una 

inhibición selectiva en enzimas homólogas de diferentes especies, se ha analizado el 

efecto de la derivatización de residuos de Cys para diferentes especies. El efecto de 

dcrivatizantes como el MMTS y DTNB inactiva a las enzimas de tripanosomátidos (que 

poseen una Cys14), lo cual produce alteraciones estructurales que llevan a la 

derivatiznción de residuos de Cys originalmente no expuestos. Sin embargo, estos 

reactivos que promueven alteraciones en las TIM de los tripanosomátidos afectan poco 

o nada a las enzimas que poseen un residuo distinto a la Cys en la posición 14. Lo 

anterior incluye también a la hTIM que posee una Mct en esta posición (Gómez-Puyou 

y col., 1995, Garz.n-Ramos y col., 1998, Pérez-Montfort y col., 1999). 

Considerando que la TIM de T. hntcei se inhibe en la presencia de estos reactivos, se 

decidió probar el efecto del MMTS en las enzimas Cl4A, C14P, Cl4S, Cl4T y Cl4V. 

Es importante notar que este grupo de enzimas no poseen Cys en la posición 14. 

A pesar de que se esperaba que ninguna de estas enzimas fuera susceptible a inhibición 

por MMTS, los resultados obtenidos mostraron que las enzimas Cl4P, Cl4T y Cl4V 

pierden la actividad catalítica en presencia de distintas concentraciones de MMTS. Sin 

embargo, las enzimas C l 4A y C l 4S son resistentes aun a las concentraciones más altas 

de MMTS que se probaron, como se observa en la Figura 16. 
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Figura 16. Curvos de inhibición por MMTS en la enzima silvestre y las mutantes con 

alla actividad. Los enzimas fueron incubadas a una concentración de 100 µg/mL en 

amortiguador de TE 100/10, a 25 ºC, a diferentes concentraciones de MMTS. La 

actividad se midió al tiempo O y a las 2 h, calculando el porcentaje de actividad 

remanente. 
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Figura 17. Esquema de la estructura de barril a/13 de TbTIM. Se muestra la posición de 

los 3 residuos de cisterna de un monómero. La figura se creó a partir del archivo 5TIM 

(de la TbTIM) del PDB (Wierenga y col., 1991b). 
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Para poder explicar el comportamiento que observamos en las enzimas mutantes 

debemos considerar lo siguiente: la Tb1'.IM posee 2_Cy_s-adcmás de In 14: In Cys40 y In 

Cysl 26 (Figura 17, página anterior). Ln Cys40 es un residuo no conservado que forma 

parte de In hojn-p2. La Cys 126 forma parte ~e la a-hélice 4 y está estrictamente 

conservada en todas las especies, a pesar de no ser esencial para la catálisis de la enzima 

(Silvcrman y col., 2001). Ambas Cys se encuentran en el interior del barril, lo que las 

hace inaccesibles al solvente. A este respecto, In yTIM posee dos Cys en lns posiciones 

42 y 126, equivalentes a las de ThTIM (ver Tnbln 8). Como In yTIM es completamente 

insensible a In acción de los agentes derivatiznntes de sullhidrilo más conocidos, se 

concluyó que estos residuos de Cys son inaccesibles. 

Sin embargo, las enzimas mutantes Cl4P, Cl4T y Cl4V, que también poseen estas dos 

Cys, mostraron sensibilidad. Esto nos hace pensar que In diferencia observada en los 

estudios de concentración de la protelna y en la estabilidad térrnica en estas enzimas 

(Figura 13 y Figura 14) se debe quizá a alteraciones de las enzimas probablemente en la 

región de la interfase. Esto perrnitirla que los agentes dcrivatizantcs pudieran llegar 

hasta las posiciones 40 y/ó 126 para derivati7..ar estas Cys. Este razonamiento concuerda 

con lo ?bservado para las enzimas mutantes Cl4A y Cl4S, que son enzimas que 

mostraron mayor estabilidad y que por consiguiente no sufrieron modificación ante la 

presencia de MMTS bajo estas condiciones. Por otra parte, la enzima Cl4F se incubó a 

10 µg/mL en presencia de 500 µM de MMTS durante 2 hrs. Los resultados muestran 

que Cl4F se inhibe por MMTS, lo que indica que la monomcri7..ación, acompañada de 

nlgunn alteración en In protelna, provoca que estos reactivos actúen sobre las otras dos 

Cys. 
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Tabla 8. Posición de las cistelnas en Ja TIM de 7: hn1cei, otros parásitos, humano y 

levadura. De estos residuos de Cys únicamente la Cysl26 o_ 127.es_estrictamente 

conservada en todas las especies. 

Organismo Cistclnas 
( osición) 

Trypano.mma hn1cci 14 39 126 

Trypanosoma cruzi 15 40 118 127 

Lcishmania mexicana 15 40 118 127 

P/asmodi11111fa/clpamm 13 196 126 217 

l/01110 sapiens 42 67 87 126 218 

Saccharomyccs ccrcvisiae 42 126 

En trabajos anteriores se propuso, que la inhibición irreversible por MMTS en la 

TbTIM y la TcTIM se debla a las alteraciones estructurales de la interfase provocadas 

en primer lugar por la derivatización del residuo Cys 14 (Gómcz-J>uyou y col., 1995, 

Gar7.1-Ramos y col., 1998, Pércz-Montfort y col., 1999, Reyes-Vivas y col., 2001 ). Sin 

embargo, aún no sabemos que tanto contribuyen la Cys40 y/ó Cys 126 en el mecanismo 

de inactivación (ver Perspectivas). 

5.9.2. Titulación de tioles para ThTIM, CI4P, CI4Ty Cl4V por DTNB 

Para estar seguros que este grupo de enzimas mutantes efectivamente tienen una Cys 

menos que Ja silvestre, fue nccc..'SOrio cuantificar el número de Cys por monómcro. ·Se 

realizaron cuantificaciones cspcctrofotométricas de residuos tiol, utili7.ando Ja reacción 

57 

'r'P';IS CON 
¡ f ~LA D~-9~IG'.ii'.N , 



que lleva n cabo el DTNB con grupos sulfhidrilos libres. BI número de Cys cnlculndns 

pnrn lns mutantes Cl4P, Cl4T y Cl4V fue de 2 Cys/monómero y pnrn la silvestre 3 

Cys/monómero, tnl como esperábamos. Este resultado demuestra que en los 

experimentos descritos en In sección 5.9.I lns Cys 40 y 126 están reaccionando n pesar 

de que lns enzimas no poseen Cysl4 (residuo propuesto como el primero que provee un 

cambio conformncional para que las otras dos cistefnns puedan reaccionar (Gómez­

Puyou y col., 1995). 

A este respecto en la TlM de P/a.1"111odi11111 falciparum (PITIM) se realizaron 

recientemente algunos estudios utilizando reactivos que modifican grupos tioles como 

yodoacctnmidn y ácido yodacético seguidos por espectrometria de masas por ionización 

con electronspersión, demostrando que el orden en el cual reaccionan lns 4 Cys que 

posee In PITlM es como sigue: Cys l 96>Cys l 3>>Cys2l7/Cys126. Esto correlaciona 

con cálculos de In superficie accesible de lns Cys determinados n partir de la estructura 

cristalográfica. Ln Cys 126 y Cys2 l 7 son lns más inaccesibles y la Cys 196 es In más 

expuesta y In más reactiva. Resulto interesante que la Cysl 3 que tiene nccesibilidnd 

limitada, sufre modificación rápida (Maithnl y col., 2002). Sin embargo. para el caso de 

In TbTIM In modificación puede ser diferente, pues posee menos residuos de Cys que 

PITIM, y posee In Cys40 que PITIM no tiene (ver Tabla 8). En la PfflM demostraron 

que In cnrboximetilación de In Cys 13 produce unn especie monómerica detectada por 

filtración en gel (Maithal y col., 2002). A este respecto, en la TIM de Entamocba 

histolytica que se inactiva completamente por MMTS, se demostró que se disocia en un 

monómero estable que posee estructura secundaria considerable. similar a lo que sucede 

en la PITIM (Rodr!guez-Romero y col., 2002) 
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A vi la Rios (tesis de licenciatura 2001) rcali1.ó un trabajo en sentido inverso al que se 

presenta en esta tesis. Eligió las TIMs de levadura y humano, las que ya se habla 

demostrado que son resistentes a la acción de varios derivati1.antes de grupo sullhidrilo. 

La hTIM posee una Met en la posición 1 S y S Cys en otras posiciones (ver Tabla 8). Sin 

embargo, su sensibilidad a reactivos de sulthidrilo es relativamente baja, ni ser la 

mayorla de éstas inaccesibles al solvente. La yTIM posee una Leu en la posición 13 y es 

completamente insensible a la acción de algunos agentes derivntizantes (ver Tabla 8) 

(Gar7.a-Ramos y col., 1998). Por mutagénesis sitio dirigida Avila Ríos, produjo las 

mutantes MISC de hTlM y Ll3C de yTIM (posiciones equivalentes a la Cysl4 de 

ThTIM), con el propósito de averiguar si esta mutación efectivamente vuelve sensibles 

a las enzimas a la acción de diferentes derivatizantes de grupo sulthidrilo. La 

introducción de Cys en posición equivalente a la 14 resultó ser crltica para la acción de 

los derivatizantcs, volviendo a las enzimas mutantes sensibles a la acción de la mayorla 

de los compuestos probados, principalmente con compuestos de tamaño mayor que el 

delMMTS. 

Con los resultados obtenidos de inhibición por MMTS de las enzimas mutantes Cl4A, 

C14P, Cl4S, Cl 4T y Cl4V podemos contestar las preguntas que surgieron al proponer 

este trabajo (ver antecedentes). Repitiendo las preguntas: 

¡,Qué podrla pasar con la TbTIM si el parásito llegara a mutar la Cys 14 por otro 

aminoácido como un mecanismo de defensa contra un inhibidor espccie-espcclfieo'?, 

¿Alguna mutación en esta posición especifica puede producir una enzima igual a la 

silvestre? y ¿qué caracterlsticas requiere esta sustitución para que pueda funcionar como 

un residuo de interfase que contribuya a la est11bili1.ación del dímero de 111 TbTIM?. 
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Con el grupo de mutantes que se generaron en este trnbnjo podemos responder que In 

Cl4A y Cl4S son lns mutaciones que en determinado momento podrían ocurrir en el 

parásito como un mecanismo de ndnptnción contra un inhibidor especie-especifico. No 

obstante debemos considerar las siguientes observaciones. 

Vla neutral de mutación 

Los experimentos que reali7amos sustituyendo el aminoácido en In posición 14 indican 

que este residuo puede ser sustituido por Aln o Ser sin cnusnr ningún cambio estructural 

en In enzima y además producir una enzima resistente n agentes derivntiznntes de grupo 

sulfhidrilo. Estn son mutaciones que en el parásito pudieran llevar n In ndaptnción frente 

n un posible fármaco dirigido contra In Cys 14. Además, debemos considerar que existen 

algunos organismos que presentan Aln y Ser en dicha posición {ver Tabla 4) lo que nos 

lleva n pensar que los cambios se pudieran dnr, puesto que existen en la naturale7a. Por 

otra parte, hny que considerar que se requieren de dos mutaciones simultáneas para 

cnmbinr un codón de Cys a Ala. pnsnndo por un intermediario ya sea de Ser o Gly como 

se muestra en la Figura l 8A. En este cnso el intermediario con Gly resultó ser una 

enzima poco activa e inestable y el intermediario con Ser una enzima nctivn y estable 

{pero menos que con Aln) y resistente al MMTS. Por lo tanto para producir la mutación 

de Cl4A se requiere que se cambien simultáneamente 2 bases contiguas. Como se 

muestra en In figura 17 A, para cambiar un codón de Cys a A la pasando por Gly primero 

debe mutar In primera base (T por G) y después In segunda base {G por C). Para el caso 

del intermediario con Ser, primero debe mutar la segunda bnse {G por C) y después la 

primera bnse (T por G). A este evento se le ha denominado ausencia de una "vía neutral 

de mutación" {figura 188), del que se dice que tiene una probabilidad cercana n cero ya 

que tiene que pasar por intermediarios menos activos {que serían eliminados en el 
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proceso de selección). Este evento yn hn sido descrito pnrn In aspnrtato nminotransfernsa 

de E. coli (Gloss y col., 1992 y 1996 ). Por lo tanto, si consideramos esta teoría, sería 

muy improbable que el parásito desarrolle resistencia por este mecanismo a un fármaco 

dirigido contra In Cysl4, si pasa por el intermediario de Gly. Pero si utiliza el 

intermediario de Ser In probabilidad aumenta. Para el segundo caso, es importante 

mencionar que In enzima mutante C l 4S pierde hnstn un 50 % de actividad incubando a 

10 µg/mL de protefnn durante 2 h n 37 ºC. Considerando que 37 ºCes In temperatura 

media del cuerpo humano, es posible que tampoco sen un buen intermediario. 

(A) 

ATí/C-llc 

ln1 base AGT/C-Scr - -··-lli- ACT/C-11tr 
~==~~CGT/C·/\rg AAl'lC·Asn 

fili:lli.:·Gly-~·Al1 

~ 
CCT/C-rro 
ACTIC-'llir 

(11) 

CoordrHdH rvolucivas 

Figura 18. El esquema en (A) muestra los posibles cambios que se tienen que dar para 

que un codón de Cys cambie a Ala pasando por un intermediario de Gly o Ser. En (B) 

se muestra un grálico hipotético sobre In teoría de la "vía neutral de mutación" en las 

protefnas. Ln X representa In inaccesibilidad de intermediarios menos funcionales pnrn 

que las protcfnas evolucionen (tomada de Gloss y col., 1992). 
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6. CONCLUSIONES 

Nuestros datos indican que la sustitución de Cl4A, Cl4P, Cl4S, Cl4T y Cl4V no 

afecta la actividad catalltica de la enzima. Encontramos que dichas sustituciones poseen 

como caracterlstica común un aminoácido con un tamaño e hidrofobicidad similar a la 

Cys, lo que permite obtener enzimas activas. Si se modifica alguna de estas 

cnractcrlsticas se obtienen enzimas sin o con poca actividad. 

Otros datos indican que de este grupo de enzimas mutantes sólo Cl4A y Cl4S 

presentan constantes de disociación iguales a la silvestre. Sin embargo, en cuanto a su 

estabilidad térmica sólo In enzima Cl4A presenta un 6Tm de l°C menor en 

comparación con la enzima silvestre y para las enzimas Cl4P, Cl4S, Cl4T y Cl4V el 

6Tm es cercano a los 3"C. 

Experimentos con la enzima mutante Cl4F demuestran que la enzima se comporta 

como monómero estable. 

La relación entre la estabilidad del dlmero y la catálisis también se demuestra en el 

comportamiento de las enzimas mutantes Cl4G y Cl4N. 
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7. PERSPECTIVAS 

1..11 'lbTIM prcscntn ndemás de In Cysl4, In Cys40 y Cysl26, de las cuales se desconoce 

su función. Ambos Cys se loc111i7.all al interior de In protelnn por lo que son inaccesibles 

al solvente. En este trabajo, encontramos que los enzimos mutantes Cl41', Cl4T y 

Cl4V se inhiben por el efecto del MMTS. Estos resultados nos demuestran que In 

Cys40 y Cys 126 están renccionnndo a pesar de no poseer la Cys 14. Estos resultados 

dejan abierta varias víos de exploración para el estudio de estos 2 Cys. 

El alineamiento de secuencios de la TIM de más de 81 especies indico que la Cys40 es 

un aminoácido no conservado, e incluso en algunas especies se encuentra en posiciones 

no equivalentes, mientrns que, la Cysl 26 está estrictamente conservada en todos las 

especies. Por lo que, el estudio de la contribución o participación de la Cys 126, 

aportaría, además, nuevos elementos para trotar de explicar en términos evolutivos, la 

presencia de este residuo estrictamente conservado y no esencial para la cntálisis. 

Por otra parte, los mulantcs Cl41', Cl4T y Cl4V, que fueron sensibles a la inhibición 

por reactivos que modifican grupos sultltidrilos, son buenos modelos para establecer un 

mecanismo delallado cinético y estructural de la inhibición de la TbTIM producido por 

este tipo de agentes (estos reactivos son la base paro la síntesis de un inhibidor especie­

especilico dirigido 11 los tripnnosomátidos). 
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El apéndice 1 muestra algunos resultados en los que se estudia la derivati7.ación de la 

Cysl4 de TbTIM y TcTIM y la relación entre el sitio catalltico y la interfase del dímero. 
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with Different Residues at Position 14 of thc Dimer Interface. Characterization of a 

Catalytically Competen! Monomeric Enzymct 
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AllSTRACT: In homodimcric trioscphosphotc isomcmsc from Trypanosoma brocei (ThTIM), cystcinc 14 
of cach thc two subunits fonns part of thc dimcr interface. This rcsiduc is central for thc catalysis and 
stnbility ofThTIM. Cysl4 was changcd to thc othcr 19 amino ucids to determine thc chnmctcristics that 
U.e rcsiduc must havc to yield caudytically compclcnl stablc cnzymcs. Cl4A, Cl4S, Cl4P, Cl4T, and 
Cl4V ThTIMs wcrc csscntially wild typc in ac1ivi1y and stability. Mutanl• with Asn, Arg, and Gly had 
low activitics and stabilitics. Thc otlicr muuints had lcss !han 1% ofthc uctivity ofThTIM. Onc oftlic 
luttcr cnzymcs (C14F) was purificd to homogcncity. Sizc cxclusion chromalography and cquilibrium 
scdimcntation studics showcd thnt CJ4F TbTIM is n monomcr, with a~ •• -1000 times lower nnd a Km 
-6 times highcr than thosc ofTiiTIM. In Cl4F TbTIM, lhc rnlio ofthc climination (mclhylglyoxal and 
phosphatc fonnation) to isomeri1.ation reactions was highcr than in lbTIM. IL'i sccondary structurc was 
vcry similar lo that ofTbTIM; howcvcr, thc quantum yicld ofil'i aroma.tic rcsiducs was lowcr. Thc analysis 
ofthc data with thc 19 mutants showcd lhat to yicld cnzymcs similar lo thc wild ty¡x:, thc rcsiduc musl 
havc low polarity and n van dcr Waals volumc bctwccn 65 and 110 A'. TI1c rcsults with Cl4F ThTIM 
illustratc thnt thc sccondary structurc of ThTIM can be fonned in thc abscncc of inten.-uhunit contacts, 
nnd that it has suffieicnt tcrtiary structurc to support calalysis. 

Trioscphosphnlc isomcrasc (TIM, 1 EC 5.3.1.1) is a gly­
colytic cnzymc thnt cntalyzcs thc intcrconvcrsion bctwccn 
dihydroxyacctonc phosphatc (DllAP) and 1>-glyccrnldchydc 
3-phosphalc (GAP) (/). Al prcscnt. more than 100 amino 
acid scquenccs of TIMs from n varicty uf organism are 
availablc in lhc dat.nbascs and thc X~ray slrncturcs ofTIMs 
from 12 diffcrcnt spccies havc bccn dctcmlincd (2-13). 
Exccpt for TIMs from thcnnophilic organisms, which are 
telramcrs (12. /J), ull TIMs are composcd oftwo idcnlical 
subunits. Thcsc subunits nssocialc through noncovnlcnt 
intcrnctions to fonn u homodimcr with u high nssocintion 
constant. Thc monomcrs nrc fomlt:d by cighl ccntr • .tl /1·str.mds 
and cighl n-hcliccs (numbcn:d l -8) joincd by loops, making 
TIM a mcmhcr of thc protcin fümily with thc ({Jet)~ barrcl 
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fold. Each monomcr conlnins all 1hc rcsidues lhal participalc 
in catalysis. Noncthclcss, u wcll~ocumcnlL-d prupcrty ofTIM 
is that il is catalytically active only in its dimcric fonn (/ 4, 
15). 

In all TIMs, lhc arca of thc dimcr inleñace compriscs a 
largc portion of lhe cnzymc. For cxamplc, in TIM from 
Tt)71ano.wma brocei (TbTIM), thc arca of conlact bctwecn 
thc two monomcrs is approximately 1600 Al (4). 111c dimcr 
interface is fonned rnainly by loops 1-4. Thc protruding 
loop 3 of one subunit docks into a dccp pockct fonncd by 
loops 1 und 4 of the othcr subunil ami is ncnr thc catalytic 
silc. Cys 14 in loop 1 is onc of lhc thrcc rcsiducs thal are 
fully cxposcd in thc monomcr nnd complctcly buricd in thc 
ThTIM dimcr (Figure 1 ); thc olher two are Val46 and Thr75 
1ha1 are in loop 2 and loop 3, rcspcctivcly. Thc sidc chain of 
Cysl4 is surroundcd by thc rcsiducs of loop 3 of lhc olhcr 
subunit (Figure 1 ), which is consistcnt with data that indicatc 
tfmt thc pK1 of thc -Sii group of lhc interface Cys14 is 
highcr than that of tite samc group of the amino acid in 
solulion (/6). In thc crystallogrnphic structurc of TuTIM, 
thc sidc chain ofCysl4 is hydrogcn·bnndcd to Gly72 ofthc 
othcr suhunit, ami lcss than 0.3K nm frorn Ser7 I, Glu77, 
Val7K, nnd Scr79 of loop 3 of tite olhcr munomcr ( / 7). 

111c rcsiduc ni position 14 is a nonconscrvcd amino acid. 
In TIMs from sorne palhogcnic pnrnsitcs, rcsiduc 14 is Cys, 
whcrcas in TIMs from othcr spccics, including lltJmo 
sapietu, posi1ion 14 is occupicd by n dHfcrcnt amino ocid. 

I0.10211biOl 1'J50fCCC: $22.00 C) 2002 American Chcmicol Socicty 
rublishcd on Web 03/0712002 
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(A) (B) 

F1c;uu 1: Rclativc posilion oíCysl4 anc.J lhc subunils oílbTIM 
(/\) and packing of Cys14 of onc suhunil wilh 1hc rcsiducs of loop 
J l"rom thc othcr subunil (B). (/\) Thc n-carhon traces of subuoits 
A and U are shown in red and green, rc:iopcclivcly, and a CPK 
dcpiction of C'ys14 from bolh subunits is shown in ycllow. (U) 
Cysl4 is shown as a CPK imagc, and thc rcsiducs of loop J fmm 
lhc olhcr subunil are shown as sticks. lñc color ccxting for thc 
clcmcnL'i is ll.'i follows: gray for 11 and C, hluc fur N, red for O, 
and ycllow for s. Thc lhrec-d1mcnsional coordin.itcs urc from rnn 
cnlry 5TIM. 

thc most common bcing Mct and l.cu. fullowcd by Ser, l11r, 
Gin, and Ala. In ThTIM ami TIMs from T. c:n1;:i ami 
f.t•i:rhmaniu mexicana, Cys 14 is lhc only cystcinc thal forms 
part of thcir dimcr interfaces. 111c incubation of thc tryp­
anosornal cnzymcs wilh sulfl1ydryl rcagcnls brings aboul 
largc slructuml changcs am.J abolilion of calalysis, which 
results frorn thc dcrivalizalion of Cys14 by thc sulOlydryl 
reugcnts (17, /H). In addilion lo lrypanosomal TIMs. lhc 
p.alhogcnic par.t"iilcs l:.ñtamod1t.1 lrü·tolyticu { /9), PltL,.modium 
jaldp<1nm1 (20), and Gicmlia /amblia (21) havc lhc interface 
Cys. Thcrcfnrc, 1his rcgion of 1he inlerface has rcccivcd 
considcrahlc nllcnlion ns a po1cnti;il targc1 for thc dcsign of 
dnigs th.al spccilically pcrturh lhc associalion bctwc..-cn 
monomcrs of thc par.isi1c cnzymcs (/ 7, IH, 22. 23). 

In this work, we have further studied 1hc con1rihu1ion uf 
Cysl4 to lhe stability ami aetivi1y oflbTlf\.1. We pcrfonncd 
cxhmL"itivc mutagcncsi.s of Cysl4 of lllTIM to invcstigatc 
which amino acitl'> cun replacc thc interface Cys ami. thus, 
eslnhlish 1hc chamcteristics 1ha1 un mnino ncid in 1hat position 
must h.avc to yicld cal<llytieally compctcnt cnzymcs. 011ly u 
limited numhcr of mutanl cnzymcs cxhibitcd aclivitics ami 
sl;ihilitics similar to those of wild-1ypc ThTIM. Wc also 
fouml that a point mutntion, lhe suhstitulion of Cys 14 with 
l'he, yiclds a stablc monomcrie varíant of TbTIM lhat 
cxhihi1s substantial catalytic aclivily. 

MAT~:HIAl.S ANIJ MKl'llOIJS 

Ctmstruction <if tht• l)~'i/4 Mllfmlls. TI1c substitution of 
Cys ni position 14 with lhc othcr 19 amino ncids in ThTIM 
was nccomplishcd wilh lhc polymcrasc chain rcaction (PCR) 
using thc Expand lligh Fidcli1y l'CR Systcm (Bochringcr). 
The mulagcnic oligonuckotidcs wcrc 5# AACTGGAAG­
NNNAACGGCTCCJ' [Cl4V, Cl4F, Cl41., Cl4S, Cl4Y, 
Cl41', and Cl4K forward (Fw)J and 5'GGAOCCGTINNN-

/li1K·ilt't11i.•lry. Vu/. 4/, No. 1.1, 11Hl1 4231 

<.:ITCCAGTl'J' [Cl4V, Cl4F, Cl41., Cl4S, Cl4Y, Cl41', 
und C14K rcvcr.;c (Rv)J (whcrc N is A, C, G, or T), 
5'AACTGGAAGVVNAACGGCTCC3' (Cl4T, Cl411, Cl4Q, 
Cl4N, Cl4D, Cl4E, Cl4R, ami Cl40 Fw) and 5'GGAGC­
CGTTNllllCTTCCAG1TJ' (Cl4T, Cl411, C14Q, Cl4N, 
Cl41J,Ci4E, Cl4R, and Cl4G Rv) (whcrc V is A, C, or G 
and 11 is T, G, or C), 5' AAC.TGGAAGGCGAACGGCTCCJ' 
(Cl4A Fw) and 5'GGAGCCGITCGCCITCCAGTn' (Cl4A 
Rv), 5' AACTGGAAGATCAACGGCTCCJ' (Cl41 Fw) ami 
5'GGACKXXJTTGA TCITCCAGTJ1'(C 141 Rv~anl5' AACTG­
OAAGTOGAACGGCTCCJ' (Cl4W Fw) and 5'GGAGC­
CGTTCCACTTCCAG1T3' (Cl4W Rv). lltc cxlcmal oli· 
gonucletJlidcs wcrc thc T7 promolcr und T7 lcnninator 
(Novagcn). Thc respective mutntions wc..'fC intmducl..~ n.'i 
follows: JO cyclcs for 1 min at 94 ºC. 1 min al 55 ºC. and 
l min at 72 ºC and incuhalion for 10 min at 72 ºC. Thc 
genes wcrc clonL~ in thc pCR 2.1 vector ( lnvitrogcn) and 
scqucncc.."tl. Once thc genes wilh thc appropriatc mutation 
wcrc idcntificd, thcy wcrc scqucnccd complc1cly, subclonctl 
into thc pET-3a cxprcssion vector a.'i N,h•I frngmcnls, and 
introducetl by trnnsformation into 111.2 l(DEJ)pl.ysS cclls 
(Nova gen). 

Growth ofthr Cd/s une/ Prott•in Etprt'.'i:rion. For cxprcs­
sion of lhc mulanl prolcins, cclls wcrc grown al 37 ºC in 
1.uria-lkrtnni mc.."llium supplcmcntcd with 100 ¡1glml. ampi­
cillin ami 34 ¡ig,lmL chloramphcnicol. When cullurcs reachcd 
an At..:11 of0.6, isopropyl /l~u-1hiogalactopymnosidc al a final 
conccntrnlion of0.4 mM was addcd. Growth was conlinucd 
ovcmight al 37 .,C for cclls wilh wild-typc ThTIM and thc 
Cl4V mutant, or al 30 .,C for thc rcsl of lhc mutants. 
llL2 l([)EJ)pLysS cclls transformcd with Cl4F and Cl4K 
wcrc inducL~ at 21 .,C. Thc growth of thc cclls containing 
lhc Cl4F mutant was continucd for 3 h. 

P11rification ofF.nzymt.•.\·. Cullurcs (250 mi.) wcre collcclcd 
by ccntrifugalion and suspended in 10 mL ofccll lysis buffer 
(25 mM Mcs/NaOll) (pll 6.5), 1 mM dithiothrcitol, 1 mM 
EDTA, and 0.2 mM phcnylmcthancsulfonyl íluoridc. Thc 
suspcnsions wcrc sonicatL-d (fivc inlcrvals of 45 s) and 
ccn1rifugcd al 15 000 rpm for 15 min. lñc pcllct was 
suspended in lysis buffer, which in addilion had 200 mM 
NaCI. gently stirrc..-c.I on ice for 30 min. ami ccnlrifugcd for 
15 minal 15 000 rpm (24). Titc lattcr supcmatant was tL'tcd 
far an assay of activity and for dclcnnining lhc rclativc 
abundancc ofTIM concen1r.11ion by SDS-PAGE analysis, 
Cooma.'\sic hluc staining, and dcnsitomctry. 

TI1c purification of wild-typc TbTIM and thc mutants 
Cl4A, Cl41', Cl4S, Cl4T, C'l4V, ami l'l4G Wlt' carricd 
out following thc mcthodology dcscrihcd by Borchcn et al. 
(14). Thc Cl4F mutant was purified as follows. Cclls wcrc 
lyscd by passing lhcm threc times thruugh a French pres.'\ in 
25 mM Mcs/NaOll (pll 6.5), 1 mM dithiothrcitol, 1 mM 
EDTA, and 0.2 mM phcnylmcthancsulfonyl íluoridc. Thc 
lysatc was ccntrifugcd al 15 000 rpm for 15 min. Thc pcllct 
was suspended in lysis buffer with 200 mM NaCI, stirrcd al 
4 ºC for 18 h, and ccntrifugcd at 15 O!XJ rpm for 15 min. 
Thc supcmatant wa.o; dialyzcd cxhaustivcly againsl 25 mM 
tricthanolaminc (TEA) (pll 8.0), 1 mM EDTA, 1 mM 
dithiothrcitol, and 1 mM sodium azidc. Thc protcin wa5 
loadcd onto a carboxymc1hyl-Scpharosc fosl ílow column, 
cquilibratetl wi1h thc samc hulTcr. Protein was clulcd with n 
grndicnt of O to 150 mM NaC'I. In ali 1hc stcps of thc 
purincalion, catalytic activity and SDS-PAOE nnalysis tL'ting 
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Cooma~sic bluc smining and dcnsitomclry wcre carricd oul. 
Cl4N wm; only pm1iully purificd. For lhis cnzymc, wc 
followcd lhc proccdurc (24) ur to 1hc stcp in which it was 
precipitnlcd with urnmonium sulfate. 

Activity A.,·suyJ', Enzymc uctivity wns dclcnnincd nt 25 "C 
by following thc dccrcusc in nbsorbancc al 340 nm or u 
mixture lhal conlaincd 100 mM TEA and 10 mM EDTA 
(pll 7.4), 1 mM GAP, 0.2 mM NADll, and glyccrol-3-
phosphnlc dchydrogenasc (20 ¡1g/mL). Exccpl whcrc spcci­
ficd, thc rcuclion wus initiutcd by thc nddition ofTIM 01 thc 
indicnlcd conccntrntion (25). For thc dctcm1ination of Km 
and V"'-•• che conccntmtion of GAP was varicd ovcr a 
conccntrution rungc of 0.06-2 mM. Thc Km aml V ma .. in 
thc dircction of DllAP to GAP, wcrc dctcnnincd al 25 ºC 
in u mixture of 0.2 mL thnt contuincd 100 mM TEA, 10 
mM EDTA(pll7.4). I mM NAD,4mM ar.;cnale, 120¡1M 
dithiolhrcilol, 1 unit ofGAP dchydrogcnasc, und 0.3-10 mM 
DllAP. 

Af1.•thy/g/yoxal Fonnution. Mclhylglyoxal fonnation was 
monitorcd nt a single substrntc conccntration using thc 
mcthod of Richard (26). Thc cnzymc conccnlrntinn was 18 
¡1M, and thc [12P]DI IAP conccntmtion wa~ 0.5 ¡1M. Time 
pointo; wcrc collcclc<l ovcr thc coursc of 20 h. 

Stahility w Dillllion. DifTcrcnt conccntrations of ThTIM 
nmtants wcrc incubatcd for 24 h at 25 ºC in 100 mM TEA 
and 10 mM EDTA (pll 7.4). TI1e calalytie nelivily wa• 
mca~urcd by adding an nliquot ofthc samplc lo thc reaction 
mixture, yiclding a final cnzymc conccntrntion of 5 ng/mL. 
Thc curves ofrcnu1ining nctivity versus protcin conccntration 
wcrc uscd to calculatc thc dissociation constant (Kd) of thc 
wild 1ypc nnd fivc mutants nccording to thc fonnulntions 
dcrivcd by Mainfroid et ni. (27). TI1c following cquation was 
uscd to calculntc thc K,J'. 

SpA = SpAm.,[4E11 + /\J - (8E11/\J + /\)) 112)/41:."0 (1) 

whcrc SpA is thc spccilic aclivity, SpA., .... thc maximum 
spccific aclivity, and /:'0 thc total monomcr conccntrntion. 
This modcl ns!.umcs that lhc dimcr is thc only active spt..-cics. 

Circular Oicl1mi.nñ Spt•ctroscopy. Circular dichroism (CD) 
S(ll"Ctrn wcrc obtaincd al 25 ºC with an A VIV (l..ukcwoml, 
NJ) 62 lfOS spcctropolnrimcler. Thc qunrtz cclls had path 
lcngths of 0.1 nnd 1.0 cm for mca,.uremcnts in thc far-UV 
m1d ncar-UV rcgions, rcspcctivcly. For dctcnninalion oflhc 
SJll"Clm. solutions ofthc cnzymcs wc.'Tl: cquilibraled against 
a 25 mM phosphalc buffer (pi I 7.4) containing 20 mM NnCI. 
Each spcctrum was thc avcr.1gc of lhc rcpctitivc scans ami 
\ .. •as corrL-ctcd hy suhtmcling lhc :l\cmgc spcctrum of thc 
buffer. 

Tllt'mw/ Ut1ji1/clit1)!. Thcmrnl dcnatur..uion ofthc enzymcs 
was nssc.-ssl"Ú by rccording, protcin cllipticily ut 222 nm in 
thc mngc bctWl"CO 20 and 70 ºC. TI1e lcmpcrnturc uf lhc 
samplcs was incrc1L<>ed at n mlc of 1 ºC/2.5 min. For the 
cxpcrimcnls, prolcins (400 J'g.'mL) wcrc prcviously dialy.ted 
agair"I a 20 mM MOl'S bum:r (pi 1 7.0) llutt ineluded 1 mM 
EDT A, 1 mM dithiothrcito1, and 1 mM nzidc. Dcnaturntion 
was irreversible in ali snmplcs. From the data, lhe apparcnt 
fmclion of dcnalurcd suhunits Ui» was calculatcd using lhc 
cquation 

fo = Ú'N - )')/(1•, - fo) (2) 

l lcm:indcz-Alciu11um et ni. 

whcrc )'N und y 11 urc thc cllipticity valucs charnctcristic of 
lhc nnlivc nnd unfoldc.."tl subunils, rcspcclively. Thc lwo 
pnrnmetcrs wcrc linear cx1n1pola1ions from thc initinl nnd 
final por1ions of 1hc curve ofy versus lcmpcrnlurc. 

Fluon'.\'cenn• Mem11remt•nt.,·. Thc cmission fluon .. -sccnce 
sp<.-clrn ofwild-lypc ThTIM und Cl4F "lbTIM wcrc n.-cordcd 
hclwccn 300 nnd 400 nm al an cxcilalion wnvclcngth of280 
nm wilh 11 Shimadzu RF·5000U spcctronuoromcter. Their 
protcin concentmtion wos 50 ¡1glml. in 100 mM TEA nnd 
JO mM EDTA (pll 7.4). Thc spcclrurn of lhe buffer was 
subtmctc..'C.I from thc experimental. Thc S(ll-Clml ccnrcr of mass 
(SCM) of cach spcclrum wa" calculatcd Ul"Cording to thc 
cqualion 

(3) 

whcre /().) is thc fluorcsccncc inlcnsily al wavclength A. 
!tfoh'C11/ar-Sü•1JC! Chmmatography. Thc oligomcric stntc 

of Cl4F was studicd by 7..one si7.c cxclusion chromatography 
using a Bcckmnn llPLC systcm with a 7.5 mm x 300 mm 
UltmSpherogcl-SEC 3000 column, wilh a (X)rc sizc of 230 
A (rclnlive molecular ma.'i.'l (Mr) rangc of 5 x 10' lo 7 >< 
10' Da]. 111c mobilc phasc containcd 100 mM sodium 
phosphale (pll 7. O), 1 mM EDTA, and 150 mM NaCI. 
Befare injcclion, snmplcs wcrc fillcrcd through a 0.22 ¡im 
filler nnd clutcd at a now ralc of 1 mUmin. 111c prolcin 
profilc was monitorcd al 280 nm. Stokes radiu.o; (R,) 
dclcnninations wcrc pcrfonncd u.-.ing wcll-charactcri7.cd 
globular protcin standanJs with known R, valucs as dcscribcd 
by Ackcrs (2H). For comparison. wild-lypc ThTIM wa.o; also 
analyzcd. 

Seclinwntation Ana(i·.,·is. Expcrimcnls wcrc pcrfom1cd 
using an nnalytical ullraccntrifugc cquippcd with scanner 
oplics (Oplima model XL-A, Bcckman, Fullenon, CA). The 
prolcin samplc solution wao; cxhaustivcly dialyzcd at 4 ºC 
against 0.1 M TEA-llCI buffer (pll 7.4) lhal conlained 1 
mM dithiothrcitol and 10 mM EDTA. A por1ion of thc 
dialysatc wao¡ retaincd ami uscd a<t lhc rcfcrcncc solulion. 
11Je protcin samplcs wcrc placed in cclls fütcd with 
convcntional aluminum-fillcd Epon doublc~scclor ccnlcr­
pieccs nnd quartz windows. Scdimcnlalion vclocity cxpcri­
mcnrs al an cnzymc conccntmtion of 0.4 mg/ml. wcrc 
pcrfonncd at 40 000 rpm. 1l1c scdimcnlation cocfficicnt w:is 
corrcctcd for tcrnpcmlurc (20 ºC) and water viscosity (t'r = 
0.7468 mlJg, p .. = 1.019 g/ml.). Thc scans wcrc analyzcd 
using thc SVEDBERG data analysis software (Amgcn. lnc.) 
dcvclnpcd by Phi lo (29). Scdimcntation c..~uilibrium expcri­
ments werc carricd out at 15 000 nmt 18 000 rpm al 20 ºC. 
Sean.-. wcrc tnkcn nt 280 nm, with a spacing of0.001 ;;:rn, in 
a stcp sean modc al intcrvals of 4 h. Scdimcntalion 
cquilibrium was judgcd lo h:tvc bc..-cn rcachc<l whcn thc 
difTcrcncc in concentralion distributions hctwccn consccutivc 
scnns was zcrn. l>.ua sets wcrc analyzcd using the nonlinear 
rcgn .. -ssion program NONLJN (30). 1l1c prognun fits to a 
rcduccd apparcnl molecular ma-.s, via lhc rclation o= [¡\/( 1 
- vp)w2)/(R7), wherc M is thc mob:ular ma-.s. v is lhe 
paninl spccific volumc, p is lhc solvcnt dcnsi1y, w is thc 
radial vclocity, R is thc gas constant. and T is lhc ahsolulc 
lcmpcmlurc (kelvin). 

Olh<•r Assays. Protcin conccntralions ofthc cnzymcs wcrc 
dctcnnincd wilh lhe BCA Protcin Assay Kil (Picrcc) nnd 
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Table 1: Srccinc Activilics MnJ Rclalivc Ahundancc nr Wild Typc 
ThTIM and lhc I'> l'y!lll4 MulanlS" 

wildl)1lC 
Cl4T 
Cl4A 
Cl4r 
Cl4V 
Cl4S 
Cl4N 
Cl4R 
Cl4G 
Cl41' 
Cl4K 
Cl41l 
Cl411 
Cl4E 
Cl41 
Cl4W 
Cl4Y 
Cl4Q 
Cl4L 
Cl4M 

1pccilic aclivity 
(unil,.,mg} 

2HSH 
3l.HO 
3<124 
2575 
2531 
2SR3 
556 
537 
157 
23 
22 
18 
6 
6 
6 
6 
s 
4 
2 
1 

rclative 
ahundance (9/•) 

100 
105 
99 
99 
94 
HS 
RS 
83 
86 
69 
32 
54 
35 
44 
46 
17 
so 
so 
26 
23 

• Aclivity and J1mlcin wcrc mcasured in thc supcrna14nt obLlincd 
aflcr aall CAtnction or lhc particulalc rraction (scc Matcrials and 
Mcthods). Thc 1pcciOc 1ctivilics are shown. The rclativc abundancc 
oflhc cnzyr»CA was calculalcd aRcr rocanning SDS-rAGH gcls staincd 
wilh Coomanic bluc. Thc gcls wcrc loadcd wilh 10 l'G orpmtcin. Thc 
inlcnsily of thc hand ohtaincd wilh wiht·IYJ'C ·1bTIM wa.'\ con.'lidercd 
100%. Note thal the abundancc nf sontc eneymcs, rarticularly lhosc 
with luw activily, was aignilicanlly lowcr lhan in lhc control. l luwcvcr, 
thc lowcr abundancc would nol accoool for thcir vcry low lcvcls ur 
spccific aclivily. 

by thcir ubsorbancc al 280 nm using a molecular cxlinction 
cocfficicnt (fl•.J of 34 950 M- 1 cm ·1 (22). 

RESULTS 

Cysl4 of ThTIM was cxhau.c¡tivcly substilulcd by sile­
dircctcd mutagcncsis. Ali 19 mutant cnzymcs wcrc cloned 
and cxprcsscd in Escht•richiu coli. Thc initial slcps of 
purificotion of wild-typc TbTIM involvc ccnlrifugalion of 
thc ccll lysate, ond cxtrnction of the cnzymc from thc 
paniculolc fraetion wilh buffer thal has a high sah conccnlm­
tion (24). Wc followcd this pmcl.-dure wilh all prolcins. Thcir 
:;pccific oclivitics and rclalivc abundancc are shuwn in Tnble 
l. 111c lallcr was infcrrcd from Coomassic bluc slaining of 
SOS gcls loadcd wilh 1011g of protcin. Fivc mutants (T, A, 
P. V, und S) had csscnlially wild-lypc m:1ivi1y; lhcsc will be 
tcnncd .. high-nctiviry mu1;101s". Thn:c mut.arus (N. R, mu.I 
G) exhibilcd bctwccn 10 and 20"/u of lhc spL-cifie ac1ivi1y of 
wild-typc ThTIM. Thc rcmaining 11 mulanls cxhibitcd 
activitics of lcss 1han 1 % of the w1ld-lypc aclivity (Table 
1 ). ll is notcd that. al this stngc of purification, lhe aclivily 
tracL-s ofmurnnls Cl4N, Cl4R, ami Cl4G wcre not linear; 
instcad, therc wns a progrcssivc dccay of <Jclivi1y during the 
time of rccording. Thc aetivilics shown corrcspond to tJ10se 
obscrved in 1hc first minulc of lhe rcaclion (sce hclow). 

Purific:ution ofthe lli)!/i-A,·tilJily Afutunt.~. C/4Ci 71171AI, 
und C/4F TbTIAI. We purified to homogeneity and chame­
lcrizcd ali 1he high-aetivily mutanls and onc uf lhe mutants 
(Cl4G) wilh inlenncdiatc aelivily. The yicld of thcsc 
cnzymcs wus similar lo lhat of the wild typc (60-RO mg/L 
of culture). Wc also purilicd C14F ThTIM (onc of thc 
mut.ants with low activity) 10 homogcnei1y. Aftcr purificalion, 
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T11blc 2: Kinclic Cnm111mts ur Wild-Tyfk! ·nJTIM nm.1 lhc l11dica1cd 
l'ys14 Mutan1S"' 

wildlypc 
Cl4A 
Cl4r 
Cl4S 
Cl4T 
Cl4V 
Cl4f 

A:,.,1&Ar1 
(mMI 

11.lS .l 11.0S 
0.43 
0.33 
11.5 
0.32 
0.42 
3.t1 f 1.3 

'·•t1AJ•1 
(ruin 11 

(2.61 D.13) )1 IO' 
3.1 )1 IO' 
2.2 )( 10' 
3.0 11( 10' 
2.3 )( IO' 
2.4 )( 10' 
114 ± 23 

1.9 
1.7 
1.1 
1.~1 

1.3 
l.S 
S.2 

"·'"""' (min 1J 

2.7 )1 104 
2.H )( Ht4 
2.2 )( 104 
2.H )1 104 
1.4 )( 104 
2.5 )( 104 

9 

• Thc m~suremcnts wcrc madc wilh dihydm!lyacclunc rhi15phalc 
(l>llAPJ in lhc 1llllb'C or0.325-10 mM~ for glyccraldchydc 3-pht16phalc 
(OAP), lhe suhslralc cunccntnlmrui wcrc hclwccn 0.06 and 2 mM. Thc 
rcaction wo.• startcd by adduion of thc cn1ymc. Wilh all cnrymcs, 
c11ccpl C14t··, 100 nglml. wa'\ u.-.cd m thc din..-ctinn nf l>llAP lo OAI• 
and 5 nglml.. in thc upposllc lJ1rcction; with Cl4F, the rracliofL'I werc 
assayed wilh IOO and 200 ¡ig/ml. cnrymc, rcspcclivcly. A·,. and A... 
wcre calculatcd fmm nunhnear rcgrcs."mn plnls. Thc valucs fur thc 
Cl4A, Cl4P, Cl4S, Cl4T, and Cl4V muUnL'l 1n 1hc d1rccliun uf GAi' 
In l>llAI' are che average or lwu ellpcnmcob, and thc valucs of K,. 
and A~• d1ffcred by lcss than IOV •. Wilh DllAP as the subslralc, unly 
onc cllpcrimcnl wa.'i carrieJ oul. For thc wild lype, wc look thc average 
of Ovt' d1ffcrcnt preflo'lralions :l standard error; lhc 1.L1ta fnr (' 141: are 
thc average of four c~pcrimcnl'i .t standarl) emir. 

all lhe previou.<1 cnzymt"S cxhihiled a single prmcin hand in 
SDS gcls loadcd with 1 O ¡lg of protein and slaincd wilh 
Coomassic blue (dala nol shown). Duc to the lendcncy of 
Cl4F ThTIM to aggrcgatc, thc puriliC3tion rcquircd sorne 
modificalions of the standard mcthod (scc Malerials and 
Methods) and thc yield was ...... 9CY>/o lower. Onc fcolurc of 
this mutant is thal it undcrwcnt aggrcgation al conccnlrnlions 
highcr tlian 2 mg/mL. Cl4N ThTIM wns purilicd up to thc 
stcp in which it is prccipilatcd with 65c% saturalion am­
monium :-.ulfate. We nucmptcd to purify thc Cl4M nnd Cl4L 
cnzymes, but wc wcrc unsucccssful; thc cnzymcs uhihited 
a strong tendcncy to undcrgo aggrcgation. 

Kinetic Pruperric.~ uf Mwant En:ymes. The stcady-stalc 
kinetics of lhe wild typc and thc high-aclivily mutants wcrc 
dclcnnincd in thc forward (DllAP lo GAP) and backward 
(GAP to DI IAP) din .. -cllons {Table 2). With tJ1c two suh­
stmlt"S, thc Km and k.:•• valucs ofThTIM and lhc high-activity 
mutanls werc slrikingly similar. In lhc Cl4F mutant, lhc 
catalytie constanls in thc forward and backward dircclions 
wcrc ........ 3000- and ....., 1000-fold luwcr lhan in wild-lypc 
ThTIM, n.-spc..-clivcly; the Km valucs for UAP and DllAP wcrc 
(1 and 3 times highcr, rt..-spcclivcly. lhan in the wild lype. 
ll1c K, value for thc compctilivc inhibitor 2-phosphoglycolalc 
was ncarly 3 limes highcr in (.'14F lbTIM (/\, = 0.076 ± 
0.008 mM) tlum in wild·typc ThTIM (/\, = 0.024 rnM). 

With thc wild typc nnd 1hc Cl4A, Cl41', Cl4S, Cl4T, 
am.I Cl4V mutanls. 1hc aclivity Ir.ices with 5 ng ofprolcin 
wcrc linear. Thc same linearity wns ohserved wilh Cl4F; il 
is nott..-d lhal duc 10 thc low activity of this cnzymc, 
microgmm quanlilies werc U.'it..-<l fur nclivity as.."klys (Table 
2). On tJ1c olhcr hand, thc Cl4(j and Cl4N mutants cxhibilcd 
a progrcssive dccny of activily during thc time of rccording. 
The cxpcrimcnL~ shown in Figure 2 illlL<ilrate lhis bchavior. 
Mu1an1s Cl4G and Cl4N were incubatcd al conccnlralions 
of 1.3 and 0.05 Jlg/mL, rcspcclivcly. Al differenl limes, lhc 
coupling cnzyme w1d substrnlc wcrc addcd to initialc 
calalysis. With C14G, -15% ofthc activity n:maincd afier 
ineubation for 2 min. With C l 4N. an incubation oí 1 min 
sufficcd to induce nlmosl lota! nboli1ion of activily. TI1is 
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F1<1URE 2: lnoctivation ofCl40 and C14N ThTIMs. Cl40 and 
Cl4N had bcen storcd al conccnlrations of 1.3 and l.S mglmL, 
rcspcctivcly. Al lhc time ofthc cxperimcnlo;.. l.J¡lg ofCl40 ThTIM 
or O.OS µg ofCl4N ThTIM was introduccd into spcctrophotomctcr 
cclls that conlaincd 1 mLof 100 mM TEA and IOmM EDTA (pll 
7.4). Al thc indicatcd limes, lhc reagcnts rcquircd for assay of 
ac1ivi1y (GAP, NADll, and o~glyccrophoSJlhalc dchydrogcnasc) 
wcrc addcd and activily was rccordcd. Thc data 1hat are shown 
corrcspond to thc first minute of reaclion time. Thc rcsul1s are 
cxprcsscd as a pcrccntagc uf activity: 100% corrcsponds to thc 
activity obscrvcd whcn thc cneymcs wcrc introduccd to lhc 
complete rcaction mixtures. 'lltc 100% valucs wcrc 27.2 and (170.S 
11mol min-• mg- 1 for thc Cl4G and Cl4N mutants, rc..-spcctivcly. 
Wilh wild-lypc TbTIM, no significan! changes in activity were 
dctcctcd aftcr its incubation for 10 min ata conccntration of S nw' 
mL (402711mol min- 1 mg- 1). Note that thc Cl4G mutant that was 
uscd had bcen purificd lo homogcncity and that Cl4N lbTIM had 
unly bcen purilicd up to thc SIL"Jl in which it was prccipitatcd wilh 
"5% saturation ammnnium sulfate. 

bchnvior prccludcd thc mcasurcmcnls of thcir kinctic con· 
stnnts undcr stcudy-statc conditions, und most probably 
indicatcs tJmt dimcric Cl4G nnd Cl4N ThTIMs hnvc low 
association constanto;. A similar phcnomcnon has bccn 
rcportcd for point mutation varianls of TIM lhat havc low 
dimcr stability (24, 27, J/). In this contcxl, il is pointcd out 
that, bccuu.sc ofthc rnpid dccay ofactivity tJ1at occurs during 
1hc mcasurcmcnts, h is likcly 1hat thc activitics ofthc intact 
dimcrs nrc highcr than thosc that wcrc dctcctcd. 

Methylg(m.ml Fornwtio,,. Rclativc to thc isomcri7.ation 
rcaction, thc climination rcaction catalyzcd by TIM (using 
{11P]DllAP) is slow. \Ve could only observe it undcr 
condi1ions in which lhc cnzymc conccntrntion was highcr 
than that ofthc substratc (2ó). Thc rnlc of P, clirnination by 
thc high-aclivity rnutanl"> was approximatcly thc s¡unc as thal 
of wild-typc ThTIM, 1.24-3.5 M ·• s 1• Fnr wild-typc 
ThTIM and thc high-ac1ivity mutnnts, thc ratio of thc mtc 
constanL'i oftJ1c isomcrization ami climination rcactions, kj 
Ck.:1/Km)1111 ,..r, corrcspomls to lcss th.111 onc mcthylglynxnl pcr 
10~ lumovcrs. In thc CJ4F mutan!, thc rntc of P, climinntion 
was 2.8 limes highcr than that of ThTIM; howcvcr, its ratc 
constant for thc isomcri:r.ation rcaction ((kc.ai1Km}o11 Ar = 29 
M 1 s 1} is much lowcr lha.n in thc wild typc (2.4 x 10~ 
M · 1 s· 1 ). 111is indicatcs that in thc Cl4F mutant. thc cncrgy 
harricr for rcprotonation is highcr than in thc wild typc with 
only a modcst incrcmcnl of thc climinalion rcaction. 

Sl'c:undary• Structur,• and Till•rmal Stability of Wild-Ty¡}(' 
711T/M, lligh-Acti1,;1y Mutant.<. and C/4F Tl>TJM. Titc 
circular dichroism spcclrn of wild-typc ThTIM, of thc high 
nctivily mutnnL">, and ofCl4F ThTIM wcrc rccordcd lx!lwccn 

llcnuín~cz-Alciuttam et ol. 

Fmuu 3: CD spcctra of wild·typc lbTIM, thc high-aclivity 
mutants, and Cl4F TbTIM. Thc spcctra oflhc indica1cd cniymcs 
at 11 conccntration of 10011glmL in phosphalc buffer and 20 mM 
NaCI (pi 1 7.4) are shown. 

To'C 
-•-WIJl.4 

l 
--AMl.J 
-o-5'1.I 
-0-T'l.I 

j 
-A-P4U 

....... -v º' __..__,..., 

.. 
Ten1p.nhrR"("C) 

FIGURE 4: Mclting curves oí wild-typc TbTIM, lhc high-activily 
mutanls, and Cl4F lbTIM Thc ch.angcs in mol.ar cllipticity induccd 
by thc pmgn:ssivc incrcasc in tcmpcraturc wcrc followcd at 222 
nm. Thc inscl shows thc T'" v.alucs of thc indic.alcd cn7)'111cs. 

190 and 240 nm al 25 ºC (Figure 3). Thcir spectrn wcrc 
nlmost idcntical to that of wild-typc ThTIM. lkncc, lhc 
difTcrcnt mutations did not catLo;c gross modifications of 
sccondary strncturc. 

Thcnnal dcnaturation cxpcrimcnts of thc cnzymcs wcrc 
carricd out al a conccntrntion of 4CXJ 11glmL in thc lcmpcr­
aturc r.mgc of20-70 ºC. 111c proccss was monitorL-d at 222 
11111. Thc lrnnsition curves showcd that thc tugh-nctivity 
mulanls cxhibitcd 6.7"m valucs 1-3 ºC lowcr than thc valuc 
of 51.4 ºC cxhibitcd by thc wild-typc cn:r.ymc (Fi1;.'lirc 4 ). 
Cl4F TbTIM was lc..·ss stahlc; iLo; T. .. was 46.5 ºC. In lhc 
prcscncc of phosphoglycolatc, thc i\7;., of C14F ThTIM 
incrcascd to 50.6 ºC, a valuc significantly lowcr tlmn thc 
valuc of 57 ºC obscrvcd with ThTIM in thc prcscncc of 
phosphoglycolatc (thc..-sc lattcr spcclra are not shown). 

Stabilitv to Di/11tim1. Ao; notcd, TIMs lhat havc an altcrntion 
in thc dirl1cr intcñacc lose activity whcn thcy are incubatcd 
ni rclativcly low protcin conccntrations. This has bccn 
nscribcd to a dccrcasc in thc assc.~iation constant of thc 
dimcr, which lcads to loss of monomcrs during thc proccss 
of dissocintion und association (24, 27, 3 /). Thcrcforc, lo 
lcam how thc subslilution of Cys 14 for anothcr amino ucid 
affccts th . · · f thc dimcr, wild-typc ThTJM ami lhc 
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fl<JURI! S: Stabilily oíwild-lypc lbTIM and high-activity mutants 
al difTcn:nt pmtcin conccntralions. Thc cnzymcs wcrc incubatcd 
al thc indicatcd conccntralions for 24 h at 25 ºC in 100 mM TEA 
and 10 mM EDTA (pll 7.4). Al 1ha1 time, lhcir aclivity was 
mcasurcd with S ng ofprutcin. 11>e respective dis~ialion constants 
(in."ct) wcre calculalcd as dcscrihcd in Matcrials and Mcthods. 

high-nctivity mutants wcrc incuhatcd at diffcrcnt protcin 
conccnlralions for 24 h. At that time, aliquots wcrc with­
<lrawn to mensure thc rcmaining activity with 5 ng of 
cnzymc/mL. In thc concentration rangc hctwccn 400 wtd 5 
¡1glml., thc activity of !he wild-typc rcmainc<l constan!. At 
lowcr protein concentration~. the activity diminishcd; wilh 
O.S ¡1glmL, only 20°lo ofthc original aclivity rcmaincd. TI1c 
high-activity mutants exhibitcd similar inactivation pattems; 
howcvcr. thc decay of aclivity occurrcd ni highcr protcin 
concentrntion.~ (Figure 5). TI1is was more evidcnt with CJ4P. 
Cl4T, nnd Cl4V. TI1e upparenl dissociation constant (Kd) 
of thc cnzymcs was calculatcd from thcsc data (insct of 
Fib'Un: 5). For ThTIM nnd thc Cl4A ami Cl4S mutnnts, thc 
Kd values wcrc in thc rnngc of 1.3-3.8 x 10- 1 M. TI1c Cl4P. 
Cl4T, und Cl4V mulants had higher dissociation constants. 
llorchcrt et al. (24, 12) rcportcd n K, of 111 pM for lbTIM, 
which is signiticantly lower tlmn thc valuc wc ohscrvcd. 
Jlowcvcr, thcrc are markcd diffi:rcnccs in thc experimental 
npproaches uscd hy thosc uulhor.; und us. 

Thc inactivation that occur.1 during thc incubation of 
dimcric TIMs ni rclalivcly low protcin conccnlrntions rcflccts 
thc dissociation cunslant ofthc two monomcrs (27). llencc, 
it is relcvant that thc Cl4F mu1ant did not cxhibit this 
bchavior. In thc conccnlration rJnge from 0.5 /'g/mL (thc 
lowesl eonccn1r.11ion that could he ass:.1ycd to havc dclt.-ctablc 
activity) to 400 ¡1g/111L, tite aclivity uf thc cnrymc did not 
changc ancr it~ incuba1ion fur 2 h. Thcsc obscrvations 
suggested lhat this mutan! CfiZ)111C was a monomcr with low. 
but importan!, calalytic aclivi1y. 

Chamct1._•rize1tion of C/4F TbTIM. Thc possibilily that 
C l 4F TuTIM wJs n monomcr wa .. explon:d by sizc excllL'>ion 
chromalography and Sl.-dirncntation a11alysis. In the formcr 
syslcm, the clution vofumcs uf TuTIM (Figure 6A) cor­
responded to nn R, oí29.2 A (M, = 42 000 Da). TI1c Cl4F 
mutant exhibitcd a single chrnmatogrnphic peak equivale.mi 
loan R, of 19.2 A with an Al, of20 000 Da.111csc finding.'i 
nrc nlso u stmng indication 1hat Cl4F is u monomcr. 

Scdimentation analysis of Cl4F ThTIM was aloo pcr· 
fonnc<l. TI1c cnzymc migratcd as a single symmctrical band 
wilh n Sl.-dimentation cocfficicnl S!fl.• of2.5044 S. This valuc 
corrcsponds lo that of a monomcric cnZ)111C nnd is in good 
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FIGURF. 6: Si1.c cxdusion chmmatogrnphy (A) and scdimenlalion 
cquilihrium (ll) of C14F lbTIM. In panel A, 100 µg of protcin 
was injcclcd inlo a UltraSphcrogcl-SEC 3000 column cquilibratcd 
wilh 100 mM TEA, 1 mM EDTA, and 150 mM NaCI (pll 7.4). 
l11c clution pmfilc ofCl4F was monilon:d 111 280 nm (da.'\het.l linc). 
Thc Stoko radii wcrc calculatcd from lhc clulion volumcs as 
dcscrihcd in Matcrials and Mcthods. For comJlari500, data far wild­
typc lbTIM are includcd (salid linc). (0) Conccntration distribulion 
ofC14F during scdimcnlation cquilibrium. Thc cmpty circlcs are 
thc mcasun:d valucs in thc standard two scctors of thc ultra· 
ccntrifugation ccll. Thc salid linc is thc rcsuh of lining thc data to 
a single-ideal spccics mo<lcl using thc n:grcs.."ion analysis NONLIN 
pmgram. lñc residual lo lhc lit is shown al thc top. 

agrccmcnl with lhc valucs reponed by Borchct1 el al. (32) 
and Schlicbs et al. (33) for lwo diffcrent monomcric variants 
of TuTIM, 2.48 and 2.52 s. rcspcclivcly. Dcfini1ivc proof 
that Cl4F is a monomcr was oblaincd from scdimenlation 
e<1uilibrium studics. Nonidcality was not obscrvcd, and thc 
rcsiduals rcvcalcd no ~-ystcmalic dcvialions (Figure 6D). TI1e 
NONIJN progrnm produccd a o value of0.95 cm 2 . By this 
mcthod, thc calculatcd molecular mass ofCl4F ThTIM was 
27 200 Da, which agrt.'t.-s with U1c calculatt.~ molecular mass 
ufthc rnonomcr ofThTIM (26 87'1 Da). 

Takcn togethcr, 1hc prcvious data indicatc thal Cl4F 
ThTIM is a lruc monomcr thal has 11 largcly intact S<.."Condary 
slructurc. Thus, it was rclcvant to dclcrminc if this mono­
mcric variant of ThTIM cxhibils pcnurbations in thc 
cnvironmcnt of its aromalic rL-siducs. Rclativc to 1hat of 
ThTIM, thc intrinsic nuoresccncc spcctrum ofCl4F cx.hib­
itcd a red shifl of 1.6 nm in its Ama, and a SCM that was 
--..J.8 11111 higher (Figure 7A). TI1e spcclm also showcd that 
its quantum yicld was -500/o lowcr than in thc wild·lypc 
cnzymc. In uccordancc with thcsc ohscrvations, thc ncar­
UV CD spcctrn oíCl4FThTIM cxhibitc'<I altcrations in thc 
cnvironmcnt of nromatic rcsiducs (Figure 70). llte spcclral 
diffcrcnccs mosl likcly indicatc tliat in Cl4F ThTIM a buricd 
Trp has a highcr degrcc of solvcnl cxposurc. In this rcgard, 
a possiblc candidalc is Trp 12. since it is el ose lo thc interface 
Cys. 
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F10URE 7: lntrin!iic fluorcsccncc cmis."iion (A) nnd ncar~UV CD 
(B) spcctra ofwild-typc: ThTIM nnd Cl4F. 'lñc íluon:sccnce and 
CD spcctra wcrc obtaincd al conccntmtions of O.OS and 0.4 mg/ 
mL. rcspectivcly. Thc insct in panel A shows thc SCM that wa.o¡ 
calculatctl as dcscribcd in Malcrials and Mcthods. 

DISCUSSION 

Cysl4 is o nonconscrvcd rcsiduc that is ut thc bcginning 
ofloop 1 and fomlS part ofthc inlcrsubunit contacl'i bctwt.-cn 
thc two monomcrs of ThTIM. lls sidc chain is complctcly 
buricd within loop 3 of thc olhcr subunit (Figure 1 ). In thc 
crystallogmphic structurc of ThTIM, using no intcmtomic 
cutofT dislancc of 4 A, thc atoms of Cys 14 contact 26 atoms 
of thc othcr su bu ni t. TfK·sc numcrous inlcraclions contri bu te 
to reduce thc solvcnt acct.-ssihility of Lysl3 (loop 1) nnd 
Glu97 (loop 4) and force thc main chain ofcatalytic rcsiduc 
Lys 13 lo ndopt thc stmincd confonna1ion 1ha1 is rcquircd 
for optima! catalysis (J./). Thc ccntr.il role ofCysl4 and that 
ofothcr rcsiducs ni position 14 for thc stability ofllM dimcrs 
is highlightcd by scvcral indcpcndcnt lincs ofrcscarch. Tiic 
substitution of Cys 14 with a Lcu rcsiduc in TbTIM ( / 8) or 
ofMctl4 in human TIM with Gin (27) yicldcd cnzymcs with 
vcry low stability. Likcwisc, severa! rcpons show that 
dcrivatizillion ofCysl4 "ith sullhy<lryl n:agcnts brings nlxmt 
lnrgc structur.il changcs and aholition of catalysis (/ 7). In 
this work, wc rcplaccd Cysl4 witJ1 cach of thc othcr 19 
umino ncids and cxmnim .. -d hnw thc diffcrcnl substitutions 
nffcct activity nnd stability. 

From thc dala, it is clcur 1ha1 somc suhstitutions (Cl4A, 
Ci4S, C14P, C14T, and C14V) do nol significantly affoct 
thc catalytic activity of thc cnzymc. llms, wc cxplorcd if 
thcrc are common foaturcs bctwccn thcsc amino acids, and 
iftJ1cir churactcristics ditfcr from thosc ofthc othcr n.-siducs 
that yicld cnzymcs wilh low activity. Figure 8 is a plot of 
activity of thc enzymcs that havc thc indicatcd amino ncid 
in position 14 versus thcirrcsfK."Clivc van dcr Waals volumcs 
and polaritics, thc lattcr cxprcssc..'11 as /'J.G of tran.,.fcr from a 
nonpolar solvcnt to an aquoous solution (J.5). TI1c rcsulL'i 
show that thc amino acids that yicl<l calalyticatly compctcnt 
cnzymes fall in a van dcr Waals volume rnngc bctwl.-cn 65 

llcnuindcz·AlciUltara el ni. 

FmuRI: 8: Dcpcndcncc ofaclivity ofThTIM on 1hc van d~ Waals 
volumc and polarily of lhc rcsiduc al position 14. 111c ncllvitics of 
wild-lype ThTIM and ali mulants wcrc plotted aguinst 1he van dcr 
Waals volumc and polarity oí lhc dHTcrcnl n:sidues. The lallcr is 
nprcsscd as !he ll.G (kilocalorics pcr mole) oí trarufcr from 
cyclohcxanc lo walcr. Prolinc lhat ha.<i a van dcr Waals volumc of 
90 Al was not includcd bccausc il is abscnl in thc data repor1cd by 
Radljcka el al. (JJ). 1ñc amino acids are dcsignatcd by lhe onc­
lcttcr code. 

and 110 A'. nnd that thcy havc rclativcly low polarity. 
Variations of cach of thcsc two paramcters givc cnzymcs 
with vcry low aclivily. For cxamplc, Asn yiclds an enzymc 
with low nctivity; iL'i volumc is in thc "allowcd" rangc, but 
its (X>larity is high. By thc samc token, Gly has the right 
polarily. but its volumc is small. l11us, thcsc data define thc 
physicochcmical charactcristics that n givcn rcsiduc must 
posscss to yield a catalytically compctcnl enzymc. Jt is notcd 
that the samc profilc was obscrvcd when thc accessiblc 
surfacc arca was plottcd instcad of van dcr Waals \.·olwncs 
(not shown). 

Anothcr salicnt fcaturc of thc dala obtaincd with the 
mulants of Cys 14 is thal only thc high-activity mutants 
cxhibitcd dissociation constanL<.; and thcnnal stabilitiC'S similar 
to thosc of wild-typc TbTJM. This suggcsts that thcsc 
cnzymcs havc high activitics bccamc thcy conserve thcir 
dimcric structurc. Thc rclationship hc1wccn dimcr stabilily 
and catalysis is also illustratcd by thc bchavior of thc mutanL<> 
that lmd "intcm1cdiatc" activity (C14N, C14G, and C14R). 
Thesc cnzymcs cxhibitcd substantial catalytic activ1ty in thc 
initial S\.~ond-; ofrcaction time. llowcvcr, al lhc C"onccntra­
tions that could be usal for activity mcasurcmcnts, t11cir 
uctivily <lccrca'iCd <lramatically. llcncc, thc ovcr.111 data 
in<licatc that in TIM dimcr stability is compulsorily linkcd 
lo optima! catalytic activi1y. 

In this contcxt, the charactcristics of Cl4F ThTIM are 
rclevant to thc q11cs1ion of how dimcriz.ation inducl.~ lhc 
exprcssion of high catalytic ralcs. As cvidcnccd by sizc 
cxclusion chrom1UogrJphy an<l ultraccntrifugation cxpcri· 
mcnts, thc introduction of a bulky rcsiduc in posüion J 4 
yiclds a monomcr that cxhibits catalytic activity, albcit at 
rntcs -1000 lowcr than that of wild-typc ThTI~. Titis 
monomcric cnzymc cx.hibits sorne notable structural fcaturcs. 
Thc mutant ha.'i íl sccondruy structurc that is ne.arly idcntical 
to that of thc nntivc dimcr; howcvcr, thc quuntum yicld of 
iL'> _______ .:_ · =- . . :·•un: 7A). 111is 
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indicnlcs that thc nJ/l folds lhal clmrnctcri7.c nalivc TbTIM 
can be fonncd in thc abscncc of inlcrnctions with thc othcr 
subunil. and lhnt thc monomcr. ulthough with ultcrntiorni in 
thc cnvironmcnl of iL<t aromalic rc:tiducs (Figure 7U), ha.'i, 
nonclhclcs.'i, u tcrtiury structurc thul suppons thc cxprcs.'iion 
of catnlysis. 

Thc cxistcncc of monomcric TIMs with cntalytic aclivity 
has bccn prcviously reponed (31- 34, .M). TI1c mnnomcric 
vnrianls of ThTIM gcncrntcd cithcr by poinl mutation.'i of 
two conscrvcd residucs at the tir of loop 3, Thr7S nnd Gly76 
(33), or by suhslilulion of llis 47 for Asn in loop 2 (3 /) 
cxhíhilcd catalytic constm1L'" similar lo lhosc ofC14F TI1TIM. 
TI1c cryslallogmphic studics nf a catalytically active mono­
meric TIM, prcparcd by shortcning of loop 3 (mono-TIM), 
showed thnt tltal lhc arrungcmcnls of loop 1 and 4 difTercd 
frorn thosc in wil<l~typc ThTIM (.f7). In mono-TIM. thc sic.Je 
cha in of thc catalytic Lys 13 was mobilc ami the catalytic 
llis9S had a diffcrcnl confonnation. llm.'i, as pro(XJscd 
prcviously (JJ, 34, 37), il is very likely that dimcrization 
induces lhc corrccl gcometry of lhc catalytic rcsiducs. The 
lack of a corrcct gcomctry of thc sidc chain of rnonomcric 
Cl4F could cxplain its low catalytic ratcs and ullcrations of 
K..,. 111crc is nlso evidenee that 1he rcgion of thc intcñacc 
fonncd by rcsiduc 14 an<l loop 3 plays a dynamic role in 
catalysis. Grncy el ni. (JH) found that uclivc catalysis or thc 
occupancy of thc catalytic sitc by u substratc analoguc 
confcrs lo rnbbit and human TIMs a confom1alion pronc lo 
dcamidalion of an intcñacc Asn. Likewisc. il was shown 
that thc occupancy of 1hc catalytic silc by suhstrntc or 
phosphoglycolalc h<t'i a strong influcncc on the acccs.'i ofthiol 
rcagcnl'i to thc intcrfücc cyslcinc of thc TIMs from tryp­
anosrnnatids (22}. Taken togclhcr. thc cxisting infonnation 
indicatcs that dimcrizalion, and in particular the intcractions 
of rcsiduc 14 with loop 3 of thc othcr subunit, is central 10 

thc structure and function uf lhc eru:ymc. 

Therc is anothcr char.1c1eristic of C14F lbTIM that 
dcscrvt..-s furthcr comment. Thc most cxtcnsivc and obvious 
confonnational chang1.-s that occur in TIMs during catalysis 
occur in loop 6 (rcsiducs 168-178 ). 111c movcmcnts of this 
loop and thc amino a cid com(XJSilions of thc hin ges of loop 
6 havc bccn cxtcnsivcly studicll (39-45), and it was rt..-ccntly 
rcpmted lhat thc motion of loor 6 is partially rnte-limiling 
for thc chcmical rcaclion (46, 47). lt is also documcntcd that 
thc closurc of thc catalytie site by loop 6 constrains tJ1c 
cncdiolate intcnnc<li;Hc into a planar fonn and isolatcs thc 
intcnnediatc from bulk water (45). Thcsc 1wo foctors favor 
thc isomcrization rcaction uver thc climination rcaclion 
(fonnation of mcthylglyox01I ami phosphatc). 

Along this linc, it has lK'Cll shown that n shortcning of 
loop 6 yiclll'" an cnzymc in which thc panition bctwccn 
mcthylglyoxal and protluct fomtation is incrcaS<..·d (4H). 
Kinelically. it has bccn rc¡xlrte<l (45, 47) that ifthe opcning 
of loop 6 is faster than the isomcri:t.ation rcactio~ mcthyl­
glyoxul will be fom11.'ti. Thc mcasurcmcnts of thc r.ile of 
climination (with [3 2P)DllAP ns thc substratc) in 1he Cl4F 
monomcrs showOO lhat thc amount of up, fonncd wa.'i 
betwccn 2 nnd 3 times highcr thnn in wild-typc ThTIM, 
although thc yield of lhc isomeri:t..ation rcaction was -1000 
times lowcr than in thc wild lypc. This suggcsts that in thc 
monomcrs of Cl4F. the abscncc of intcnmbunit contacts 
intluenccs tJ1c partition betwccn mcthylgyoxal nnd product 
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through nn incrcusc in thc cncrgy barricrs ofthc rqnutonation 
slcp. 

In sum, thc central role of thc wnino uciJ nt pm1ilion 14 
in mnintaining lhc dimcric structurc uf TIM from T. hn1c·1..•i 
ha.'i bccn confim1ed. Thc studics ulso show thul thc amino 
aeid'i that huvc a ccrtain volumc nnd polarity can succcs.o¡fully 
rcplacc thc interface cystcine. Whcn rcsiduc 14 is rcplaccd 
with amino acids that are OUL'iidc thc volumc nnd polarily 
limils, cnzymcs with low stabilitics are obtaincd. lndccd, 
Cl4F ThTIM is a monomcr al a conct..'Tllration of at lcnst 
400 ¡1glml.. Thc data also show that this monomcric variant 
oflbTIM cxhibits catalytic aclivity. llowcvcr, its kinctics 
of thc isomcriwtion rcaction diffcr markcdly from thosc of 
wild-typc TbTIM. In addition, the munomcric enzymc 
cxhibits altcmtions in thc ratio bctwccn lhc isomcrization 
and eliminntion rcactions. Tims, thc findings rcportcd in thc 
lilcrnlurc (27, 33, 34, 37, 49), logclhcr wilh lhmc dc-scribcd 
hcrc, indicalc that dimcriz.ation induces lhc corrcct arrJngc­
mcnt of the catalytic rcsidut..-s and that the dim1.-r intcrfacc 
plays a dynamic role in thc physiological function of lhc 
cnzymc. 
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Apéndice 1 Pérez-Montfort y col., 1999 

En In interfase de TbTIM y TcTIM, una cistelnn de cada monómcro forma parte de los 

contactos intersubunidnd. La derivnti7.ación de esta cistelnn (Cys14) por agentes 

derivnti7.antes induce alteraciones estructurales progresivas y pérdida de In catálisis. En 

este trabajo se determinó la derivnti7.ación de la Cys 14 por DTNB y MMTS para probar 

si los eventos que ocurren en el sitio catalítico se transmiten a In región de In interfase 

de la TIM. Se encontró que la enzima en estado catalítico activo es menos sensible n los 

agentes derivati7.antes que en el estado relajado. Ln protección máxima se obtuvo n 

concentraciones de sustrato cercanas n In saturación. En TcTIM y TbTIM el análogo de 

sustrato 2-PG protege fuertemente contra la acción del DTNB, y en menor proporción 

contra el MMTS. La sensibilidad de estas enzimas n In inhibición por DTNB y MMTS 

depende considerablemente de la ocupación del sitio activo por su sustrato o análogo, 

mostrando que existe una interrelación entre el sitio cntnlitico y In interfase de In 

enzima. Estudios con la enzima mutante Cl4S de TbTIM confirman que los efectos 

descritos por los agentes derivntiznntes de grupo sulfhidrilo son consecuencia de In 

derivntización de In Cysl4, yn que una concentración de MMTS hasta de S mM no 

ntcctn la actividad de esta enzima mutante; en contraste en In enzima silvestre dicha 

concentración inhibe hasta un 50 % de la actividad en 1 O minutos. 
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Derivatization of the Interface Cysteine of Triosephosphate lsomerase from 
Tryipanosoma hrucei and Tlypanosoma cr11zi as Probe of the lnlerrclationship 

bctween the Catalytic Sites and the Dimer Interface• 

Ruy Pérc-t-Montfort,1 Gcorgina Garr..a-Ramos,I Gloria llcmándc-t Alcánturn,1 l-lorucio Rcycs-Viva.o;,1 Xiu-gong Gao,1 
Ernesto Maldonado,I Marietta Tucna de Gómcz-Puyou,1 and Annando Gómcz-ruyou•,I 

/Jepurt11mrnto ,¡,. Bim¡11imic11 t1ntl Ot!purtt1mt•n10 Út• G,•néticu Moh•n1/t1r, lnstilllto Jt• Püiologia C.L•/111tlr, 
Unit't!rsltlml Nudonul Alllimoma ,¡,. Mé.tico, A¡mrtt1Jo l'muul 70143. 04.Hll Mi•.tko. /}./-:, Mi•.dt'O 

Rt"Ct'irlf.!d Octol1e.•r 12, /99H; Rt•vi.ft•d Munu.'icri¡U Rt't.ºt•fot•dJunuury 15, 1999 

AUSTRACT: In thc inlcñucc ofhomodimcric trioscphosphutc isomcmsc fmm Trypanosoma bn1cei (ThTIM) 
und Trypano.mma cn1zl (TcTIM), onc cystcinc ofcach monomcr forrns part ofthc inlcr.mbunit contacts. 
Thc rclativcly slow dcrivutizatiun ofthcsc cysteincs by suln1ydryl reagcnts induces progrcssive structural 
allcrntions and abolition of catalysis [Gam1-Ramos et al. ( 1998) F.ur. J. Biochem. 253, 684-691 ). 
Dcrivntizntion of thc interface cystcinc by 5,5-dithiobis(2-nitrohcnzoate) (DTNB) and mcthylmcthane 
thiosul fonatc (MMTS) wus lL'iCd to pmbc if cvcnts nt thc cat.ulytic sitc are tnmsmittcd to thc dimer interface. 
1t wns found that enzymcs in thc active catalytic statc are significan1ly lcss scnsitivc to thc thiol rengcnts 
than in thc rcsting state. Mnximal protcction ngainst dcrivati1 .. ation oflhc interface cystcinc hy thiol rcagents 
wa.o; obtaincd 111 ncar-satun11ing substratc concenlmtions. Continuous rccording of dcrivulization by DTNB 
showcd tlmt catalysis hindcrs tite rcaction ofsulíllydryl rcagcnts with thc interface cystcinc. Thcrcforc, in 
nddition to intrinsic struclUml barricrs, catalysis imposes additional impcdimcnLo; to thc action of thiol 
rcagcnts on thc interface cysteine. In TcTIM, thc substrutc nnaloguc phosphoglycolatc protectctl strongly 
ogainst DTNB nction, nnd to a lcsscr cxtcnt against MMTS 11ction; in ThTIM, phosphoglycolalc protccted 
ngninst the cfTcet of DTNB, but not against the action of MMTS. This indicatcs that barricrs of difTcrcnt 
magnitudc to thc rcaction of thiol rc¡1gcnts with thc interface cystcinc are imJuccd by thc cvcnts al thc 
catnlytic sitc. Studics with a Cysl4Scr mutant oí TuTIM confinncd that ali thc dcscrihcd cíli:cts oí 
sulfüydryl rcagcnts on thc trypanosomal cnzymcs are a conscqucncc of dcrivuti:t..ation of thc interface 
cystcine. 

Trioscphosphatc isomcmsc (TIM) 1 has bccn lhe subjL-cl 
ofnumcrous structuml ami mcclmnislic studics. Thc kinctics 
nmt thc cncrgctics of thc TIM-catalyzc<l intcrconvcrsion 
bctWL"Cn glycernl<lchydc 3-phosphatc 1uu.I dihydroxyacctonc 
phosplmte havc hccn wcll cstablishcd (1-4). Thc structurcs 
of TIMs from scvcml spccics lmvc also bccn unvcilcd by 
X-ray crys~1llography to a high lcvcl oí rcsolution (5- / J). 
TI1c crystnllogrnphic data indicatc thal TIMs that rnngc fmm 
thcnnophilic bacteria to human are dimers fonned hy twn 
idcnlical suhunils. Thc monomcrs are fom1cd by cight central 
f.1-strnnds ami cight U·hcliccs (numhcrcd 1-K ) joincd hy 
thc eorrcsponding loops, making TIM a membcr of thc 
family of protcins with u-/l-barrcl structurcs. 

1 lñis wnrk wa'> supporh.-d m rart hy Dirección de l'crsoruil 
AcudCmicn tic la \Jnivcr.mlall Nacional Aulúnmnn Je México Cirant~ 
IN21J<1297 (to R.l'.-M.) and IN20H097 (tu 1\.G.·1'.). 

• Currcsponding aulhor: lkpartarncnto de IJioquimica, hL'>litulo de 
Fisiulogia Celular, Unin-r.;idad Nac1onal Autilnoma Je Méx1c11, Arar­
tadu Postal 70243. 04510 MCuco. l>.F .• MCxicu. Tclcphonc (52 5) 
6225(129. Fax: (52 5) fi2256JO 

l 1>cpartamcn1n de lliuguimil·a. 
1 Departamento de Occ\Ctica Molecular. 
1 Ahhreviatinns: DTNll, S.S-<l1thiohi!'(2-nitmbe111oalc); MMTS, 

mcthylmcthanc thiosulfu11a1c; PCR. pulymcra.'iC chain rcaction; TIM, 
tri0St.,-1hosphatc isorncra.o;c; ThllM and TcTIM, tri<~lS(lhatc ir.ornc:ra.'IC 
írom Trypano.wmt1 11111<.'t'I anJ Try¡1ano.t1)nfa «ni:i. rcspcctivcly. 

An intriguing chamctcristic of TIM is thal thc monomcr 
is inactivc; only thc dimcr is catalytically nclivc (/./-/6). 
l lm1r·cvcr, it has hccn shown that a dimcr fonncd by an inlacl 
monomcr and a monomcr in which catalysis has bccn 
blockcd by an inhihitor covalcnlly bound to thc catalytic site 
cxhihito; half of thc activity of thc intact dimcr ( / 7}. lt is 
also rclcvant lhat TIM monomcr.; that havc hccn cnginccrcd 
to hnvc low a'isociation conslants cxhihit caL1lytic activitics 
that are many times lnwcr than thosc of 1he nativc dimcrs 
(IH-21). l11csc ohscrvalions suggcst cithcr that monomcr 
ussoci;1tion iru.luccs thc formatiun of monomcrs with high 
catalytic activity or lhat inlcrsuhunit contacts participatc in 
catalysis. In principie. thc lattcr allcm:uivc can he npproachc<l 
wilh a prohe that monitors if during critalysis sorne of thc 
intcr.;uhunit conlacts cxhibit confom1ational changcs, or if 
onc or more of thc inlcrfacc rcsiducs cxhibit" a propcrty that 
diffcr.t from that in thc rcsting statc. Wc thought that thc 
intcñacc cystcinc at position 14 oíTIM from T1)1'"'"'·w""' 
hro('('i (ThTIM) and Try7mno.mmt1 cn1';!i (TcTIM) might be 
panicularly uscful to examine this possibilily. In this work. 
the rcsiducs are numhcrcd according to thc aligncd amino 
ncid scqucncc ofThTIM; it is notcd. howcvcr, that TcTIM 
has onc rcsiduc more, that ut posilion 2 (22). 

I0.1021•hi982425s CCC: $18.00 O 1999 American Chcrnical Socicty 
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Probing lntcrfücc Contncls of TIM 

Thc n.-siduc al position 14 in TbTIM is a nonconscrvt..-d 
nmino ncid, but in nll TIMs, il fonm• pnr1 oí loop I, which 
joins lhc fina /J-stmnd und finil n-hclix. X-my sln1c1urcs of 
thc TIMs tlmt hnvc bccn studicd show thnt thc sidc chain of 
lhis rcsiduc is submcrgcd into loop 3 of thc olhcr subunit. 
Thc luttcr is ulso known us lhc intcrdigituting ltx1p, sincc it 
fits into a crcvicc fom1cd by toops 1 and 4 of thc othcr 
suhunit. 111c impor1uncc of rcsiduc 14 nnd loop 3 in dimcr 
stnhility is wcll cvidcnccd by dnta tlml show 1ha1 thc 
suhstitution by silc-dircctcd mutagcncsis of cyslcine 14 of 
1bTJM for a lcucinc (23), or mclhioninc 14 ofhuman TIM 
für nn aspnmginc (24), yiclds cnzymcs wilh low stnhility. 
Along thc samc linc, allcrnlions of loor 3 gavc monomcrs 
with low association const:rnls (/H, 21, 25). 

Thcrc nrc two rnain rcasons for currying out thcsc studics 
in TIMs frorn Trypmw.wma hmct!i (l11TIM) nnd 7iJ7mno­
. mma cnai (TeTIM). Onc is that eystcinc 14 of cach of thc 
two monomcrs is thc only cyslcinc that fonns part of thc 
dirncr interface. Thc othcr is that incuhation of thc trypa­
nosomal cnzymcs wilh sulfhydryl n:agenls bring.'i about largc 
slructuml changcs and ubolition of calalysis, which rcsull 
from thc dcrivati:t.ation of cyslcinc 14 by thc sulfüydryl 
rcagcnts (26). Thcrcforc, wc studicd if calalysis nnd othcr 
cvcnls that oceur ut thc catalytic sitc modify thc SU.'iC4.111ibilily 
of thc interface cystcinc of thc trypanosomal TIMs to thiol 
rcagcnlS. Affimli1tivc dala would be indic..1tive ofa transmis­
sion of structural changcs frum thc catalytic sitc lo thc rortion 
ofthc intcrfncc fom1cd by eystcinc 14 of onc monomcr and 
loop 3 ofthc othcr subunil. 111c results indicatc that catalysis 
or thc occupancy of thc cutalytic sitc by u substrn.tc nnaloguc 
docs aITcct thc dcrivuti7..ation ofthc cystcinc by two sulfl1y· 
dryl rcagcnts, 5,5-dithiobis(2·nitrobcnzoatc) (DTNB) and 
mcthylmctJmnc thiosulfonalc (MMTS). 

MATEIUAIS AND METllOllS 

E11zymt•s. Rccombinant TIMs from T. hn1ct'i und T. cnai 
wcrc prcparcd as describcd clscwhcrc (26, 21). and main­
tairu..-d ª"a suspension at 4 ºC in 100 mM tricthanolamine/ 
JO rnM EDTN1 mM dithiothrcilol/I mM azidc, pll 8.0, and 
7<Y'/o ammonium sulfu1c. For lhc cxpcrimcnts, thc cnzymes 
werc dialyzcd against ICXl rnM trielhanolarninc/10 mM 
EIJTA, pll 7.4. 

Thc Cysl4Scr muta ni of ThTIM was prcparcd by poly­
mcr.L'>C ch:1in rcaction (PCR) using lhc "Expand l 1igh Fidclity 
PCR Systcm" (IJochringcr). TI1c mutagcnic oligonuclcotides 
wcrc 5'·AACTGGAAGNNNAACGGCTCC·3' and 3'-T· 
TGACCTTCNNNTfGCCGAGG-5' (whcrc N = NCIG(f). 
Thc PCR producls \\.'ere ligal1."tl 10 thc pCR 2. J v<.-ctor 
(lnvitrogcn) nnd sequcnced. Once the gene with thc ar­
rropriatc mulalion w:L" idcntilicd. it was sc..~ucncl.-d com­
rletely, subcloncd into pETJa. and introduccd by transfor· 
m;ition into BL2 I (DE3) pLys cclls (Novagcn). For cxprcs.'iion 
of thc Cys14Scr protcin, cclls wcrc grown as dcscribcd by 
Borchcrt el al. (27). TI1c puriílcation of lhc mutant cnzymc 
was earricd out fol lowing thc mcthodology dcscribcd for 
wild-typc ThTIM (27). 

Suh.rtralt'!i, Glyccrnldchydc J-phosphute wac¡¡ prcparcd by 
adding 100 mg of glyecrnldchydc 3-phosphalc dicthylacctal 
and 5 mL oí water lo 1.5 g oí Dowc• 50WX2· I 00 that had 
bcen wa'>hcd with water. 111e mixture was placed in boiling 
walcr nnd slirred constantly with 11 spatuln for 3 rnin. The 
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mixture wns eoolcd and filtcrcd thmugh a Millipurc filler. 
Thc fillrntc wos lyophilizcd nnd lhc r1,.,-siduc dissolvOO in S 
mL oí 100 mM tricthnnolnminc/10 mM EIJTA, pll 7.4. Thc 
conccntrntion ufglyccrnldchydc 3-plmsplmtc was around 20 
mM. J)ihydroxyncctonc phosphatc wus prcparcd from 25 mg 
of dihydrnxyucctonc phosphatc dirncthylkctal dis.'iolvcd in 
2 mL of water. To this solutioo WiL'i uddcd Dowcx 50WX2-
I 00 (0.S g), nnd nflcr stirring for nboul 1 min. thc mixture 
was tiltef4."<t through Milliporc fihcrs. Thc filtmte wns 
incuhatcd ni 37 "C for 4 h and thcn lyophilizcd. Thc rcsiduc 
wns dissolvcd in 2 mi. of IOO mM trielhnnolaminc/2 rnM 
EDTA, pll 7.4. Beforc tite expcrimcnL'i, thc plls oflhc two 
subslratcs wcrc ndjustcd with NaOl I lo thc plf of thc buffer 
uscd in thc cxrcrimcnts (100 mM tricthanolaminc/IO mM 
EOTA, pi 1 7.4). Through this proccdurc, ncidificntion of 
incubalion of mixlurcs tlmt contuincd high conccntmtions 
of substratcs ( > 1 mM) was prcvcntcd . 

EJJ¿•ct o/ S'uljhydryl Reagt•nts tmd A.\'.W)' o/ Ac:tivity. Thc 
standard condilions for mcasuring the cffcct of sulfhydryl 
rcagcnts on TuTIM and TcTIM wcrc as follows. TI1c 
cnzymes wcrc incubalcd al a eonccntrntion of S ¡1glmL in 
0.5 ur 0.25 mL of 100 mM tricthanoh1minc/IO mM EDTA. 
pi 1 7.4. with thc indicatcd coneenlrations of lhiol rcagcnts, 
suhstmtc, or phosphoglycolatc for 2 h (unlcs.'i olhcrwisc 
indicalL-d) at 25 ºC. Al this time nn aliquot was withdrawn 
and dilutcd with buffer in order to mensure aetivily. Rute 
constants wcrc cvalualcd by fitting thc pscudo-fin>t·order 
kinctic equation lo thc inactivation ofTIMs by thiol n:agcnts. 
In thc abscncc of sulíl1ydryl rcagcnts, the activily of thc 
cnzymcs incubatl.-d with or without substrulc or phospho· 
glycolatc did not change. Thc cxpcrimcnts havc bccn c.arricd 
out at least 3 times. 

Activily in thc dircction of glyccraldchydc 3-phosphatc 
to dihydroxyacctonc phosphatc was mcasurcd ut 25 ºC ac¡ 
dcscribcd clscwhcrc (2H) with 1 mM substratc, n-glyccro-­
phosphate dchydrogenasc, and NADI 1 to trap dihydroxyac­
ctonc fonncd, and 5 or 7.5 ng of cnzymc/rnL of rcaction 
mixture. In thc dircction of dihydroxyacelonc phosphatc to 
glyeeraldchydc 3-phosphale, thc Km and Vmu wcrc dcter· 
mincd at 25 ºC in a mixture of 1 mL lhal containcd 100 
mM 1ricthanolaminc/IO mM EDTA, pll 7.4, 1 rnM NAD, 4 
mM arscnalc, 120 ¡1M dilhiolhrcilol, 1 unit of glycLT.tldc­
hydc-3-phosphalc dchydrogcnasc, various conccntrations of 
dihydmxyacctonc phosphatc, and 50 ng oflllTIM or TcTIM. 
Activity was calculalcd frorn thc incrcasc in absorbancc at 
340 11111 as a function of time. lt is poinlcd out lhat thc 
cnzymcs fur trnpping the producl" of thc rcactions wcrc in 
largc cxccss, tlouhling the conccntr.1tion of thc lrapping 
cnzymcs did nol rnodify thc activilics ohscrvcd. 

Prolcin conccntration oflhc enzymcs W.L'\ dctcnnincd from 
their absorbancc al 280 nm using lhc molecular cxtinction 
cocílicients (' i 110} of 34 950 M 1 cm 1 far ThTIM and 
Cysl4Scr ThTIM and 33 460 M 1 cm 1 for TcTIM (ll). 

RESULTS 

lncrcasing conccntrationo; of sulfl1ydryl rcagcnts, such as 
DTNB and MMTS, induce a time- und conccnlralion­
dcpcndent irreversible inhibition ofthc aelivilies oflbTIM 
and TeTIM thal resulto; from dcrivali7..ation oflhcir inlcrface 
cystcincs (26). Thc inhibiting cfTcct oí DTNll nnd MMTS 
on ThTIM is shown in Figure 1 (A and B. rc.!ipcclivcly); thc 
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FIOURE 1: Effcct ofDTNU ancl MMTS on t11c activity ofTbTIM 
and TcTIM incubatcd with and widtoul glyccrnldchydc 3-phosphate. 
1bTIM (A and 8) and TcTIM (C and D) wcrc incubntcd al n 
conccntration of S µg/mL in a mixture of 100 mM tricthanolnminc 
and 10 mM EDTA. pll 7.4; thc mixtures also includcd lhe indicatcd 
conccntrations of DTND (A and C) or MMTS (U and D), and S 
mM glyccmldchydc 3-phosrhatc whcrc shown. Aflcr 2 h of 
incubalion, on aliquot was wilhdrawn and dilutcd in ordcr to 
mensure activ1ty: thc lattcr wa.o¡ mr.a..c;un:d al a conccntratiun of 7 .5 
ng/mL (scc Malcrials and Mcthods). Thc rcsulls are cxrrcs..c;cd ll.<i 
pcrcent of thc nctivity in which ICXJ% wu 2900 and 3200 11mol 
min·I mg·• for TilTJM and TcTJM, r!!!ipcclivcly. 

data also show that lhc inclusion of glyccraldchydc 3-phos­
plunc in lhc rcaclion mixture in<lucc<l partial protcclion 
against thc inhibiling action of lhc two sulfhydryl rcagcnts. 

Thc aclivity of TcTIM is also inhihitcd hy sulíllydryl 
rcagcnts, but this cnzymc is ncarly 100 times more scnsitivc 
tlmn ThTIM: prcvimL<t data indicatC'd tlial this is duc to a 
highcr ncccssihility of thc interface cystcinc of TcTIM 10 

sulíllydryl reagcnts (26). 111crcforc, wc cxplorl'1 ifthcsc two 
cnzymcs cxhihit dirfcrcncc:; in thc prolectivc crrcct of 
substratc against thiol rcagcnis. In thc cxpcrimcnts with 
TcTIM, much lower conccntrations of DTNB and MMTS 
(Figure IC,D, rcspcclivcly) wcrc uscd in onlcr to obtain an 
inhibilion compar.iblc lo that ohscrvcd in TilTIM. Notwilh­
standing thc rclulivcly high susccpuhility of TcTIM lo thc 
thiol rcagcnts, suhstmtc also protcctcd ¡¡gainsl thcir <lctri­
mcnt.al cíli:cl. lt is nulcd that thc c~tcnt of protcction was 
similar to that obscrved in '11lTIM. 

l~fi•ct t~{Suh'itralt' 011 tht' .\'('11.siti1u)• of711T/M anti TcTIM 
to Suljhydry/ ReaKenl.\', Thc ctfrct of diffcrent conccnlralions 
ofaddcd glyccraldchy<lc 3-phosphaic on thc inhibiting cfTccl 
uf MMTS w1d DTNO was dctcnninl-<l in llfflM nnd TcTIM 
(Table 1 }. As thc conccntration of addcd glyccraldchydc 
3~phosphalc was incrcascd. lhc inhibition by thc sulíllydryl 
rcagcnlo; diminisht..-d. llowcvcr, it is no1cd 1hat in thc prcscncc 
of TIM. glyccraldchydc 3-phosphalc rapidly rcachcs an 
cquilibrium with dihydroxyacclone phosphatc. thc ratio of 
thc two spccics in thc media bcing about 1 :20 in favor of 
thc lattcr ( /, J). In our cx¡x:rimcntal condition<t, thc cqui-

rércz·Montíort et ol. 

Table 1: JifTl'Cl of l>iífcrenl Conccn1n11ions or Addcd 
Ulyccraldehydc l·í'hosphalc on lhc lnhibilion l'roduced by DTNU 
un TbTIM and TcTIM" 

%aclivily 

T. hrueri T.cnal 

addcd C'ill' (mM) l>TNll MMTS DTND MMTS 

4 to 3 4 
o.s 12 14 s 7 
1 IK 20 R R 
3 33 37 18 17 
s 67 59 32 28 

10 89 KS 36 53 

•111c cn;r.ymcs wcn: incubaleJ in thc condilion.toífigurc l. ThTJM 
was incuba1ed wilh l .S mM DTNU or 0.4 mM MMTS, and TcTIM 
wilh IS ¡1M l>TNU or 12 ¡iM MMTS; lhcsc mi1tturc5 wcn: supplc­
mcnlcd with lhc indK:a1cd conccntralions ar glyceraldehyde 3-ptn.phalc. 
Al lhc cnd or 2 h, aclivily was dc1cnnincd. Thc result.s are c•prcs.W 
as pcrc:ent oílhc aclivily of the conlmls in which 100-!. wa.1 lhc activily 
of TIMs incuhaled wilhoul Uu: sulfüydryl rcagcnls. Note Umt unJcr 
lhc conJilions oí thc c•perimcnl, glyccrnldchydc 3-phosphalc Bpidly 
reachcd an cquilihrium wilf1 dihydrox.yacctone phosphalc al a ratio of 
20 dihydrm.yacctone phosphales per 1 glyceralJchyde J.phosphalc (1, 
J). Thereforc, lhe incuhatíon media contained a mi.iurc oí the two 
1mhslr.1tcs. 

librium bctwccn glyccrnldchydc 3-phosphatc and dihydroxy­
ncctonc phosphatc in thc media was rcachcd in scconds. 
Accordingly, thc resulte; rcflcct thc cffcct oflhc two substratcs 
at a r.itio of 20 dihydroxyacctonc phosphatc pcr 1 glyccr· 
aldchydc 3-phosphatc. In ThTIM nnd TcTIM, lhc respective 
Kms for glyccrnldchydc 3-phosphatc are 0.6 nnd 0.8 mM, 
whcrcas thc Km for dihydroxyncctonc phosphatc in thc lwo 
cnzymcs is 2 mM. Thus, thc dala of Table 1 suggcst that 
maximal protcction is induccd whcn thc cnzymcs are closc 
to saturation with dihydroxyucctonc phosphatc. 

Sh"/it'.'i wilh u C.)•.d./St.•r Afutmrl uf 77,TJAI. Suhstratc 
prutccts against thc action of sulfüydryl rcagcnts in thc 
trypanosomal cnzymcs (Figure 1 ). Thus, it may be askcd if 
sulfüydryl rcagcnts anCct catalysis indcpcndcntly of thcir 
cITccl on cystcinc 14. Prcvious studics on thc inhibition of 
ThTIM and TcTIM by thiol rcagcnL• had bccn carrioo out 
in thc rcsting enzymcs (26); thus. thcrc was thc possibility 
that in thc prescncc of substratc. thiol rcagcnls dcrivatizcd 
othcr cystcincs that cxist in thc trypanosomal cnzymcs (for 
amino acit..I scqucncc and cystcinc composition of thc lwo 
cnzymcs, scc rcf 22). Thcrcforc, wc carricd out studics with 
a mutan! cnzymc of TbTIM in which its cystcinc 14 was 
changcd tu a scrinc by silc-dirccled mulagcnesis. 

Cysl4Scr TilTIM cxhihilcd catalytic propcrtit..-s 1hat wcrc 
almost idcntical to thosc of thc wild lypc; thc Km and V~\ 
oftl1c Cysl4Scr ThTIM for glyccraldchyde 3-phosphatc wcn: 
0.6 mM ami 3780¡1mol min- 1 mg- 1• rcspt..-ctivcly, whcrcns 
in wild·lypc ThTIM, thcsc valucs werc 0.6 mM and 4170 
¡m10l min 1 mg 1

• In thc stamfar<l rcaction mixture for 
mcasuring TIM activity with 1 mM glyccraldchydc 3-phos­
phatc, 5 mM MMTS did not aíli:ct thc activity oflhc mulanl 
cnzymc, ulbcit undcr lhc s;:unc conditions, wild-lypc ThTIM 
was inhibilcd by nboul 50% in 10 min. 1ñis indicalcs thnt 
(i) tlmt the cffcct obscrvcd with MMTS in wild-typc TbTIM 
in thc prcscncc of glyccml<lchydc 3-phosphalc is indccd duc 
to its cffcct on its cystcinc 14, and (ii) that MMTS docs noc 
compete with substratc for thc catalytic sitc, although 
suhstralc docs protcct ag11inst thc nction of MMTS. 
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FmuRF. 2: EfTcct oísuhstmtc nnd phmphoglycolatc on ni1robcnwa1c formation during lhc incubation oí DTNU with lbTIM (A), Cy,14Scr 
lbTIM (A. open squarcs), and TcTIM (ll). Thc cw.ymcs (JfXl 11g) wcrc incuhatcd al 2S ºC in 1 mL oí a mix.1urc that containcd llHJ mM 
triclhanolaminc and 10 mM EDTA, pll 7.4. Thc mixtures also contained l.S mM DTNU for thc cxpcrimcnts with TbTIM and Cysl4Scr 
TbTJM, and 12 µM DTNO for thosc with TcTIM. In addition. S mM glyccraldchydc 3·phosphate or S mM phosphoglycolatc was includcd 
as shown. Rccording oí lhc absorbancc oíthc mi"turc al 412 nm was startcd immcdiately aner 1hc cnzymcs wcrc addcd. Thc blank (no 
cr\T.ymc) thal conlaincd l.S mM DTNO c"hibitcd a slight incn:asc in ahsorbancc al 412 nm; this was subtractcd from lhc c"p:rimcntal 
valucs. 

Thc crrcct of DTNIJ on Cysl4Scr TuTJM was studicd by 
incubating thc cnzymc in lhc eonditions of Figure 1 wi1h a 
eonecntr.ition of DTNll (2 mM) thal produecc..I almosl 
complete inhibilion of thc activity of wild-typc TuTIM. 
DTNll diminishcd thc nctivity ofthc mutant cnzyme by 25%, 
thus confim1ing thal thc dcletcrious cfTcct of sulíllydryl 
rcagents in thc trypanosomal cnzymcs is a conscqucncc of 
dcrivatization ofCys 14. Furthcr cvidcncc for this conchL'iion 
is providcc..I bclow (Figure 2). 

}.ftochani.,.m o/ Prote,:tion by Substrate axai11.'it 11rio/ 
Reagt!nts. TI1c prcccding dala indicatcd thal substralc pmtcCL'i 
against thc action of sulíllydryl rcagcnts on 1hc interface 
cystcinc oíTbTIM and TcTIM. Sincc dcrivuti"l.ation ofthc 
interface cystcinc ofTcTIM and ThTIM triggcrs irreversible 
structural ahcrations 1hat le.ad to aholitinn of calalysis (26), 
thc protcctivc cfTcct of substmtc on thc action of 1hc thiol 
rcagcnts could be conscqucncc ofhindranccs in thc rcaclion 
of sulfhydryl rcagcnts with thc interface cystcinc, ur lo 
prcvcntion ofthe slructural altcr.uions that are pmduccd by 
dcrivali7.alion. 

Dcrivalization of cystcim.-s with DTNB yiclds nitrohcn­
zoatc which has an ahsorption maximum al 412 11111 (.?Y). 
Thcrcforc, thc possihili1y th:11 substralc hindcrs thc rcm:tion 
nf sulíllyc..lryl rcagcnts with thc intcríacc cystcinc was 
cxplorcd hy recording the fnmmtion ofni1rohc1vrn11c during 
thc incubalion ofTcTIM ami ThTIM with DTNB with ami 
wilhout glyccmlc..lchydc 3·phosphalc. Rccording was carricc..I 
out for 30 min, sincc al longcr times of incuhalion thc 
tlcriv;llizcd cnzymcs undcrgo aggrcgation (more cvident in 
TbTJM), nnd thus thc incrcasc in ahsorhanc:c docs nnt 
ncccssarily rcflccl fonuation of ni1robcnzm11c. In con.'>Onancc 
with prcvious dala (26), incubalion of TbTIM and TeTIM 
with DTND hrouglu uboul n progrcssivc incrcasc in ubsor­
bancc at 412 nm (Figure 2, pancls A nnd D, rcspcctivcly). 
llowcvcr, lhc rccordings ulso showcd lhat with substralc, 
lhc rote of fonnation of nitmbcnzoatc was signifiean1ly 
diminishcd. Note lhal with TcTIM, a 100 limes lower 
conccntration of DTNll wns uscd, anc..I, lhus, tite ralcs oí 
rctluction of DTNH by thc two cnzymcs cannot be comparcd. 

That thc rcduclion of DTNB is indccd duc to dcrivali1.ation 
oflhc inlcrfucc cystcinc is illustrated by data that show that 
in Cysl4Scr ThTJM hardly nny rcductinn of DTNIJ took 
place (Figure 2A, open squan:s). 

TI1c rcsults with DTNB are mcchanistically relevan! sincc 
thcy illlL'ilratc that thc cm .. ~· of substrale is to dccrcnsc thc 
rcaction bctwecn sulíllydryl rcagcnls and thc inlcñacc 
cystcinc. This could rcsult from a diminution in 1hc influx 
of thc thiol rcagcnl'i to thc interface cystcinc, or from a 
confonnational changc that lcads 10 a slowing ofthe rcuc1ion 
bctwccn thc sulf11ydryl rcagcnts and thc interface cys1einc. 

Hffi•ct t~( Plrosphog(n:olutt.• wrd Oth1.·r Compormds on the 
Aetion of DTNB ami MAITS 011 TbTIAI mtd TcTIM. Phos­
phoglycolatc is a powcrful compctitivc inhibilor in ThTIM; 
K, = 0.026 mM (20). Thc crystal struclurc of ThTIM in 
complex. with 2·phosphoglycolatc ( /9, JO) shows lhal it 
occupics thc catalytic ccntcr ofTIM in n íonn nnalogous lo 
lhat of subslnllc. In confimmtion of olhcr rcpons, wc 
ohscrvcd that phosphnglycolnte inhihitcd the activity of 
ThTIM; it also inhihitcd thc :1cti\'ily ofTcTIM. Wilh 1 mM 
glyccrald1..tiydc J-phosphatc as :o."Uhstrntc, lhc inhibition curves 
in ThTIM ami TcTIM hy diITercnt concentrntions ofphos· 
phoglycolalc wcrc markcdly similar (Figure 3A). This is in 
u~r1..~rncnt with thc vcry similar crystallogrnphic stnicturc 
oíthc catalytic sitcs oflhc l\\'o 1rypanosornal TJMs (13). lt 
was also obscrvcd that dilu1ion of incuhation mix1urcs that 
containcd phosphoglycolalc yicldcd cnzymcs lhal cxhihitcd 
thc activity oí cn.rymcs not trcolled wilh thc inhihitor {not 
slmwn). l lcncc, in thc lwo cnzymcs lhc nction of phospho­
glycolatc is fully reversible. 

Sincc ThTIM and TcTIM havc similar catalyric pmpcnics, 
an idcnlity of ncarly 70o/o (22), and vcry similar X-ray 
struclun.-s {IJ), it may not he surprising that in lhc lwo 
cnzymcs substratc prolccl'i against thiol reagcnl'i by lhc samc 
mcchanism. lfowcver, sincc cysteinc 14 is burictl in thc 
intcrfocc, and DTNB and MMTS havc diffcrcnt dimcnsions 
and markcdly diffcrcnt structure, i1 sccms rathcr pcculiarlhat 
thc cxtcnt of protcction by substratc ngainst thc two thiol 
rcagcnts is also in thc samc range. In this rcgard. thc rcsults 
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FIGURE 3: EfTect ofdifferent concentratiom ofphosphoglycolatc on thc activity ofTbTIM and TcTIM (A) and on thc action ofDTNU anJ 
MMTS on TbTIM (O) and TcTIM {C). In (A), the activities ofThTIM and TcTIM wcre mcasurcd with 1 mM glyceruldchydc l·phosphate 
and thc indicatcd conccntrutions of phosphoglycolalc. In (U) and (C), thc incuhating condilions wcrc as in Figure I; wilh 'JbTIM, thc 
incuba1ion mixturccontaincd l.S mM DTNUor0.4 mM MMTS; with TcTIM, ISJlM DTNll or 12µM MMTS.11tc mixtures alsocontaincd 
lhc indicatcd conccnlrulions of phosphoglycolatc. Ancr 2 h, thc uctivity of thc crv.ymcs was dclcnnincJ. 

Table 2: Apparcnt Rate Con.o;tanl.! (M-1 s- 1) for the Reaction oí 
OTNIJ and MMTS with Cystcinc 14 ofThTIM and TcTIM" 

adJilions 

l>TNll 
OTNB + GJP 
IJTNIJ + PG 
MMTS 
MMTS +GJP 
MMTS + PG 

T. C'nt:I 

241. 0.6 
7.6 .l 0.7 
3.3 ± 0.3 

40± 2.3 
14.3 ± 1 
12.I ± 1 

T. bruci•1 

O.IS :J.. 0.01 
0.03 ± 0.003 
0.03 J. 0.002 
O.SR± 0.03 
O.IS :i-0.01 
0.85 ± 0.08 

• lllc enzymcs were incubatcd in the cunditions oí 1:¡b'lll"C 1 wilh 
DTNIJ or MMTS and S mM addcd glyccraldchydc 3-phosphatc or S 
mM phosphoglycolalc as indicatcd. TbTIM was incubalcd wilh 0.7S, 
l .S, and 3 mM OTNll, or 0.2, 0.4, anJ 0.8 mM MMTS. TcTIM wa.o; 
incuhatcd with 7.S, ID, IS, 20, and 4011M DTNB, or S, 7.S, 10, and 
IS ¡1M MMTS. At variou.!I times, aliquots wcrc withdrawn for 
measurcmcnls uf aclivity. PloL'i of In activ11y vcrslL'i time wcrc linear. 
TI1c slopcs wcrc thcn plullcd against DTNB or MMTS cunct.'fllrnlion!i, 
and thc apr;:m."l1t rJtc cmL'!lalll'! (J., standard emir) for thc rcaction wcrc 
calculatcd from lhcsc slopcs. 

uf expcrimenls on lhc cíl"cct uf phO~"Jlhoglycolate on the 
action of DTNU and MMTS on thc two cnzymcs are rclcvanl 
(l'igurc 3). 

In ThTIM nnd TcTIM, phosphoglycolnte pmtected ngairna 
the nction of DTNB (Figure 3. pancls 11 and c. rcspcctivcly). 
Protcction by phosphoglycolate v.-a." highcr in TcTIM. hui 
in thc two cnzymcs, thc pro1cc1ion curves as a function of 
phosphoglycolatc conccnlrnlion wcrc vcry similar, reaching 
a maximum al a cnnccntmtion of ahout 1 mM phosphogly­
colatc. Phosphoglycolatc also dccrca.sc<l thc rate al which 
thc interface cyslcines oflbTIM and TcTIM wcre c.Jcriva­
tizc<l by IJTNll (Figure 2A,ll, trianglcs). l11us, phosphogly­
colate, similarly In suhstralc, prntccH .. -d against thc actiun uf 
DTNB by slowing its reaction with the interface cyslcinc. 

Thc rcsulL'i un thc cffcct of phosphoglycolate on DTNB 
aclion c.JiílCr dmstically from thosc obtainL'tl wilh MMTS. 
Phosphoglycolalc up tu a conccntrJlion of 5 mM did nul 
prolcct TI1TIM against MMTS m:tion (Figure 30). In TcTIM, 
phosphoglycolale protccrcc.J ngainst MMTS action, but 1101 

to rite cxtenl obscrvcd wilh DTNR (Figure JC). 
The mlc constnnts for lhc iru1ctiva1Km ofthe trypanosomal 

TIMs by DTNB und MMTS in the prcsencc nnd nbsencc of 
phosphoglycolate wcrc dctennincd and compan...'ti to thosc 
obtainc'tl with glyccml<lchy<lc 3-phoophalc (Tnblc 2). In oll 
cases, the plots of In nctivity of ThTIM nnd TcTIM versus 

time with variolL'i conccntrntions of OTNll and MMTS wcrc 
linear, obcying a pscudo-first--ordcr rcaclion. Thc plols of 
the pseudo-first-ordcr rule constanl'i depended lincarly on 
rcagent conccntration, indicating sccond-order kinclics. From 
thc lauer data, the npparcnl sccond-ordcr ratc constanl"i (M 1 

s 1) wcrc calculatcd (Table 2). In lhc two TIMs, substrale 
nnd phosphoglycolale dccreascc.J thc ratc constant of the 
reaction wilh DTNll. In TcTlM, phosphoglycolate also 
pmtcctcd against MMTS action. bul in ThTIM. no such cíl"cct 
was ohscrvcd; in fact, phosphoglycolate induccd a slight, 
but reproducible incrcasc in lhe rate of rcaction of MMTS. 
Thesc results, togcthcr with thosc in Figure 3, are strongly 
suggestivc that the spcciL-s thal occupies thc catalytic site 
hindcrs thc nction of sulfilydryl rcagcnt'i lo difTcrent cxtcnts, 
nnd thal thcse bccomc npparcnl with thiol reagcnl'i of 
diíl"crcnt sizc or chcmical charactcrislics. 

In the conditions of Figure 3. phosphoglyceratc, phospho­
cnol pyruvate, and glucosc 6-phosphale at n conccntrntion 
of 5 mM did not prolcct against thc action of DTNO and 
MMTS in lbTIM and TcTIM. 

IJISCUSSION 

Many of thc studies on lhc confonnational changL-s that 
occur in TIM during calalysis havc íocuscd on thc cxtensivc 
movcmcnl oí loop 6. Kinctic (31-34), crystallogrnphic (6, 
7, /9, 35-37), and silc-dircctcd mutagcncsis cxperimcnts 
{3H) havc shown thal loop 6, which is far from thc dimer 
interface, closcs ovcr thc cataly1ic silc in ordcr to prcvent 
fonnation of mcthylglyoxal from lhc encdiol intcnncdiale 
ofthc isomcri7alion reaction. 1 ferc, wc cxplurcd ifcvcrlls at 
the catalytic sitc and/ur loop 6 are tmnsmiued to thc dimer 
interface by detemtining thc susccplibilily of the inlcrface 
cystcinc of ThTIM amJ TcTIM lo 1hiol r~gcnts. 

TcTIM is far more SlL'iceptible tu thiol rc..igcnts tlmn 
ThTIM (16). Thc crystal structurc ofTcTIM shows that thc 
scparation ofthc dimcr interface in thc region bctwccn loop 
1 of one monomcr and hclix 3 of the olher monomLT is largcr 
in TcTIM than in ThTIM (/ 3 and SL'C Figure 4). Hcncc, il is 
próbablc lhat the pathway for tite in flux of thiol rcagcnls to 
cysteine 14 is thruugh this region ofthe cnzymcs. Thcrc are, 
howcver, uncxplaincd qucstion.s rcgarding the entrancc of 
thiol rengcnls to thc inlcrfoce cysteine. Loop 3 of onc subunit 
projccts bclwL-cn loo w.uJ.A.-of, unit; in this 
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F1mnc¡¡ 4: S1crcovicw of ThTIM (gmy) am1 TcTIM (hlack) m thc rcg1un of t.]''itc1nc 14. Thc 'i1dc chain uf cys1cmc 14 of onc monomcr, 
displaycd in CrK fom1al, is cncloset.1 hy loop .l ofthc nthcr mnnomcr; m this rcRmn no s1gn1ficant diffcrcncc has hl..-cn obscrvcd in thc lwo 
TIMs. Also shown is lhc portiun uf !he inlcrfacc hclwccn loop 1 of 1111c monomcr (len stdc) and hchll .l of lhc othcr monomcr (nghl s1tk). 
Thc side chains of glulnminc 19 uf 'lbTIM amJ Rlurnmic acid 19 of TcTIM at\cr thc cnd of loop 1 and al lhc bcginning of hclix 1 ilfC 
dcpicicd a.o¡ slicks. Aspanic ucids H6 ufTbTIM und TcTIM, al thc cnd uf hcli" J and in fmn1 uf rcsu..luc 111, are alsu dcpiclcd as slicks. Nolc 
thal in lbTIM the residucs ofthc two monomcr.> facc cach uther, whcrcas in TcTIM thc su.k chams point in oppos11c dircciinn.'i. Abo note 
that the scparation betwcen monomcrs is signiricantly larµcr in TcTIM tlian in ThTIM. 

T11blc J: Aloms wilhin 4 Á írcNn thc Sulfur oí thc lnlcríat:c 
Cyslcinc uf T. Cnm 

monnmcrA monmncrll 

atom rcsiduc dil'>tancc atom resido e d15tancc 

Cp 14(A) J,J Cp 14(11) J.J 
Op 14(A) J.1 Op 14(11) J.2 
en 611(11) 4.0 CD l>K(A) .1.11 
CA 71(11) 4.0 
Cp 77(11) J,9 Cp 77(A1 J,7 
Op 77(11) J.4 Op 77(A) J.4 

Np 7K(A) J.1} 
CA 711(11) J.9 CA 7K(Al l.K 
e 711(11) J.9 e 7H(A) l.K 
Np 79(111 J.4 Np 79(A) J.J 
en 79(111 J.7 en 79(A) J.7 

OG 79(A) l.9 
en K2(11) J.l) en R2(A) 4.0 

nrrangemenl, the sidc chain ofcysteinc 14 (Figure 4), which 
is pnrt of loop 1 (rcsiducs 14-19). bccomcs closcly packcd 
within lhc core of loop 3 (rcsidues 66-79). 1ndcet.I, in thc 
two monomers of TcTIM, thcre nrc 12 and 13 aloms al a 
distance of lcss lhan 4 A frmn lhc sulfur of thc inlcrfocc 
cystcinc 14 (Tahlc 3). Uivcn thc struclurnl nmmgcment of 
cysteinc 14, rhe qucslion th:u arisL-s is how thiol n:agcnls 
gel ;.icross loop 3 ami rcacl with tite sulfur uf lhc inlcrfocc 
cyslcinc. Funhcnnorc, this wmk shows lhat catalysis ami 
phosphoglycolalc impuse an mltliliom1I h<1rricr In lhc inllux 
nfthiul rcagents to 1hc irllerfucc cyslcinc. Thus, thcrc is also 
thc <¡ucstion of huw calalysis nr che occupancy of thc 
calalytic CL"tller by pho~11hoglycolatc ulkcl'> ils dcrivnti7 . .ation. 

In this conlext, lhc work of Clracy and co-workcrs (JV) 
un 1he dcamidalion uf asparngines 15 and 71 of human ami 
rahhil TIM is particulnrly rclcvant. 11 is known thal aspar­
agines adj;iccnl to glycincs mny undcrgo " spontancous 
rc.action lhal lcads lo dcamidalion of asparagint.-s (40). In 
human an<l mhhit TIM, a'iparngincs l S and 71 are followcd 
by glycincs, and Gracy an<l co-workcrs ( 41-43) showcd thal 
repcalcd eatalytic cyclcs, or 1he occupancy of thc cnlalytic 
silc by u suhslrnlc analoguc, confcr to thc enzymc n 
confonnation pmnc for aspamgine dcamidation. In lhc resting 
statc, the cn.zyme hardly un<lcrgocs dcamidation. Olhcr works 
showOO thnt dcamidation of thc rwo nsparngincs <loes nol 

occur nt random; suhstratc-imlucc<l <lcamidation ofasparag1nc 
71 aJlPCars bcforc dcamidalion uf asparagine 1 S (41, 43). 

Asparaginc 71 fomt.'i pan of ltx1p 3; thus, lhc dala of 1hc 
laller inv~1iga1ors indicatc thal lhc occupancy ofthc catalytie 
silc induces changcs in lhe confomtalion of loop 3 making 
asparaginc 71 prnnc lo dc:imid:ition; indccd, one of lheir 
conclusions W<l.'i 1hat 1herc are conru:ctions bctwccn thc 
catalytic site and thc dimcr interface (44). Our data show 
that lhe occupancy of the caialytic silc by substrnlc or an 
analoguc has a strong intlucncc on thc ncccss of thiol 
rcagenli; to the cystcinc that is entrappcd in loop 3. l11creforc, 
it is likely that both suhslr.lle·ind1..1ccd dcamidalion of 
asparagine 71 of loop 3 and rcsistance to agcnts thal 
derivati1.c thc inlt.'Tfacc cystcinc, which is encloscd within 
ltx>p 3, involve structural changcs in the rcgion of loop 3 
and tlle eneloscd cysteinc. 

As nolcd, llx1p .l uf onc subunit docks bclwccn loops 1 
urul 4 of the other subunil. X-my studil.'S of TIM in which 
lhc association constants hctwccn monomers havc bc..'Cn 
largely dccrcascd 1hrough aheralion of inlcrfoce rc:-;iducs 
show lhat in monomcric TIM lhc oricntation.'i of the s1de 
chains uf tite acll\'C silc lysinc 13 omd histidinc 96 diffcr 
from thosc in w1ld-1ypc TIM (l /); lhc disposilion of loop 4 
is also diíTcrcnl, and loop 1 is very mobile. In monomcne 
TIM, thc hinding of phosphoglycol;ilc to thc catalytic sllc 
induct.-s thc cat;1lyt1c silc rcsiúucs In adopl lhe confonnallon 
of thc wil<l lypc (]fJ) anti a tightcr packing of loops 1 an<l 4. 
As a cnnscqucncc. 11 is pussihlc 1h;.11 in dimcric TIM the 
occup..1ncy ofthc caL1lytic sile enhanccs lhc packing of loops 
1 and 4 with lhe mtcrJigitating loop 3 of lhe othcr subunit, 
thus úiminishing 1hc intcrm:lion of cyslcinc 14 with sulfüy. 
dryl rcagcnls. 

Ahcmat1vcly, 11 could he Lhat cvcnt'i al the calalylic ccnlcr 
changc the gt."t)fm .. '11)· of cystcine 14 in rclation lo thc rcsiducs 
in loop 3, ami t.f1l.-rchy con fer a rclativcly high rcsistancc to 
thiol rcagcnts. lndccc.J, there are van dcr Waals contacls 
bctwt.-cn loop 3 of one :mbunit and lhe catalytic lysine 13 of 
che olher subunit. Howcvcr. wc cx.nmincJ thc cry!'t1al structurc 
of TIM with cmpty and fillcd catalytic sitcs, and failcd to 
detcct apparcntly imponanl differenccs of inlcrsubunit 
contucts in thc rcgioo of loop 3 ru1d thc sidc cha in of rcs1duc 
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14. This is in con .. -.onancc wilh thc dala of Lolis nnd PcL-.ko 
(.Ji}) in ycnst llM, wlm fuilcd lo dclccl signincnnt diflCrcnct.-s 
hclwccn cmpty monorncrs ond monomcnt fillcd with phos· 
phoglycolntc. This mny imply that thc cntrnncc of lhiol 
rcagcnts to thc intcñncc cystcinc dcpcnds un íluchmtions 
that occur in this rcgion of thc cnzymc, and that thcsc are 
modulatcd by thc statc of thc cntalytic sitc. In fnct, it has 
hccn rcportcd thnt phosphoglycolntc incrcascs thc thcm10· 
s1ahili1y or TIM (211). 

Allhough ni thc momcnt il is 1101 possiblc to define thc 
prc...~isc mcchanism through which cnt.i.lysis or thc occupancy 
of thc cutnlytic sitc confcrs rcsistancc to thiol rcagcnts, thc 
prcscnt data illustrulc tlrnt thc slructuml urrnngcmcnts 
bctwccn loop 3 nnd thc interface cystcinc diffcr in cnzymcs 
with cmpty umJ fillcd catalytic sitcs. Morc...·ovcr, it is ulso 
imponant that lhc cxpcrimcnts with phosphoglycolatc indi­
catcd that thcre ure gmdalions in thc barricr 10 thiol rcagcnts 
to thc interface cystcinc. For exmnplc, in ThTIM, phospho­
glycolatc crrcctivcly diminishcc.I dcrivatit . .alion by thc rcla­
tivcly largc nnd ncgativcly chargc<l DTNU, but il foilcd to 
protc...-ct against thc action of thc smallcr ami ncutrJI MMTS 
(Figure JB). Studics with thiol rcagcnL-. ofdiffcrcnt chcntical 
chamctcristics could pcrlmps yicl<l more infonnation on thc 
stmcturc and propcrtics oftl1c banicr. and also providc data 
for thc dcsign ofngcnL-. that spccifically pcrturb lhc intcrfucc 
cystcinc of thc lrypanosomal cnzymcs. 
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Titulo breve: Diseño de fármacos contra tripanosomátidos 

RESUMEN 

La enfermedad del sueño, la enfermedad de chagas y In leishmaniasis son enfermedades 

causadas por diferentes tripanosomátidos, principalmente en paises en vlas de desarrollo. El 

diseño de inhibidores que se puedan utilizar como gulas para nuevos fárnmcos contra estas 

enfermedades es actualmente de interés, tanto para grupos de investigación básica como pura 

entidades del servicio público. Modelos matemáticos del control de ílujo del metabolismo 

glicolltico y estudios de varias enzimas de esta vía con diversos inhibidores sugieren a la 

glicólisis como blanco para el diseño de un nuevo fármaco, ya que representa la fuente 

principal de energía para estos parásitos. 

PALAHRAS CLAVE: Tripanosomátido, diseño racional de fárnmcos, inhibidores especie-

espcclficos, knockout de genes. 

ABSTRACT 

Sleeping sickness, chagas' discasc and lcishmaniasis are discascs causcd by difTcrcnt 

trypanosomatids in developing eountrics. Thc dcsign of ncw inhibitor drugs for thesc diseascs 

is nowadays of particular interest for basic rcsearch groups or govcrnment agencies. A 

mathematical model of glycolytic ílux and studies with inhibitors of difTerent glycolytic 

enzymes strongly suggest that enzymes involvcd in glycolysis can be uscd as u good turgcts 
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Titulo breve: Diseño de fármacos contra tripanosomátidos 

RESUMEN 

La enfermedad del sueño, la enfermedad de chagas y la leishmaniasis son enfermedades 

causadas por diferentes tripanosomátidos, principalmente en paises en vías de desarrollo. El 

diseño de inhibidores que se puedan utilizar como gulas para nuevos fárnmcos contra estas 

enfermedades es actualmente de interés, tanto para grupos de investigación básica como para 

entidades del servicio público. Modelos matemáticos del control de flujo del metabolismo 

glicolltico y estudios de varias enzimas de esta vía con diversos inhibidorcs sugieren a la 

glicólisis como blanco para el diseño de un nuevo fármaco, ya que representa la fuente 

principal de energía para estos parásitos. 

PALAHRAS CLAVE: Tripanosomátido, diseño racional de fármacos, inhibidorcs especie-

específicos, knockout de genes. 

AHSTRACT 

Slecping sickness, chagas· diseasc and Icishmaniasis are diseases causcd by dilTerent 

trypanosomatids in developing countries. The design of new inhibitor drugs for thesc discascs 

is nowadays of particular intercst for basie rescarch groups or govemment agencies. A 

mathematical model of glycolytic flux and studies with inhibitors of dilTcrcnl glycolytic 

cnzymes strongly suggcst thal enzymcs involvcd in glycolysis can be used as a good targets 



for the design or u new drug, sincc this metubolic puthwuy represcnts the main source of 

energy for these purasites. 

K•~Y WORDS: Trypunosomatid, rutionul drug design, spccies-spccilic inhibitor, gene 

knockout. 

INTRODUCCIÓN 

Los tripanosomátidos son un grupo de parásitos protozoarios de importancia médica y 

veterinaria e incluyen u Leishmania spp y Trypano.wma spp. Sus ciclos de vida son bastante 

complejos y consisten de cambios morfológicos dramáticos entre los estadios dentro del 

insecto vector y en el hospedero vertebrado. Algunos miembros del grupo son: Trypanosoma 

bruc:ei, agente causante de la enfcm1edad del suei\o en los humanos y nagana en el ganado 

dentro del continente africano, Trypanosoma c:ruzi, que causa la enfermedad de chagas en 

América central y del sur, y Leishmania spp, que causa Ja leishmaniasis de tipo visceral, 

cutánea y mucocutánca en países tropicales ( 1 ). 

CARACTERÍSTICAS DE LAS ENFERMEDADES 

La enfermedad del sueño, puede producirse por 2 especies de tripanosomas: Trypanosoma 

hr11c:ei rlwdesiense y T. h. gamhiense. y se transmite al humano por el piquete de Ja mosca 

tsetse (género G/ossina spp). Cuando los tripanosomas se introducen en el torrente sanguíneo 

del hospedero, proliferan hasta invadir el sistema nervioso central y, finalmente, el estado 

terminal de la tripanosomiasis se manifiesta por una meningocncefalitis crónica. Existen dos 

categorías clínicas de la enfcnncdnd del suei\o dependiendo de que sub-especie es la causante. 

El intervalo entre el inicio de la infección por 7: h. gambiense y el estado cncefalítico puede 

ser desde 2 hasta 8 ai\os. En contraste, el intervalo en la infección por T. h. rlwdesiense es 

más corto; el promedio es alrededor de 8 meses a un ai\o, pero, finalmente las manifestaciones 
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son las mismas paru ambas especies (1). Se calcula aproximadamente que 35 millones de 

personas en 36 ciudades de Africa están expuestas a contraer Ja enfermedad. 

La enfermedad de chagas o tripanosomiasis americana se produce por Trypanosoma uuzi, el 

cual se transmite a los humanos por diferentes vlas: transfusión sanguínea, leche materna, 

transplante de órganos, transmisión congénita o por el piquete de triatomas, conocidos 

vulgarmente como "chinches bcsuconas" (subfamilia Triatominae) (1). La enfermedad se 

presenta en dos etapas: la aguda y la crónica. La fase aguda se observa después de un breve 

periodo de incuba~ión; Entre el 2 y el 8 % de los casos presentan síntomas graves que llevan a 

la muerte. No obstante, en la mayorla de los casos no se presenta ningún síntoma 

caructerlstico, por lo que frecuentemente no se detecta y el paciente puede llegar a la fase 

crónica. En la fase crónica la mortalidad es cercana al 40 %. La organización mundial de In 

salud estima que aproximadamente 16 a 18 millones de personas están infectados con T. 

cr11zi. 

La Jeishmanisasis es causada por 20 especies diferentes del género leishmania y se transmite 

por los insectos de los géneros Phlcbotomus o Lutzomyia. La enfermedad puede ser cutánea, 

visceral o mucocutñnca ( 1 ). Durante los últimos 1 O años se ha incrementado la enfermedad en 

su forma visceral, ya que surge como una infección oportunista importante en pacientes 

inmunosuprimidos, especialmente . en 'aquellos infectados con HIV (2). Se reportan 
;'' ,,._. __ ,_. 

aproximadamente cerca de 2 mili~ii~s¡ de nuevos casos de leishmaniasis cada año en 88 

paises, que comprenden las zonas tropicales con 367 millones de personas potencialmente 

expuestas. 

DISEÑO DE VACUNAS Y LA VARIACIÓN ANTIGÉNICA 

Se ha intentado controlar estas enfermedades utili711ndo vacunas, pero no se ha tenido mucho 

éxito, debido a que algunos de estos organismos son intracelulares y, los que no lo son. han 
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desarrollado uno de los mecanismos más claborudos de variación antigéniea para evadir la 

repuesta inmunológica del hospedero. 

Cuando el tripanosoma está en la sangre del mamilcro, está cubierto por una capa densa de 

glicoprote(nas de superficie variable (VSG), que protegen a las proteínas de membrana y 

previenen la lisis del parásito por los componentes del suero. La variación antigénica del 

parásito en la sangre, y su consecuente evasión de la respuesta inmunológica del hospedero, 

se debe a que contiene cerca de 1000 genes VSG. Sólo se expresa un gen VSG a la vez y, el 

cambio de VSG, se da en una baja frecuencia. La glicoproteína está ligada a través de su 

grupo carboxilo terminal a una forma glicosilada del fosfatidilinositol. De esta forma se 

confiere un anclaje, unión de la prote(na a la membrana, y un lugar de ruptura cuando el 

organismo sustituye una glicoproteína de superficie por otra. Este mecanismo evoca una 

fuerte respuesta inmunológica, que resulta en la destrucción cíclica de la mayor parte de la 

población de tripanosomas (3). Sin embargo, poblaciones menores, que han cambiado su 

VSG, sobreviven y se reproducen, repitiéndose el ciclo. 

FÁRMACOS 

Existen muy pocos fármacos contra los tripanosornátidos de los cuales la mayoría producen 

graves efectos colaterales. Además para algunos de estos fármacos ya se han encontrado 

cepas resistentes (4). Uno de los fám1acos más usados contra T. hrucei es la pentamidina. Se 

utiliza en las fases tempranas de la infección, con resultados satisfactorios en la mayoría de 

los casos; sin embargo, el pronóstico no es bueno cuando el parásito ya ha invadido el sistema 

nervioso central. El melarsoprol se utili7.a en las fases tardías de la enfermedad, pero presenta 

efectos secundarios que pueden ser fatales. La eílomitina, el fármaco más reciente, tiene 

efectos graves. Generalmente el tratamiento consiste en administrarlo intravenosamente en 

grandes cantidades a pacientes hospitali7.ados (5). El surnmin se ha utilizado como 

medicamento para la enfermedad del sueño en las fases iniciales durante los últimos 70 años y 
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Jos efectos secundarios que produce generalmente son graves. Pura Ju enfermedad de chagus 

se utili111n como fármacos el nifurtimox y el bcnznidazole. Con ellos se puede curar hustu el 

90 % de los casos durante. la riisc aguda, pero no tienen ningún efecto en pacientes que 

desarrollaron la fase. crónica. Lumcntnblemcnte ambos fármacos también producen graves 

efectos colaterales y se hu sugerido que pueden causar neoplasias (6). Para Ju lcishmnniasis se 

utilizan con poco éxito In pcntamidinu y la paramomicinu. El mcdicamcnlo principal es la 

nnfotericinn B, el cual aunque es altamente activo, también es muy tóxico y sumamente curo 

(2). Considerando este panorama, existe la necesidad de diseñar fánnacos más efectivos y 

menos tóxicos contra este tipo de enfermedades. 

DISEÑO DE FÁRMACOS BASADO EN LA ESTRUCTURA 

Algunas investigaciones consideran que el diseño de fármacos basado en la estructura de 

proteínas, pura el tratamiento de cstus enfermedades tiene grandes probabilidades de éxito (7). 

Este método se basa en diseñar fármacos utilizando la estructura tridimensional de proteinas 

blanco. La estrategia consiste en buscar sistemáticamente moléculas capaces de unirse con 

alta selectividad n las proteínas blanco mediante simulaciones virtuales. Después de encontrar 

uno o varios compuestos que se unen a la proteína blanco, se proponen variaciones 

estructurales de los mismos tratando de encontrar nuevos compuestos que, de acuerdo ni 

modelado computacional. podrían presentar una afinidad más selectiva por Ja proteína. El 

siguiente paso es sintcti7.'ll"los o adquirirlos comercialmente y probarlos in vi/ro. En un 

ejemplo reciente, por medio de estudios comparativos entre las estructuras cristalográficas de 

las enzimas gliccraldehído-3 fosfato dcshidrogcnasa (GAPDl-I) de humano y de tripanosomas, 

fue posible diseñar un inhibidor de alta afinidad: la N6
-( 1-nafialenemetil)-2'-(3-

clorobcnzamido) udenosina. contra la GAPDH tripanosoma). El sitio de unión pura el grupo 

adenosina del NAD', muestra grandes diferencias entre las enzimas del parásito y de humano. 

Notablemente, en Ju GAPDH del parásito existe una hendidura hidrofobica adyacente al 
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hidroxilo-2' de la ribosa de la adcnosina. Estu hendidura no existe en la enzima del humano, 

lo que permitió diseñar dicho inhibidorL mismo~quc tuv_o una IC50; de 0.3 µM. Dicho 

compuesto. es capaz de inhibir el crecimiento de cultivos de T.- br11cl!i, promastigotcs de 

Leishmania y amastigotcs de 1: cr11zi a concentraciones micromolarcs, sin afectar el 

crecimiento de fibroblastos humanos (8). 

INHIBICIÓN DE LA VÍA GLICOLiTICA EN TRIPANOSOMAS 

Se ha demostrado que la interrupción de la vla glicoliticu en tripanosomas permite lu 

eliminación del parásito (9). En el torrente sangulnco de los mamíferos las mitocondrias de T. 

brucei no son funcionales y su única fücntc de cnergia proviene del catabolismo de la glucosa. 

En ese caso T. brucei depende exclusivamente de la glieólisis para generur el A TI' requerido 

paru su proliferación y maduración celular (1 O). 7: crozi se multiplica en el interior de las 

células que invade, y sus mitocondrias se encuentran funcionales durante todo su ciclo de 

vida. A pesar de que T. cr11zi consume 1 O veces menos glucosa en comparación con 7: brucei, 

se ha determinado que la utilización de la glucosa es la vla metabólica preferida de este 

parásito. Es por ello que se piensa que una estrategia adecuada para resolver una infección por 

estos parásitos es bloquear una o más de las enzimas de la glicólisis, para impedir la 

generación de energía que los tripanosomas necesitan para su sobrcvivcncia ( l, 11) (Fig. 1 ). 

En 1997 Bakker y colaboradores ( 12) propusieron un modelo matemático del control de flujo 

del metabolismo glicolitico en 7'. br11cei. Utilizaron los datos experimentales de las constantes 

cinéticas y de equilibrio de las enzimas de la vía glicolitica para alimentar el modelo. Con él 

pudieron predecir la contribución de las enzimas del metabolismo glicolitico al control de 

flujo, aún cuando en él las condiciones aerobias y anaerobias sean diferentes. Basándose en 

este mismo modelo, Eisenthal y Comish-Bowdcn en 1998 (13) modelaron la inhibición de las 

enzimas de la glicólisis. Su estudio llegó a la conclusión de que para lograr dicha inhibición 

usando un inhibidor competitivo, sólo se puede empicar al transportador de piruvato como 
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blanco. Esto· se debe a que el piruvuto producido por 7'. hruc:ei en su forma sanguínea se 

exeretu al torrente sangulneo del hospedero junto con un protón, mediante un ucurreudor de 

difusión facilitada tipo simporte. Este acarreador es necesario para In regulación del pH 

intracelular. La inhibición del transporte producirla acumulación de piruvato dentro del 

tripanosoma y por lo tanto, acidificación del citosol. Esto como consecuencia produciría In 

muerte del tripanosoma por desestabiliz.ación osmótica. En cambio con un inhibidor no-

competitivo e irreversible, es decir, con una inhibición del 100 % de la glicólisis, cualquier 

enzima de la vía glicolltica se puede utilizar como blanco potencial para el diseño de 

fármacos. 

INHIBIDORES ESPECIE-ESPECÍFICOS 

Se han planteado otras estrategias en el diseño racional de fánnacos. Algunas investigaciones 

se enfocan sobre enzimas que solo existen en el parásito (9), mientras que otros trabajos 

intentan producir inhibidores dirigidos contra el sitio activo de enzimas que existen tanto en el 

parásito como en el hospedero (14). Esta última estrategia es dificil porque el sitio activo de 

una enzima generalmente está altamente conservado, aún en especies muy separadas por In 

evolución. El. problema también se ha abordado tratando de diseñar inhibidores especie-

específicos de enzimas. La hipótesis de esta estrategia plantea que es necesario identificar un 

aminoácido no conservado que sea importante para la función y estabilidad de lu enzima de 

una especie en particular. Un agente que modifique u tul residuo podría inhibir la fünción de 

la enzima de esta especie. teniendo poco o ningún efecto sobre la actividad de la enzima 

homóloga de otras especies que posean un residuo diferente en esta posición ( 11 ). La enzima 

glicolltica con la que se está probando dicha hipótesis es la triosafosfato isomcrasa (TIM) (en 

la fig. 1 ver la reacción que cataliz.a). La TIM es una e117jma dimérica, con una estructura de 

barril 0/0. Se cuenta con la estructura cristalográfica de la TIM de por lo menos 12 especies 

(entre ellas las de 5 parásitos) y se conoce con grnn detalle su mecanismo de reacción. Una 
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pnrtc de In cnzimn lo constituye In región de In interlilse entre nmbos monómeros, lbmuida 

por 32 residuos (del nsi1 l 11l 11si1 4). Dicha región es imporlnnte pura Ju cstnbilidad del dfmcro. _ 
. --

' . ·-,-

Se ha propuesto un aminoácido no conservado, el residuo 14 de la región de la interfase, que 

se encuentra en el asa I, como blanco pura el diseño de inhibidores especie-especfficos. Del 

análisis de secuencias de aminoácidos de diferentes TIMs se ha postulado a la cistcfna 14 

(residuo que poseen principnlmentc tripanosomátidos) como un sitio estratégico de inhibición. 

Mediante el uso de deriv11ti:1.antcs de grupos sulfhidrilo Gómcz-Puyou y col (11) lograron 

inhibir Ju actividad de las TIMs de diferentes tripanosomátidos. Sin embargo, bajo las mismas 

condiciones la actividad de la TIM de humano, cuyo residuo en la posición 14 esta ocupado 

por una metionina, no se inhibió. Otra diferencia entre las enzimas de ambas especies es la 

región del asa 3 que rodea al residuo en la posición 14. Dicha diferencia consiste en que el asa 

3 es un aminoácido más larga para la TIM de humano {trconina 72) que In de los 

tripanosomátidos (Fig. 2). Por otra parte, In importancia del asa 3 y el residuo 14 para la 

estabilidad del dímero se han estudiado en gran detalle. En estudios de la estructura 

cristalográfica de la TIM de :_T. cruzi en solventes orgánicos (método que permite identificar 

sitios de unión de moléculas orgánicas hidrofóbicas, mismos que pueden representar regiones 

a donde pueden llegar a interactuar fármacos) se encontraron dos moléculas de hexano 

localizadas a menos de 4 A de los residuos isoleucina 69 y fcnilalaninu 75 la región de la 

interfase del dímero de un monómcro, estos dos residuos rodean a la cisteina 15 del otro 

monómcro (Fig. J. marcada como CysJ 15). La cercanía de los dos hcxanos a la región de la 

interfase confirma aún más el interés de esa cistefna como blanco potencial para el diseño de 

türmacos (15). 

"KNOCKOUT" DE GENES 

El "knockout" de genes es un método utilizado para investigar directamente la importancia y 

función de un gen. Se puede utili7.ar para averiguar si un gen es esencial para la supervivencia 
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de unu célula y posteriormente utili.-ar su producto como blanco para el discilo de lünnacos. 

En ailos recientes se hu estudiado la posibilidad de usar el "knockout" de genes en 

tripunosomátidos; algunos de estos estudios se hun realizado principalmente durante el 

crecimiento de parásitos en condiciones de cultivo. Un ejemplo de un gen que no es requerido 

en un estado del ciclo de vida, pero que es esencial en otro, es el de una MAi' cinasa de 

Leishmania mexicana que participa en la seilalización celular. Los promastigotes mutantes y 

carentes de Map quinnsa son viables y fcnotipicamente similares al silvestre. Sin embargo, 

son incapaces de infectar macrófagos, lo que implica que el gen es esencial para la 

sobrcvivencia del parásito en el hospedero. Esta Map quinasa es un blunco prometedor para el 

diseilo de fármacos específicos contra el parásito, siempre y cuando no se afecte la enzima del 

hospedero mamífero. 

La enzima ornitin descarboxilnsa (ODC) de T. brucei es inhibida por el inhibidor D. L-a-

difluoro metil ornitina. Este fánnaco se usa cllnicamente en la enfermedad del sueño causada 

por 7'. h. gambiense. La ODC esta involucrada en los primeros pasos de la bios!ntesis de 

poliaminas, pero su inhibición en este paso puede ser eludida por la presencia de altas 

concentraciones de poliamina exógena. Con respecto a esto ya se tienen mutuntes nulas de 

ODC en T. brucei. En estas mutantes, carentes de poliaminas, se produce citostasis y, 

finalmente, los parásitos mueren. As! se ha demostrado que la falta de ODC es letal in 1•ilro 

bajo las condiciones estudiadas (16). 

LIMITACIONES PARA LA INTRODUCCIÓN DE NUEVOS FÁRMACOS 

Los criterios para permitir la introducción de un nuevo compuesto al mercado farmacéutico 

son sumamente estrictos y dificiles de llenar y esta es la principal razón por la cual la mayor!a 

de los compuestos con actividad farmacológica nunca llegan a convertirse en fármacos útiles. 

La identificación y las pruebas cl!nicas de un nuevo fármaco llevan, un promedio de 12 años o 

más ( 17). Es por eso que un acereamiento "racional" hacia el descubrimiento de fánnacos es 
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ntmctivo pum lns compnñins fnrmncéuticns debido 11 que promete ncelcmr este proceso. Un 

hecho desafortunado, es la fültn de interés de las compañlns ... limnacéuticns por las 

enfermedades parasitarias más predominantes en el tercer mundo: Laru7..ón económica de esta 

situación es evidente, ya que In economla de los paJ~es, ~n yías de dcsurrollo, donde estas 

enfermedades predominan, no puede proveer las. gannn_~i~s; deseadas; Es por ello que los 

esfuerzos por nvunzur Ju investigación en el campo hn quedado en manos de grupos de 

cientllicos ucndémicos y del sector público ( 17). 

CONCLUSIÓN 

Lu posibilidad de identificar inhibidores.selectivos de enzimas de In glieólisis de tripanosomas 

se considera muy prometedor. Dichos inhibidores pueden ser utilizados como guías para 

nuevos fármacos. A pesar de que la glicólisis es una vln nltwnente conservada, se pueden 

identificar diferencias estructurales y cinéticas en In mayoría de las enzimas tripanosomalcs 

comparadas con su equivalente en los humanos. En una gran variedad de casos estas 

diferencias hnn permitido el diseño y síntesis de inhibidorcs selectivos. Algunos de estos 

inhibidorcs hnn bloqueado Ju glicólisis en los parásitos y retardado su crecimiento en cultivos 

sin tener efecto sobre células de mamífero. En futuras investigaciones se podrá optimizar su 

afinidad y evaluar in vivo su actividad, toxicidad, dosificación, efectos carcinogénicos. 

mutagcnicidad y fnrmucocinética pura lograr obtener fámiacos con altísima especificidad y 

efectos colaterales mínimos. 
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Pies de ílgura 

Figura l. L11 figura muestra 111 vla metabólica de In glicólisis de Trypanosoma hrucei en su 

forma sangulnen. Los números indican lns enzimas como sigue: 1 •. transporte de glucosa, 2. 

hexocinasa, 3. hexosa-fosfato isomcrasa, 4. fosfofructocinasa, 5, aldolasa, 6, . triosafosfato 

isomerasa, 7. gliccraldehldo-3-fosfato isomerasa, 8. 3-fosfogliccrato quinasa, 9. fosfogliccrato 

mutasa, 1 O. piruvato quinasa, 11. transporte de piruvato, 12. glicerol-3 fosfato 

dcshidrogcnnsa, 13. transporte del glicerol 3-fosfato, 14. oxidación mitocondrinl del glicerol-3 

fosfato, 15. transporte de la dihidroxiacctona fosfato, 16. glicerol quinasa, 17. transporte del 

glicerol, 18. procesos que convierten ATP en ADP, 19. miocinasa glicosomal, 20. miocinasa 

citosólica (tomado de In referencia 1 ). 

Figura 2. Se muestra una sobreposición del asa 3 de la TIM de humano (en gris) y de T. cruzi 

(en negro) alrededor de In mctio_niM, 15 del otro monómero de In TIM de humano. Se puede 
; . :~ - -- .. 

observar In mayor amplitúcl\'d~I '. ak '.r de la enzima de humano con respecto n la del 

tripanosoma, lo que ~oncuerdn con el mayor espacio ocupado por la cadena lateral de In 
.;-.· . ' 

metioninn con respe'~~io ~I ;ocupado por la cndenn lateral de la cisteina. Las coordenadas 

cristalográficas se obtuvieron de los archivos del PDB 1 HTI (para la TIM de humano) y 

1 TCD (para la TIM de T. cruzi). 

Figura 3. Posición de dos hexnnos (Hcx2 y Hcx3) en In estructura de cristal de T. cruzi en la 

región cercana a la cistelnn 15 de la interfase (Cys 315) (lomado de la referencia 15). 
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Figura l. 
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Figura 2. 
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Figura 3. 
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