.-;...-".‘1

Y DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

=3

CONSTRUCCION, EXPRESION Y PURIFICACION
DE UNA MUTANTE HIDROFOBICA EN LA INTERFASE DE LA
TRIOSAFOSFATO ISOMERASA.

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGO

P R E S E N T A

EDUARDO LEYVA HERNANDEZ

Tutora: DRA. MARIANA PEIMBERT TORRES

MEXICO, D.F. 2006



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE CIENCIAS

Division de Estudios Profesionales

JHIVERSDAD NACIONAL
AVINCMA DE

MEZIC

ACT. MAURICIO AGUILAR GONZALEZ

Jefe de la Division de Estudios Profesionales de la
Facultad de Ciencias
Presente

Por este medio hacemos de su conocimiento que hemos revisado el trabajo escrito titulado:
"Construccién, expresién y purificacién de una mutante
hidrofébica en la imterfase de la Triosafosfato Isomerasa"

realizado por  Eduardo Leyva Herméndez

con niimero de cuenta 097122599 » quien cubrid los créditos de la licenciatura en
Biologia

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Tutor (a)
Propietario Dys, Mariama Feimbert Torres Mm\

Propietario Dra. Georgina Regina Garza Ramos Martinez

Propletacto Dr. Daniel Alejandro Ferndndez Velasco

Suplente Dr. Alejandro Sosa Peinado

Suplente Dr. Mario Luis Calcagno Montans @_&7/,“#3

Atentamente
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”

Dr. Zenén Cano Santana




El presente trabajo se realizé bajo la direccion de la Dra. Mariana Peimbert Torres, en el
laboratorio de Fisicoquimica e Ingenieria de Proteinas, en el Departamento de Bioquimica de
la Facultad de Medicina, de la Universidad Nacional Autonoma de México. Durante la

realizacion del mismo se recibié una beca de CONACYT 43592.



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Mariana Peimbert Torres, por darme la oportunidad de realizar este trabajo bajo su tutela y por
siempre ensefiarme a hacerlo de la manera mas apropiada. Muchas gracias por tu paciencia y apoyo tanto en
la fase experimetal como en el trabajo escrito, que sin ellos este trabajo nunca hubiera visto la luz.

Al Dr. Alejandro Ferndndez, quien me permitié trabajar con la mutante que disefio durante su estancia en el
laboratorio Baker. Por tus valiosas asesorias que permitieron sacar adelante esta tesis, por tus ensefianzas en
fisicoquimica y por impimir animos en eso que se llama forjar el caracter.

A la Dra. Georgina Garza Ramos, parte de este gran grupo que me abri0 las puertas a este campo y que ahora
me permite seguir en el. Gracias por apoyarme y confiar en mi.

Al Dr. Alejandro Sosa Peinado por sus valiosos comentarios y correciones de estilo. Palabras amargas, pero
me han ayudado a reflexionar sobre lo que quiero lograr.

Al Dr. Mario L. Calcagno Monténs, por todo el conocimiento que me compartiste durante la revision. Me dio
gusto que te haya gustado la tesis, aunque fuese tan solo la primera parte.

Al Fisico Héctor Cecefia cuyo acervo cultural no solo repercutié en mi formacién si no también en mi
perseverancia.

A los Doctores Edgar Vazquez Contreras y Maria Elena Chanez Cardenas por sus ensefianzas al final y al
principio de mi carrera, respectivamente.

A todos mis comparieros del laboratorio de fisicoquimica y disefio de proteinas.

A mis amigos de ciencias, en especial a Huilver, Julio César y Daniel.

A Beto, David y Fermin.

A mi madre Ma. Mdnica Hernandez Medina por todo el carifio que me has dado, gracias. Realmente eres un
ejemplo dificil de seguir.

A mi Abuela “Vito” por darme las fuerzas para seguir siempre adelante.

A mi tia abuela Paulina Medina.

A mi padre Emilio Leyva Méndez.

A mi familia, incluyendo a aquellos que ya no estan conmigo.



“A wizard is never late, nor is he early. He always arrives when he means to”

Gandalf, the grey.



S Y= 2
YA I 12N ST 3
A B REV LA TURAS ettt ettt et et e e et e e e e ee e et tase e re e eeeaaseasee s s eeseeare s reenareenreenareenesennreenns 4
L. INTRODUGCCION ..ottt ettt e e et e e e e e e ee e et eeeaeeaeeeaasesseenaseenseenasennseennsesnneennrees 5
1.1. LA RELEVANCIA DEL ESTUDIO DEL PLEGAMIENTO E INGENIERIA DE PROTEINAS ...vviviiiiiiiiriiie e isivirie e seivvveeas 5
1.1.1. Las proteinas en 10S SiStemas DIOIOGICOS. .......cceiiiiiiiieiice et 5
1.1.2. Las proteinas en la ciencia basica y apliCadas. ..........cccovireiieiiiiiiiie s e 6

1.2. ESTRUCTURA DE PROTEINAS ... cttieeiitteeeiiteeeeseteeeesettesesssstesssasaessssssesesassessssasaesessssesesassbeseaassessssasesesassesesaseessssnsens 7
1.2.1. Composicion y estructura de 1S ProteiNas.........cccceveiieieiieieeiere e nne e 7

1.2.2. Conformaciones estables €n 1as ProteiNAS. ........ccvviveviieiieie et sre e 11

1.3. EL PROBLEMA DEL PLEGAMIENTO DE PROTEINAS....cuiiiiiii ittt sttt ettt e e st e e e s s s eabb b e e e s e s s s e aaebaeess 12
1.3.1. Descifrando el segundo COTIgO GENELICO. ......vivivireiririiririeirieieie ettt 12
1.3.2. El postulado de Anfinsen y la paradoja de Levinthal. ... 13

1.4. COMO SE DETERMINA LA ESTRUCTURA DE UNA PROTEINA L..uttiiiiiiiiiiiitiiie e e seibtbie s e s s e bbb aes s e s s s sbbbbas s s e s s seanaraness 17
1.4.1. De 1a SECUENCIA @ 1A BSITUCTUTAL ... .vviiiiviie ettt e e s e e s sttt e e e st a s e s s baae s s sbbaeessabaesssabenaessbbaneas 17

1.4.2. Las mutaciones €N las PrOtEINAS. ......cviirviiiiriiiiisiise ettt sttt ettt e et b e eesnens 17
1.4.3. Las herramientas en la ingenieria de proteinas. .........cccocvcieiiiiiie i 18

1.5 ESTUDIO DEL PLEGAMIENTO Y ASOCIACION DE PROTEINAS ..vvtiiiiiiiiiiitiiee i e ieitittee s e e s seiibbbaes s e s s ssasabesssesssesansseses 19
1.5.1. El plegamiento en el marco fiSiCOQUIMICO. ........cciiiiiiiiiicie et sre s 20
1.5.2. El plegamiento in VIVO € IN VIEFO. ....civiiiiiecie st sttt sne st neena e e nte e nnenns 22
1.5.3. Propuestas de mecanismos de Plegamiento. .........cceverrreeeeieereresese e steeeeee e et sre e sree e saeseesresresrennes 23
1.5.4. La asociacion en proteinas OligOMETICAS. ........cviviviereieeiereesesestestesesseeeeeesee e teseesresresneesaeseenseseesrennes 24

1.6 LA ENZIMA TRIOSAFOSFATO ISOMERASA ....coiiiiiiiitieiiiee e e e sttt et e e e s s s ettt e e s e s s s abbab e e e s e s s sabbbbaeesesssabbbbeessesssassaebeeess 27
T R = 0 1=T = 1T F= Lo LTSRS 27
1.6.2. Estructura y caracteristicas del Darril af B 8. ... e 30
1.6.3. El barril o/ en mondémeros y dimeros de la triosafosfato iSOmMerasa.........ccoceoveeveeienenneneisienecee 31
1.6.4. El mecanismo catalitico de la triosafosfato iSOMEraSa...........cecivvivuiiiiiiiiii e 33
1.6.5. La Triosafosfato isomerasa de Saccharomyces cerevisiae (SCTPI)......cccoovireiriiniinienesneee e 36
1.6.6. Plegamiento y asociacion de 12 SCTPL.........cccoiiiiiiiiiieisesecse et 37

1. 7. PURIFICACION DE PROTEINAS ...utttiiiieiiiiittttiiieeessiitbbatteasssssiabbasssssesssasbbsbasasesssasbbbbesesesssasbbbbaeesesssasbbbbaaesesssaanbbeness 39

2. ANTECEDENTES INMEDIATOS ...oeiiiiiiiiiiiiieieiiieteeesettseeessesessssssssssssssssssssssssssssssssssses 42
A O I N N = X = o = I I o OO 42
2.2. CRITERIOS A TOMAR EN CUENTA PARA LA MODIFICACION DE UNA INTERFASE ......uvviiiieeiiiiiiiiiieeeesssiinneneeeeessnnnns 44
A T V1S3 =i 07X od [0 N OO 44
2.4. EL DISENO DE LA MUTANTE TPI LFFT A . oottt ettt ettt st e e s st e e s s srtae s s sabae e s sbbeeeeans 45

GO 12N =l LN/ TSRS 48
T B O =R = i AV o N 1= N =1 E ST UOTRRRRN 48
3.2. OBJIETIVOS PARTICULARES ....vvveeiitteieeeteeeeseseeeesittesesssttsssssasessasseseaassessessseesssssseseaassessssssesesasssesssassnsssssenesansensesns 48
o o [ =T 0 =E] ST PSPRPPRRRR 49
D IMIATERIALES Y METODOS .. et titttetteeeeettaeeesseaassesssessesnssesssenssesnsesseesasseeeenneeens 50
LN I AV Ny = Y = TSP 50
LoIR Y =T FT Te3o (<o ] (1Y T 51

LI 0 = B T 01 o [0 51
L300 @ T 1FTod =T 1 o (oS 52

B.2. PURIFICACION DE DINA ..ottt ettt ettt et e e e s et b bt et e e e e s s e bbbttt e eesssabbbbeesseessesabbbaeeseessasabbbaeesessssssres 53



5.2.1. Purificacion de plasmidos de DINA........cov oot et sa et sae e e e e e seenrenre e 53

5.2.2. Purificacion de 10S fragmentos 08 PCR. .........cooieiiiiiiieiiee ettt et 55
5.2.3. Extraccion de PCR a partir de geles 0 agaroSa..........c.ierirerureririeerisieenisisesesiste st ee s seesese e sessenens 55
5.3. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA. ....eeiiiittteeeiitieeeeitteeesitteeesatessesbaeeesatbesesastsssssbseesaatbesesasesessiseeesanteesesns 56
5.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA .....ctttieeititeeeittee e e etteeeeeteeeestteaeaatbeeesaasssesssbasaesatteeesastesesssseasanteeeesnns 57
5.4.1. CONSIIUCCION POT PCR.....ouiiieiiite ittt sttt sttt b et bt s b et et b et et e st e st et et et st e e e tesbe e ntesnens 58
5.4.2. PCR QIAGNOSTICO. c.evevveveiteieieitesieeste st este st te st st steste st e e sbe st etesbe e e tesbe e etesbe e abesbe st e te st et e be st et abesbe e atesbeneatenrens 61
LT TR 0 107X o1 ] PSR 62
5.5.1. SisteMa PGEM-T EASY VECIOT. .....couiiiiiiiciicieieie ettt st sttt ettt s ae st e neene et e et e e e seenbenre e 62
5.5.2. Ligacion del inserto con el pPGEM-T EASY VECIOT. ......cccvcieieieieic ettt 63
5.5.3. Transformacion e XLL-BIUB........c.cciiiiiiiiic ettt ettt et ettt e s be e s be e re e saeesbeebeenns 65
5.5.4. Seleccion de clonas reCOMDINANTES. ........ccviiiiiiiiiie ettt st e s te e sbeeere s eesaeesbeeebeenns 65

L SIS =T oW = N o 1Yo o | SRS 66
5.7. ENSAYOS DE EXPRESION Y SOLUBILIDAD ....uveeiiittieeeiitieeesiteeeeaitteeesateesesessesesassesesassssssssssesassesesasssssssssssesssssesesns 68
5.7.1. SiStEMAS 08 EXPIESION. .....cuiiieiiereiieterisietetet ettt sttt sttt s ettt et bt s et e b e et b et ee et et et ebe e e erenees 68
5.7.2. Transformacion de 1as Cepas de EXPreESION. ........ciuireeririeeeriee ettt ettt sae e sb b e seere e es 68
5.7.3. Expresion y solubilidad de TPI LFFTA en BL21 (DE3), BL21 (DE3) Plysy VR101........ccccccoveivrierraennnnn. 69
R I (U] 2] =i [07-Xod [ N SO P PR OTPPTTROPRRRN 70
5.8.1. Expresion, lisis y precipitacion con sulfato de @amoOniO...........coerveeieiieieneiise e 70
R R T nd € 11411 - W o U o= (o1 o o TR RSP PTOPP 71
LRSI Ao [0 To b= W ] ) 1T Uod o) OSSR 72
5.8.4, TEICEIA PUIITICACION. .. .ccviiiveiie ettt ettt ettt st be e be e e bt e e be e e beebe e st e s tbesbeesbeesbeeabesnnesneeabsebeenns 73
5.8.5. CUAMA PUIIICACION. ....cviiivii ettt ettt ettt s ae e e b e e be e b e e st e ebbesteesbeesbeesbeenbesnnesaeeabeebeenns 74
5.9, ANALISIS DE PROTEINAS ..1ettttittteittee ittt estte e steeesteeestseesaeeesteeesseeesteseaseeesteeaseeesteeeaseeesteeeaseeesteeeaseeesteeenseeesteeenseeesns 74
LR ST B LT X T 74

LR I Y =T T T Ta T (1Yo €AV o = Lo ST 75
R I - (o [To I 0 (oI (0] G T 76
5.9.4. Desnaturalizacién por calor seguida por dicroiSmMO CIFCUIAT. .......cocvevierieieieicie e 76

6. RESULTADOS Y DISCUSIONES......ccttttttiiitiiiitieeteeeeeeeeesssresesssssssessssssssssssssssssrssrn. 78
6.1. CONSIDERACIONES DEL DISENO .....ciiiiitiii ittt e ettt e e ettt e ettt e e e ettt e e e s ate e e e satt e e e s sbbeeeaaatseeesabaeaeabbeeesastasessabneaeaseeeesnns 78
6.2. CONSTRUCCION DEL GEN TPI LFFT A ..ottt ettt ettt e ettt e et te e e et e e e e eab e e e s entae e e enaeeeeasbeeaeans 79
6.3, CLONACION ... ettt itteee e ettt e ettt e e e ettt e e et e e e s etee e e s e tbeeeaaataeeesbaeeeeatbeeeaasseseeaaseaaesbbeeeaassseeesabeeaeaatbeeesastesesssbneaeateneeanns 86
6.3.1. Ligacion ¥ transfOrmMaCiON. .........c.coiiiiiiiiiiiie ettt ettt e e st st e s beeneere e e e e e sre e e e e 86
6.3.2. Seleccion de clonas rECOMBDINANTES. ........ccvviiiiieiieie ettt et sbe e be e sbe e e s reesreeabeeereeans 87
6.3.3. VErificacion de 18 CONSIIUCCION. .......cvccviiiiiii ettt ettt b et et e st e s te e sbe e etesreesaeeabeeebeenns 88

LT R O g1 ¢ 4= Tod o T ]l = 1 O S 89
5.3.5. SECUBNCIACION. ....vveveeiteeteite it cte bt ettt e et e ebe e e be e beebesteesteesbeesbeeatesaseabeeebs e beeabeesbestbesbeesbeesbeeneesnsesaseabsereenns 92
6.4. ENSAYOS DE EXPRESION Y SOLUBILIDAD .....vvteiteeetrteiteeeitreesseeestssessseestssassseessssesssssssssessessssssenssssssssessessssssenseesssns 97
(SRS (U121 ] = [07-Yoi [ ] N ST RROPURRR 100
6.5.1. PrimEra PUFITICACION. ......civiiivic ettt ettt sttt st s s et e et e et e eab e eba e st e e sbaesbeeseeeseesneas 101
6.5.2. SEQUNAA PUFIFICACION. ......eviviitiiisictiie ettt bbbt e bt e st te b e nea b nens 107
LR T = (o= = W U 1 Tor- Uod o o PR POT 113
LR R O g v W U ] {o%=Tox (o] SRRSO 119
(O OF:\27-Nog 1= 2 {4 Xod 0] N ] = I e I USRS 125
LN I (o (Lo T T (o [ oo TTaT=T 1 (T T RSO RUROPROT 125
6.6.2. Desnaturalizacién por calor seguida por dicroiSmo CIFCUIAr. ........c.coeiiieieiiiese e 126
6.6.3. ACHIVIAAA CALAITTICA. ....veivieiveciiec et be e be e ebe et e e st e e bbesbaesbeesbeesbeesresnnes 127

7. CONCLUSIONES .1tttttttiteeeeiiiittttreeeeeseessssssssbsssseesseessssasssbssssesessesssssssssrsrsseeeseeesanns 129
8. REFERENCIAS.....utttiiiiieee et iiiittree et e e e e e s st e taa bbb ae e e e e e e e s et as b s b b s areeeeeessessaasbbrseeeeeeeesanns 131



RESUMEN

La triosafosfato isomerasa es una enzima con un papel central en el metabolismo de la glucosa,
catalizando la interconversién entre la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y el D-gliceraldehido 3-
fosfato (G3P). Aprovechando el conocimiento que se tiene sobre la estructura y el proceso de
plegamiento de la TPl de Saccharomyces cerevisiae (ScTPI), utilizamos a este homodimero
obligado como modelo para entender la contribucién de los aminoacidos hidrofobicos a las fuerzas
de asociacion entre sus subunidades. El disefio que se obtuvo con el programa ROSSETA junto
con el uso de algunas técnicas de biologia molecular, sirvi6 para alterar la arquitectura de la ScTPI
y construir una mutante hidrofébica en su interfase en la que se cambiaron cinco residuos (K17L,
Y46F, D48F, Q82T y D85A) para tratar de aumentar la estabilidad del dimero. Después de
construir el gen tpi LFFTA, se clon6 en el vector pGEM, y se expresé utilizando este vector de
clonacion como sistema de expresion. Se llevaron a cabo cuatro esquemas de purificacion para
encontrar las condiciones apropiadas para purificar la enzima. La mutante TPI-LFFTA, se
caracterizdé mediante métodos espectroscépicos y cromatograficos, junto con ensayos de actividad.
Se encontrd que solo es parcialmente activa y que tiene un radio hidrodindmico mayor que el de la
proteina silvestre en su estado nativo. Probablemente adoptd una estructura de dimero expandido,
similar a una estructura nativa pero parcialmente desnaturalizada. Su desnaturalizacion se ajusta
mejor a un modelo de dos estados que a uno de tres estados. La transicion estructural fue
irreversible al incrementar la temperatura con una tasa de 1.0 °C min™, probablemente por la
agregacion de la enzima desnaturalizada. Ademas, la mutante exhibié una Tm de 75.6 °C, un valor
que esta por encima de la Tm reportada para la ScTPI silvestre (59.5 °C). Aunque la TPI-LFFTA

no resulté completamente funcional, se gener6 una enzima mas estable.



ABSTRACT

The triosephosphate isomerase is an enzyme with a main role in glucose metabolism, catalyzing
the interconvertion between dihydroxyacetone phosphate (DHAP) and D-glyceraldehyde 3-
phosphate (DGAP). Taking advantage of the knowledge available about the structure and folding
process of the TPI from Saccharomyces cerevisiae (SCTPI), we used this obligate homodimer as a
model to understand the contribution of hidrofobic aminoacids to the association forces between
subunits. ROSSETA modelling and molecular biology methods allowed us to create a mutant with
an hydrophobic interface, changing five residues (K17L, Y46F, D48F, Q82T and D85A) to enhace
the dimer stability. The tpi LFFTA gene was constructed, cloned and expressed using a pGEM-
easy vector. It was necessary to perform four purification schemes in order to find out the
appropriate conditions needed to purify the enzyme. The resultant mutant, TPI-LFFTA, was
characterized by spectroscopic and chromatographic methods, along with activity assays. It was
found to be just partially active and have a larger hydrodynamic radius compared to the native
wild-type protein. This probably means that the mutant adopted an expanded dimeric structure,
which remains a native-like structure but is slightly denatured. The unfolding of this enzyme
showed a monofasic behavior that fits better to a two state model than to a three state model. The
structural transition was irreversible in thermal scannings conducted at a 1.0 °C min™ rate,
irreversibility was likely caused by aggregation of the denaturalized enzyme. Further, the mutant
exhibited a Tm of 75.6 °C, a value above the reported Tm for the ScTPI (59.5 °C). Although TPI-

LFFTA was not a completely functional enzyme, it was more stable.
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1. INTRODUCCION

1.1. Larelevancia del estudio del plegamiento e ingenieria de proteinas

1.1.1. Las proteinas en los sistemas bioldgicos.

Podemos concebir la vida como un comportamiento sinérgico de macromoléculas que surge de
una compleja red de reacciones quimicas; visto de una forma todavia mas sencilla, se puede decir
que la vida depende de su capacidad de autocatalizarse, reproducirse y evolucionar. Desde que se
origin6 la vida en la Tierra, algunas macromoléculas como el DNA, el RNA vy las proteinas han
sido parte primordial de este suceso. Estos elementos son los que mantienen coherencia en esta red
y permiten que los agregados que constituyen a los seres vivos permanezcan como agentes
autégenos capaces de manifestar una serie de propiedades emergentes, las cuales serian incapaces
de conservar cada uno sus elementos por separado (Kauffman, 2000; Holland, 2004).

Las proteinas son polimeros de cadenas lineares con 20 tipos de aminodcidos estandar como sus
elementos basicos. Su sintesis ocurre a nivel molecular en todos los seres vivos, desde organismos
procariontes extremofilos hasta organismos eucariontes mucho mas complejos y organizados.
Aunque todas estas macromoléculas estan formadas por diferentes combinaciones de los mismos
aminoacidos, durante su evolucion se han vuelto capaces de desempenar funciones muy diversas:

1) Forman parte estructural de membranas y paredes celulares.

2) Sirven de transportadores pasivos y/o activos (canales y bombas) de moléculas como iones,
agua, glucosa, entre otras.

3) Funcionan como transductores y mediadores de sefiales intra e intercelulares.

4) Son componentes fundamentales de la maquinaria de reconocimiento y funcionamiento del

sistema inmune.



5) Catalizan las reacciones metabdlicas mediante las cuales los organismos obtienen, a partir
de su entorno, el poder reductor y los compuestos esenciales que necesitan para realizar la
biosintesis de sus macromoléculas (Branden y Tooze, 1999; Stryer, 1995).

Inclusive una célula bacteriana relativamente sencilla como Escherichia coli, bacteria
ampliamente conocida dentro del campo de la biotecnologia, tiene la capacidad de llevar a cabo
mas de un millar de reacciones y puede presentar de 3 a 6 millares de distintos compuestos, la

mayoria de los cuales son proteinas exclusivas de este organismo. (Voet, 2004)

1.1.2. Las proteinas en la ciencia basica y aplicada.

Mucho tiempo antes de que existieran registros escritos de la historia del hombre, este ya era capaz
de manipular su entorno para elaborar alimentos y bebidas como el pan, el queso, el vino y la
cerveza. Sin duda alguna, esta inexcusable peculiaridad del hombre de utilizar sus conocimientos
sobre el medio ambiente que lo rodea para lograr beneficios en su favor, lo ha caracterizado desde
el principio de su existencia (Sloan, 1996).

Hoy en dia se han logrado avances vertiginosos en la biologia celular, en la bioquimica y en
particular en el area que concierne a esta tesis, el campo de estudio del plegamiento e ingenieria de
proteinas. Las enzimas constituyen un grupo particularmente importante de proteinas de interés
biotecnolédgico, en especial dentro del area conocida como biocatalisis. Pero ;por qué empefarse
en trabajar con catalizadores bioldgicos en lugar de trabajar con aquellos que ha logrado la
industria quimica? Existen varios argumentos que apoyan esta mocion. Tal vez el que tenga mayor
peso, es el hecho de que la capacidad catalitica de estos sistemas bioldgicos supera en varios
ordenes de magnitud a su contraparte sintética. Aunque también se tiene que tomar en cuenta su

alta especificidad y su selectividad. La especificidad se refiere a que actiian sobre un conjunto muy



reducido de sustratos que generalmente son muy parecidos entre si. La selectividad indica que
ejercen su funcidn sobre un grupo quimico particular del substrato, siempre y cuando este presente
la configuracion espacial correcta. No debemos olvidar que la catdlisis dentro de las células se
lleva a cabo bajo temperaturas y presiones moderadas, ademas de realizarse siempre en soluciones
acuosas a valores de pH cercanos a la neutralidad. En contraste, la gran mayoria de los productos
quimicos que se generan actualmente son el resultado de reacciones que utilizan toda clase de
condiciones de temperatura, presion y uso de disolventes. Por esta razon, se vuelve increiblemente
complicado tratar de implementar el uso de una enzima silvestre (denominaciéon que reciben todas
las enzimas cuya composicion no ha sido modificada con respecto al estado en el que se les
encuentra dentro de la naturaleza) a este tipo de procesos. Aunado a esto, la purificacion de
enzimas a partir de microorganismos suele ser compleja y en muchas ocasiones las cantidades
obtenidas son diminutas. Parte de las investigaciones realizadas en las ultimas décadas han servido
para superar algunos de estos impedimentos con adelantos en la obtencién e ingenieria de
biocatalizadores, por lo que las proteinas se han convertido en herramientas trascendentales, en
particular por su amplio potencial de aplicaciones en la industria y en areas como la quimica y la
medicina, entre otras. Es cierto que no todo este conocimiento es aplicable, pero la ciencia basica
también tiene la gracia de otorgarnos un mejor entendimiento de la naturaleza, aunque

contraproducentemente genere cada vez mas interrogantes que respuestas.

1.2. Estructura de proteinas

1.2.1. Composicion y estructura de las proteinas.
Como se menciono, las proteinas son cadenas unidimensionales formadas por n aminoacidos.

Precisamente son las caracteristicas particulares de cada uno de estos aminoacidos lo que



determina la conformacion final y la funcion de las proteinas. Existen 20 tipos distintos de
aminoacidos, pero todos tienen una estructura quimica en comun integrada por un 4atomo de
carbono central o Ca cuyas cuatro valencias estan ligadas a: un grupo amino (NH;), un grupo
carboxilo (COOH), un atomo de hidrégeno (H) y un grupo R o cadena lateral. Cada uno de los
aminoacidos de una cadena proteica se denomina formalmente como residuos a partir del
momento en el que pasan a formar parte de ésta. Los residuos estdn unidos de forma semejante, a
través de enlaces peptidicos; este tipo de enlace es una union covalente que se da mediante la
unidon entre el grupo carboxilo del aminoacido n y el amino del aminoacido n+1, con la
subsiguiente eliminacion de una molécula de agua. El enlace peptidico (C — N) tiene un carécter
parcial de doble enlace, lo que significa que es ligeramente mas corto que un enlace covalente
sencillo, ademas es rigido y plano por lo que no existe rotacion a su alrededor. A todos los 4&tomos
que forman parte de esta sucesion de enlaces peptidicos se les conoce como “cadena principal” o
“esqueleto polipeptidico”. Los atomos que forman parte de este esqueleto por cada residuo son: un
Ca, un grupo amino (NH) unido al Ca y un grupo carbonilo (C'=0), cuyo C también se encuentra
unido al Ca.. Es a partir de este esqueleto que se proyectan las numerosas cadenas laterales de los
residuos. Sin embargo, las proteinas distan mucho de ser polipéptidos homogéneos, puesto que la
cadena lateral o grupo R difiere entre cada aminoacido, confiriéndoles diversas propiedades tanto
estructurales como fisicoquimicas. Cabe destacar que la cadena principal es polar
independientemente del caracter de las cadenas laterales.

Kendrew descubrié que aquellos residuos cuyas cadenas laterales tienen propiedades
hidrofobicas tienden a ocultarse en el interior o nucleo de la proteina, mientras que los residuos
con cadenas laterales hidrofilicas prefieren la periferia de la proteina (Voet, 2004; Stryer, 1995).

Al referirnos a las proteinas utilizamos cuatro niveles de organizacion: Estructura primaria.

Este es el nombre que recibe el nimero de aminoacidos presentes y el orden en el que estan
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enlazados dentro de una cadena polipeptidica. Estructura secundaria. Durante la formacion del
nucleo hidrofébico, la cadena principal también tiene que plegarse. Debido a que esta cadena es
altamente polar, la inica forma de neutralizar sus dipolos es formando un arreglo en el que se
presentan interacciones entre sus grupos mediante puentes de hidrogeno. En este arreglo, las
distintas regiones de la cadena forman estructuras repetitivas y estables conocidas como
estructuras secundarias, las cuales son generalmente de dos tipos: (1) El primero son las hélices a
(figura 1), las cuales fueron descritas por primera vez en 1951 por Linus Pauling (Olivares-Quiroz
y Garcia-Colin, 2004). Como su nombre lo indica, son hélices formadas por una regioén que oscila
de 6 a 30 residuos de longitud, de 3.6 aminoécidos por vuelta y puentes de hidrégeno entre el
amino del residuo n y el carbonilo del residuo n + 4. (2) El segundo tipo son las hojas B (figura
1), que en efecto se asemejan a una hoja de papel plegada en zigzag vista desde un costado. A
diferencia de las hélices o, las hojas B estdn formadas por mas de una region de la cadena, cada
region de la hoja B es de 5 a 10 residuos de largo y recibe el nombre de hebra. Las hebras se

alinean adyacentemente una con otra,

Figura 1. Tipos de estructura secundaria en modelos de caricatura y bastones. (A) Hélice o (B) Hoja B formada

por tres hebras.



permitiendo que entre ellas se formen puentes de hidrogeno entre los grupos carbonilo y los
grupos amino de la cadena principal. Ademas de estas dos estructuras encontramos algunas
regiones de estructura irregular que reciben el nombre de “loops” o asas, debido a su caracter
hidrofilico generalmente se encuentran en contacto con el solvente en la periferia de la proteina.
Estructura terciaria. Esta estructura se forma cuando los elementos de estructura secundaria se
agrupan y forman unidades globulares compactas conocidas como dominios o subunidades. Cada
dominio se caracteriza porque todos sus elementos de estructura secundaria se pliegan de forma
simultanea e independiente a otras partes de la proteina, ademas de desempefiar funciones
especificas. Estructura cuaternaria. Algunas proteinas alcanzan su estado final con sélo una
subunidad (mondémeros), pero muchas otras estan formadas por varias cadenas polipeptidicas o
subunidades que tienen que ensamblarse en una sola molécula, la cual recibe el nombre de

oligomero o estructura cuaternaria (Branden y Tooze, 1998).
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1.2.2. Conformaciones estables en las proteinas.

Los puntos de inicio y término para virtualmente todos los estudios de plegamiento de proteinas
involucran Unicamente a aquellos estados conformacionales que son estables, dado que son las
unicas conformaciones que pueden ser caracterizadas a detalle y se mencionan a continuacion.

A. El estado nativo o plegado (N). Las conformaciones nativas de las proteinas son aquellas en
las que se encuentran totalmente plegadas, presentando actividad bajo condiciones fisiologicas. Se
conocen en gran detalle a partir de las estructuras determinadas por cristalografia de rayos X y por
Resonancia Magnética Nuclear (NMR). Atn completamente plegadas, las proteinas demuestran
varios grados de flexibilidad. Esta es mayor en la superficie proteica, donde algunas cadenas
laterales y unas cuantas asas tienen cierta libertad de adoptar varias conformaciones similares ya
que ninguna de estas conformaciones estd energéticamente favorecida por encima de las otras.
Aunque la flexibilidad es menor en el interior, aun ahi ocurre rotacion de las cadenas laterales. Sin
embargo, podemos decir que una proteina tiene la misma arquitectura tridimensional puesto que
permanece relativamente similar a la estructura promedio determinada por cristalografia de rayos
X o por NMR (Gerstein y Echols, 2004).

B. El estado desplegado (D). La proteina desplegada ideal es una cadena con una conformacion
al azar (random coil) o elemento no estructurado. Se trata de un estado que no es compacto, en el
que la cadena esta abierta y expuesta totalmente al solvente. Los dngulos de rotacion de cada
enlace son independientes de aquellos enlaces distantes en la secuencia y todas las conformaciones
tienen energias libres similares. Aunque las repulsiones estéricas son significativas entre atomos
cercanos en la estructura covalente, y ponen limitaciones en la flexibilidad local. A pesar de estas
restricciones en la flexibilidad conformacional, hay muchas conformaciones posibles aun para el
caso de una proteina pequeiia (Kohn y col., 2004; Uversky, 2002).

C. Estados intermediarios (I). Se ha observado bajo ciertas condiciones que una variedad de
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proteinas exhiben una o varias conformaciones estables que no estin completamente plegadas, ni
completamente desplegadas. Estas conformaciones tienen suficientes similaridades para sugerir
que son diferentes manifestaciones de una tercera conformacion estable. Algunos intermediarios
tienen las siguientes propiedades: (1) Las dimensiones totales son mucho menores que las de un
elemento no estructurado y sélo marginalmente mayores que aquellas del estado completamente
plegado. (2) El contenido promedio de estructura secundaria es similar a aquel del estado plegado.
(3) Las cadenas aromaticas del interior estdn en entornos homogéneos, en contraste a los
ambientes asimétricos que tienen en el estado completamente plegado. Cuando se observa una
estructura estable con estas caracteristicas, es decir, que presente una estructura secundaria
parecida a la nativa y un interior afin a los liquidos, se esta observando un intermediario del tipo

glébulo fundido (Uversky, 2002).

1.3. El Problema del Plegamiento de Proteinas

1.3.1. Descifrando el segundo cddigo genético.

Actualmente sabemos que el DNA es la molécula de la herencia y que los genes de la doble hélice
especifican los diferentes tipos de proteinas que son producidos por las células. Sin embargo, el
DNA no se usa como molde directo para la sintesis de estas macromoléculas. Son las moléculas de
RNAm producidas durante la transcripcion del DNA, las que realizan esta funcién en un proceso
mejor conocido como traduccion. La traduccion se lleva a cabo en los ribosomas, donde junto con
el RNA de transferencia (RNAt) y el RNA ribosomal (RNAr), el RNAm es leido como una serie
de tripletes de bases (codigo genético) que sirve para determinar cada uno de los aminoacidos que
se incorporan en una naciente cadena polipeptidica. (Voet, 2004) Ya se ha dado el primer paso

descifrando el codigo genético, por ello, al determinar el genoma de un organismo podemos saber
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la secuencia de las proteinas que le constituyen. Sin embargo, la funcidon de las proteinas requiere
de una estructura tridimensional especifica que es la tinica con actividad bioldgica. Es durante y
después de su sintesis que la cadena de aminoacidos sufre una transformacién conformacional y
finalmente adopta esta estructura particular a través de un proceso conocido como plegamiento. El
hecho de que la mayoria de las proteinas purificadas puedan replegarse in vitro espontaneamente
de una manera tan fidedigna, ain después de ser completamente desplegadas, indica que la
estructura tridimensional debe estar implicita en su estructura primaria (secuencia de
aminoacidos). Al proceso de como ocurre esto se le conoce como el problema del plegamiento de
proteinas (Jaenicke, 1999; Lindorff-Larsen y col., 2005).

Sin duda alguna los avances en el campo de la gendmica han permitido que cada vez se
conozca mucho mejor el genoma de numerosos organismos, incluido el del hombre, pero sigue
siendo esencial conocer la naturaleza de las proteinas codificadas por estos genes. Por ello,
entender como se pliega una proteina adquiriendo su estructura tridimensional con relevancia para
la vida, se ha convertido en uno de los enigmas centrales de la Biologia contemporanea (Yon,

2001).

1.3.2. El postulado de Anfinsen y la paradoja de Levinthal.

El estudio del Plegamiento de Proteinas es un campo que actualmente se encuentra sometido a
una exhaustiva investigacion, pero la pregunta de como es posible que las proteinas adquieran su
estructura tridimensional a partir de tan s6lo una secuencia lineal de aminoacidos ha sido
perseguida por un tumulto de investigadores desde hace ya varias décadas y muy probablemente
nos mantendra ocupados por muchas mas. Un claro ejemplo de esto lo constituyen las

investigaciones realizadas por Wu, quien en 1929, tiempo en el que no se sabia nada de la
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estructura de las proteinas, se encontraba estudiando el proceso inverso del plegamiento, la
desnaturalizacion (Ghélis y Yon 1982).

No obstante, fue hasta 1960 que resurgié el interés en este campo, gracias al experimento
seminal de C. Anfisen, el cual refutd la creencia de que al igual que en otros sistemas quimicos,
eran las interacciones covalentes las que determinaban la estructura tridimensional de las
proteinas. En este experimento in vitro mostré como la Ribonucleasa A (RNAsa A), una enzima
extracelular de 124 residuos con 4 puentes disulfuro, era capaz de retomar su estructura
tridimensional después de haber sido desnaturalizada; indicando que efectivamente la secuencia de
aminodcidos es la que determina la estructura nativa sin el requerimiento de factores extrinsecos o
aporte de energia para alcanzar esta conformacion y que por tanto eran las interacciones débiles no
covalentes y no las interacciones covalentes las que guiaban el plegamiento.

En la primer fase del experimento, los 4 enlaces disulfuro (S-S) se reducian a 8 grupos
sulfidrilo (—SH) usando B-mercaptoetanol y se desnaturalizaba la proteina con urea 8 M; bajo estas
condiciones, la enzima era inactiva. En la segunda fase, se removia la urea mediante dialisis; luego
los grupos —SH eran oxidados formando nuevamente enlaces S-S. Dado que Anfinsen carecia de
métodos que lo ayudaran a visualizar la estructura de la proteina, trabajo bajo la premisa de que si
la proteina era capaz de recuperar su estructura nativa espontaneamente después de la remocion de
la urea, también recuperaria su actividad. En efecto, la actividad de la enzima tratada fue > 90% de

la actividad de la enzima sin tratar (Anfinsen, 1973).
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Figura 3. Experimento de renaturalizacion de la RNAsa. Anfinsen mostré que la RNAsa A, una enzima de 124

residuos y cuatro puentes disulfuro (marcados en verde) era capaz de renaturalizarse y recuperar su actividad.

A partir de este postulado surgio el corolario del control termodinamico sobre el plegamiento,
el cual indica que la estructura tridimensional plegada de una proteina es termodindmicamente
estable y representa un minimo en la escala de energia libre de Gibbs. Por otra parte, al tomar en
cuenta el corto tiempo requerido por el proceso de plegamiento tanto in vVivo como in Vvitro, naci6
la paradoja de Levinthal, la que podemos ejemplificar para un sistema sencillo como una cadena
polipeptidica de s6lo 100 aminoacidos. Asumiendo que para cada uno de los residuos de la cadena
existen unicamente dos conformaciones, existirian 2'® conformaciones posibles para este
polipéptido; considerando que se requiere 10™'' segundos para que un residuo cambie de una
conformaciéon a la otra, la busqueda al azar de la estructura nativa a través de todas estas
conformaciones requeriria 10'' afios, un tiempo completamente irreal en el contexto biologico
donde el tiempo de plegamiento se encuentra en el orden de segundos o minutos. Es entonces claro
que la evolucion ha encontrado una solucion efectiva a este problema de combinatoria. Podemos
asumir que esta solucion implica que las proteinas se pliegan siguiendo rutas preferenciales de
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plegamiento, es decir, la cadena polipeptidica no visita cada una de las conformaciones posibles;
en su lugar s6lo va tomando la forma de aquellos conféormeros que sirvan de intermediarios en el
camino hacia la estructura final. Este camino estaria conducido por un control cinético del
plegamiento. La hipotesis termodinamica y la hipotesis cinética se ilustran en la figura 4; no
obstante es indiscutible que ambas sirvieron de punto de partida para la realizacion de numerosos
esfuerzos por hallar los caminos de plegamiento, a partir de los cuales han surgido diversos

modelos (Creighton, 1993; Honig, 1999).

4

by

Energia libre de Gibbs

Figura 4. La conjuncion de las hipotesis termodinamica y cinética. Se muestran tres estados energéticos, N
representa la forma nativa y por tanto el minimo energético global, mientras que A y B representan cada uno a un
minimo energético local, probablemente intermediarios parcialmente plegados. El estado B se encuentra
energéticamente mas cercano al estado N (b, < a,), mientras que el estado A se halla cinéticamente mas cerca al estado

N (a; < by) debido a que la barrera energética a superar es menor.
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1.4. Como se determina la estructura de una proteina

1.4.1. De la secuencia a la estructura.

La evidencia que corrobor6 la hipdtesis de que la estructura primaria determina el camino de
plegamiento de las proteinas asi como su estructura final surgié del trabajo realizado por Jonathan
King (Yu y King, 1984). Su estudio implicé la renaturalizacion de una proteina del bacteriofago
P22. King realizé una variedad de mutantes de esta proteina en las que cambio6 la secuencia de
aminoacidos. Algunas de las mutantes eran incapaces de renaturalizarse a 39 °C, temperatura en la
que normalmente inicia la renaturalizacién de la proteina silvestre, y s6lo lograban hacerlo hasta
alcanzar los 30 °C. Los cambios de aminoécidos causaron un cambio de sensibilidad con respecto
a la temperatura, por lo que aparentemente afectaron tan solo la estabilidad de los intermediarios
durante el proceso de plegamiento. Esta observacion sugiere que la secuencia de los aminoacidos
de una proteina dicta su estructura nativa especificando como se tiene que plegar a su

conformacién nativa (Voet, 2004).

1.4.2. Las mutaciones en las proteinas.

Las substituciones son una clase importante de mutaciones en proteinas que implican reemplazar
un aminodcido por otro. En la naturaleza, una substitucion puede surgir debido a un error en la
replicacion, en la transcripcion, en la traduccion o inclusive durante las reacciones pos-
traduccionales. Experimentalmente, numerosas técnicas son rutinariamente empleadas para alterar
deliberadamente los tipos de aminoacidos en lugares especificos de la secuencia. Una sola
substitucion puede originar tanto un cambio imperceptible (mutaciones inocuas) como un cambio
radical (mutaciones disruptivas) en las propiedades moleculares: funcion, estabilidad, o estructura
(Voet, 2004).
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No se sabe exactamente cuantos cambios en la secuencia de aminoacidos se necesitan para que
una proteina deje de plegarse a su conformacion nativa, ya sea para que permanezca desplegada o
para que adopte una nueva conformacion. Pero se ha encontrado que proteinas que comparten tan
poco como un 20% de identidad pueden ser funcional y estructuralmente similares. Algunos
estudios como el que se realizdo con GB1, donde esta proteina adoptd otro plegamiento al cambiar
un 50% de sus 56 residuos, demostraron que no todos los aminoéacidos tienen papeles de igual
importancia en determinar un plegamiento particular (Voet, 2004).

Se ha encontrado que las proteinas son sorprendentemente adaptativas a las mutaciones que se
esperaria fueran disruptivas, no obstante, el nicleo hidrofobico parece ser el aspecto mas critico
para conservar su estructura y estabilidad (Seckler y Jaenicke, 1992).

En cuanto a funcionalidad se refiere, los aminodcidos que se encuentran formando parte del
sitio activo suelen ser muy conservados entre proteinas homologas debido a la gran presion de
seleccion a la que han estado sometidos, por lo que cualquier cambio puede resultar en la
disminucioén o inclusive pérdida de la actividad.

En el caso de la interfase proteina — proteina suele existir un mayor grado de libertad ya que no
todos los aminoacidos son tan conservados como en el sitio activo, cabe destacar que aunque en
estas posiciones se pueden encontrar aminoacidos distintos, a menudo se trata de aminodcidos con

caracteristicas similares (Gerstein y Echols, 2004 ).

1.4.3. Las herramientas en la ingenieria de proteinas.
El disefio de proteinas solubles y bien estructuradas es dificil debido a la complejidad de las
interacciones en juego. En lo que concierne a la forma de realizar este disefio, hay dos corrientes

principales. La primera es del disefio racional, e implica realizar un estudio exhaustivo sobre la
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enzima y sus caracteristicas que se desean modificar, para asi determinar los sitios sobre los que se
aplicard la mutagénesis dirigida. Es cierto que este procedimiento requiere de un gran numero de
antecedentes, pero al momento de obtener los resultados se tiene una idea mas concreta de las
razones por las cuales se acepta o se desecha la hipotesis original. La segunda corriente se conoce
como evolucién dirigida, consiste en experimentos combinatorios que crean muchas secuencias
que sirvan para vencer nuestra falta de entendimiento sobre el plegamiento y otras propiedades
moleculares mediante la obtencion de resultados inesperados. Aunque estos métodos pueden
generar un vasto nimero de secuencias (10%-10'%), esta cantidad se torna insignificante al
compararla con el niimero de secuencias posibles para tan s6lo una proteina de 100 residuos (20'*
~ 10"°). Por ello, en muchas ocasiones este proceso no se lleva a cabo de forma completamente
estocastica, acotandose a la creacion de secuencias nuevas dentro de un rango delimitado por
parametros conocidos, como puede ser una base de datos (Peimbert, 2003; Zhao y col., 2002).

La mejora en el desarrollo de herramientas computacionales a la par del aumento de la
capacidad de procesamiento de los ordenadores y la posibilidad de compartir datos estructurales a
través de las bases de datos que existen en la extensa red del Internet, han sido de gran ayuda en la

prediccion de estructuras de proteinas modificadas y en aquellas disefiadas de novo.

1.5 Estudio del Plegamiento y Asociacion de Proteinas

Para facilitar su comprension, el problema del plegamiento de proteinas puede ser simplificado
dividiéndolo en tres preguntas diferentes aunque relacionadas entre si: (1) ;Mediante qué camino o
proceso cinético, adopta la proteina su conformacion nativa y biologicamente activa? (2) ;Cual es
la base fisica de la estabilidad de las conformaciones plegadas? (3) (Por qué la secuencia de

aminoacidos determina un proceso de plegamiento y una estructura tridimensional en particular?
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La meta final a la que queremos llegar, es ser capaces de predecir la estructura y la funcioén de
una proteina completamente plegada a partir de tan solo la secuencia lineal de los aminoacidos que
la conforman. Este evento deberia ser posible dado un entendimiento completo de las preguntas
arriba mencionadas. Si bien se han logrado avances considerables en afios recientes, como el éxito
en el disefio de novo de proteinas sencillas completamente plegadas, el poder alcanzar esta meta
no es seguro, o por lo menos no lo es a corto plazo, pues al parecer no existen respuestas sencillas

para estas preguntas.

1.5.1. El plegamiento en el marco fisicoquimico.
Si bien es cierto que no se sabe si el estado nativo de una proteina corresponde a un minimo
energético global o a un minimo energético local, estd firmemente establecido que en condiciones
fisiologicas, durante el plegamiento la variacion de energia libre de Gibbs es negativa (AGpiegamiento
< 0), lo que lo hace un proceso termodinamicamente favorable capaz de ocurrir espontaneamente
sin requerir la aplicacion de energia externa. Este cambio estructural resulta gracias a la
contribucion de diferentes tipos de interacciones moleculares, principalmente el aumento de
entropia que se da por la liberacion de las moléculas de agua que se encuentran ordenadas
alrededor de los residuos polares y no polares y también por la disminucién de la entalpia.
Trabajando bajo esta premisa se han efectuado estudios de renaturalizacion in vitro con el fin de
probar que el plegamiento de proteinas sigue caminos especificos con intermediarios estructurales
definidos.

El plegamiento de algunas proteinas puede representarse como un modelo sencillo de dos
estados; este modelo plantea el mecanismo de plegamiento como una cinética de primer orden y se

muestra en la siguiente reaccion
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k1
D—"k N (1)

x|

donde D representa al estado desnaturalizado y N al estado nativo. De forma analoga a como
ocurre en las reacciones quimicas, donde las especie A (reactivo) se transforma en una especie B
(producto), aqui también es posible aplicar el formalismo termodindmico correspondiente y asi

plantear el conjunto de relaciones termodindmicas para esta transicion. Estas relaciones son:

AGp—n~= -RT logk (2)
AHp.y= R 202K 3)
ST!

En donde K representa la constante de equilibrio de la reaccidon, que es igual al cociente entre
las constantes de velocidad k; y k.;. La validez de este planteamiento yace en el hecho de que la
proteina sea, efectivamente, un sistema de dos estados, es decir, que no existan intermediarios
estables durante el proceso de plegamiento (Olivares-Quiroz y Garcia-Colin, 2004). Sin embargo,

encontramos con frecuencia sistemas de tres o mas estados, representados por la siguiente reaccion

D+ *I, *3N @)

Donde I es un intermediario en el equilibrio. Para determinar las constantes termodinamicas y
cinéticas es indispensable saber con qué tipo de sistema se esta trabajando, para ello existen varios
métodos experimentales que pueden ser usados para seguir una transicion de desplegamiento y asi
poder determinar con certeza el nimero de estados del sistema. Uno de los mas ttiles y versatiles

es la espectroscopia de fluorescencia (Eftink, 1997).
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1.5.2. El plegamiento in vivo e in vitro.

Como se mencion6 anteriormente, una forma de entender el plegamiento es reproducirlo in-vitro
con experimentos de desnaturalizacion y renaturalizacion. In vitro las proteinas se pueden
desnaturalizar sometiéndolas a presiones altas, variaciones de temperatura, pH y agentes quimicos
(caotropicos). Las proteinas desplegadas en desnaturalizantes fuertes, como cloruro de guanidinio
(GuHCI), B-mercaptoetanol y urea, han demostrado tener las propiedades hidrodinamicas
promedio esperadas para un polipéptido no estructurado.

En teoria se puede lograr el replegado de las proteinas de forma similar a como ocurre dentro de
las células, con tan sélo restaurar las condiciones originales en las que se tenia la proteina plegada.
Lamentablemente en algunas ocasiones la renaturalizacion es incompleta debido a que ocurren
apareamientos incorrectos de los dominios, agregacion, cambios quimicos, etc. Es normal que se
presenten este tipo de inconvenientes ya que a diferencia del plegamiento in vivo, donde se cuenta
con la asistencia de algunas proteinas como chaperonas e.g. Groel y peptidil isomerasas para evitar
el plegamiento incorrecto y la agregacion de las proteinas, el plegamiento in vitro depende
unicamente de la interaccion de la proteina con el solvente. También se tiene que tener en cuenta
que el experimento se realiza con una cadena polipeptidica cuya sintesis ha sido completada, a
diferencia del proceso que ocurre dentro de los organismos vivos donde muchas veces el
plegamiento sucede al mismo tiempo que se va sintetizando la cadena en los ribosomas. A pesar
de esto, eventualmente se puede evadir estos inconvenientes seleccionando cuidadosamente las
condiciones apropiadas (temperatura, pH, composicion quimica del solvente, concentracion de la

muestra, etc.) para que ocurra la renaturalizacion (Seckler y Jaenicke, 1992).
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1.5.3. Propuestas de mecanismos de plegamiento.

Existen tres modelos clasicos de plegamiento, el primer mecanismo que se propuso es el de
nucleacidon-propagacion, este indica que la estructura terciaria se propaga rapidamente a partir de
un nucleo local de estructura secundaria, Cuya formacion seria el paso limitante del proceso
(Wetlaufer, 1973; Dagget y Ferhst, 2002). Sin embargo, la popularidad de este modelo ha
disminuido debido a la falta de evidencia de intermediarios de plegamiento con estas
caracteristicas. El segundo es el mecanismo de armazén (“framework™) similar al modelo de
difusion-colision por lo que comunmente son catalogados como el mismo modelo; éste plantea
que primero se forma la estructura secundaria a lo largo de toda la cadena polipeptidica, a lo que le
sigue el ensamblaje de estas unidades preformadas de estructura secundaria dando origen a la
estructura terciaria. Este modelo gand apoyo con la mayoria de los estudios realizados alrededor
de 1980 con péptidos helicoidales pequefios y relativamente estables (Kim y Baldwin, 1982,1990;
Dagget y Ferhst, 2002). El tercer modelo es el del colapso hidrofébico, en el que las interacciones
hidrofébicas de largo alcance causan la compactacion de la proteina, previo a la formacioén de una
estructura secundaria, por lo que el plegamiento toma lugar en un volumen confinado (Baldwin,
1989).

Recientemente se propuso otro modelo conocido como nucleacion-condensacion, este une
caracteristicas de los mecanismos de armazon y colapso hidrofobico. Los autores de este modelo
postulan que las proteinas pueden plegarse mediante una simple cinética de dos estados y que la
estructura secundaria y terciaria se forma en paralelo al mismo tiempo que ocurre un colapso

general (Daggett y Ferhst, 2003).
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Figura 5. Los paisajes de plegamiento son robustos y con forma de embudo (A) Paisaje energético representado
en forma de embudo de plegamiento, donde el eje vertical representa la energia interna. Cada conformacion posible
estd representada por un punto del paisaje, mientras que los dos ejes horizontales muestran los grados de libertad. (B)
En un corte transversal del embudo se puede observar una probable via de plegamiento de una proteina, también se
puede apreciar el minimo energético local y la barrera energética que tiene que superar para alcanzar el minimo

global.

Dejando atrés la controversia que existe con respecto al mecanismo de plegamiento, podemos
visualizar este proceso al representarlo tridimensional mente como un paisaje de energia con
topologia escabrosa y forma de embudo (figura 5). En general, las multiples rugosidades de este
paisaje energético, representan las barreras de energia entre conformaciones. Estas barreras suelen
ser pequefias; pueden aparecer intermediarios en las partes del embudo donde se presenta valles

mas pronunciados.

1.5.4. La asociacion en proteinas oligomericas.
Un gran nimero de proteinas estdn compuestas por mas de una cadena polipeptidica, estas

proteinas se denominan multiméricas u oligdmeros. Se han hecho varios intentos por cuantificar la
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proporcion de oligomeros dentro del universo proteico, pero estos estudios dificilmente pueden
considerarse concluyentes, ya que estdn basados en proyecciones y estimados indirectos. Las
proteinas oligoméricas ademas del proceso de plegamiento presentan un segundo evento durante el
cual se agrupan todas las subunidades que constituyen su estructura cuaternaria, conocido
comunmente como asociacion. Los diferentes tipos de proteinas oligoméricas son muy versatiles y
capaces de llevar a cabo funciones para las que los monomeros no estan adaptados como en el
caso de la ATP sintasa, un complejo oligomérico que sufre una transicion continua entre distintas
conformaciones para poder desempefiar el ciclo catalitico de la sintesis del ATP en las
mitocondrias.

Monod en 1965 enlist6 las primeras funciones que se descubrieron para oligdbmeros, desde ese
entonces la lista se ha vuelto mucho mas grande e incluye un amplio rango de funciones. Una de
las mas importantes, es el alosterismo, que se caracteriza por: (1) poseer dentro de una estructura
limitada varios sitios capaces de interactuar con substratos y ligandos; (2) responder flexiblemente
a diversos ambientes; y (3) tener la aptitud de reaccionar en términos de retroalimentacion, a través
de la unién cooperativa del ligando a multiples sitios de la proteina (D’ Alessio, 1999).

Las razones subyacentes a esta naturaleza oligomérica no son del todo entendidas. Se ha
propuesto que en algunos casos la oligomerizacion es mas bien una cuestion de regulacion de la
actividad que de estabilidad. De hecho podemos encontrar varios ejemplos de complejos
multienzimaticos en los que la asociacién se correlaciona con la funciéon. A continuacion
menciono algunos: Enzimas que pueden presentar un sitio catalitico activo unicamente tras la
asociacion de sus subunidades, como la glucosamina-6-fosfato desaminasa. En funciones de
regulacion de la expresion del DNA, o de transduccion de sefiales a través de la membrana celular
donde la funciéon depende de una asociacion o disociacion del complejo en su totalidad, como en el

caso de "p53" una proteina supresora de tumores. Cuando ocurren mutaciones en el gen que
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codifica esta proteina, se pueden generar proteinas truncadas que no permiten la oligomerizacion,
resultando en una disminucién en la tasa de formacion de tetrdmeros de pS3 y en su funcioén
preventiva. Sin embargo en otras proteinas, se cree que la formacion de oligdmeros se da por
razones de estabilidad mas que cataliticas (N4jera, 2003; D’ Alessio, 1999).

Debido a la enorme diversidad de complejos multiméricos se puede observar que el proceso de
asociacion puede ocurrir a la par del plegamiento, pero también puede suceder poco o mucho
tiempo después de que cada una de las subunidades se plieguen por separado. La forma en la que
ocurre este evento estd determinada hasta cierto punto por las mismas fuerzas que guian el
plegamiento, pero también estan involucrados procesos que causan cambios o modificaciones en
la estructura de las subunidades (D’Alessio, 1999; Mateu, 1999).

Las interacciones oligoméricas también pueden separarse en aquellas que son obligadas y las
que no lo son. En los oligdmeros obligados o permanentes, no se puede encontrar a los protomeros
como estructuras estables e independientes. Estos complejos suelen ser muy estables y
generalmente necesitan estar asociados para llevar a cabo su funcion, por lo que permanecen la
mayor parte del tiempo en este estado. En el caso de los oligdbmeros no obligados o temporales, los
protomeros pueden existir de forma independiente y su asociacidon o disociacion puede depender
de su concentracion y su co-localizacién. Aunque en algunos casos puede que sea necesario la
intervencion de algun mecanismo molecular que modifique este equilibrio.

A fin de cuentas, se puede decir que los factores relevantes en la interaccion proteina-proteina
para la formacion de complejos oligoméricos son la concentracion de los componentes y la energia
libre del complejo con respecto a la de otros estados alternativos. En términos estructurales, las
interfaces en oligdmeros permanentes como la TPI, suelen ser més grandes e hidrofobicas que en

los oligdmeros temporales (Nooren, 2003).
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1.6 La Enzima Triosafosfato Isomerasa

1.6.1. Generalidades.

La triosafosfato isomerasa (TPI; EC 5.3.1.1) forma parte de la maquinaria del metabolismo. En
eucariontes, bacterias y arqueas mesofilicas la TPI se encuentra como un homodimero soluble
donde cada una de las cadenas polipeptidicas que constituyen los monémeros puede pesar 25-27
kDa; mientras que las TPI de arqueas hipertermofilicas e.g. Thermoproteus tenax, Thermotoga
maritima y Pyrococcus woesei, existen como homotetrameros compuestos por monéomeros que
son mas pequefios que los de otras especies en un 10% (Walden y col., 2004). Esta enzima acta
durante la segunda etapa de la glicolisis justo después de que la fructosa-1,6-bisfosfato es partida
en dos por escision alddlica con ayuda de la aldolasa. La triosafosfato isomerasa, como su nombre
lo indica, lleva a cabo una reaccién de isomerizacion, catalizando la interconversion entre los
compuestos de tres carbonos Dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y el D-gliceraldehido 3-fosfato
(G3P). Esta reaccion se conoce a detalle y se ilustra en la fig. 3 (Stryer, 1995; Knowles, 1991).
Solamente el G3P puede continuar de forma directa en la via glucolitica, pero gracias a que la
DHAP puede ser convertida rapidamente a G3P con la asistencia de esta enzima, la célula asegura
que por cada molécula de glucosa se obtenga una ganancia neta de 2 moléculas de ATP, 2

moléculas de NADH y 2 moléculas de piruvato que pueden continuar al ciclo de Krebs.
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Figura 6. Reaccion de isomerizacion de la TPIL. La reaccion general de interconversion entre la DHAP y el G3P que

cataliza la TPI se muestra en este esquema, donde también se puede observar el intermediario cis-enediol.

Dado que la presencia de esta enzima es un factor que permite obtener el maximo rendimiento
del metabolismo de moléculas combustibles, no resulta extrafio el hecho de que sea ubicua. La TPI
se ha estudiado intensamente durante los ultimos afos, los reportes indican que hasta el momento
se tienen secuenciadas las TPI de més de 100 especies, y se ha determinado la estructura
tridimensional por cristalografia de rayos x de las siguientes especies: Gallus gallus (Banner y
col., 1975), Saccharomyces cerevisiae (Lolis y col., 1990), Tripanosoma brucei brucei (Wierenga
y col., 1991), Escherichia coli (Noble y col., 1993), Homo sapiens sapiens (Mande y col., 1994),
Bacillus stearothermophilus (Delboni y col., 1995), Plasmodium falciparum (Velanker y col.,
1997), Vibrio marinus (Alvarez y col., 1998), Tripanosoma cruzi (Maldonado y col., 1998),
Leishmania mexicana (Williams y col., 1999), Thermotoga maritima (Maes, 1999), Pyrococcus
woesi (Walden y col., 2001), Entamoeba histolytica (Rodriguez y col., 2002), Thermoproteus
tenax (Walden, 2004).

La actividad de la TPI en funcion de la concentracion de sustrato se grafica como una
hipérbola, lo que representa una cinética clasica del tipo Michaelis-Menten. La enzima no esta

regulada alostéricamente, no requiere de la presencia de cofactores y sus subunidades actuan de
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forma independiente (Lambeir y col., 1987; Nagano y col., 2002).

La velocidad a la que ocurre la reacciéon en presencia de la TPI es ~10° veces mayor que la
reaccion no enzimatica (Albery y Knowles, 1976). La relacion K,/K;, para el G3P como sustrato
es igual a 10° M''s”, éste valor es comparable al calculado para reacciones bimoleculares en
solucion que estan limitadas por difusion, el cual es de 10%10' M's™". Debido a esta similaridad
se dice que esta enzima ha alcanzado la perfeccion catalitica, lo que significa que los cambios
conformacionales que sufre la proteina desde que se forma el complejo enzima-sustrato ([ES])
hasta que termina la catalisis cuando se libera el producto y la enzima queda libre nuevamente
([E]+[P]), son mas rapidos que la velocidad con la que difunde el sustrato al sitio activo, siendo
esta ultima el paso limitante. Este dato se corrobord con el estudio de los pardmetros cinéticos a
distintas viscosidades del solvente. Se mostr6 que a mayor viscosidad (Unicamente
microviscosidad generada por agentes pequefios), mas lento se realiza el encuentro entre la enzima
libre y el sustrato libre ([E] y [S]), por lo que la catalisis también se vuelve mas lenta. De nada
serviria modificar cualquiera de los otros pasos de la catalisis, pues su velocidad no esta limitada
por los cambios conformacionales proteina-solvente o por los rearreglos quimicos substrato-

enzima, sino Unicamente por la difusion (Blacklow y col., 1988).

29



1.6.2. Estructura y caracteristicas del barril /£ 8.

Existen tres clases principales de patrones de plegamiento con estructura o/f. Los que tienen
plegamiento de Rossman, los que tienen motivos ricos en leucina y los barriles (a/p)s también
conocidos como barriles TIM. Este plegamiento tan caracteristico fue descrito por primera vez en
una TIM (de ahi su segundo nombre) y se ha encontrado en todas las triosafosfato isomerasas que

se han caracterizado hasta el momento (Branden y Tooze, 1999; Nagano y col., 2002; Livesay y

La, 2005).

Figura 7. Representacion esquematica del barril o/f 8 de ScTPIL (A) Hojas B. (B) Hélices a. (C) Mondémero
completo. Los triangulos purpura y verde indican los extremos amino y carboxilo terminal, respectivamente. (D)
esquema en dos dimensiones de la estructura secundaria del barril o/, donde se ve con claridad la alternancia entre

hélices o y hebras 3.

El patron de plegamiento de barril TIM (Figura 7) consiste en 8 repeticiones de hélices o

alternadas por hebras 3, de tal forma que en el interior del barril se encuentran las ocho hebras 3
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paralelas entre si, mientras que las hélices a estan cubriéndolas en la parte externa.
El barril o/ 8 es muy comun en la naturaleza, no solo se ha encontrado en las TPI sino que

también esta presente en gran parte de las enzimas registradas en el PDB (protein data bank. URL:

http://www.rcsb.org/pdb/). Este esquema de plegamiento se observa en 5 de las 6 clases

enzimdticas que existen, mostrando su sorprendente versatilidad al catalizar reacciones
completamente diferentes. Algunos ejemplos los constituyen la oritidina 5’-monofosfato
descarboxilasa, que cataliza la sintesis de oritidina 5’-monofosfato con un incremento en la tasa de
sintesis mayor a cualquier otro reportado y las esfingomielinasas D (SMases D) obtenidas a partir
del veneno de arafias del género Loxosceles, capaces de catalizar la hidrdlisis de esfingomielina, lo
que las convierte en la principales toxinas responsables de la manifestacion de dermonecrosis por

picadura de estos aracnidos (Wierenga, 2001; Swanson y Vetter, 2005; Murakami y col., 2005).

1.6.3. El barril o/ #en mondmeros y dimeros de la triosafosfato isomerasa.

Dado que el presente trabajo utiliza a la TPI como modelo, se explican algunas de las
caracteristicas particulares de su tipo de plegamiento. En la figura 8 A se muestra un esquema de
superficie de un mondmero de TPI. Podemos ubicar el sitio activo como una pequefia cavidad en
la proteina marcada en rojo. Esta cavidad es tapada durante la catdlisis por la protuberancia
contigua a este sitio que se encuentra de color verde. En naranja se sefiala una protuberancia que
forma parte de la interfase. En la figura 8 B observamos este mismo panorama en un esquema de
caricatura que nos indica la estructura secundaria. Utilizando el mismo codigo de colores,
podemos darnos cuenta de que la protuberancia que acompana al sitio catalitico (verde)
corresponde a una estructura de asa, frecuentemente denominada asa catalitica o asa €2, mientras

que la protuberancia de la interfase también es un asa (naranja) a la que se le llama asa de

31



interfase. Ambas asas suelen distinguirse del resto al ser ligeramente mas grandes.

(B)

Figura 8. Ubicacién del sitio activo y las asas catalitica e interfasica. (A) Representacion en superficie. (B)

Representacion en caricatura. En rojo se sefiala el sitio activo, en verde el asa catalitica y en naranja el asa interfésica.

Figura 9. Asociacion del homodimero de la ScTPI. El mondémero de la izquierda exhibe tinicamente el esqueleto
polipeptidico, la His95 y el Glul165 de color rojo en una visualizacion de varas y el sustrato en esferas El monomero

derecho muestra su superficie en una visualizacion de superficie en malla.
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Cuando se forma el dimero (figura 9), los mondémeros quedan frente a frente y sus
correspondientes superficies de interfase quedan ocultas al solvente. El area que comprende la
interfase del dimero constituye una gran parte de la enzima. Esta geometria simétrica de
asociacion entre monomeros es similar en todas las TPI. Aunado a esto, muchos estudios han
establecido que la TPI natural (es decir, no manipulada por ingenieria de proteinas) es activa
unicamente como oligomero. Esta es una de las razones por las que se empezd a estudiar a la
interfase de la TPI como modelo de diana para desarrollar muchas drogas parasito-especificas
(Espinoza y Trujillo, 2004; Tellez y col., 2004; Hernandez-Alcantara y col., 2002; Maldonado y

col., 1998).

1.6.4. El mecanismo catalitico de la triosafosfato isomerasa.

Se han llevado a cabo toda una variedad de experimentos para elucidar el proceso de catalisis de la
isomerizacion en la TPI. Esta enzima tiene una maquinaria funcional compleja que ha
evolucionado para la catélisis Optima de esta importante reaccion. El Glul65 y la His95 son
participantes principales de la transferencia de electrones que ocurre durante la catalisis, este
mecanismo acido-base puede ser resumido de la siguiente forma (figura 10): (i) Después de la
union de la DHAP uno de los protones del C-1 es removido por la base catalitica Glul65,
produciendo el intermediario enediolato. (ii) Esta especie es posteriormente protonada en el O-2
por el anillo de imidazol neutro de la His95, generando un enediol y un anion imidazolato. (iii) La
His95 recupera su proton del O-1 del enediol, formando nuevamente una especie enediolato que
ahora carece de un proton en el O-1. (iv) La protonacion de este enediolato en el C-2 por el grupo
carboxilo del Glul65 restaura de este modo la base general y genera el producto DHAP, que

posteriormente es liberado de la enzima (Aqvist y Fothergills, 1996; Kursula y col., 2001).
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El principal cambio conformacional de esta enzima implica el cierre y apertura del asa catalitica
0 asa Q (asa 6 constituida por 11 aminoacidos), este cierre se produce por un desplazamiento de
aproximadamente 7 A entre sus distintos estados conformacionales. Distintos estudios que
implican mutagénesis, cinética y dinamicas moleculares coinciden en que el principal papel del
cierre de esta asa es impedir la pérdida del reactivo intermediario enediol(ato). A pesar de esto, el
asa Q de la TPI continua abriéndose y cerrandose atn en ausencia de ligando (Xiang y col., 2004).

Aunque la His95 y el Glul65 son sin duda parte fundamental del funcionamiento de la enzima,
el resto de los residuos del sitio activo también se encuentran implicados en la catalisis, como la
Lys12 que provee la carga positiva requerida para la unioén del substrato, la Tyr208 y la Ser211
que forman puentes de hidrogeno con la Alal76 y la Gly173 respectivamente y son esenciales para
que el asa del sitio activo se cierre correctamente (Figura 11), por su parte los 11 residuos restantes
que forman parte del asa catalitica, ayudan a estabilizar el intermediario cis-enediol en la
conformacion con el asa cerrada, protegen el sitio activo del contacto de la mayoria de las aguas
del entorno y previenen la reaccion de eliminacion del fosfato. El cambio in vitro de cualquiera de
estos aminoacidos mediante métodos de DNA recombinante puede producir enzimas deficientes o
incluso completamente carentes de actividad, extrapolado a una situacion in vivo, aun una pequefia
mutacidon en esta zona puede causar severas enfermedades genéticas, que van desde desordenes

hemoliticos hasta dafios neuromusculares (Derreumax y Schlick, 1998; Kursula y col., 2002).
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Figura 10. El mecanismo catalitico de la TPI. Se puede mostrar como un proceso de cuatro pasos, excluyendo los pasos de union y liberacion del sustrato

(Aqvist y Fothergills, 1996).

Figura 11. El cierre y apertura del asa Q. La Tyr208 y la Ser211 que se encuentran en el segmento en verde forman puentes de hidrogeno con la Alal76 y

la Gly173 que estén en el asa en amarillo (Derreumax y Schlick, 1998).
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1.6.5. La Triosafosfato isomerasa de Saccharomyces cerevisiae (SCTPI).

La estructura cristalografica de la triosafosfato isomerasa de levadura (ScTPI) fue resuelta a una
resolucion de 1.9-A a un factor R de 21.0%. Esta enzima es un homodimero, cada uno de sus
monomeros pesa alrededor de 26 700 Da (Lolis y col., 1990). Presenta tres triptofanos (Trp90,
Trpl157 y Trp168) y dos cisteinas (Cys41 y Cys126) en su estructura. La estructura del sitio activo
claramente indica que los aminoacidos implicados en la catalisis son el Glul65, cuyo grupo
carboxilato esta involucrado en la formacion de un puente de hidrogeno con el grupo hidroxilo de
la Ser 96, asi como la His95 y la Lys12. Presenta una K, de 1.58x107 s y una K, de 1.5 mM
(Vazquez, 2005). El area accesible al solvente (ASA) del dimero es de 19 356 A%, mientras que el
monoémero presenta una ASA de 11 285.8 A?, por lo que el ASA que se oculta al dimerizarse es de
aproximadamente 3 216 A? (Wierenga y col., 1991). Se utilizaron varios experimentos de
renaturalizacién en presencia de glicerol para determinar las constantes de plegamiento de los
monomeros (kpeg = 1.43 X 107 s y de de asociacion de los mismos (Kasee = 6.7 x 10° M s7) es
de 10"P-10"9. El cambio en la energia libre de Gibbs estimado para el plegamiento del mondmero

(AG®ieg) €5 de -16.6 kJ mol” y de -70.3 kJ mol para la asociacion de los monomeros (AG®,.) (Najera,

2003).
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Figura 12. Imagen estereoscopica del sitio activo de ScTPI. Se observan los aminoacidos mas importantes para la

catalisis, el Glul65 en rojo, la Ser96 en azul, la His95 en cian y la Lys12 en magenta.

1.6.6. Plegamiento y asociacion de la ScTPI

La ScTPI es una enzima cuyo plegamiento y asociacion ya se han caracterizado. Se obtuvo
evidencias cinéticas y termodindmicas que indican que la desnaturalizacion y la renaturalizacion
de la ScTPI se ajustan a un modelo de tres estados (Najera y col., 2003).

2D «<—* 21 «—= N (ver figura 13). De acuerdo a este modelo, los mondomeros sin
estructura (desnaturalizados 6 D) se pliegan parcialmente como un mondmero expandido e

inactivo (intermediario o I) para luego ensamblarse en dimeros activos (nativo o N).
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Figura 13. Modelo de tres estados de la desnaturalizacion y renaturalizacién de la ScTPI. La k., es la constante
de velocidad asociada al proceso de plegamiento (2D a 2I) y la k. es la constante de velocidad asociada al proceso

de asociacion (21 a N).

El cambio en energia libre para el plegamiento del mondémero (AGyieg) se define como:
AGyleg = -RT Inkpjeq (1)

donde k¢ €s la constante de velocidad de plegamiento que se obtiene de:

[1] )

Kpieg = —
[D]

Mientras que el cambio en energia libre para la asociacion de los mondmeros (AGisoc) se define
como:
AGgsoc = -RT Inkgsoc (3)

donde kasoc €s la constante de velocidad de asociacion que se obtiene de:

Kasoc = [N] (4)
[11?
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1. 7. Purificacion de proteinas

Las proteinas se purifican en una serie consecutiva e independiente de pasos, durante los cuales
las diferentes propiedades fisicoquimicas de la proteina de interés se utilizan para separarla de las
otras sustancias. Los métodos modernos de separacion se basan en procedimientos
cromatograficos. En estos, el extracto celular (fase mobil) se pasa a través de una columna que
consiste de una matriz solida y porosa a la que se le llama fase estacionaria. Las interacciones que
tienen las biomoléculas con esta fase estacionaria retardan su paso del soluto a través de la
columna y eventualmente causa que las proteinas se separen y eluyan como sustancias puras
(Voet, 2004).

En este trabajo se utilizaron dos tipos de procedimientos cromatograficos. El primero se conoce
como Cromatografia de exclusion molecular. La columna utilizada para este proceso fue la
Sefacryl S-300 (16 mm x 70 cm). Este método sirve para separar moléculas en solucion de
acuerdo a su tamano. En el caso de la S-300, las cuentas porosas de sefacryl retienen por mas
tiempo a moléculas pequeias capaces de pasar por estos poros, permitiendo que moléculas mas
grandes atraviesen la columna mas rapido.

El segundo es la Cromatografia de intercambio idnico, para el que se us6 una columna MonoQ.
Consiste en pasar la muestra a través de una matriz con una carga neta positiva. La carga de la
proteina es complementaria a la de la matriz en un ambiente con pH por debajo del punto
isoeléctrico de la enzima, por lo que esta queda unida a la matriz mientras que otras proteinas y
componentes celulares pasan a través de la columna. Al final se eluye la proteina aumentando la

carga i6nica del solvente.
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Figura 15. Principio de la cromatografia de proteinas. (A) Intercambio idénico. Las particulas cargadas
negativamente se unen a la matriz cargada positivamente y son retenidas. Las particulas cargadas negativamente son
rechazadas por la matriz y son eluidas. La elusion de las particulas cargadas negativamente se consigue aumentando la
fuerza ionica o cambiando el pH. (B) Exclusion molecular. Las moléculas pequeias entran en los pequefios conductos
que presentan las esferas de gel, donde la velocidad de flujo de solvente es menor. Las moléculas grandes incapaces de
pasar por los conductos de las esferas de gel se mueven entre ellas, donde la velocidad de flujo de solvente es mayor.

Como consecuencia las moléculas de mayor peso molecular son eluidas primero.

Este método se basa en el principio de que los aminoacidos en solucion se protonan cuando se
encuentran a un pH mas bajo que su punto isoeléctrico. Entre mas pequenio es el pH del
amortiguador, mas grande es la carga positiva de las proteinas, lo que disminuye la fuerza con la
que se unen a la matriz anionica. Cada proteina tiene una composicion de aminoacidos distinta,
por lo que el nimero de aminoacidos protonados entre una proteina y otra varia dependiendo de su
composicion y del pH (Voet, 2004). Esto permite separar a la proteina de interés de acuerdo a su
composicion y a la afinidad con la que se une a la fase fija de la columna. Usualmente los cambios
en el pH y en la pendiente del gradiente salino se llevan a cabo de manera conjunta con el fin de

lograr una purificacion mas eficiente. Un gradiente demasiado abrupto puede eluir a la proteina

40



en un nimero pequeno de fracciones, pero puede no ser eficiente para separarla por completo del
resto de las proteinas; por el contrario, un gradiente muy prolongado separa mejor a la proteina,
pero puede eluirla en un rango de fracciones demasiado grande, dejandola muy diluida. La
combinacion apropiada de estas condiciones, aunque puede estimarse tedricamente, solo puede
encontrarse de forma empirica (Pharmacia Fine Chemicals AB, 1983; Yamamoto y col., 1988).
Durante la purificacion se hace uso de tablas de purificacion para determinar el rendimiento del
proceso. Durante cada paso el tamafio de la muestra se vuelve mas pequeno y la cantidad de
proteina total también disminuye. Esto es normal, puesto que el objetivo es remover lo mas que se
pueda de proteina no deseada. Para enzimas como la TPI, se puede seguir su proporcion durante
cada paso de la purificacion, en términos de su actividad. Esto es, el incremento en la tasa de
conversion de sustrato a producto. El término actividad total se refiere entonces a la actividad
potencial de enzima en una solucion. Se espera que este valor también vaya disminuyendo, ya que
siempre hay pérdida por inactivacidbn o interacciones inespecificas con los materiales
cromatograficos u otras moléculas en la solucion. De la relacion entre la actividad total y la
cantidad total de proteina se obtiene la actividad especifica, que como su nombre lo indica es la
actividad que se tiene por cada mg de proteina. En un paso eficiente, la pérdida de proteina es mas
grande que la pérdida de actividad, por lo tanto, la actividad especifica aumenta aun cuando la
actividad total decae. Esta informacion es Util para ubicar los pasos en los que se pierde a la
proteina o su actividad, lo que permite mejorar los protocolos en los que no se ha podido
establecer las condiciones apropiadas para obtener un buen rendimiento en la purificacion

(Lehninger, 2000).
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2. ANTECEDENTES INMEDIATOS

2.1. Lainterfase de la TPI.

La TPI necesita estar en su forma dimérica para lograr la catélisis. Por ello, resulta de gran
importancia entender los principios que regulan la asociacion de esta enzima. Durante las Gltimas
décadas se han realizado algunos esfuerzos por caracterizar las interacciones que estabilizan las
interfaces de las proteinas, revelando unas pocas reglas generales. Este conocimiento ha mostrado
tener aplicaciones practicas en el disefio de drogas especie-especificas capaces de perturbar la
asociacion en enzimas de agentes patdgenos sin afectar las enzimas homdlogas del hospedero
(Maldonado y col., 1998; Espinoza y Trujillo, 2004; Téllez y col., 2004). Sin embargo, para poder
mejorar nuestro entendimiento de estas interacciones es necesario estudiar nuevas mutantes
interfasicas. A continuacién se mencionan algunos de los trabajos en los que se realizaron
modificaciones a la interfase, junto con sus respectivas conclusiones.

Schliebs y col. en 1997 realizaron un experimento en el que los residuos Thr75 y Gly76, que
estan en la punta del asa 3 (asa interfasica), fueron sustituidos por Arg y Glu, respectivamente.
Obteniendo un mondmero con actividad residual de TPI, a lo que argumento que las subunidades
monoméricas presentan asas flexibles que se rigidizan cuando ocurre la dimerizacion.

Gopal y col. publicaron en 1999 un trabajo en el que introdujeron dos puentes disulfuro entre
las interfaces de las subunidades de la triosafosfato isomerasa de Plasmodium falciparum (PfTPI),
con el fin de impedir la disociacion de estas durante el proceso de desnaturalizacion. Para esto se
realiz6 la mutante Y74C, para que cada Cys74 formara un puente disulfuro con la ya existente
Cys13 de la otra subunidad. La mutante presentd una actividad catalitica similar a la enzima

silvestre. La desnaturalizacion por calor mostré que la forma oxidada de esta mutante (Y74Cox)
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tiene una estabilidad similar a la de la enzima silvestre (Tm ~ 60 °C), mientras que la forma
reducida (Y74Cred) es bastante labil (Tm ~ 38 °C). Obtvieron el cristal de una forma parcialmente
oxidada de Y74C (solo presenta uno de los dos posibles puentes disulfuro), el cual revela una
estructura en la que se forma una cavidad de ~ 50 A% en la interfase debido al puente disulfuro.

En el 2002 Herndndez-Alcantara y col. cambiaron la cisteina 14 que forma parte de la interfase
de la triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei (TbTPI), por cada uno de los otros 19
aminoacidos, con la finalidad de deducir las caracteristicas que el residuo de esa posicién debe
tener para dar lugar a enzimas competentes. Las mutantes C14A, C14S, C14P, C14T y C14V
presentaron la misma actividad y estabilidad que la enzima silvestre. Las mutantes C14N, C14R y
C14G mostraron una actividad y estabilidad bajas, mientras que el resto de las mutantes
presentaron menos del 1% de la actividad de la TbTPI. En general el analisis de estos datos indica
gue se obtuvieron enzimas similares a la enzima silvestre cuando la Cysl4 fue cambiada por
residuos de baja polaridad y con un volumen de Van der Waals entre 65y 110 A.

Maithal y col. en el 2002 introdujo la mutacion Y74G en la interfase de la triosafosfato
isomerasa de Plasmodium falciparum (PfTPI). De acuerdo a los estudios de fluorescencia y
dicroismo circular la mutante Y74G presentd propiedades espectroscopicas similares a las de la
PfTPI, lo que sugiere que tienen una estructura parecida. Pero comparada con la enzima silvestre,
la mutante mostré una ke casi 25 veces menor, sin cambios significativos en el valor de Kp.
También se observd una pérdida de actividad enzimatica en concentraciones de enzima por debajo
de 10 uM y una estabilidad considerablemente menor a agentes desnaturalizantes como urea y
GuHCI. Esto sugiere que la sustitucion de los aminodcidos aromaticos que se encuentran en la

interfase de la TPI por residuos pequerios, debilita las interacciones entre subunidades.
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2.2. Criterios a tomar en cuenta para la modificacién de una interfase

Existen algunos puntos a tomar en cuenta durante el disefio de mutantes interfasicas estables. Un
primer criterio indica que, aunque pocos, todos los aminodcidos que sean conservados entre
enzimas homdlogas no deben cambiarse. Generalmente los aminoécidos conservados estan
fuertemente ligados a la funcionalidad de la enzima, lo que explica su permanencia a travées del
proceso evolutivo. La identidad no es lo Unica informacién que se debe tomar en cuenta del
analisis de secuencias homologas, ya que en muchas ocasiones los aminoacidos que ocupan la
misma posicién no son exactamente los mismos y puede darse el caso de que sean aminoacidos
con propiedades fisicoquimicas similares. Esta similitud puede deberse a que estos aminoacidos
desempefian un papel importante y similar entre proteinas homologas. A pesar del estado dindmico
de la proteina, se debe de intentar escoger residuos que formen parte de la interfase pero que se
encuentren a una distancia relativamente considerable del sitio activo, con la intencion de que las

mutaciones no interfieran con la catalisis (Sun y col., 1992; Pérez y col., 1999).

2.3. Justificacion

Es importante conocer las distintas fuerzas que toman parte en el proceso de asociacion de un
complejo oligomérico. Dentro de las fuerzas débiles no covalentes, el efecto hidrofébico juega un
papel crucial en determinar la preferencia conformacional de estas macromoléculas. En la
naturaleza se pueden encontrar numerosos ejemplos en los que aminoacidos con cadenas laterales
no polares tienden a agruparse entre si excluyendo al solvente. El caso mas comun son los nucleos
de las proteinas, los cuales suelen contener una mayor proporcion de residuos hidrofébicos con
respecto al resto de la proteina. La formacién de estos grupos, suele contribuir significativamente a
la estabilidad de las conformaciones adoptadas. Esto se atribuye a que se trata de un proceso

hidrofobico que a temperatura ambiente es entrépicamente favorable y entalpicamente neutro
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(Espinosa, 2002).

La afinidad por el solvente acuoso de los residuos que forman parte de la interfase de
oligébmeros, repercute en las fuerzas hidréfobas que favorecen la asociacion de sus subunidades.
Por lo que se espera que entre mas residuos no polares se puedan incluir en la interfase, mayor sera
la fuerza hidrofébica que favorezca la asociacion.

Tomando en cuenta que el programa ROSETTA ha mostrado ser una herramienta poderosa
para el redisefio de estructuras de proteinas (Kuhlman y Baker, 2000) y que la TPI de
Saccharomyces cerevisiae es un buen modelo experimental de asociacion oligomérica, resulta muy
interesante constatar el potencial de este programa para disefiar una interfase de este dimero que
sea mas hidrofdbica que la de la enzima silvestre.

Una vez que se cumplan los objetivos de construccion, expresion y purificacion de la mutante
hidrofébica en su interfase de ScTPI, se piensa comprobar si efectivamente no ocurre una pérdida
en la actividad catalitica de la enzima. La funcionalidad de la enzima sirve entonces como método

para corroborar la eficiencia del disefio al descartar o aceptar efectos colaterales de las mutaciones.

2.4. El disefio de la mutante TPI LFFTA.

El problema de la prediccion de la conformacion nativa de las proteinas a partir de su secuencia de
aminoacidos, generalmente se resuelve encontrando la estructura con menor energia libre
correspondiente a una secuencia. Por el contrario, el problema del disefio es completamente
inverso a la prediccion (Schueler y col., 2005). La mayoria de los esfuerzos para disefiar proteinas
utilizan métodos que sirven para empacar las cadenas laterales de acuerdo al esqueleto
polipeptidico de una proteina que existe en la naturaleza. Recordemos que las secuencias que

normalmente encontramos en el mundo bioldgico han sido determinadas por una compleja
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interaccion entre diversas presiones de seleccion. En la que no sélo se trata de mantener una
funcion adecuada para la proteina, si no que también se favorece la estabilidad. A pesar de estas
presiones de seleccion, la deriva al azar dentro de la secuencia sigue ocurriendo debido a la
aparicion de mutaciones neutras (Kuhlman y Baker, 2000).

En el disefio de esta mutante, se buscé modificar la interfase de la ScTPI cambiando algunos
residuos polares por otros de caracter hidrofobico. Las mutaciones debian situarse en la interfase y
no tenian que implicar cambios en residuos conservados. La finalidad de estos cambios era crear
un modelo de TPI en el que se cambiaran interacciones polares (puentes de hidrogeno y puentes
salinos) de la interfase por interacciones hidrofobicas, ya que estas Ultimas son mas favorables en
ambientes relativamente hidrofébicos como lo es la interfase. La optimizacion de las interacciones
entre las interfases de los mondmeros tenia como fin obtener un modelo de TPI con una mayor
interaccion entre los mondémeros, pero con un plegamiento similar. Como la constante de
asociacion de los monémeros de esta enzima es muy alta (3 x 10° M™* S, con un valor que es
cercano al que presentan las reacciones limitadas por difusion, no se podia lograr un aumento
significativo en la velocidad con la que ocurre la asociacion. Por lo que el disefio sélo planteaba
obtener un modelo que tuviese una interfase termodinamicamente més estable.

Primero se cred un banco de mutantes de ScTPI para las posiciones 17, 46, 48, 82 y 85. Estas
mutaciones tenian que ser simétricas, es decir, que estuvieran presentes en ambos monomMeros.
Para generar el banco y evaluar las mutantes se utiliz6 el programa ROSETTA. Este presenta una
gran versatilidad, al poseer funciones que evaluan la energia de todos los enlaces, la energia de
interaccion con el solvente y una metodologia de optimizacion que es util tanto para la prediccion
como para el disefio. El programa arroja los resultados en formato PDB, para cada uno de los
cuales muestra la estabilidad calculada y el nimero de contactos en la interfase. De todas las

mutantes analizadas, la TPl LFFTA (K17L, Y46F, D48F, Q82T y D85A) presento los valores mas
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altos de estabilidad calculada y niumero de contactos en la interfase. Con respecto a la silvestre,
TPI LFFTA presenta un menor numero de contactos en la interfase, pero presenta un valor de

estabilidad calculada mucho mayor.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo general

El objetivo general de este proyecto es construir, expresar y purificar una mutante hidrofébica en

la interfase de la Triosafosfato Isomerasa de Saccharomyces cerevisiae.

3.2. Objetivos particulares

1.- Construir el gen de la triosafosfato isomerasa con modificaciones en los codones para que al
expresarlo produzca una enzima con las siguientes mutaciones en la interfase: K17L, Y46F,
D48F, Q82T y D85A. El disefio y la sintesis de los oligonucledtidos necesarios para llevar a cabo
la construccion del gen estan considerados dentro de este punto.

2.-Introducir este gen en un vector que sirva para su clonacion y expresion.

3.-Optimizar la expresion de la enzima mutante.

4.-Purificar la proteina a partir de las bacterias recombinantes.

5.-Caracterizar la actividad catalitica de la enzima mutante.

6.-Caracterizar la estabilidad de la mutante.
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4. HIPOTESIS

Se propone que el cambio de ciertos aminoacidos de la interfase por otros de naturaleza mas
hidrofobica (de acuerdo al disefio elaborado con ayuda de ROSETTA) puede contribuir a
acrecentar las fuerzas que unen a los monémeros de la TPI.

Dentro de los objetivos de esta tesis no se plantea determinar las rutas de plegamiento ni
asociacion, ni los valores de AG o de las constantes de velocidad relacionados a estas transiciones.
Esto no implica que en un futuro no se puedan caracterizar las propiedades termodinamicas y

funcionales de los procesos de desnaturalizacion y renaturalizacion de esta mutante.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

El Dr. Daniel Alejandro Fernandez Velasco proporciond el disefio de la mutante de la triosafosfato
isomerasa de Saccharomyces cerevisiae que se obtuvo a partir del programa ROSETTA.

El gen tpi AFAAS (gen que codifica para una mutante de la TPl de Saccharomyces cerevisiae
con las mutaciones K17A, Y46F, D48A, Q82A y D85S, clonado en un vector pBC) y el gen tpi
PLATA (gen que codifica para una mutante de la TPl de Saccharomyces cerevisiae con las
mutaciones K17P, Y46L, D48A, Q82T y D85A, clonado en un vector pBC) fueron construidos y
clonados por la Dra. Mariana Peimbert Torres.

La o — Glicerolfosfato Deshidrogenasa (a-GDH) se obtuvo de Boheringer Mannheim, el
glicerol y el etanol (99.9%) se obtuvieron de Merck, el cloruro de sodio (NaCl) de J. T. Baker. El
marcador de DNA fue una escalera de DNA de 1 kb de Invitrogene. EI amortiguador de las
reacciones de PCR fue el 10x Reaction Buffer de Stratagene. Para subclonar el producto de PCR
se utilizd el pGEM®-T Easy Vector System de Promega. En la purificacion de DNA se utilizo el
QIAquick® Gel Extraction Kit de QIAGEN vy el QIAprep® Miniprep Kit también de QIAGEN. La
TPI silvestre que se usé como marcador en los geles de proteinas también fue proporcionada por la
Dra. Mariana Peimbert Torres. El resto de los reactivos que se utilizaron son de Sigma. Se usé

agua desionizada y de grado mili Q.
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5.1.1. Medios de cultivo.
En este trabajo de investigacion se utilizd Gnicamente un tipo de medio de cultivo, cuya
composicidn se menciona a continuacion.

Medio Luria — Bertani (LB)

Reactivo Cantidad (g) requerida para 1 L de medio
Tryptona 10

Extracto de Levadura 5

NaCl 10

Bacto Agar 5

- Se ajusta el pH a 7, en el caso de los medios liquidos no se agrega agar.

5.1.2. Plasmidos.

La tabla 1 contiene y describe en forma breve a todos los plasmidos de los que se hace mencién.

Tabla 1. Plasmidos a los que se hace referencia en este trabajo.

Nombre Descripcién Uso general

pBlueScript Es un fagémido (plasmido proveniente de un fago) y es un Clonacion
vector de clonacion. Contiene al gen lacZ interrumpido por el
Sitio de Clonacién Multiple (SCM). Tiene una region que le
confiere resistencia a Ampicilina (Am").

pBC Plasmido derivado del pBlueScript, también es un vector de Clonacién
clonacién con el gen lacZ interrumpido por la secuencia del
SCM. La Unica diferencia con respecto al pBluescript es que la
region Am" fue cambiada por una region de resistencia a

Espectinomicina (Sp").
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pGEM-T Plasmido comercial, también es un vector de clonacién con
el gen lacZ interrumpido por la secuencia del SCM. Tiene a los
promotores T7 y SP6 flanqueando el SCM. Especial para
clonar productos de PCR pues tiene extremos 5 T
sobresalientes.

pBC-YTIM Derivado de pBC, con el gen silvestre de la TPI de
Saccharomyces cerevisiae.

pBC-AFAAS Derivado de pBC, con el gen de la mutante TPl AFAAS.

pBC-PLATA Derivado de pBC, con el gen de la mutante TPI PLATA.

Clonaciény

expresion

Templado de PCR

Templado de PCR

Templado de PCR

5.1.3. Oligonucledtidos.

Se usaron los oligonucledtidos comerciales de New England Biolabs M13/pUC Forward

Sequencing Primer (FWD-M13), M13/pUC Reverse Sequencing Primer (REV-M13), NdelTim y

XhoTim. Ademas se disefiaron y se mandaron a sintetizar dos oligonucle6tidos que pudieran

hibridar de manera especifica en las partes del gen de la ScTPI donde se encuentran los codones a

modificar (L17 y FF48).
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Tabla 2. Oligonucleétidos que se usaron durante este proyecto.

Nombre # de Secuencia
bases
FWD-M13 (M13/pUC 20b 5 d(GTTTTC CCAGTC ACGAC) 3

Forward Sequencing Primer)
REV-M13 (M13/pUC 16 b

Reverse Sequencing Primer)

NdelTim 24b
XhoTim 23b
T7pro 20b
L17 (ytim-L17)* 24b
FF48 (Ytim-FF48)* 25D

5" d(AAC AGC TAT GAC CAT G) 3’

5" d(GAT ATA CAT ATG GCT AGA ACT TTC)3’
5" d(G CTC GAG TTA GTT TCT AGA GTT G)3’
5" d(TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG)3’

5" d(CTT AAT GGA TTG CAA GGA ACC GTT) 3’
5’ d(GA GAC AGA GTA AAA TAA GAA GGT

AG) 3’

* Los oligonucledtidos L17 y FF48 tienen subrayado en su secuencia los codones que se van

introducir en la secuencia del gen de TPI de levadura.

5.2. Purificacion de DNA

5.2.1. Purificacion de plasmidos de DNA.

Para la purificacion de los plasmidos de DNA de las clonas recombinantes se utilizd el QlAprep

Miniprep kit (QIAgen). Este método esta disefiado especificamente para la obtencion de hasta 20

ug de DNA a partir de cultivos de E. coli en 1 — 5 mL de medio LB. El procedimiento se basa en

la lisis alcalina de las células bacterianas con un método conocido como Birnboim y Doly. Para

cada miniprep se hizo un cultivo de 12 h de 10 mL de LB, el cual se centrifugé a 10 000 rpm por

15 min. Se resuspendieron las células en 250 uL de amortiguador P1 (el cual contiene RNAsa para
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degradar las moléculas de RNA). Se agregé 250 uL de amortiguador P2, cuyo componente
principal es la NaOH y el SDS. El SDS solubiliza los lipidos y los componentes proteicos de la
membrana, mientras que la condicion alcalina desnaturaliza las proteinas del DNA cromosomico y
el resto de las proteinas. En este paso la solucién se vuelve viscosa y ligeramente més clara. Es
importante que el tiempo que el lisado permanece en esta condicion alcalina sea regulado, puesto
gue una exposicion prolongada puede causar que el plasmido sea desnaturalizado
irreversiblemente. Luego el lisado se neutraliz6 al mismo tiempo que se ajustd a altas
concentraciones de sal con la adicion de 350 uL del amortiguador N3. En este momento la
solucion se vuelve nebulosa y blanca.debido a que las altas concentraciones de sal precipitan el
DNA cromosomal, las proteinas desnaturalizadas y otros restos celulares junto con el SDS. Se
centrifugd a 10 000 rpm por 10 min y se pasé la fase soluble (en la que se hallan los plasmidos) a
través de una columna QIAprep centrifugando a 15 000 rpm por 1 min, esta columna tiene una
membrana de gel de silicatos que es selectiva para la absorcion de DNA en presencia altas
concentraciones de sal (se forma un puente entre las cargas negativas de la membrana, las cargas
positivas de las sales y las cargas negativas de los grupos fosfato del DNA). Por ello, Unicamente
los plasmidos son retenidos en la membrana. Antes de eluir se lavo con 0.5 mL del amortiguador
PB a 15 000 rpm por min (este amortiguador contiene sales y permite eliminar cualquier rastro de
endonucleasas que pudieran degradar el DNA) y con 0.75 mL del amortiguador PE a 15 000 rpm
por 1 min (este amortiguador contiene etanol y sirve para eliminar el exceso de sales del
amortiguador PB). Finalmente, para eluir el pldsmido se colocé la columna en un tubo eppendorf
limpio de 1.5 mL, se agregaron 30 uL de agua estéril al centro de la membrana de la columna 'y

se centrifugo a 15 000 rpm por 1 min.
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5.2.2. Purificacion de los fragmentos de PCR.

Para purificar los productos de PCR, eliminando los oligonucledtidos utilizados en la reaccion
previa, se utilizd el QIAquick PCR Purification Kit (QIAgen). Este protocolo esta disefiado para
purificar fragmentos de DNA de hebra doble o sencilla con longitudes de 100 pb a 10 kb obtenidas
mediante PCR. La purificacion elimina nucledtidos, polimerasas y sales, previniendo su
interferencia en las siguientes reacciones. El protocolo se basa en la union del DNA a columnas de
silica de la misma forma que para el miniprep.

Se mezclaron 5 volimenes del amortiguador PB por 1 volumen de la muestra de PCR. Se
aplico la muestra a una columna QIAquick spin previamente colocada en un tubo eppendorf de 1.5
mL. Para unir el DNA se centrifug6 a 15 000 rpm por 1 min. Se desecha el liquido que atraviesa y
se vuelve a centrifugar a la misma velocidad por el mismo tiempo para remover todo el etanol. Se
coloca la columna en un tubo eppendorf de 1.5 mL limpio. Para eluir el DNA se agregan 30 uL

agua esteéril en el centro de la membrana y se centrifuga durante un minuto.

5.2.3. Extraccion de PCR a partir de geles de agarosa.
Para extraer y purificar los productos de PCR a partir de geles de agarosa se utilizo el QlAquick
Gel Extraction Kit. Este kit esta disefiado para extraer DNA de 70 pb a 10 kb de geles de agarosa.
Se pueden procesar hasta 400 mg de agarosa por columna. Este protocolo se sigui6 para todas las
reamplificaciones que se hicieron durante la construccion, de la siguiente forma:

Después de destefiir el gel de agarosa y ubicar la zona en la que se encuentra la banda de DNA,
se corta este fragmento con una navaja tratando de que el tamarfio del pedazo de agarosa sea el
minimo evitando remover agarosa que no tenga DNA. Se pesa el pedazo de agarosa en un tubo

eppendorf de 1.5 mL. Se agrega 3 volumenes de amortiguador QG por cada volumen de gel
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(100mg ~ 100 pL). El amortiguador QG disuelve la agarosa y es un indicador de pH. La muestra
se incuba a 50 °C por 10 min o hasta que el gel se disuelva completamente, vortexeando cada 2 0 3
min para ayudar a disolver el gel. Una vez que el gel se ha disuelto por completo si la solucion
continua amarilla, similar al QG sin agarosa, su pH es <7.5; si la mezcla se torna naranja o violeta
significa que el pH es > 7.5, en cuyo caso se agregaron 10 uL de acetato de sodio para ajustar el
pH. Se agrega un volumen de isopropanol a la muestra y se mezcla, luego se coloca en una
columna QIAquick spin previamente colocada en un tubo eppendorf de 1.5 mL. Para unir el DNA
se centrifuga durante 1 min a 15 000 rpm. Se desecha el liquido que atraviesa la columna, se
agregan otros 0.5 mL de amortiguador QG y se centrifuga durante un min a 15 000 rpm para
remover los restos de agarosa. Para lavar la columna se agregan 0.75 mL de amortiguador PE a la
columna y se centrifuga por 1 min a 15 000 rpm. Se cambia la columna a un tubo eppendorf
limpio de 1.5 mL. Para eluir el DNA se agregan 50 pL de agua y se centrifuga la columna durante

1 min a 15 000 rpm.

5.3. Electroforesis en geles de agarosa.

La electroforésis permite separar moléculas de DNA o RNA de acuerdo a su tamafio utilizando
geles de agarosa. La agarosa es un polimero aislado de algas que es capaz de formar un gel
semisoélido constituido por una trama tridimensional de fibras poliméricas. Cada gel de agarosa
cuenta con pocillos en la parte superior para cargar las muestras dentro de estos. La movilidad del
DNA a través del gel es generada por la presencia de un campo eléctrico. Los acidos nucleicos
presentan una carga neta negativa por lo que migran desde el anodo (parte superior del gel) hasta
el catodo (parte inferior del gel). La matriz de acrilamida retarda el paso de los &cidos nucleicos,

mientras mas grande sea el tamafio de estos lo hara en mayor medida.
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Se utilizaron geles al 1% de agarosa en amortiguador TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1
mM). Todos los geles de agarosa son tefiidos con bromuro de etidio ya que este compuesto se
intercala entre las bases del DNA y lo hace visible con luz uv. Como estandar de masa molecular
se uso el marcador de pesos moleculares de escalera de DNA de 1kb.

Se realizaron dos tipos de geles:

Geles analiticos. Estos geles presentan pocillos pequefios (~ 50 mm), solo se carga una
pequefia porcién de la muestra ya que es Unicamente para identificar la presencia del producto de
PCR.

Geles preparativos. Estos geles presentan pocillos mas anchos (~ 1.5 cm) y son ligeramente

mas gruesos, lo que permite cargar toda la muestra; se usan para aislar todo el producto de PCR.

5.4. Reaccion en cadena de la polimerasa

El PCR (Polymerase Chain Reaction 0 Reaccién en Cadena de la Polimerasa) consiste
primordialmente en varios ciclos de desnaturalizacion, hibridacion y elongacion. La
desnaturalizacion normalmente ocurre entre los 90 y 95 °C, es durante el transcurso de ésta que
ocurre la separacion de las dos hebras de DNA por ruptura de los puentes de hidrogeno que existen
entre las bases nitrogenadas. Una vez que quedan completamente separadas, es en la hibridacion
cuando la temperatura desciende aproximadamente a 40 °C, que algunas de las moléculas de DNA
templado se aparean con otras moléculas de DNA templado, pero esto tambien permite que los
oligonucleotidos cebadores presentes en la mezcla puedan hibridar con el DNA templado. La
temperatura en la que se realiza mejor este proceso se decide en base a la Tm (Temperatura Media
0 Melting Point), que es la temperatura en la que la mitad de las moléculas de DNA se encuentran

desnaturalizadas. Sin embargo, frecuentemente se afina esta temperatura de forma empirica con el
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fin de mejorar la precision con la que las bases de los oligonucleétidos se alinean con sus
correspondientes bases complementarias de las hebras sencillas de DNA templado, lo que resulta
en una mejora de la eficiencia de la reaccién; el Gltimo paso es la elongacién; es aqui cuando se
sintetizan nuevas hebras de DNA a partir de las hebras molde, esta funcién la lleva cabo la DNA
polimerasa, que para comenzar su accion necesita de la presencia de los oligonucleétidos
hibridados al DNA templado para que le sirvan como cebadores; la temperatura de esta parte
depende en mayor medida de la enzima DNA polimerasa que se esté utilizando, aunque se utilizan
DNA polimerasas termoestables debido a que son las Unicas capaces de resistir temperaturas tan
altas como la de desnaturalizacion manteniendo su actividad catalitica, la temperatura de
elongacion optima varia de polimerasa a polimerasa; existen también algunas otras caracteristicas
que diferencian a las polimerasas entre si, como la velocidad a la que incorporan dNTPs a la hebra
en crecimiento o si dejan extremos romos o disparejos, muchas de estas caracteristicas se pueden
aprovechar para cambiar el rendimiento o las caracteristicas del producto de PCR.

Todas las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador PTC-200 Peltier Thermal Cycler
de MJ Research. Dentro de la mezcla de reaccion de cada PCR se incluy6 el amortiguador 10x
Cloned Pfu Reaction Buffer (100 mM KCI, 100 mM (NH,)2SO4, 200 mM Tris-HCI, 20 mM
MgSO., 1 % Triton x-100, 1 mg mL™de BSA, pH 8.8), moléculas DNA templado y dNTPs como
sustrato de la reaccion; como primers se incluyeron 2 oligonucleétidos 6 1 oligonucle6tido junto
con 1 producto de PCR como megaprimer (primer de tamafio mayor a 25 nucle6tidos), en una

cantidad aproximada de 200 ng.

5.4.1. Construccion por PCR.
Para cada reaccion se especifican las cantidades de reactivos que se utilizaron para preparar la

mezcla de reaccion y las caracteristicas de cada uno de los ciclos que se realizaron.
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PCR A. En la primera reaccion se utilizaron los oligonucleétidos REV-M13 y L17. La

molécula templado fue el gen tpi AFFAS; se utiliz6 a la Pfu DNA polimerasa.

Contenido de la celda de reaccion

Amortiguador
dNTPs
REV-M13
L17

AFFAS

DNA pol

H,O

Total

5ulL
5uL
2 ulL
5ulL
AuL

2uL
30uL

50 uL

Ciclado

95°C

50 °C

68 °C

x 5 veces

92 °C

50 °C

68 °C

x25 veces

0' 30"

0' 30"

2' 00"

0" 30"

0" 30"

2' 00"

desnaturalizacion
hibridacién

elongacion

desnaturalizacion
hibridacion

elongacion

PCR B. Esta reaccion utilizo tpi AFAAS como templado, el oligonucle6tido que sirvié de

primer fue el FF48 y el producto del PCR A se utiliz6 como megaprimer (primer o cebador de

gran tamafo); se utilizé a la Pfu DNA polimerasa.

Contenido de la celda de reaccion

Amortiguador
dNTPs

FF48

PCR A
AFFAS

DNA pol

H,O

Total

5uL
5uL
5uL
10 pL
1uL
2 uL
23 uL

50 uL

Ciclado

95°C

50 °C

68 °C

x 5 veces

92 °C

50 °C

68 °C

x25 veces

0" 30"

0" 30"

2' 00"

0' 30"

0' 30"

2| OO"

desnaturalizacion
hibridacién

elongacion

desnaturalizacion

hibridacién

elongacion
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PCR B2. El templado fue el producto de PCR B, los cebadores fueron el FF48 y el REV-M13;

se utiliz6 a la Pfu DNA polimerasa.

Contenido de la celda de reaccion

Amortiguador
dNTPs
REV-M13
FF48

PCRB

DNA pol

H,O

Total

5ulL
5uL
2 ulL
5ulL
31 uL
2uL
O puL

50 uL

Ciclado

92 °C 0' 30"
55 °C 0' 30"
68 °C 2'00"
x 30 veces

desnaturalizacion
hibridacién

elongacion

PCR C. Esta reaccion utilizo como templado a tpi PLATA, el pimer que se uso fue el FWD-

M13y el PCR B2 purificado como megaprimer; se utilizé a la Pfu DNA polimerasa.

Contenido de la celda de reaccion

Amortiguador
dNTPs
FWD-M13
PCR B’
PLATA

DNA pol

H,O

Total

5ul

5ulL
5uL
10 pL
1uL
2uL
21 uL

50 uL

Ciclado

95°C 0' 30"
50 °C 0' 30"
68 °C 2' 00"
x 5 veces

92 °C 0' 30"
50 °C 0' 30"
68 °C 2' 00"
x25 veces

desnaturalizacion
hibridacién

elongacion

desnaturalizacion

hibridacién

elongacion
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PCR C2. El templado fue el PCR C, los cebadores fueron el FWD-M13 y el REV-M13; se

utiliz6 a la Taqg DNA polimerasa.

Contenido de la celda de reaccion

Amortiguador
dNTPs
FWD-M13
REV-M13
PCRC

DNA pol

H,O

Total

5ulL
5ulL
5uL
5uL
28 uL
2ulL
OpuL

50 uL

5.4.2. PCR diagndstico.

Ciclado

92 °C 0' 30"
55 °C 0' 30"
68 °C 2' 00"
x 30 veces

desnaturalizacion
hibridacién

elongacion

PCR NdelTim-XhoTim. Esta reaccion utilizd6 como templado a los plasmidos extraidos de

colonias transformadas con pGEM-LFFTA. Se usaron al XhoTim y al NdelTim como

oligonucleotidos; se utilizé a la Pfu DNA polimerasa.

Contenido de la celda de reaccion

Amortiguador
dNTPs
NdelTim
XhoTim
AFFAS

DNA pol

H,O

Total

5uL
5uL
2uL
5uL
ul

2uL
30uL

50 uL

Ciclado

95 °C 0' 30"
50 °C 0' 30"
68 °C 2' 00"
x 5 veces

92 °C 0' 30"
50 °C 0' 30"
68 °C 2' 00"
x25 veces

desnaturalizacion
hibridacién

elongacion

desnaturalizacion

hibridacién

elongacion
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PCR FWD-M13 - XhoTim. Esta reaccion utiliz6 como templado a los plasmidos extraidos de
colonias transformadas con pGEM-LFFTA. Se usaron al XhoTim y al NdelTim como

oligonucledtidos; se utilizé a la Pfu DNA polimerasa.

Contenido de la celda de reaccion Ciclado

Amortiguador 5puL 95 °C 0'30" desnaturalizacion
dNTPs 5uL 50 °C 0' 30" hibridacion
XhoTim 2L 68 °C 2' 00" elongacion
FWD-M13 5puL x 5 veces

AFFAS AuL 92 °C 0' 30" desnaturalizacion
DNA pol 2ul 50 °C 0' 30" hibridacion

H.O 30uL 68 °C 2' 00" elongacién

Total 50 uL x25 veces

5.5. Clonacioén.

5.5.1. Sistema pGEM-T Easy Vector.

Para clonar el producto de PCR de la Gltima reaccion (PCR C2) se utilizé el pGEM-T Easy Vector
System. Los vectores son preparados cortandolos previamente con la enzima EcoR V y agregando
una timidina 5’ terminal a sus dos extremos. Estas timidinas 5’ que sobresalen en el sitio de
insercion, incrementan la eficiencia de ligacion del producto de PCR a los plasmidos previniendo
la recircularizacion del vector y proveyendo a los productos de PCR de extremos compatibles con
los suyos.

La regién maltiple de clonacion se encuentra dentro de la regién en la que se encuentra el gen lacZ
que codifica a la enzima P-Galactosidasa. La insercion del producto de PCR interrumpe la
secuencia inactivando su expresion. Esto permite distinguir a las clonas recombinantes por simple
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seleccion de color. Estos vectores contienen los promotores de la RNA polimerasa de T7 y SP6
flanqueando la region mdltiple de clonacion. El sitio de clonacién multiple permite la liberacion
del inserto mediante la digestion con distintas enzimas de restriccion (Promega, Technical Manual

No. 042). P
Xmin ._"’_If.:l\?,\’_',.-' .I .' ik

Scal1890 v~ "
£

/ o 1 A
/ flo
/ // s
/!

pGEM®-T Easy
| Vector

- (3015bp)

Figura 14. Mapa circular y puntos referencia en la secuencia del pPGEM-T Easy Vector. Se puede observar el gen
de lacZ interrumpido por el sitio de clonacién maltiple que va de la base 10 a la 128 en la secuencia. Del lado opuesto

al gen lacZ se puede observar la regién que codifica para la § — lactamasa de la base 1 337 a la 2 197.

5.5.2. Ligacion del inserto con el pGEM-T Easy Vector.
Al realizar una reaccion de ligacion se tienen que determinar las proporciones inserto:vector para
optimizar la eficiencia de clonacion. Cuando la concentracion molar del producto de PCR es alta
debido a un tamafio pequefio del fragmento y/o a una buena amplificacion, se requieren volimenes
pequefios del fragmento de PCR para la reaccion. Cuando la concentracion molar es baja debido a
un gran tamafio del fragmento y/o a una pobre amplificacion, se requieren grandes volimenes del
fragmento de PCR.

En este caso se utilizd una relaciébn molar inserto:vector de 6:1 para evitar resultados
subdptimos. La concentracion del producto de PCR se estimd en un gel de agarosa al 1.5 % por
comparacion con el marcador de pesos moleculares DNA ladder de 1 kb como estandar de masa

de DNA. Para calcular la cantidad apropiada de producto de PCR en la reaccion de ligacion se
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utilizé la siguiente ecuacion.

ng de vector x tamatio del inserto en kb -y proporcién molar inserto:vector = ng de inserto

tamano del vector en kb

Las reacciones de ligacién se prepararon en tubos eppendorf de 1.5 ml de acuerdo a la tabla 3.

La mezcla se homogeniz6 con una micropipeta y se incubd durante una hora a temperatura

ambiente.

Tabla 3. Contenido de los tubos de la reaccién de ligacion

Reaccion Control Control

estandar positivo negativo

Amortiguador de rapida ligacion 5uL 5l 5ul
2X

pGEM®-T Easy Vector (50 ng) 1pL 1l 1l
Producto de PCR 2 uL - -
Inserto de DNA control - 2 ul -
DNA ligasa de T4 1uL 1l 1ul
H20 1puL 1pl 3ul
Total 10 pL 10 pl 10 pl
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5.5.3. Transformacion de XL1-Blue.

La transformacion es un método que permite que las células bacterianas capten DNA exdgeno con
el que adquieren un fenotipo particular. En la electrotransformacion o electroporacion se somete a
un gupo de células preparadas como electrocompetentes a un pulso de corriente eléctrica de alto
voltaje, el cual permea la pared y la membrana de las bacterias mediante la formacién de poros
temporales lo suficientemente grandes como para permitir la introduccién del DNA. Las
electrocompetentes deben estar en un medio con una concentracion muy baja de sales para evitar
gue ocurra algun corto circuito durante el pulso eléctrico. En la quimiotransformacion se utilizan
células que han sido sensibilizadas a cambios abruptos de temperatura. Las células se pasan de una
temperatura baja a una elevada en un corto tiempo, permitiendo que en la envoltura celular se
formen poros de manera similar a la electroporacion. El tipo de células que se preparan para este
tipo de transformacion se denominan quimiocompetentes o calciocompetentes, ya que son
sometidas a altas concentraciones de Ca+. En este caso se prepararon células electrocompetentes
XL1-Blue para la transformacion. Se agregaron 50 uL de células electrocompetentes y 1 uL del
producto de la ligacién a una celda para electroporar de 0.2 cm, todo a 4 °C. Se homogenizo el
contenido de la celda y se aplico un pulso de 2.5 V en el electroporador. Se recupero
inmediatamente con 1 mL de medio LB y se puso en un tubo de 1.5 mL a 37 °C durante una hora
para dejar que las células se recuperaran. Al término de esta hora se agregd 100 uL de las células
en placas de 30-35 mL de LB con 100 ug mL™ de ampicilina, 0.5 mM de IPTG y 80 pug mL™ X-

Gal que se prepararon previamente para cada reaccion de ligacion.

5.5.4. Seleccion de clonas recombinantes.

Las células transformadas se crecieron en placas de LB con ampicilina, IPTG y X-Gal por dos
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razones. La primera es evitar que cualquier célula que no contenga el vector crezca en la placa;
esto se logra gracias a que el vector posee una region que codifica para la p-lactamasa. Las B —
lactamasas son enzimas que confieren resistencia a ampicilina ya que catalizan la hidrdlisis del
enlace amida del anillo lactamico generando productos inocuos para las células. La segunda es que
las clonas recombinantes pueden ser facilmente identificadas por seleccion de color en estas placas
indicadoras. Las clonas que contienen los productos de PCR producen, en la mayoria de los casos,
colonias blancas; mientras que las colonias azules corresponden a aquellas que carecen del inserto
pero contienen el vector. Esto se debe a que la clonacidn exitosa de un inserto en el vector pGEM
interrumpe la secuencia del gen lacZ, el primer gen del operon lac, el cual codifica la p-
Galactosidasa. Esta enzima se expresa al ser inducida por el IPTG y es capaz de convertir al
substrato (X-Gal) en un pigmento azul insoluble. Gracias a esto se infiere que las células donde
permanece la actividad de esta enzima (colonias azules) poseen un vector pero carecen del inserto,
mientras que en aquellas células donde no se observa actividad de la B-galactosidasa (colonias
blancas) se tiene un vector cuyo gen lacZ esta interrumpido por la insercion de nuestro fragmento

de PCR.

5.6. Secuenciacion.

Para obtener la secuencia de bases nitrogenadas de un segmento de DNA por el método
automatico de secuenciacion se necesitan los siguientes compuestos:

El DNA molde o segmento de DNA que se desea secuenciar, una enzima que replique el DNA,
un “primer” para que la DNA polimerasa comience a afiadir nucleétidos por el extremo 3' OH
(suele ser un oligonucledtido corto de alrededor de 20 bases de longitud, con una secuencia

complementaria a la del fragmento de DNA que se desea secuenciar), los cuatro nucleétidos
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trifosfato (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) y por ultimo, se necesitan didesoxi nucleotidos (ddATP,
ddTTP, ddCTP y ddGTP). Los didesoxi nucledtidos han perdido el grupo hidroxilo de la posicion
3' de la desoxirribosa. Estos nucledtidos pueden incorporarse a la cadena de DNA naciente, pero
no es posible que se una a ellos ningln otro nucleo6tido por el extremo 3'. Por tanto, una vez
incorporado un nucledtido didesoxi se termina la sintesis de la cadena de DNA.

El nucledtido didesoxi utilizado (ddATP por ejemplo) competira con su homologo (dATP) por
incorporarse a la cadena de DNA que se esta sintetizando, produciendo la terminacién de la
sintesis en el momento y lugar donde se incorpora.

Mediante este sistema, se producen una serie de moléculas de DNA recién sintetizados de
diferente longitud que terminan todas en el mismo nucle6tido. Estos fragmentos se separan por
tamarios mediante electroforesis que permiten distinguir fragmentos de DNA que se diferencian en
un solo nucleétido. Teniendo en cuenta que el DNA crece en la direccion 5' — 3', si comenzamos
a leer el gel por los fragmentos de menor tamario (extremo 5') y avanzamos aumentando el tamafio
de los fragmentos (hacia 3'), obtendremos la secuencia de DNA en la direccion 5 — 3'. Este
proceso se realiza de forma automatica, utilizando ddNTPs marcados con distintos fluorocromos.
La deteccion del tipo de fluorescencia correspondiente a cada reaccion se lleva a cabo al mismo
tiempo que la electroforesis. Finalmente se genera un registro informatizado de los cuatro perfiles
de color, que combinados se interpretan como una secuencia. Generalmente se usa el rojo para
denotar los ddTTP, el verde para los ddATPs, el azul para los ddCTPs y el negro para los ddGTPs.

Se mandaron secuenciar los plasmidos 1B y 2A a la Unidad de Biologia Molecular del Instituto
de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autbnoma de México. En total se mandaron a
hacer cuatro reacciones de secuenciacion. El plasmido 1B con el primer SP6, el plasmido 1B con

el primer T7, el plasmido 2A con el primer SP6 y el plasmido 2A con el primer T7.
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5.7. Ensayos de expresion y solubilidad

5.7.1. Sistemas de Expresion.

Se transformaron tres cepas distintas de E. coli, BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLys y VR101. La cepa
BL21 (DE3) no tiene resistencia de ningln tipo y tiene clonada la T7pol. La cepa BL21 (DE3)
pLys tiene un plasmido que le confiere resistencia a Cm y codifica de forma constitutiva el
represor de lac (lacl) y la lisozima. VR101 es una cepa Kanamicina resistente (Km"), es incapaz

de producir la TPI de E. coli (Atpi). Ver tabla 4.

Tabla 4. Diferentes tipos de cepas utilizadas en este estudio

Cepa Resistencia a Atpi lacl® T7pol Tipo de
antibioticos cepa
BL21 (DE3) Ninguna No No Si expresion
BL21 (DE3) pLys cm' No Si Si expresion
VR101 Km' Si No No expresion
XL1-Blue Tc' No Si No Clonacion

5.7.2. Transformacidn de las cepas de expresion.
Las cepas BL21 (DE3) y VR101 se prepararon como electrocompetentes y se utilizd la

electrotransformacion descrita en la seccion 6.5.3. Se usaron 50 uL de células electrocompetentes
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y 1 uL del plasmido. Se transformd con un pulso de 2.5 V en una celda de 0.2 cm, a 4 °C. Se
recuper6é en 1 mL de LB en un tubo de 1.5 mL a 37 °C durante una hora para dejar que las células
se recuperaran. Al término de esta hora se agregaron 100 pL de las células en placas de LB con
ampicilina.

La cepa BL21 pLys se prepardé como calciocompetente y se utiliz la quimiotransformacion
descrita en la seccion 6.5.3. Se incubaron a 4 °C 50 uL de las células més 1 uL de plasmido en un
tubo de PCR. Se pas6 a 42 °C por 50 s, e inmediatamente después se incubaron nuevamente a 4
°C por 5 min. Luego se incubaron las células en 1 mL de LB a 37 °C durante 1.5 h. Se sembr6 100

uL de estas células en una caja de LB con ampicilina.

5.7.3. Expresioén y solubilidad de TPl LFFTA en BL21 (DE3), BL21 (DE3) Plys y VR101.
Expresion. Se realizé un cultivo de 12 h de 10 mL de LB complementado con 100 pg mL™ de
ampicilina para cada una de las cepas BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLys y VR101 que contenian el
plasmido pGEM-LFFTA. Con 500 puL de cada uno de los cultivos de 12 h se inocularon matraces
con 50 mL de LB y 100 pg mL™ de ampicilina. Se dejaron crecer los cultivos hasta que
alcanzaran una D.O. de 0.5 - 0.6, momento en el que se agregd isopropil-B-D-
tiogalactopiranosido (IPTG) hasta una concentracion de 0.2 mM, dejandose por otras 3 h. a 37 °C.
Se tomaron 25 mL del cultivo para centrifugar y sonicar, los otros 25 mL se dejaron por otras 2 h a
37 °C dentro del agitador antes de centrifugarlos y sonicarlos. Se tomaron alicuotas de 10 pL de
los cultivos antes de inducir, 3 hrs. después de inducir y 5 hrs. después de inducir.

Solubilidad. Los 25 mL de cada cultivo, tomados a las 3 h de induccion, se centrifugaron a 10 000
rpm por 10 min. Se desechd el sobrenadante y la pastilla de células se resuspendié en 7 mL de
amortiguador de lisis (Trietanolamina 10 mM (TEA), acido etilendiaminotetraacético 1.0 mM
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(EDTA) y ditiotreitol 1.0 mM (DTT), pH 7.6 con NaCl 2 M). Se sonico a 4 °C con 8 pulsos de 35
de amplitud y 30 s. cada uno con intervalos de 1 min entre pulso y pulso. Después de sonicar se
centrifugd el extracto celular a 10 000 rpm por 10 min. Se tomo una alicuota de 10 uL del
sobrenadante y otra alicuota de la pastilla.

La otra mitad de los cultivos recibio el mismo tratamiento pero a las 5 h después de haber sido
inducidos.

En total se tomaron las siguientes alicuotas para cada uno de los cultivos de las cepas VRO1,
BL21 DE3 y BL21 Plys: Antes de inducir, 3 h después de inducir, 5 h después de inducir,
sobrenadante de 3 h de induccidn, sobrenadante de 5 h de induccidn, pastilla de 3 h de induccion y

pastilla de 5 h de induccion. Todos estas alicuotas se analizaron por SDS-PAGE.

5.8. Purificacion

Se realizaron 4 purificaciones de TPI LFFTA. En todas se modificaron algunas condiciones, las
cuales se mencionan mas delante de forma especifica. Se usaron variantes del amortiguador TED
con distintas molaridades y pH. Este amortiguador recibe su nombre de las iniciales de sus
componentes, que son: Trietanolamina (TEA), Acido Etilendiaminotetraacético (EDTA) vy

Ditiotreitol (DTT).

5.8.1. Expresion, lisis y precipitacion con sulfato de amonio.

En todas las purificaciones se realizé un cultivo de 10 mL y 12 h en LB complementado con 100
ng mL™? de ampicilina de E. coli BL21 (DE3) pLys transformada con el plasmido 1B. Con este
cultivo se inoculé un cultivo més grande de LB con 100 pg mL™ de ampicilina. Se indujo con 0.2
mM de IPTG, y se mantuvo a 37 °C dentro de un agitador orbital a 200 rpm por otras 4 h. Se

concentraron las células centrifugando a 10 000 rpm. Se resuspendio la pastilla en amortiguador
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de lisis (TED 10/1/1, con 2 M NaCl y 20 mM de PMSF previamente disuelto en DMSO, pH 7.6) y
la ruptura de las células se llevo a cabo con un sonicador a una temperatura de 4°C, utilizando
varios pulsos hasta que la solucion cambiara de turbia a ligeramente transldcida.

Se centrifug6 el extracto celular a 10 000 rpm, el sobrenadante de esta centrifugacion se
centrifugd a 45 000 rpm. El sobrenadante se precipit6 con sulfato de amonio, agregando éste poco

a poco durante 1 h en constante agitacion.

5.8.3. Primera Purificacion.

Esta purificacion se realizé en el lapso de una semana. Se hizo un cultivo de 3 L. El sobrenadante
se fracciond con sulfato de amonio dentro del rango de 20 — 90 % en 15 mL y se dializ6 toda la
noche contra 1 L de amortiguador pH 7.6 (TED 10/1/1).

Cromatografia. En el siguiente paso de purificacion se utilizé la columna de exclusion molecular
Sefacryl S-300 (16 mm x 70 cm). La columna fue preequilibrada con el mismo amortiguador pH
7.6 (TED 10/1/1). Se programé una corrida de un total de 220 mL a un flujo constante de 0.2 mL
min™ del amortiguador; el colector se programé para recolectar fracciones de 1.5 mL cada una.
Las fracciones correspondientes a los picos en el cromatograma se analizaron utilizando SDS-
PAGE.

La segunda columna que se utiliz6 en esta purificacion fue la de intercambio i6nico MonoQ), la
cual se equilibr6 con amortiguador pH 7.6 (TED 10/1/1). Se aplic6 la muestra (conjunto de
fracciones con proteina obtenidas de la columna Sefacryl S-300) a la columna. La corrida se llevo
a cabo con el mismo amortiguador y se eluyé con un gradiente lineal de sal de 0-100 mM desde
los 10 mL hasta los 120 mL y de 100 mM-1 M desde los 120 mL hasta los 140 mL. Este gradiente

se cred utilizando un amortiguador con sal pH 7.6 (TED 10/1/1, con 1 M NaCl). El flujo de la
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corrida fue constante a 2 mL min™ y las fracciones recolectadas de un volumen de 2 mL por
fraccion; se corrieron un total de 220 mL. La corrida se monitore6 con el detector de uv a 280 nm.
Las fracciones correspondientes a los picos en el cromatograma se analizaron por SDS-PAGE.

Las fracciones con proteina resultantes de la primera columna MonoQ se juntaron y dializaron
en amortiguador pH 7.2 (TED 10/1/1). Esta muestra se inyect6 nuevamente a una columna MonoQ
preequilibrada con el mismo amortiguador en el que se dializo, el amortiguador pH 7.2 (TED
10/1/1). Se utilizé amortiguador con sal pH 7.2 (TED 10/1/1, con 1 M NaCl) para introducir el
gradiente lineal de elucion con NaCl de 0 mM — 100 mM desde los 10 mL hasta los 50 mL, y de
100 mM -1 M desde los 50 mL hasta los 160 mL. En total, la corrida constd de 220 mL a un flujo
constante de 2 mL min™*; se monitore con el detector de uv a 280 nm y se recolectaron fracciones
de 2 mL cada una. Se realiz6 un SDS-PAGE y un ensayo de actividad para cada una de las

fracciones que mostrara tener la proteina en el gel.

5.8.3. Segunda Purificacion.

Esta purificacion se realizo en el lapso de tres dias. Se hizo un cultivo de 3 L. El sobrenadante se
precipitd con sulfato de amonio al 70% en 6 mL y se dejd dializando contra 1 L del amortiguador
pH 7.6 (TED 10/1/1) por 8 h.

Cromatografia. Se usé la columna Sefacryl S-300 (16 mm x 70 cm) preequilibrada con la
soluciéon de amortiguador pH 7.6 (TED 10/1/1). Se ocupé la columna MonoQ como segunda
columna del proceso de purificacion, se uso amortiguador pH 7.2 (TED 10/1/1) para equilibrar y
desempefiar el resto de la corrida. Se juntaron y aplicaron a la columna las fracciones que
resultaron de la primera cromatografia y que mostraron mayor actividad especifica. Se eluy6 con

un gradiente lineal de sal de 0 mMM-100 mM desde los 10 mL hasta los 50 mL, y de 100 mM-1 M
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desde los 50 mL hasta lo 160 mL, utilizando el amortiguador con sal pH 7.2 (TED 10/1/1con 1 M
NaCl). Las fracciones con absorbancia se analizaron por SDS-PAGE. Se midid la concentracion, y

la actividad catalitica de las fracciones con proteina de cada una de las columnas.

5.8.4. Tercera Purificacion.

Esta purificacion se llevd a cabo en 24 h. El cultivo fue de 1 L. Se precipitd con sulfato de amonio
al 70% de saturacion, en 2 mL de amortiguador pH 7.6 (TED 100/10/1). Se dializ6 durante 1 h en
1 L del amortiguador pH 7.6 (TED 100/10/1), con un recambio del amortiguador a los 30 min.
Cromatografia. Se us6 la columna MonoQ previamente equilibrada con amortiguador pH 7.6
(TED 100/10/1). La corrida fue de 220 mL totales a un flujo de 2 mL min™, recolectando
fracciones de 2 mL. La proteina se eluy6 con un gradiente lineal de sal que se introdujo con el
amortiguador con sal pH 7.6 (TED 100/10/1, con 1 M NacCl). El gradiente fue de 0 mM-100 mM
a partir de los 30 mL hasta los 60 mL y de 100 mM-1 M desde los 60 mL hasta los 100 mL.

Las fracciones con mayor actividad especifica se juntaron y dializaron en amortiguador pH 7.2
(TED 100/10/1) durante una hora, bajo agitacion y a 4 °C; se realiz6 un recambio de amortiguador
a los 30 min. Una vez dializada la muestra se inyectd nuevamente a la columna MonoQ,
preequilibrada con amortiguador pH 7.2 (TED 100/10/1); el mismo amortiguador se utiliz6 para
llevar a cabo la corrida. EI amortiguador con sal pH 7.2 (TED 100/10/1 con 1 M NaCl) se utilizé
para crear un gradiente lineal de sal que se utiliz6 para eluir la proteina. El gradiente fue de 0 mM-
300 mM desde los 30 mL hasta los 60 mL y cambié a un gradiente de 300 mM-1 M desde los 60

mL hasta los 90 mL.
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5.8.5. Cuarta Purificacion.

Esta purificacion se realizd en el lapso de una semana. Se utilizo un cultivo de 1 L. El
sobrenadante se precipito con sulfato de amonio al 70 % en 15 mL. El tiempo de diélisis fue de 12
hen 1L de amortiguador pH 7.4 (TED 10/1/1).

Cromatografia. Se utilizé la columna Sefacryl S-300 (16 mm x 70 cm) con amortiguador pH 7.4
(TED 10/1/1). Como no se pudo hacer uso del detector de uv, se analizé con SDS-PAGE aquellas
fracciones en las que se habia estado obteniendo la TPI en las ocasiones anteriores, ademas se
determino su concentracién de proteinas y se les midi6 actividad.

La segunda columna fue la MonoQ con amortiguador pH 7.4 (TED 10/1/1). Se eluyd con un
gradiente lineal de sal de 0 M—1 M de los 20 mL hasta los 100 mL, utilizando el amortiguador con
sal pH 7.4 (TED 10/1/1 con 1 M NaCl).

Las fracciones con mayor actividad especifica se juntaron e introducieron nuevamente a la
columna MonoQ. En esta ocasion se utilizd amortiguador pH 7.7 (TED 10/1/1) y se utilizé
amortiguador con sal pH 7.7 (TED 10/1/1, con 1 M NaCl) para introducir el gradiente lineal de
elucion, el cual fue de 0 M — 1 M desde los 20 mL hasta los 100 mL. Se realiz6 un SDS-PAGE y

un ensayo de actividad para cada una de las fracciones que mostrara tener la proteina en el gel.

5.9. Anédlisis de Proteinas

5.9.1. SDS-PAGE.

Es un método comun para separar proteinas por electroforesis que utiliza un gel discontinuo de
poliacrilamida como medio de soporte y dodecil sulfato de sodio (SDS) para desnaturalizar las
proteinas. Después de que una proteina es desnaturalizada por calor, el SDS se une a la cadena

polipeptidica. Las cargas negativas del detergente mantienen a las proteinas desnaturalizadas, y
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hacen que sean atraidas hacia el &nodo en un campo eléctrico. El gel de poliacrilamida retiene a las
moléculas mas grandes permitiendo que moléculas pequefias migren mas rapido. Por lo general el
gel consta de dos fases. La primera se conoce como gel concentrador, tiene una concentracion
menor de acrilamida para permitir que las muestras se emparejen y empiecen la corrida al mismo
tiempo. La segunda fase se conoce como gel separador, que al ser mas compacta separa a las
proteinas de acuerdo a su peso molecular. Se utilizé el método de Laemli, con geles al 12% de
acrilamida. Se uso una TPI silvestre como estdndar de peso molecular y para la tincion de los geles

se aplic6 azul de Coomasie.

5.9.2. Medicion de Actividad.

Con el fin de detectar la actividad de TPI, se siguio el protocolo descrito por Plaut y Knowles
(Maihal y col., 2002). Se trata de un ensayo acoplado a la a-GDH, en el que se mide la actividad
de la TPl mediante el cambio en la absorbancia a 340 nm (debido a la oxidacion del NADH) como
funcién del tiempo. La actividad se determind con la reaccion en el sentido de G3P a DHAP.

La absorbancia se midié en un espectrofotometro Beckman DU 7500 con temperatura
controlada a 25°C. Se usaron las siguientes condiciones: TED 100/10/1, pH 7.4, G3P 0.025-2.5
mM, o-GDH 5-10 ug mL™ y NADH 0.2 mM.

En todos los casos se tratd de medir la actividad con una cantidad de enzima de
aproximadamente 10 ng mL™. En caso de no presentar actividad, la medicion se realiz con
cantidades 10 6 incluso 100 veces mas grandes. En las mediciones de cinética se utilizaron

distintas concentraciones de G3P dentro de un rango de 20 a 1000 mM.}
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5.9.3. Radio de Stokes.
La cromatografia de exclusion por tamafio es una técnica mediante la cual se puede calcular el
radio de Stokes (Rs) de una proteina a partir de conocer el volumen en el que eluye de una
columna. EI volumen de elucion (Ve) es un sindnimo del tiempo de retencién dentro de la
columna, por lo que moléculas con un radio hidrodindmico grande tendran un V. menor que
aquellas que tengan un radio hidrodinamico pequefio. Esto se debe a que las moléculas pequefias
tardan mas tiempo en atravesar la columna. El calculo del radio de Stokes de la proteina problema
se hizo en base a una curva de calibracion, la cual se elabor6 pasando por la columna una serie de
proteinas con radios de Stokes conocidos.

Para este experimento se utilizé una columna Superdex 75 HR 10/30 de filtracién en gel
acoplada a un sistema FPLC. Se utiliz6 amortiguador pH 7.7 (TED 10/1/1) con un flujo de elucién
de 0.4 mL min™. La corrida se sigui6 con ayuda de un detector de fluorescencia Waters 474,

usando una longitud de onda de 280 nm en la excitacion y 320 nm en la emision.

5.9.4. Desnaturalizacion por calor seguida por dicroismo circular.

Una molécula presenta sefial en el espectro de dicroismo circular (DC) si puede interactuar en
distinta medida con los dos tipos de luz polarizada circularmente (L y R). Esta interaccion puede
detectarse como la diferencial de la absorcion de cada rayo (6). EI DC puede producir un rayo que
cambia constantemente entre L y R. El rayo pasa a través de la muestra y llega a un
fotomultiplicador, la sefial detectada puede ser procesada para dar una grafica de 6 contra A. Desde
hace mas de cuarenta afios, se ha utilizado el espectro del DC para determinar la estructura
secundaria de las proteinas.

En este caso se utilizd el DC para seguir la desnaturalizacién de la mutante causada por un
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incremento en la temperatura. Para hacerlo, se registré de forma continua el cambio en la
elipticidad a 220 nm, conforme se aumento la temperatura de 20 °C a 95 °C con un incremento
constante de 1 °C min™. Se utiliz6 el espectropolarimetro JASCO J-715 con celdas de 0.1 cm. Se
empled una solucion de amortiguador de pH 8 (TRIS 20 mM) con una concentracion de TPI
LFFTA de 0.44 mg mL™. También se obtuvieron los espectros en el UV-lejano (200-250 nm) y a
20 °C para la TPl LFFTA nativa y después de ser desnaturalizada, con el fin de calcular el

porcentaje de proteina capaz de renaturalizarse al regresar a la temperatura inicial.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1. Consideraciones del Diseio

Para evaluar objetivamente la aportacion del cambio de algunos residuos de aminoécido de la
interfase por otros de naturaleza hidrofdbica, se utilizo el redisefio de una mutante hidrofébica en
su interfase de TPl de Saccharomyces cerevisiae elaborado con ayuda del programa ROSETTA.
En la figura 16 se presenta con imagenes generadas con el programa PyMOL

(http://pymol.sourceforge.net/), el conjunto de mutaciones que se incluyeron en el modelo de la

mutante TPI-LFFTA. A continuacion se describen de forma breve, las caracteristicas
fisicoquimicas de los residuos que se cambiaron en cada una de estas mutaciones (Voet, 2004):

En la posicion 17 lisina (K) por leucina (L). Ver figura 16a. Lisina tiene una cadena lateral
cargada positivamente, en cambio la Leucina tiene una cadena lateral no polar.

En la posicién 46 tirosina (Y) por fenilalanina (F). Ver figura 16b. Tirosina tiene un grupo
aromatico en su cadena lateral con un grupo hidroxilo que puede formar puentes de hidrégeno, por
lo que es relativamente mas polar que la fenilalanina que también tiene una cadena lateral
aromatica.

En la posicion 48 acido aspartico (D) por fenilalanina (F). Ver figura 16c. El &cido aspartico
tiene una cadena lateral cargada negativamente, en cambio la fenilalanina tiene un grupo
aromatico como cadena lateral.

En la posicion 82 glutamina (Q) por treonina (T). Ver figura 16d. La glutamina tiene una
cadena lateral con carga negativa y la treonina tiene una cadena lateral polar gracias a su grupo
hidroxilo, pero no presenta carga.

En la posicién 85 &cido aspartico (D) por alanina (A). Ver figura 16e. El acido aspartico tiene
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una cadena lateral cargada negativamente, mientras que la alanina tiene una cadena lateral

alifatica.

ﬁﬂf% 0 g

Lisina Leucina

(b)

-

Glutamina (Q) Treonina (T)

(€]
Tirosina (Y) Fenilalanina (F) w %
o) RED —
G&c Acido Aspartice (D) Alanina (&)

-

Acide Aspartico (D) Fenilalanina (F)

Figura 16. Representacion de bastones y CPK de cada uno de los cambios en los residuos de la mutante

LFFTA.

6.2. Construccion del gen tpi LFFTA

Para la construccion del gen tpi LFFTA se utilizé un protocolo que incluyd multiples reacciones de
PCR. Los PCR se realizaron de forma consecutiva hasta completar la secuencia completa del gen.

El esquema general de la construccion se puede ver en la figura 17. La estrategia consistié en
utilizar el producto del primer PCR como megaprimer para el segundo PCR. Reamplificar el
producto del segundo PCR para usarlo como megaprimer del tercer PCR. Y finalmente
reamplificar el producto del tercer PCR para tener este fragmento de DNA en una cantidad lo
suficientemente grande para poder clonarlo eficientemente.

En las primeras dos reacciones de PCR se utilizaron los oligonucledtidos L17 y FF48 para

introducir mutaciones en los codones 17, 46 y 48 respectivamente. Durante el penultimo PCR se
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utilizé el templado tpi PLATA para copiar las mutaciones a los codones 82y 85. De esta forma, el
producto final consistié en un fragmento de DNA ligeramente mas grande que el gen (puesto que
contenia también la secuencia promotora), con mutaciones en los codones 17, 46, 48, 82 y 85. A
continuacién se mencionan las reacciones de manera mas especifica.

PCR A. En la primera reaccion se obtuvo un producto de PCR al que se le denomin6 PCR A.
Los primers utilizados en su elaboracién fueron los oligonucleétidos L17 y REV-M13; el
templado fue tpi AFAAS (figura 17a y b). Se puede usar como templado el gen tpi o cualquier
version mutante de este, siempre y cuando no incorpore mutaciones que no hayan sido
contempladas en el disefio. El oligonucledtido L17 presenta una secuencia de nucleétidos que es
complementaria al gen, excepto por el triplete de nucle6tidos CAA que tiene al centro de su
secuencia. Esto significa que hibrida perfectamente con el gen tpi por sus dos extremos, pero no
puede hacerlo en ese pequefio segmento de tres bases. Aun asi, L17 funciona bien como primer al
hibridar aproximadamente 60 bases corriente arriba del sitio de inicio de transcripcién del gen tpi.
Asi la polimerasa puede copiar el triplete de nucledtidos CAA en la hebra en sintesis. El
oligonucletdtido REV-M13 no es mutagénico, pero hibrida corriente abajo del sitio de inicio de
transcripcion del gen de tpi.

El PCR A abarca desde la region en la que hibrida el oligonucleétido REV-M13 (incluye parte
del vector pBlueScript), hasta la region en la que hibrida el oligonucledtido L17 (dentro del gen).
Estos fragmentos de DNA tienen mutados el codén 17, presentan TTG que codifica para Leucina
en lugar de AAA que codifica para Lisina. La electroforésis en gel de agarosa mostrd, de acuerdo
al marcador de pesos moleculares, que el PCR A tuvo una longitud aproximada de 200 pb (figura
18). Este es un nimero de bases similar al esperado para esta reaccion.

PCR B. EIl producto de PCR de la segunda reaccion se llam6 PCR B. Se utilizo al

oligonucle6tido FF48 como primer y al PCR A como megaprimer (primer de mayor tamafio que el
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habitual); el templado fue tpi AFAAS, aunque se pudo utilizar cualquier otro gen de tpi (figura 17¢
y d). El oligonucleétido FF48 tiene una secuencia complementaria al gen, excepto por los tripletes
GTA y GAA (tabla 2). Estos nuclettidos se encuentran aproximadamente a la mitad del
oligonucle6tido y son las Unicas partes donde este no hibrida por completo con el gen. Aunque en
este caso son dos tripletes los que no hibridan, el resto de la secuencia del FF48 es lo
suficientemente grande para permitir que se asocie con el templado. Cuando la polimerasa lo usa
como primer, copia su secuencia de bases e incorpora las mutaciones de los codones 46 y 48 a la
hebra en sintesis. EI megaprimer PCR A, tiene la mutacion del codon 17. Al igual que como
ocurre para un primer normal, la DNA polimerasa copia la secuencia del megaprimer e incorpora
todos los cambios que este trae consigo.

El PCR B abarca desde lo que consiste el PCR A hasta donde hibrida el oligonucleétido FF48.
Estos fragmentos de DNA tienen mutados el coddn 17, el codon 46 y el codon 48. En el codon 17
tienen la misma mutacién que el PCR A, la cual codifica para leucina en lugar de lisina. En el
codon 46 tienen TTC que codifica para fenilalanina en lugar de TAC que codifica para tirosina. En
el codon 48 tienen TTT que codifica para fenilalanina en lugar de GAC que codifica para acido
aspartico. El peso del PCR B de acuerdo a la electroforesis corresponde a un tamafio de 300 pb, lo
gue es aproximado al tamafio estimado para el producto de esta reaccion. A pesar de esto, mostro

una baja intensidad en el gel, lo que significa que estaba presente en una baja concentracion.
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Figura 17. Esquema general de la construccion del gen tpi LFFTA. Las cadenas de DNA que va de 5’ a 3’ estan

representadas por lineas continuas; las cadenas complementarias son lineas punteadas. Las mutaciones estan marcadas

con estrellas color negro. Todos los pasos que representan reacciones estan dentro de cajas color gris. (a) Primer PCR

(b) Producto del primer PCR (c) Segundo PCR (d) Producto del segundo PCR (e) Tercer PCR (f) Producto del tercer

PCR (g) Cuarto PCR (h) Producto del cuarto PCR (i) Quinto PCR (j) Producto del quinto PCR.
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PCR B2. El producto de la tercera reaccion de PCR se llam6 PCR B2. Los primers utilizados
fueron los mismos que se usaron en el segundo PCR (PCR Ay FF48); el templado fue el PCR B
purificado del gel de agarosa para evitar contaminacion con el gen original (figura 17e y f).

La finalidad de esta reaccion fue aumentar la cantidad de producto del PCR B. En el gel de
agarosa mostro tener el mismo peso de 300 pb pero una mayor concentracion (figura 18). Esto
coincide con la suposicion de que el PCR B2 es una reamplificacion del PCR B, ya que en
principio su longitud y composicion deberian ser las mismas.

PCR C. En la cuarta reaccion se obtuvo un producto de PCR al que se le llamé PCR C. Los
primers utilizados fueron el PCR B2 y el oligonucledtido XhoTim. El templado fue tpi PLATA
(figura 17g y h). La DNA polimerasa siempre sintetiza una hebra complementaria a la hebra molde
(Lewin, 2000), por eso se usé a tpi PLATA como templado para que se copiaran las mutaciones de
los codones 85 y 87. De esta manera no se necesitaron de mas oligonucledtidos mutagénicos para
modificar esos dos codones y bast6 con utilizar el oligonucle6tido comercial XhoTim que hibrida
corriente arriba del gen con una serie de nucledtidos que proviene originalmente del plasmido
pBlueScript. Esto permite que la polimerasa copie el templado tpi PLATA desde ese extremo, lo
que incluye a los codones 85y 87. EI PCR B2 se us6 como megaprimer para copiar las mutaciones
de los codones 17, 46 y 48 al producto final de la reaccion.

El PCR C abarca desde el comienzo del PCR B (corriente arriba del gen del lado de su sitio de
inicio de transcripcion) hasta donde hibrida el oligonucledtido XhoTim (corriente abajo del sitio
de término de transcripcion del gen). Estos fragmentos de DNA tienen mutados los codones 17,
46, 48, 82y 87. En el codon 17 tienen TTG que codifica para leucina en lugar de AAA para lisina,
en el codon 46 tienen TTC fenilalanina en lugar de TAC para tirosina, en el codon 48 tienen TTT
para fenilalanina en lugar de GAC para acido aspartico, en el codén 82 tienen ACC para treonina

en lugar de CAA para glutamina y en el codon 87 tienen GCC para alanina en lugar de GAT para
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acido aspartico. Midi6 unos 900 pb en el gel de agarosa, lo que correspondio al peso estimado,
pero mostrd una baja concentracion.

PCR C2. Por ultimo se obtuvo un producto de PCR al que se le llamé PCR C2. Los primers
utilizados fueron los oligonucle6tidos REV-M13 y XhoTim, ya que son los unicos que flanquean
el gen por el extremo izquierdo y por el extremo derecho respectivamente; el templado fue el PCR
C (17i y j). El PCR C2 es la reamplificacion del PCR C y por tanto tiene la misma longitud y
composicion. En el gel de agarosa mostrd un peso de 900 pb al igual que el PCR C pero mayor
concentracion (figura 18). En esta ocasion la reamplificacion del PCR C tuvo méas importancia.
Esto se debe a que el PCR que precede a la clonacion debe presentar altas concentraciones para
evitar problemas durante la clonacién. Un nimero reducido de productos de PCR se ve reflejado

en una baja eficiencia de ligacion.

La electroforesis en gel de agarosa de todas las reacciones mostr6 solo una banda predominante
por producto de PCR (figura 18). La aparicién de otras bandas se debe a la produccion de algunos
subproductos generados por la hibridacién inespecifica de los oligonucle6tidos. A pesar de no ser
visibles, para evitar la interferencia de estos subproductos, durante las reacciones de
reamplificacion se purificaron sélo los fragmentos que correspondian al producto de interés.
También se purificaron los productos de PCR entre cada reaccion para eliminar a los
oligonucle6tidos empleados, evitando su interferencia en las reacciones posteriores (QIAGEN,

2002).
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Las primeras 4 reacciones se realizaron utilizando a la Pfu polimerasa, procedente del
organismo Pyrococcus furiosus (Brock y col., 1994; Rodriguez y Barrera, 2004). Si bien esta
DNA polimerasa tiene una velocidad de polimerizacion de oligonucle6tidos baja (1 kb por cada 2
min), en comparacion con la velocidad de otras polimerasas, esta aparente desventaja se compensa
con la gran fidelidad con la que se copia la hebra molde (con una tasa de error de 1 x 10°°). La
fidelidad con la que se copid el DNA fue sin duda un requisito indispensable para estas primeras
reacciones en las que no se queria obtener mutaciones adicionales a las que se introducieron por
mutagénesis dirigida (Cline y col., 1996).

La Pfu deja extremos romos, esta es la razon por la que se utiliza la Taq polimerasa en la ultima
reaccion. La Taqg polimerasa fue extraida a partir de Thermus Aquaticus (Brock y col., 1994;
Rodriguez y Barrera, 2004). La Taqg polimerasa presenta una velocidad de polimerizacion mayor
(1 kb por min), pero a diferencia de la Pfu esta DNA polimerasa deja extremos disparejos y agrega
una adenina extra al extremo 3" de las hebras que sintetiza; esta propiedad se aprovecha para

introducir al gen dentro del vector de clonacién (Promega, Technical Manual No. 042; Cline y
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col., 1996), tal y como se describira en el apartado de clonacion.

6.3. Clonacién

6.3.1. Ligacion y transformacion.
La clonacion de tpi LFFTA implico ligar el PCR C2 (inserto) al vector pGEM-T. Es importante
recordar que solamente aquellos productos de PCR con extremos disparejos (adeninas 3° en ambos
extremos) pueden hibridizar y ligarse exitosamente al vector y que solo ciertas polimerasas poseen
esta caracteristica de agregar una deoxiadenosina a los extremos 3’ de los fragmentos amplificados
de una forma independiente al templado (Promega, Technical Manual No. 042). Aunque en este
paso no existe forma de cuantificar la eficiencia de la reaccion, se pensaba que no habria
problemas dado que se us6 a la Taq polimerasa (DNA polimerasa que deja adeninas 3’ en los
extremos) para llevar a cabo el ultimo PCR. Se puede inferir que las adeninas 3’ del inserto
ayudaron a que este se uniera a las timidinas 3’ del vector pGEM-T y que posteriormente la DNA
ligasa sell6 los huecos entre el inserto y el vector. Aun asi, existe la posibilidad de que parte de los
insertos se hayan ligado a un solo extremo del vector y de que algunos vectores se hayan
recircularizado ente si. Estos fendmenos suelen ocurrir con frecuencia aun en un sistema
controlado como el del pGEM-T, pero esta ineficiencia puede tolerarse siempre que durante la
transformacion se usen células competentes altamente eficientes (Promega, Technical Manual No.
042).

En nuestro caso, el producto de la reaccion de ligacion entre el PCR C2 y el vector pGEM-T se
transformd en células de E. coli de la cepa XL1-Blue. También se transformaron células de XL1-
Blue con el producto de la reaccion de ligacién entre el vector pPGEM vy el inserto control (incluido

en el kit de pGEM-T) para que funcionara como control positivo y con el producto de la reaccion
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de ligacién que incluy6 Unicamente al vector como control negativo.

6.3.2. Seleccion de clonas recombinantes.
Las células de E. coli de la cepa XL1-Blue que fueron transformadas se sembraron en placas de
LB con ampicilina, IPTG y X-Gal.

En el control negativo se obtuvieron Unicamente colonias azules, es decir, con actividad de (-
Galactosidasa; lo que indica que el gen lacZ no fue interrumpido por el inserto. Mientras que en el
control positivo y en el proceso estandar (ligacion y transformacion con el producto de PCR) se
obtuvo aproximadamente un 30 % de colonias blancas y un 70% restante de colonias azules. Estos
resultados concuerdan con lo que se esperaba para un control negativo, ya que este permite
determinar el nimero colonias azules que resultan de vectores no digeridos o carentes de timidina
terminal. En algunas ocasiones se obtienen colonias azules aun cuando el fragmento de PCR se
encuentra inserto pero este no logra interrumpir al gen lacZ (Promega, Technical Manual No.
042). Como el numero de colonias azules obtenidas en el control negativo y en el proceso estandar
fueron similares, se descartd la posibilidad de que hubiese PCR ligados a vectores que no
interrumpieran eficazmente a lacZ. Esto significaba que las colonias recombinantes no se
encontraban dentro de las colonias azules.

Otra evidencia que apoya esta conclusion, es el hecho de que se encontrara una proporcién
similar de colonias blancas en el control positivo y en el proceso estandar. El inserto de DNA
control esta especificamente disefiado para interrumpir al gen lacZ y producir colonias blancas
(Promega, Technical Manual No. 042), lo que prueba que el fragmento de PCR interrumpio el gen
lacZ con la misma eficiencia que el inserto control.

Generalmente el control positivo se usa para determinar cuando la ligacién y la transformacién
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proceden eficientemente. Cuando la transformacion es Optima solo de un 10 a un 40% de estas
células es azul. En el caso de que no se obtengan colonias se deduce que hubo un fallo en la
transformacion. Si solo se obtienen colonias azules, el resultado sugiere que la reaccion de ligacion
fallé. En el caso de que se observen menos de un 50% de colonias blancas se puede decir que las
condiciones de ligacion fueron subdptimas (Promega, Technical Manual No. 042). Como se
obtuvieron un poco méas de 100 células pero el nimero de colonias recombinantes no rebasé el
30% se propone que hubo una baja eficiencia de la ligacion. Esta falla pudo deberse a que el
tiempo de incubacidn de la reaccion no haya sido suficiente, a que la proporcién vector:inserto no
fuera Optima, a que el pGEM-T estuviera un poco degradado de tal suerte que algunas moléculas
de vector no tuvieran T sobresalientes promoviendo la autoligacion del vector, o a que el producto
de PCR no haya podido ligarse debido a la formacién de dimeros de pirimidina por sobre
exposicion a UV.

Aungue no se supo con certeza cual fue la causa, se obtuvieron cepas con plasmido e inserto en
cantidades suficientes como para continuar con los siguientes experimentos. Se puede decir que
esta cepa fue un buen sistema para detectar por simple distincién de color a las colonias que
contenian el vector ligado al inserto de las que no. Esta ventaja se atribuye a que la cepa es AlacZ,
es decir, no tiene B-Galactosidasa en su cromosoma y a que presenta lacl?, lo que significa que

sobre produce el represor de lac (Promega, Technical Manual No. 042).

6.3.3. Verificacion de la construccion.
Se aislaron los plasmidos de 10 colonias mediante miniprep y se verifico la presencia del gen tpi

LFFTA primero por PCR y luego por secuenciacion.
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6.3.4. Confirmacion por PCR.

Antes de mandar a secuenciar alguno de los plasmidos, se hicieron dos pruebas de PCR con las
gue se intentd corroborar no solo la presencia del gen dentro del plasmido sino que también la
direccidn en la que este estaba inserto.

El primer PCR diagndstico se realiz6 con los oligonucledtidos Ndel y XhoTim. El
oligonucledtido XhoTim hibrida en el codén de término del gen, pero en la cadena
complementaria. NdelTim también hibrida dentro del inserto, en este caso en el codon de inicio.
Se puede observar sus posiciones en la figura 19. La distancia que hay entre las regiones en las que
hibridan ambos oligonucledtidos es de aproximadamente 800 pb y como ambos hibridan en
cadenas complementarias se esperaba que se generara un producto de PCR de esta longitud. El
analisis que se hizo utilizando estos oligonucleétidos fue positivo para todos los plasmidos
exceptuando para el plasmido que se obtuvo de la colonia 3. Todas las reacciones produjeron
fragmentos de 800 pb visibles en el gel de agarosa. Lo que demostr6é que todos los plasmidos que
se extrajeron, exceptuando el pPGEM-LFFTA 3, contenian el inserto.

El segundo PCR utilizéd a los oligonucleétidos XhoTim y T7pro. Como se mencioné el
oligonucleodtido XhoTim hibrida con el extremo 3’ de la cadena que va de 5° — 3’. T7pro no
hibrida dentro del inserto, mas bien lo hace con la cadena complementaria del vector pGEM-
LFFTA en la region que se encuentra entre las bases 2 900 y 3 000 de acuerdo al mapa de
secuencia de este. Esta region se encuentra por debajo del promotor de T7. Al contrario de la
primer reaccion (NdelTim — XhoTim) que Unicamente sirvid para determinar presencia o ausencia
del inserto, esta reaccion arrojo informacion concerniente a la direccion en la que estaba insertada
el fragmento de PCR dentro del vector. Como el inserto puede estar en dos diferentes direcciones
con respecto al vector, el oligonucledtido XhoTim puede ubicarse en distintas posiciones al

comenzar la reaccion. Solo se puede generar un producto de PCR cuando XhoTim hibride con la
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cadena complementaria, como se ve en el caso a en la figura 19a. Esto permite que se generen
fragmentos de aproximadamente 900 pb.

Los plasmidos pPGEM-LFFTA 2, 4, 5y 6 mostraron un resultado positivo. Este fue confirmado
por la presencia en gel de agarosa de un producto de aproximadamente 900 pb, el cual indicaba
que el oligonucle6tido XhoTim habia hibridado con la cadena complementaria a la cadena con la
que hibrido el oligonucleétido FWD-M13. La direccion opuesta de estos dos oligonucleétidos
permitié que se diera la amplificacion del fragmento proporcional a la distancia entre estos dos.
Como el oligonucledtido XhoTim hibrida del lado del inserto en el que se encuentra el sitio de
termino de la transcripcion y en oligonucledtido T7pro hibrida del lado del vector en el que se
encuentra el promotor de T7, se puede deducir que el inserto se encuentra en la misma direccion
en la que corre la numeracién de la secuencia del vector y el sitio de inicio de la transcripcion del
gen tpi LFFTA esta corriente abajo del promotor de T7 como en el caso A (ver figura 19B).

Los plasmidos pGEM-LFFTA 1 y 3 dieron un resultado negativo, al no observarse ningun
producto de PCR en el gel de agarosa. Este resultado se debio, al menos en el plasmido 1 a que a
pesar de que ambos oligonucle6tidos hibridaron cerca el uno del otro, lo hicieron con la misma
cadena impidiendo que la reaccion se volviera exponencial. Se puede inferir que el inserto se
encuentra unido en direccion contraria a la del vector y que se encuentra corriente abajo del

promotor lac como en el caso B (ver figura 19C).
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Dado el resultado del primer PCR diagnostico, se descart6 al plasmido pGEM-LFFTA 3 por
carecer de inserto. Mientras que el resultado del segundo PCR indicé que el Unico plasmido que
presentaba las caracteristicas del caso B era el pladsmido pGEM-LFFTA 1. Por esta razon se
seleccionaron a los plasmidos pPGEM-LFFTA 1y 2 para secuenciar y de esta manera cubrir las dos

posibles situaciones.

XhoTim SPo REV-M13
(A)
B 2 === EN—
—
FWD-MI13 T7pro REV-M13 NdelTim
pBS - Tim
TPI LFFTA (C)
|
. TPI LFETA
p!ac S
plac  ——
pBS - Tim
(D) NdelTim  REV-M13 SP6 REV-M13
. = b= eemew
FWD-M13 T7pro XhoTim

Figura 19. Las diferentes direcciones del inserto dentro del vector. El gen tpi LFFTA tenia la posibilidad de quedar

ligado al vector en dos direcciones. (B) muestra el caso en el que sitio de inicio de transcripcion queda corriente abajo

del promotor T7. (C) muestra el caso en el que sitio de inicio de transcripcién queda corriente abajo del promotor lac.

(A) y (D) muestran los sitios en los que hibridan cada uno de los oligonucleétidos dependiendo de cada caso.
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Tabla 5. Resultados de las pruebas de PCR para la confirmacidn de la presencia

y orientacion del inserto.

No. de Resultado de la reaccién Resultado de la reaccién Tipo de
plasmido (Ndel/XhoTim) (FWD-M13/XhoTim) caso
1 Positivo Negativo B
Producto de PCR de 800 pb Sin producto de PCR
2 Positivo Positivo A
Producto de PCR de 800 pb Producto de PCR de 900 pb
3 Negativo Negativo Ninguno
Sin producto de PCR Sin producto de PCR
4 Positivo Positivo A
Producto de PCR de 800 pb Producto de PCR de 900 pb
5 Positivo Positivo A
Producto de PCR de 800 pb Producto de PCR de 900 pb
6 Positivo Positivo A
Producto de PCR de 800 pb Producto de PCR de 900 pb

6.3.5. Secuenciacion.

Se mandaron a secuenciar los plasmidos pGEM-LFFTA 1 y pGEM-LFFTA 2 con el fin de

confirmar que ambos tuviesen el gen de la mutante de TPl y que su secuencia careciera de

mutaciones ajenas a las que se introdujeron durante la construccidn u otras modificaciones como

inserciones o deleciones que modificaran el marco de lectura (Lewin, 2000).

Se escogieron los oligonucleétidos SP6 y T7 pro (figura 20) ya que hibridizan en regiones

flanqueantes al gen. Sus caracteristicas se resumen en la tabla 2.
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Figura 20. Esquema en el que se muestran las regiones del vector donde hibridan los oligonucledtidos
contemplados para la secuenciacion. Se puede observar que los oligonucleétidos SP6 y T7 hibridan mas cerca del

inserto que los oligonucle6tidos FWD-M13 y REV-M13.

El oligonucledtido T7 hibrida con la cadena complementaria corriente arriba del sitio de
clonacion, mientras que el oligonucleo6tido SP6 hibrida corriente abajo del mismo (figura 20). De
esta manera se logré secuenciar la cadena 5° — 3’ con el oligonucledtido T7 y su reversa
complementaria con el oligonucleétido SP6. Una vez teniendo las secuencias, se hizo un

alineamiento (figura 21) con el programa BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/boedit.html)

que incluyo la reversa complementaria de la secuencia que se obtuvo con SP6, la secuencia
obtenida con T7 y la secuencia del gen silvestre.

Se confirm6 que ambos plasmidos contenian el gen tpi LFFTA. Ademas se vio que en ambos
casos el gen se encontraba sin mutaciones ajenas a las que se contemplaban en el disefio. En total
las mutaciones que se introdujeron en el gen tpi de acuerdo a este andlisis son: en el codén 17, se
cambio el triplete AAA que codifica para lisina por UUG que codifica leucina. En el codon 46 se
cambio el triplete UAC que codifica para tirosina por el triplete UUC que codifica fenilalanina. En

el codon 48 se cambid el triplete GAC que codifica &cido aspartico por el triplete UUU que
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codifica fenilalanina. En el codén 85 se cambi6 el triplete CAA que codifica glutamina por el
triplete ACC que codifica treonina. En el Gltimo codon que se modificd, se cambi6 el triplete GAU
que codifica para acido aspartico por GCC que codifica para alanina.

Se confirmo la presencia de algunas partes del vector pBC flanqueando el gen, las cuales fueron
copiadas a partir de los vectores que sirvieron de templado durante las reacciones de PCR de la

construccion. A los extremos de la secuencia del inserto se encuentra el vector pGEM.

94



Colonial
TPI
Colonia?

Colonial
TPI
Colonia?

Colonial
TPI
Colonia?

Colonial
TPI
Colonia?

Colonial
TPI
Colonia?

Colonial
TPI
Colonia?

pLac
I 1o &0 20 40 g0 £0 70 &0 g0 Loa 110
[ I : (IR | . (IR | . (IR | : (I | : (IR | : oo el e b e e e ] . (R | . (IR |
ATCTCR GCTATGCATC CACGCGTTGG GAGCTCTCCC ATATGGTCGR CCTGCR GGC GGCCGCGART TCACTAGIGR TTAGCGGATA ACARTTTCAC RACAGGAARCH

CGAT TG.GC.GA.G TCGCATE.TC . .G. .CGCCA T.G. .GOCGC GEGRAATTE. . . ... ... ... .. iiiinnnn wnnmnncnns
t-Inicic de transcripcidén de T7
Lio 10 10 150 10 17 L0 130 £0n £1n £en
PRRIRE EPTRS EOW [RETTPUNS, OIS LTI IEECTRRG (NPT ML TP ORI TN DOy MR UPTRNI KU RN (8 F N N IETRPIRINE Y RSN UCNN NSl IS LSNPLHUESN SRR PN | NI NERL e |
GCTATGACCR TEATTACGCC ARGOGCGCRA TTRAACCCTCAR CT Al CAMAAGCTHE AGCTCCACCE COGTHEOGEE CHRCTCTAGAR ATAATTTTGT TTAACTTTAR
£20 240 250 60 270 250 290 200 210 220 220

Al ] A A ENERL LR [ e A RN AR LA n e W AR M el EL s AR Npseieil st gy AR Sl e Lol Al A AR el aln) B SRR E |
ARFFRAGATA TACATATGHC TAGAACTTTC TTTGTCOGGTG GTAACTTTARA ATTAARCGGT TOCTTGCART CCATTAAGER AATTGTTGAR RAGATTGRAACA CTGCTTCTAT

240 250 260 270 250 290 400 410 20 430 EEY
T 1 T 1 1 e [ L St e L [ [ I I |

CCCAGAARMAT GTCGARAGTTG TTATCTGTCC TCCAGCTACC TTCTTATTIT ACTCTGTCTC TTTGGTTAAG ARGCCACARNG TCACTGTCHr THCTCARMARC GCCTACTTGR

........................................ el e mcceocccoe ComcoCoonC CoooCoCoCo CECCCoOnCo SCSCoooCoo CoCooooc
450 460 470 450 430 00 510 S5En 20 540 550
ST TPERRTPEEIE Gl [P eeT Pt Rt ! NASPPCRIN | PRI £ POt | EVCPORN | URPETPPN [ AUPRELY CRPPR INETRPPR LR, WS I N | ANy ke PR IPPPtl NIRRT b NP KW AT) IR ot
AGFCTTCTH TGCTTTCACC GETGARARCT COGTTGACAC CATC C GITGGTECTR AGTGGGTTAT TTTHHCTCAC TCOCGARRGRA GATCTTACTT CCACGAAGAT
...................................... 0 EEEEEE e e S N R R S S
SEN 570 &0 540 E0Q ELQ EEn E20 Ed0 ESQ EEQ

R L Y R R (e TN LA e P D ST [T Sl RS-t Pt S SNRLTItY [ EL S0 R-SCr WM - A8 VPO RE-r S WSSO P e M L) (PN L) [ R e L) RO ISR, g
GACAAGTTCR TTGCTGRACHL GRCCADMGTTC GCTTTAGGTC RAAGGTGTCGE TGTCATCTTG TGTATCHRGTE AAACTTTGGA AL Al GOCGGTRAGR CTTTGGATGT

95



B0 [311] E40 o0 710 TEN Ed] Tdi 750 TE0 Eal
N s e ) () I Sty . ORI FEC el I SR LIS SRR R IR FN ) LG (e I PR B [ JCS NG (S SCO ) ey I S e

Colonial TGTTGAAMAGR CRAATTGAACG CTGTCTTGGA AGARAGTTARNG GACTGEACTA ACGTCGTTGT CECTTRCGRR CCAGTCTHEE CCATTGETAC CGGTTTHGCT GCTACTCORG
TPI O o D e Tl R T I L e
Colonia? SFrErEETREEEL R R L R T i e R R e e R L e e R e R e R R

TEN Tan 00 10 FEN Fan G4n 50 [ 70 &0
P T [ O R [ I P I PSRN R R [RREVEDEN PR EENDRDEVEI EPVRUE IR VSRRV [N EVRRUR PR B

Colonial ARGATECTCR AGATATTCAC GCTTCCATCA GRAAAGTTCTT GECTTCCARG TTGEETGACH AGGCTHCCAG CGAATTGAGR ATCTTATACG GTGGTTCCGC TARCGGTAGC
TPI oo i e L e e A e e R e e L e e s L e L R
Ol O T A e Ay e T P P P

40 a00 110 aE0 az0 940 50 a60 70 a0 4490

. TSR |CNPETREP o MUl (RN [NNNEPE: S L TS SSF PN RLTSPRRPPIENY A URY.N IR PTO ) IRSSREPPu s AR (ISNMINEICN Lol PReer N SRS o) LNy RPRPSEICN | BSPTEEon: i RNl & *FEEEN| Nree
Colonial ARCGCCOGTTR COTTCAAGGR CRAGGCTGAT GTCGATGHGIT TCTTGGICGE THGTGCTICT TTGARGCCAG ARTTTGITGAR TATCATCARC TCTAGAARCT ARCTCGRGCR
)

Colonia? [ o e T I L e e ey 1 o
Long 1olg logd Llozg lodi Loka 10gd 1074
. | | | | | | | | | | | A P FEN | e
Colonial CCOATCEAAT TCOCCGOGHECC GOCATGRIGE CCGEGAGCAT GCGRCGTCGE CCCMTCI)
TPI
Colonia? ...... ACTHR GTGAATTCG. .G .CGCCT.C AG. TCGR.CR TATGE.AGR. .T.CCARCGC GTGGATGCAT AGCGTGRATG

Figura 21. Alineamiento entre las secuencias de los genes tpi LFFTA y el gen tpi silvestre. Esta figura muestra como los vectores pGEM (verde) de los plasmidos 1B y 2A
poseen un inserto orientado en direcciones distintas, pero que en ambos casos interrumpe el gen lacZ. El gen tpi LFFTA se encuentra bajo el control de plac en el plasmido 1y
bajo pT7 en el plasmido 2. Se puede observar que el inserto estad formado por dos partes, el gen tpi LFFTA (amarillo) y las partes que lo rodean que corresponden al vector pBC

(azul) donde estaba clonado el gen tpi silvestre. EI gen tpi LFFTA sélo presenta las mutaciones contempladas en su disefio (codones marcados en cuadros rojos).
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6.4. Ensayos de expresion y solubilidad

Se decidio conservar y expresar el gen tpi LFFTA en el vector pGEM-T. Formalmente el pGEM es
un vector de clonacién, pero aun cuando tal vez no sea el mejor vector de expresion, puede ser
utilizado como tal. EI pGEM presenta dos promotores, el plac y el pT7 (Promega, Technical
Manual No. 042). En el plasmido 1B el gen tpi LFFTA se encuentra bajo el control de plac. Esto
significa que el gen puede ser inducido de la misma forma en la que normalmente se induce lacZ;
esto es, agregando IPTG (Lewin, 2000). En el plasmido 2a, el gen se encuentra bajo el control de
pT7, este es un promotor especifico para la RNA polimerasa de T7 por lo que no puede unir a la
RNA polimerasa de E. coli (Ikeda y Richardson, 1986).

Se probaron distintos sistemas bacterianos para determinar cual lograba expresar mejor la
proteina. Tomando ventaja de la caracteristica de las cepas BL21 (DE3) y BL21 (DE3) pLys de
tener en su genoma un gen que transcribe la RNA polimerasa de T7, se decidio utilizar estas cepas
en combinacién con el plasmido 2A. En estas cepas, el gen de la RNA polimerasa de T7 se
encuentra bajo el control del plac, por lo que solo se necesita IPTG para inducirla (Stratagene,
2006). Una vez expresada, la RNA polimerasa se une al pT7 y empieza a transcribir el gen tpi.
Mientras que el plasmido 1B se decidio probar en la cepa, la VR101. En este caso el gen tpi se
encuentra bajo el control de plac, por lo que al inducir con IPTG este promotor se libera del
represor, permitiendo que se una la RNA polimerasa de E. coli y empiece a transcribir el gen
(Peimbert, com. pers.). Las tres cepas de E. coli, BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLys y VR101 fueron
transformadas con éxito y crecieron favorablemente en las cajas de LB con ampicilina.

En los ensayos VR101 mostro altos niveles de expresion de TPI tanto a las 3 h como a las 5 h.
BL21 (DE3) y BL21 (DE3) pLys tambien presentaron buenos niveles de expresion alas 3 hy 5 h,

por lo que se concluyd que todas las cepas eran inducidas con éxito utilizando IPTG a una
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concentracion de 0.2 mM.

A pesar de esto, los ensayos de solubilidad demostraron que durante la primera centrifugacion
después de romper las células con el sonicador gran parte de la poblacion de enzima expresada
quedd atrapada en la parte insoluble en las cepas VR101 y BL21 (DE3). En el centrifugado de la
cepa BL21 (DE3) pLys también pasé algo similar, ya que una gran parte de la poblacion de
enzima producida por la expresion quedo atrapada en la parte insoluble. Sin embargo, una parte de
enzima permanecio en la fraccion soluble. Ver figura 23.

Se llegd a la conclusion de que las células de E. coli de la cepa BL21 (DE3) pLys
transformadas con el plasmido 1B eran el sistema mas adecuado para expresar la mutante TPI
LFFTA. A pesar de que BL21 (DE3) pLys no es la cepa que presenta los mejores niveles de
expresion de esta proteina, es la Unica en la que una parte significativa de la poblacidn de proteina

permanece en la fraccion soluble después de sonicar y centrifugar.
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Figura 23. Niveles de expresion vy
solubilidad de la TPl LFFTA. Se pueden
observar los niveles de expresion de la
enzima antes de inducir, 3 h después de la
induccion y 5 h después de la induccién.
También se muestran las fracciones solubles
e insolubles de la centrifugacion del extracto
celular. (a) Cepa VR101. La enzima queda en
la fraccion insoluble. (b) Cepa BL21 (DE3).
La enzima queda en la fraccidn insoluble. (c)
Cepa BL21 (DE3) pLys. Parte de la enzima

queda en la fraccion soluble.
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6.5. Purificacion

Se realizaron varias purificaciones para obtener a la mutante TPI LFFTA. En todas se utilizaron
variaciones del protocolo que se utiliza para purificar la enzima silvestre (Véazquez, 2000). A
continuacion se menciona de forma general el procedimiento que se siguio en la purificacion de la
TPI LFFTA.

La mutante se expreso a partir de cultivos de E. coli de la cepa BL21 (DE3) pLys transformadas
con el plasmido 1B. Se us6 medio LB con ampicilina para que este antibidtico funcionara como
una presion de seleccion a la que s6lo pudieran dividirse las células que contuvieran el plasmido.
En este plasmido el gen a expresar se encuentra bajo el control del promotor plac; asi que para
inducir la expresion del gen se agreg6 una concentracion final de 0.2 mM de IPTG, manteniendo
una temperatura constante de 37 °C dentro de un agitador orbital a 200 rpm. EIl IPTG al ser un
analogo de la lactosa, liber¢ al plac del represor, permitiendo que la RNA polimerasa de E. coli se
le uniera e iniciara la transcripcién del gen.

Después de inducir la expresion de la proteina en los cultivos, se procedio a concentrar las
células por centrifugacion. Se resuspendieron las células en amortiguador de lisis y se us6 un
sonicador para romper su membrana. Durante la lisis de las células se mantuvo la temperatura a
4°C. El amortiguador de lisis contenia Fluoruro de fenil metano sulfonilo (PMSF) previamente
disuelto en dimetilsulfoxido (DMSO). EI PMSF es un potente inhibidor de proteasas que se agrego
para evitar la degradacion de TPl LFFTA. El extracto celular se centrifugd para precipitar
principalmente membranas celulares y las proteinas integrales de membrana. El sobrenadante se
centrifugd a 45 000 rpm, con el fin de desechar cualquier remanente de las moléculas ya
mencionadas.

El sobrenadante se precipito con sulfato de amonio al 70 %, este compuesto es una sal que sirve
para fraccionar el extracto celular. En este proceso se concentrd la muestra y se separé la mutante
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de algunas proteinas con diferente solubilidad; lo que ayuda en parte a la purificacion.

Se dializaron las muestras para eliminar el sulfato de amonio y se sometieron a cromatografia
de exclusion molecular y de intercambio anionico. Conforme los diferentes componentes de la
muestra fueron saliendo de la columna, se registraron con ayuda de un detector de uv a 280 nm
(longitud de onda a la que absorben las proteinas) para trazar un cromatograma en 2D con los
niveles de absorbancia en cada fraccion.

Las fracciones también se analizaron mediante SDS-PAGE, ya que un criterio que sirve para
determinar el grado de pureza de las proteinas, es el nimero de bandas que se observan en el gel
de poliacrilamida. Si en este s6lo se presenta una banda y ésta corresponde a la proteina de
interés, se puede decir que esa proteina se ha purificado exitosamente. También se realizaron
ensayos de actividad para ubicar las fracciones con proteina que presentaran mayor actividad
catalitica (Lehninger, 2000; VVoet, 2004). Es importante mencionar que en la primera purificacion,
el ensayo de actividad se realizé Unicamente en las fracciones que se obtuvieron de la segunda
columna cromatogréafica, mientras que en las siguientes purificaciones se llevo a cabo en cada uno
de los pasos de la purificacion.

A continuacion se mencionan las caracteristicas y los resultados obtenidos para cada una de las

purificaciones de manera mas especifica.

6.5.1. Primera Purificacion.

Esta purificacion se realizé en el lapso de una semana. Se expreso favorablemente la proteina TPI
LFFTA en cultivos de 3 L de E. Coli BL21 (DE3) pLys con una induccion de 4 h con 0.2 mM de
IPTG. Durante la lisis y la centrifugacion gran parte de la proteina permanecio en la fase soluble,

por lo que se procedi6 a precipitar la muestra en un rango de 20-90 % de saturacion con sulfato de
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amonio. Una vez precipitada la muestra se dializ6 en amortiguador pH 7.6 (TED 10/1/1) y se pasé
por la Sefacryl S-300 utilizando el mismo amortiguador.

El cromatograma present6 dos grandes picos de absorciéon en U.V., el primero de los 29 a los
74 mL y el segundo de los 85 a los 110 mL (figura 24). El gel de poliacrilamida revel6 que la
proteina se hallaba en las fracciones 40, 41, 42, 43, y 44, al final del primer pico en el volumen de
los 60 a los 67.5 mL. La proteina quedd distribuida en un volumen de 7 mL.

El gel de acrilamida de las fracciones que se obtuvieron de la columna Sefacryl, mostro otras

bandas ademas de la de TPI (Vazquez, 2000).

Fraccion
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Figura 24. Cromatograma de la primera columna (Sefacryl) de la primera purificacion. La corrida fue de 200

mL a un flujo de 0.2 mL min™, el tamafio de las fracciones fue de 1.5 mL.

La segunda columna que se utilizé en esta purificacion fue una columna MonoQ. Esta columna

es de intercambio anionico. El gradiente lineal de NaCl fue de 0-100 mM desde los 10 mL hasta

los 120 mL y de 100 mM-1 M desde los 120 mL hasta los 140 mL.
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El cromatograma mostr6 un gran pico entre los 130 y los 140 mL y otros dos picos de menor
tamafio, uno entre los 70 y los 80 mL y el otro entre los 100 y los 105 mL (figura 25). Se
colectaron 2 mL por tubo, por lo que las fracciones analizadas por SDS-PAGE fueron 36, 37, 51,
61, 63, 65, 67, 69 y 71, dejando al marcador de peso molecular en el ultimo carril. La proteina
aparecio principalmente en el séptimo carril correspondiente a la fraccion 67, aunque el octavo
carril también presentd algo de proteina (figura 26). La concentracion salina aproximada a la que
eluyd la proteina fue de 730 a 910 mM de NaCl.

El cromatograma indica que la proteina se uni6 eficientemente a la columna y que
posteriormente pudo eluirse con el gradiente de sal. EI gel de acrilamida muestra una proteina que
no esta completamente pura.

No es factible estudiar muestras de proteinas con este grado de impureza, por lo que se decidio
hacer un tercer paso de purificacion utilizando nuevamente una columna de intercambio i6nico

MonoQ a un pH diferente.
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Figura 25. Cromatograma de la segunda columna (MonoQ 7.6) de la primera purificacion. La linea continua
representa la absorbancia y la linea punteada es el gradiente salino. La corrida fue de 220 mL a un flujo de 2 mL min™,

el tamafio de las fracciones fue de 2 mL.
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Figura 26. Fracciones con proteina de la segunda columna (MonoQ 7.6) de la primera purificacién. Se corrieron

las fracciones que mostraron mayor absorbancia. La proteina se observa principalmente en los carriles 2, 3 y 4.
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Por las razones que se mencionaron, se corrié la columna MonoQ con un amortiguador pH 7.2
(TED 10/1/1). EI gradiente lineal de elucion con NaCl fue de 0 mM — 100 mM desde los 10 mL
hasta los 50 mL, y de 100 mM — 1 M desde los 50 mL hasta los 160 mL. La pendiente de este
gradiente fue menos pronunciada comparada con la pendiente de la primera MonoQ.

El cromatograma de la segunda columna MonoQ mostr6 la mayor absorbancia de los 60 mL a
los 110 mL (figura 27). En el gel de poliacrilamida se analizaron las muestras 50 y 33 en los
primeros dos carriles, en el tercer carril se puso el marcador y en el los siguientes, las fracciones
40, 41, 42, 43, 45, 46 y 48 en ese orden. La enzima se encontro en las fracciones comprendidas
dentro del rango 39 — 51 que corresponden de los 78 hasta los 102 mL (figura 28). La
concentracion de sal a la que eluyo la proteina fue de 330 — 520 mM de NaCl.

La purificacion se planed pensando en que la disminucion del pH del amortiguador causaria
que la enzima se uniera con menos fuerza a la columna. Asi durante el incremento del gradiente
salino, la TPI eluiria al principio, separandola de aquellas proteinas que se unieran con mayor
afinidad y que se despegarian de la columna hasta que se alcanzara una concentracion elevada de
sal. También se us6 un gradiente menos pronunciado que el del paso anterior (Pharmacia Fine
Chemicals AB, 1983; Yamamoto y col., 1988). La proteina que salié de esta columna no presento
actividad catalitica. En ninguna de las fracciones que se analizaron aparecio la enzima
completamente pura, puesto que aparecieron muchas otras bandas de proteinas, pero presentd un
mayor grado de pureza que las muestras de la primera MonoQ. La enzima se encontrd dispersa en
varias fracciones. Mientras que en la columna anterior teniamos toda nuestra proteina en un
volumen total de 4 mL, en esta columna la proteina quedé mucho mas diluida en un volumen total

de 24 mL.
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Figura 27. Cromatograma de la tercera columna (MonoQ 7.2) de la primera purificacion. La linea continua
representa la absorbancia y la linea punteada es el gradiente salino. La corrida fue de 220 mL a un flujo de 2 mL min™,

el tamafio de las fracciones fue de 2 mL.
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Figura 28. Fracciones con proteina de la tercera columna (MonoQ 7.2) de la primera purificacion. Se corrieron

las fracciones que mostraron mayor absorbancia. La proteina esta distribuida entre todos los pozos del gel.
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Las fracciones que presentaron mas proteina (45, 46, 47 y 48), fueron analizadas y presentaron
una cantidad de proteina total de 11.2 mg, una actividad total de 2.7 x 10° pmol min™ y una
actividad especifica de 2.4 x 10° umol min™ mg™. Lo que significa que la enzima se inactivé en

algin momento durante la purificacion.

6.5.2. Segunda Purificacion.

Los resultados de la primera purificacion indicaron que la enzima era inactiva. Probablemente la
enzima se inactivo durante la purificacion debido a que era inestable. Para caracterizar la actividad
de le enzima, se decidié cambiar un poco la estrategia de purificacion.

La purificacion se llevo a cabo en tres dias. La TPl LFFTA se expresé favorablemente en
cultivos de 3 L de E. Coli BL21 (DE3) pLys con una induccién de 4 h con 0.2 mM de IPTG.
Durante la lisis y la centrifugacion gran parte de la proteina permanecio en la fase soluble. Se
precipitd la muestra al 70 % de saturacion con sulfato de amonio. Una vez precipitada la muestra
se dializé en amortiguador pH 7.6 (TED 10/1/1) y se paso por la Sefacryl 300 utilizando el mismo
amortiguador.

El cromatograma de la columna Sefacryl 300 presentd absorbancia desde los 138 mL hasta los
145 mL. Esta region se estaba dividida en tres picos, el primero abarcé de los 38 mL a los 48 mL,
el segundo de los 58 mL a los 77 mL vy el tercero de los 96 a los 135 mL (figura 29). Las
fracciones que se corrieron en electroforesis fueron las 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 y 51. En el primer
carril se coloco el marcador y en el Ultimo una mezcla de todas estas fracciones. La proteina se
ubico dentro del rango de fracciones 44 — 50 que corresponden de los 66 mL a los 75 mL. La
proteina aparecié con otras bandas (figura 30), s6lo se esperaba una purificacion parcial al tratarse

de la primera columna.

107



Fraccion

e B L A B S e s m e e S i
3

£

=

s 24

&

o

2

=

=

: \

2

=

E]
14
ot T T T T T T T

0 20 40 80 100 120 140 160 180 200

fracciones con proteina de interés mL

Figura 29. Cromatograma de la primera columna (Sefacryl) de la segunda purificacion. La corrida fue de 200

mL a un flujo de 0.2 mL min, el tamafio de las fracciones fue de 1.5 mL.
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Figura 30. Fracciones con proteina de la primera columna (Sefacryl) de la segunda purificacién. Se corrieron las
fracciones que mostraron mayor absorbancia. La proteina se encuentra del carril 2 al 8. El Gltimo carril es un pool o

mezcla de estas 7 fracciones.
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La segunda columna en esta purificacion fue la MonoQ. Se utiliz6 un amortiguador pH 7.2
(TED 10/1/1) para pasar la muestra por la columna. El gradiente lineal de sal fue de 0 mM-100
mM desde los 10 mL hasta los 50 mL, y de 100 mM-1 M desde los 50 mL hasta lo 160 mL.

El cromatograma de la primera MonoQ de esta segunda purificacion mostré absorcion a los 280
nm desde los 45 mL hasta los 95 mL, con tres picos principales en 45 mL — 50 mL, 55 mL - 60
mL y 70 mL — 90 mL respectivamente (figura 31). En la electroforesis se encontré que las
fracciones 37 — 42 que abarcan de los 74 mL a los 84 mL presentaron la proteina (figura 32).
Aunque aparecen las bandas de otras proteinas, la enzima de interés quedd parcialmente
purificada. La concentracion a la cual eluyd la proteina fue de 300 — 380 mM de NaCl.
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Figura 31. Cromatograma de la segunda columna (MonoQ 7.2) de la segunda purificacién. La linea continua
representa la absorbancia y la linea punteada es el gradiente salino. La corrida fue de 220 mL a un flujo de 2 mL min™,

el tamafio de las fracciones fue de 2 mL.
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Figura 32. Fracciones con proteina de la segunda columna (MonoQ 7.2) de la segunda purificacion. Se
corrieron las fracciones que mostraron mayor absorbancia. La proteina se encuentra entre las fracciones 39 y 42. En

los extremos, los carriles 1 y 15 muestran marcador de pesos moleculares.

En esta ocasion se construyd una tabla de purificacion (tabla 6). Se analizaron los pasos de la
purificacion en los que se tenia la fraccion soluble, las fracciones con proteina que se obtuvieron
de la primera columna (Salida Sefacryl) y de la segunda columna (Salida MQ 7.2). Para cada uno
de estos pasos se midi6 y calculd el volumen (mL), la concentracién (mg mL™), la actividad (umol
min™) y la actividad especifica (umol min™* mg™).

Se puede ver que se partié de un volumen de 45 mL y al final se obtuvieron 12 mL. Esto es
normal tomando en cuenta que se parte de una gran cantidad de biomasa, que incluye membranas
y muchas otras proteinas y al final solo se quiere obtener una proteina libre de estos elementos. La
cantidad de proteina total también disminuye de 319.5 mg a 37 mg. Esto también es caracteristico
de una purificacion, ya que en un principio se tiene una mezcla que no solo incluye a la proteina de
interés sino también a muchas otras. Al contrario del volumen y la cantidad de proteina, se espera
que la actividad vaya en aumento, ya que cada vez se concentra mas a la TPI, ademéas de que entre
cada proceso de purificacién se eliminan proteinas que no tienen esta actividad catalitica. Al final

se espera que toda la actividad presente corresponda exclusivamente a la TPI. Los valores de
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actividad especifica representan de cierta forma esta relacion, indicando cuanta actividad hay por
cada mg de proteina (Lehninger, 2000). Se puede observar en la tabla 6 que los valores de
actividad y actividad especifica decaen significativamente para las fracciones que salieron de la
segunda columna (MonoQ).

Los datos de la Tabla 6 indican que gran parte de la actividad catalitica de la TPl LFFTA se
perdié después de pasar a través de la segunda columna. El gradiente y el pH que se utilizaron solo
sirvieron para purificarla en aproximadamente un 70%. El tiempo en el que se llevd a cabo la
purificacion es muy corto, se plantearon dos posibles explicaciones. La primera implica que la
enzima es muy inestable y pierde su actividad rapidamente y la segunda implica que aunque la
enzima es inestable, alguna de las condiciones de purificacion exacerba la pérdida de su

estabilidad y de su funcion.
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Tabla 6. Tabla de Purificaciéon de la mutante de la Triosafosfato Isomerasa LFFTA 2nda Purificacion

Paso Concentracion Volumen Proteina total Actividad total Actividad especifica
mg mL™* mL mg pmol min™ umol min™ mg™
Soluble 7.1 45 319 1.3x10° 4.0 x 10°
Salida Sefacryl 15.3 9 137 5.5 x 10° 4.0 x 10*
Salida MQ 7.2 3.1 12 37 6.3 x 10 1.7 x 10°
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6.5.3. Tercera Purificacion.

La tercera purificacion se llevo a cabo durante 24 horas ininterrumpidas para minimizar la pérdida
de actividad de la enzima. Se trabajo con un cultivo de E. coli BL21 (DE3) pLys de 1 L; se indujo
4hcon 0.2 mM de IPTG.

Durante la lisis y la centrifugacion gran parte de la proteina permanecié en la fase soluble. Se
precipitd la muestra al 70 % de saturacion con sulfato de amonio. La muestra se dializé contra un
amortiguador con mayor fuerza iénicay a pH 7.6 (TED 100/10/1).

Se decidid utilizar directamente a la MonoQ. Esta decision se tomd con la intencion de agilizar
el proceso de purificacion, al saltarnos el paso de la enzima por la columna de exclusion
molecular. Para evitar saturar la columna se tuvo que manejar un volumen menor. Se utiliz6 un
amortiguador pH 7.6 (TED 100/10/1) para pasar la muestra por la columna y un amortiguador con
sal pH 7.6 (TED 100/10/1, con 1 M NaCl) para crear el gradiente de elucion. El gradiente fue de 0
mM-100 mM a partir de los 30 mL hasta los 60 mL y de 100 mM-1 M desde los 60 mL hasta los
100 mL.

Se obtuvieron tres picos de absorcién en el cromatograma, el primero de los 5 a los 10 mL, el
segundo de los 70 a los 80 mL vy el tercero de los 85 a los 100 mL (figura 33). El analisis en gel de
poliacrilamida mostr6 que Unicamente las fracciones 4-5 que corresponden al primer pico de los 8
mL a los 10 mL tenian la proteina (figura 34). La proteina salié mucho antes de que empezara el

gradiente de elucion, a pesar de ello se purificd considerablemente.
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Figura 33. Cromatograma de la primera columna (MonoQ 7.6) de la tercera purificacion. La linea continua
representa la absorbancia y la linea punteada es el gradiente salino. La corrida fue de 220 mL a un flujo de 2 mL min™,

el tamafio de las fracciones fue de 2 mL.
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Figura 34. Fracciones con proteina de la primera columna (MonoQ 7.6) de la tercera purificacion. Se corrieron

las fracciones que mostraron mayor absorbancia. La proteina se encuentra principalmente en las fracciones 4 y 5.
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Las fracciones que se obtuvieron en la primera columna se juntaron y se dializaron en el
amortiguador a pH 7.2 (TED 100/10/1) y luego se volvieron a inyectar a la columna MonoQ. Esta
vez la corrida se llevo a cabo con amortiguador pH 7.2 (TED 100/10/1). Se us6 el amortiguador
con sal pH 7.2 (TED 100/10/1 con 1 M NaCl) para crear el gradiente de elucion. El gradiente fue
de 0 mM-300 mM desde los 30 mL hasta los 60 mL y se cambid a un gradiente de 300 mM-1 M
desde los 60 mL hasta los 90 mL.

Esta segunda MonoQ mostré un cromatograma de absorcion en uv a 280 nm con tres picos
delgados. El primer pico de los 5 a los 10 mL, el segundo de los 15 a los 16 mL y el tercer pico de
los 29 a los 30 mL. La proteina aparecid en las fracciones 15 y 16; que corresponden a los 15y 16

mL. La proteina se eluyd con 30 — 40 mM de NaCl.
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Figura 35. Cromatograma de la segunda columna (MonoQ 7.2) de la tercera purificacion. La linea continua

representa la absorbancia y la linea punteada es el gradiente salino. La corrida fue de 170 mL a un flujo de 2 mL min™,

el tamafio de las fracciones fue de 1 mL.
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Figura 36. Fracciones con proteina de la segunda columna (MonoQ 7.2) de la tercera purificacion. La proteina

se encuentra en el quinto carril.

También se realizé una tabla de purificacion (tabla 7). Se analizaron los pasos de la purificacion
en los que se tenia la fraccion soluble (soluble), la muestra precipitada con sulfato de amonio y
dializada (pp/dialisis), la muestra que se inyect6 a la primera MonoQ (Entrada MQ1 7.6), las
fracciones que salieron de la primera MonoQ (Salida MQL1 7.6), las fracciones que se inyectaron a
la segunda MonoQ (Entrada MQ2 7.2) y las fracciones que salieron de la segunda MonoQ (Salida
MQ2 7.2). Para cada uno de estos pasos se midid y calcul6 el volumen (mL), la concentracion
(mg mL™), la actividad (umol min™) y la actividad especifica (umol min™ mg™).

Los datos se muestran en la Tabla 7. Se puede ver que se partié de un volumen inicial de 12 mL
y se termind con uno de 1 mL. La cantidad de proteina total fue de 1344 mg mL™ al inicio y de 3.8
mg mL™ al final. De nueva cuenta se observa como el volumen y la cantidad de proteina total
tiende a disminuir como en el caso anterior.

En el caso de la actividad especifica vemos que esta va en aumento, desde la fraccién soluble

(4.9 x 10° pmol min? mg™) hasta las fracciones que salieron después de la primera MonoQ.

116



Después de dializar y filtrar estas fracciones vemos una pequefia disminucion en su actividad
especifica (3.7 x 10* pmol min™® mg™). Esto indica que la muestra que se metié a la segunda
columna ya habia perdido algo de actividad, causada probablemente por la dilucion de la enzima
durante el proceso de dialisis. Posteriormente se observo que la actividad disminuyd abruptamente
para las fracciones que salieron de la segunda columna, perdiendo como el 90 % de su actividad
especifica (2.3 x 10® pmol min™* mg™).

La realizacion de esta purificacion fue mucho mas rapida que la de la purificacién anterior. El
uso de gradientes de elucidn con pendientes ligeramente pronunciadas también puede contribuir a
la dilucién de la proteina y por lo tanto a la pérdida de su actividad. Resulta interesante notar que
la enzima queda casi por completo inactiva durante su paso por la segunda columna. Este
fendmeno coincide con las purificaciones anteriores en los pasos en los que se utiliz6 algun
amortiguador a pH 7.2. Por lo que existe la posibilidad de que la enzima se vuelva todavia mas

inestable a este pH.
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Tabla 7. Tabla de Purificacién de la mutante de la Triosafosfato Isomerasa LFFTA 3era Purificacién

Paso Concentracion Volumen Proteina total Actividad total Actividad especifica
mg mL™* mL mg pmol min™ umol min™ mg™

Soluble 112 12 1344 6.6 x 10° 4.8x10°
pp/dialisis 127 45 571.5 7.0 x 10° 1.2 x 10*
Entrada MQ1 7.6 127 2 254 3.1x10° 1.2 x 10°
Salida MQ1 7.6 14.2 4 56.9 3.2 x 10° 5.5 x 10*
Entrada MQ1 7.2 18.4 1.3 23.9 8.8 x 10° 3.7x10*
Salida MQ2 7.2 3.8 1 3.8 8.7 x 10° 2.3x10°
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6.5.4. Cuarta Purificacion.

Durante la lisis y la centrifugacion gran parte de la proteina permanecio en la fase soluble. Se
precipitd la muestra al 70 % de saturacion con sulfato de amonio. La muestra se dializd en
amortiguador pH 7.6 (TED 100/10/1).

Como ayuda para el disefio de este protocolo, se implementaron algunas pruebas de estabilidad
a distintos pH para ver si efectivamente la enzima tenia alguna predisposicion a perder actividad
cuando se mantiene a ciertos valores de pH. Después de resuspender la pastilla del precipitado de
sulfato de amonio al 70%, se incubd la muestra en amortiguador TED 100/10/1 a distintos pH (7.0,
7.2,7.4,7.6,8.0y 8.5) a 25°C y una concentracion de 6.5 ug mL™. Para cada una de las alicuotas
se realizaron ensayos de actividad a las 4 y a las 8 h con 130 ng de proteina.

En ambas mediciones, se obtuvieron lecturas similares para todos los pH, lo que indica que a
esta concentracion, la enzima permanece estable y el pH no afecta su comportamiento. No se
descarta, sin embargo, la posibilidad de que a concentraciones mas elevadas de proteina pueda
ocurrir la agregacion de la enzima por los cambios de pH. Por esta razon, durante el uso de las
columnas de cromatografia se evitaron cambios bruscos en el pH. El gradiente de elucién se
determiné en base a los resultados obtenidos anteriormente.

En la cromatografia de exclusion molecular la proteina salié en las mismas fracciones que en
las ocasiones anteriores. En el gel se observa la TPI presente de la fraccién 42 a la 47 (figura 37).
Se seleccionaron a las fracciones 43, 44, 45 y 46 por presentar los valores mas altos de
concentracion de proteina y de actividad especifica.

La primera columna MonoQ se utilizd con un amortiguador pH 7.4 (TED 100/10/1) y un
amortiguador con sal pH 7.4 (TED 100/10/1, con 1 M NaCl) para crear el gradiente de elucion. El

gradiente fue de 0 M—1 M a partir de los 20 mL hasta los 100 mL.
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El cromatograma mostré la mayor absorcion de los 40 a los 60 mL, correspondientes a las
fracciones 40-50 (figura 38). En el gel de poliacrilamida se analiz6 de la fraccién 42 a la 50. Las
fracciones 42, 43, 44, 45 y 46 presentaron la TPI (figura 39). La proteina eluyé cuando la

concentracion de sal era de aproximadamente 700 mM.

Carril 1 2 ey 5 e o 8 9 0

Fraccion 42 43 44 45 46 a7 48 49 50 M

»
TPI

Figura 37. Fracciones con proteina de la primera columna (Sefacryl) de la cuarta purificacion. El gel se

observan las muestras que
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Figura 38. Cromatograma de la segunda columna (MonoQ 7.4) de la cuarta purificacion. La linea continua
representa la absorbancia y la linea punteada es el gradiente salino. La corrida fue de 220 mL a un flujo de 2 mL min™,

las fracciones fueron de 1 mL cada una.
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Figura 39. Fracciones con proteina de la segunda columna (MonoQ 7.4) de la cuarta purificacion. Las bandas
correspondientes a la TPI aparecen de la fraccion 47 a la 50, si embargo solo las fracciones 47 y 48 se inyectaron a la

siguiente MonoQ.
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La segunda columna MonoQ se utilizé con un amortiguador pH 7.7 (TED 100/10/1) y un
amortiguador con sal pH 7.7 (TED 100/10/1, con 1 M NaCl) para crear el gradiente de elucién. El
gradiente fue de 0 M—1 M a partir de los 20 mL hasta los 100 mL.

La mayor absorcion se present6 de los 55 a los 60 mL, correspondientes a las fracciones 48 y
49 (figura 40). Se analizaron las fracciones 46, 47, 48, 49, 50 y 51. La TPI apareci6 principalmente
en las fracciones 48 y 49 (figura 41). Por lo que eluyd a una concentracion de sal de
aproximadamente 720 mM. Solo la fraccidn 48 present6 la proteina pura. Se dializ6 una vez méas
en amortiguador pH 7.7 (TED 100/10/1) para eliminar la sal de la corrida. Finalmente, la enzima
pura quedd a una concentracion de 2 200 g mL™.

De acuerdo a los datos que se recolectaron (Tabla 4), se empez6 con un volumen de 42 mL y se
termind trabajando con 1 mL. La cantidad de proteina total disminuyé de 10 920 mg a 2.2 mg. La
actividad especifica iba en aumento hasta el momento en el que la muestra salié de la columna de
Sefacryl, ya que justo antes de que se metiera la muestra a la primera MonoQ, se registré una
disminucion en este valor. Pasando de 2.7 x 10* umol min™ mg™a 8.2 x 10° pmol min™. Aparentemente,
desde que la muestra sali6 de la Sefacryl y durante su paso a través de la MonoQ 7.4, la actividad de la
enzima disminuy6 por razones inespecificas. Cualesquiera que hayan sido las causas, se descartaron un vez
que la enzima sali6 de la MonoQ 7.4 ya que se volvio a registrar un incremento de la actividad especifica
cuando se inyect6 la muestra a la MonoQ 7.7. Pasando de 2.6 x 10% umol min™ mg™a 5.5 x 10° pmol min™
mg™. Este valor se mantuvo constante durante el paso a través de esta Gltima columna. No se pudo
identificar con certeza a los factores responsables de la inactivacidn de la enzima, de cualquier manera, se

puede sospechar de condiciones como la concentracién o la temperatura, pero seria necesario llevar a cabo

mas experimentos para ratificarlo.
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Figura 40. Cromatograma de la tercera columna (MonoQ 7.7) de la cuarta purificacion. La linea continua
representa la absorbancia y la linea punteada es el gradiente salino. La corrida fue de 220 mL a un flujo de 2 mL min™,

las fracciones fueron de 1 mL cada una.
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Figura 41. Fracciones con proteina de la tercera columna (MonoQ 7.7) de la cuarta purificacion. La TPI esta

presente en las fracciones 48 y 49 principalmente, pero solo la fraccién 48 presenta la TPl a homogeneidad.
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Tabla 8. Tabla de Purificacién de la mutante de la Triosafosfato Isomerasa LFFTA 4ta Purificacion

Paso Concentracion Volumen Proteina total Actividad total Actividad especifica
mg mL™ mL mg pmol min? pumol min mg™

Soluble 260 42 10920 1.3x 10’ 1.2 x 10"
7 4
Entrada Sefacryl 240 4 1040 2.2x10 2.1x10
. 6 4
Salida Sefacryl 86 6 516 1.4x10 2.8x10
5 3
Entrada mQ 7.4 103 5 412 3.4x10 8.3x10
. 4 3
SalidamQ 7.4 5.7 4 23 6.0 x 10 2.6x10
Entrada mQ 7.7 3 1 3 1.6 x 10* 5.5x 10°
4 3
Salida mQ 7.7 2.2 1 99 1.2x10 5.4x10
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6.6. Caracterizacion de LFFTA

6.6.1. Radio hidrodinadmico.

Se realiz6 una cromatografia de exclusion molecular analitica para calcular el radio hidrodinamico
o radio de Stokes (Rs) de la mutante TPl LFFTA. Se obtuvo un volumen de elucién de 10.393 mL,
con lo que se calculd un Rs de 36.5 A (figura 42). Este valor es ligeramente mayor que los radios
hidrodinamicos de la ScTPI en estado nativo y de su intermediario monomérico, ambos de
aproximadamente 30 A, pero menor que el Rs de la ScTPI en estado desplegado que es de 45 A
(Néjera, 2003). Podemos inferir que la mutante tiene un radio mayor que la TPI silvestre y que
probablemente presenta una estructura terciaria similar pero parcialmente desnaturalizada.

Existe la posibilidad de que el empacamiento interno de los residuos que se introdujeron en la
interfase de la mutante haya causado un reacomodo en el resto de los aminoécidos. De tal forma
que el reacomodo de los residuos vecinos a los residuos mutados tuviera un impacto en aquellos
gue se encuentran en las lejanias de la interfase. Esto pudo exponer al solvente a algunos de los

residuos que se encontraban ocultos en la estructura de la enzima silvestre.
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Figura 42. Radio de Stokes que muestran la TPI silvestre y la mutante LFFTA de acuerdo a la curva de

calibracién para cromatografia de exclusion por tamafio.
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6.6.2. Desnaturalizacion por calor seguida por dicroismo circular.
Se obtuvo un espectro de dicroismo circular en el que se siguio la desnaturalizacién por calor de la
TPI LFFTA, en el que se registrd el cambio en la elipticidad a 220 nm con respecto al aumento en
la temperatura. Bajo estas condiciones, se observa una transicion (figura 43 A) en la la sefial. Este
cambio se debe a la desnaturalizacion de la proteina, ya que la proteina desplegada es un
monomero que carece de la mayoria de las interacciones secundarias presentes en la estructura
nativa, por lo que la proteina desplegada presenta caracteristicas espectroscopicas diferentes y
presenta una sefial distinta a la nativa (Fasman, 1996). Se observé una Tm (la temperatura a la que
el 50% de la poblacidn de enzima se encuentra desnaturalizada) de 75.6 °C, un valor mas grande
que el de la proteina silvestre que es de 59.5 °C (Benitez y col., 2001), por lo que la mutante
mostré ser mas estable. Al igual que para muchas otras TPIs, se encontr6 que el proceso de
desnaturalizacion iba acompariado de la agregacion de la proteina desnaturalizada (Alvarez y col.,
1998; Chanez-Cardenas y col., 2002). Se obtuvo un espectro de DC en el UV-lejano para la TPI
LFFTA a 20 °C después de su desnaturalizacion por calor. Este espectro se compard con el
obtenido para la TPl LFFTA nativa (figura 43 B), encontrandose muchas diferencias
espectroscopicas que claramente reflejan cambios irreversibles importantes en la estructura
secundaria de la proteina.

Se estima que s6lo un 4.57 % de la proteina desnaturalizada fue capaz de renaturalizarse una
vez que se regresé a la temperatura inicial. Por lo que la desnaturalizacidn no es reversible y no se

puede definir un ciclo termodinamico para obtener parametros como el AGyjeg Y €l AGasoc.
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Figura 43. Espectros de dicroismo circular. A) Desnaturalizacién por calor seguida a 220 nm. B) Espectros en el

UV-lejano de la TPl LFFTA nativa (linea continua) y después de ser desnaturalizada (linea punteada).

6.6.3. Actividad catalitica.

La TPI LFFTA, al igual que la ScTPI, presenta una cinética de tipo Michaelis — Menten, ya que
cuando se grafica la velocidad contra la concentracion de sustrato, se observa una hipérbola (figura
44). Esto indica que la enzima alcanza su Vmax conforme aumenta la concentraciéon de sustrato
(Voet, 2004).

La Ky, de la TPl LFFTA para el G3P es de 3.7 x 10 M, mientras que la K., correspondiente de
la SCTPI es de 1.5 x 10° M (Véazquez, 2005). Como la K, es una medida inversa de la afinidad de
la enzima por el sustrato, al aumentar la Ky, la afinidad disminuye (Stryer, 1995), este resultado
indica que la TPI LFFTA presenta una afinidad mayor por el G3P. En cuanto a la kit 0 constante
catalitica, descrita como la capacidad de la enzima para llevar a cabo la transformacion del sustrato
en producto (Stryer, 1995), la TPl LFFTA presenta una ke aparente de 3.87 x 10° s, un valor que
es tres 6rdenes de magnitud més pequefio que el de la ScTPI de 2.63X10° s™*(Vazquez, 2005). La

Vmax que presenta esta mutante es de 14.5 mmol de sustrato seg™” mg de proteina™. El cociente
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keat Km™ indica que la TPI LFFTA presenta una eficiencia catalitica de 1.05 x 10° M™s™, un valor

bajo en comparacién con el de la SCTPI que es de 10° M™s™ (N4jera, 2003). Esto significa que la

difusion del sustrato al sitio activo de la TPI LFFTA no es el paso limitante de su catélisis. Todos

estos parametros coinciden en que esta mutante es solo parcialmente activa.
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Figura 44. Cinética de TPl LFFTA. Las cuatro repeticiones que se utilizaron para obtener la cinética estan

representadas cada una por un nimero y su correspondiente figura geométrica. A) Concentracion mM de G3P contra

pmol de sustrato min™ mg de proteina™. B) Concentracion mM de G3P contra min™.
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7. CONCLUSIONES

Se logrd construir con éxito el gen de la mutante TPl LFFTA, que de acuerdo a la secuencia
obtenida, presenta unicamente las mutaciones consideradas dentro del disefio. Este gen se clono en
el vector de clonacion PGEM easy-vector, se obtuvieron las condiciones para expresarlo dentro de
este vector en las cepas de E. coli, BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLys y VR101. La purificacion se
llevo a cabo utilizando la cepa BL21 plys, debido a que s6lo en estas condiciones la proteina
estaba en la fraccidn soluble. Se obtuvo un protocolo de purificacion, que consiste en utilizar una
columna de exclusion molecular seguida por dos columnas de intercambio i6nico MonoQ, una a
pH 7.4 y otra a pH 7.7 respectivamente. Los gradientes de elucion se pueden observar en las
figuras 38 y 40.

La enzima tuvo una baja actividad con una Ky, de 3.7 x 10* M y una ke de 3.87 x 10° s,
Presentd un radio hidrodindAmico mas grande que su contraparte silvestre, por lo que
probablemente adoptd una estructura de dimero expandido. La desnaturalizacién por temperatura
de esta mutante mostrd ser irreversible y exhibi6 una transicion monofésica que se ajusta a un
modelo de dos estados. En contraste, este modelo carece de un intermediario monomérico estable,
caracteristico de modelos de tres estados como el reportado para la ScTPI silvestre. Con una
concentracion de 0.44 mg mL™, la TPl LFFTA exhibié una Tm mayor que la de la enzima
silvestre (75.6 °C > 59.5 °C).

El disefio permitié obtener una mutante de TPl con una interfase hidrofébica, una actividad
baja y una Tm elevada. En esta mutante se nota claramente la importancia que tiene la interfase
sobre la estructura, estabilidad y funcion de la TPI. Se puede ver que el empacamiento de la
interfase puede impactar la geometria del sitio activo, pero aun mas importante, el alto valor de su

Tm prueba que existen varias regiones de la interfase en las que es posible optimizar el
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empacamiento de esta y con ello aumentar la estabilidad del dimero.

La identificacion de aquellos cambios en los que prevalezcan las interacciones favorables entre
interfaces por encima de las desfavorables y el uso de programas computacionales como apoyo en
la basqueda eficiente de variantes apropiadas dentro del espacio de la secuencia, permitiran
obtener mutantes que presenten Tm y actividades elevadas. Estos avances concederan muchas
mejoras al conocimiento que se tiene de los principios evolutivos, estructurales y funcionales que

rigen el plegamiento y la asociacion de las proteinas oligoméricas.
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