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RESUMEN

La triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima dimérica de aproximadamente 250 residuos de
aminodacidos por mondmero que participa en la via de la glucélisis y que cataliza la interconversion
rapida del gliceraldehido-3-fosfato a dihidroxiacetona fosfato. La TIM pertenece a la familia de las
proteinas denominada barril (a/B)s, que es la familia con el motivo estructural mas frecuente en enzimas
cuya estructura se conoce a la fecha. En nuestro grupo de investigacion trabajamos con las triosafosfato
isomerasas de Trypanosoma cruzi (TcTIM) y T. brucei (TbTIM), quienes poseen un alto grado de similitud.
La comparacion de sus secuencias de aminodcidos muestra 73% de identidad global, y 82% de identidad
con respecto a los residuos de interfase. Ademds, sus estructuras cristalograficas se sobreponen con un
RMS de 0.96 A. Una caracteristica muy particular de ambas TIMs es una diferencia significativa en su
comportamiento frente a diversos agentes que afectan sus propiedades fisicoquimicas. Se ha observado
que la reactivacién a partir de mondémeros desplegados con clorhidrato de guanidina es 2 a 3 veces mas
rapida y 30% mas eficiente en TcTIM que en TbTIM.

Con el fin de profundizar en el estudio de estas diferencias de comportamiento en el laboratorio se
dividié a la TIM en ocho regiones; cada region se compone por una hoja beta, una alfa hélice y su asa
correspondiente. Esta subdivisién permitié disefiar una serie de proteinas quiméricas intercambiando
segmentos entre TcTIM y TbTIM. En estudios previos realizados por nuestro grupo obtuvimos datos que
sugieren que las diferencias en el comportamiento de reactivacién de ambas proteinas recaen en las
regiones 1 y 2 (formadas por los 35 amino acidos del extremo amino terminal y los siguientes 25
aminodcidos de la region contigua, respectivamente) de las enzimas. En el presente estudio empleamos
proteinas quiméricas con todas las combinaciones posibles de las regiones 1 y 2 para conocer su
importancia en el proceso de reactivacién a partir de mondmeros desplegados. Nuestros resultados
muestran que las regiones 1 y 2 se encuentran fuertemente implicadas en esta diferencia de
comportamiento. Aparentemente, la region 2 esta relacionada con la velocidad de reactivacién, mientras

que la combinacion de las regiones 1y 2 es determinante para la eficiencia del proceso.



ABSTRACT

Triosephosphate isomerase (TIM) is a dimeric enzyme, which has 250 amino acids per monomer and
forms part of the glycolytic pathway, catalyzing the interconversion of glyceraldehyde-3-phosphate and
dihydroxyacetone phosphate. It belongs to the family of proteins called (o/B)s barrels, which is the most
common structural motif found in all enzymes whose structure is currently known. Our research group
works with the triosephosphate isomerases from Trypanosoma cruzi (TcTIM) and Trypanosoma brucei
(TbTIM), which have a high degree of similarity. A comparison of both sequences shows 73% of overall
identity and 82% identity of the interface residues. Besides, their crystallographic structures superpose
with an RMS value of 0.96 A. One particular characteristic of both TIMs is a significant difference in their
behavior when exposed to different agents that affect their physico-chemical properties. It has been
observed that reactivation from monomers produced by denaturation with guanidine hydrochloride is 2
to 3 times faster and 30% more efficient in TcTIM than in TbTIM.

To further investigate these differences in behavior, our research group divided the sequence of TIM into
eight regions; each region consists of a beta sheet, an alpha helix and the corresponding loop that joins
them. This subdivision allowed us to design a series of chimeric proteins, exchanging segments between
TcTIM and TbTIM. Previous work by our group suggested that the differences in the reactivation behavior
of both enzymes were in regions 1 and 2 (which consist of the 35 amino acids of the amino terminus and
the 25 contiguous amino acids, respectively).

In this work we used chimeric proteins with all the possible combinations of regions 1 and 2 to explore
their role in the process of reactivation from unfolded monomers. Our results indicate that both, region 1
and 2, are strongly implicated in this difference of behavior. Region 2 seems to be related to the velocity
at which reactivation occurs and the combination of regions 1 and 2 determines the efficiency of the

process.
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1.INTRODUCCION
1.1. Caracteristicas estructurales de la triosafosfato isomerasa.

La triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima glucolitica de aproximadamente 250 residuos de
aminodcidos por mondmero (con una masa molecular de 27000 Da) que cataliza la
interconversién de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a gliceraldehido-3-fosfato (GAP) (Figura 1). Las
TIMs, por lo general, estdn compuestas por dos subunidades idénticas que forman dimeros con
excepcion de las de organismos termofilicos, las cuales se encuentran formando tetrameros

(Hernandez-Alcantara G., et al., 2002).

Figura 1.- Estructura cristalogrdfica de Trypanosoma brucei(TbTIM). En la primera figura a la
izquierda se muestra a la enzima en estado nativo, en la figura a la derecha un monomero rotado
de tal modo que puede apreciarse el patrén barril [ /a caracteristico en la TIM. Modificado de
pdb5tim Wierenga R., et al. (1991).

La TIM pertenece a la familia de proteinas denominada barril (3/a)s, cada mondmero se encuentra
compuesto por 8 hojas B (dispuestas en el interior de la proteina) rodeadas por 8 a-hélices unidas
entre si por sus respectivas asas (Figura 1). Cada mondmero posee un sitio activo y todos los
residuos de aminodcidos relacionados con la catalisis; sin embargo, la proteina solamente es
cataliticamente activa cuando esta se encuentra como dimero (Hernandez-Alcantara G., et al.,
2002). Los aminoacidos que componen al barril son predominantemente hidrofdbicos, sélo
algunos aminodcidos polares aparecen al final del barril (expuestos al solvente); en este lugar
también se localiza el sitio activo de la enzima (Farber G y Petsko G., 1990, Lolis E., et al., 1990,
Knowles J., 1991 y Hernandez-Alcantara G., et al., 2002). Para realizar la catalisis la TIM no

requiere de algun cofactor ni de ningun ion metalico (Albert T., et al., 1981 y Wierenga R., et al.

1



1991.). Tampoco tiene un mecanismo regulador de su actividad a lo largo de la ruta glucolitica (no
existe evidencia de algun activador o inhibidor) (Albert T., et al., 1981). Evolutivamente la TIM se
considera como el catalizador perfecto, ya que la velocidad con la que opera solamente depende
de la difusion del sustrato (Lolis E., et al., 1990). La catalisis enzimatica es mucho mas eficiente,

sobre todo cuando se compara con la isomerizacién no enzimatica.

El paso termodinamicamente desfavorable durante la catalisis en direccion DHAP a GAP es la
salida del producto final (GAP), ya que la enzima necesita realizar un cambio conformacional para
que el producto sea liberado. Se propone que este cambio conformacional debe ser pequefio para
que el medio ambiente del intermediario, ni la unién con el sustrato, se vean afectados por dicho

movimiento (Rozovky Sy McDermott A., 2001).

La TIM posee un asa flexible la cual se abre y cierra conforme la catdlisis se lleva a cabo (Figura 2).
El asa se encuentra compuesta por los aminoacidos 166-176 (asa 6). Cuando la enzima no se
encuentra en presencia del sustrato el asa permanece en una posicion abierta, a diferencia de
cuando el sustrato estd presente, en que el asa se mueve alrededor de 7 A para obtener una
conformacién cerrada. Particularmente, los residuos 168-173 se encargan de la formacién de una
porcion rigida que parece fungir como tapa, en donde los residuos 170-173 se apoyan para la
formacién de un enlace tipo puente de hidrégeno con el grupo fosfato del sustrato. Los cambios
estéricos realizados por la enzima parecen ser resultado de la estabilizacién del intermediario
enediol. En ausencia de una tapa apropiada, el intermediario enediol-fosfato se despega
facilmente de la enzima vy, al entrar en contacto con el medio, este se descompone rapidamente
en metilglioxal y fosfato inorganico. El asa flexible en la TIM parece tener dos funciones: asegurar
un buen rendimiento en la reaccion y estabilizar el intermediario durante la reaccién. En el interior
del asa cerrada se forma un ambiente especial de tal modo que muchos residuos ionizables se
acomodan alrededor del sustrato para facilitar la reaccion de transferencia del protéon entre el
carbono 1y 2. La baja constante dieléctrica proporciona un ambiente propicio para que la enzima
aumente la estabilidad de los intermediarios. El residuo catalitico clave es el glutamato 167 el cual
se mueve en coordinacion con el asa. En ausencia de sustrato, el glutamato 167 se une a la serina
96 mediante interacciones tipo puente de hidrégeno; cuando el sustrato entra, esta unidén se
rompe, y ocurre un cambio en la posicion del glutamato 167 (de aproximadamente 2A) de tal
modo que este entra en contacto con el sustrato (Knowles J., et al., 1991, Rozovky S y McDermott

A., 2001).



Figura 2.-Movimiento del asa 6 durante la catdlisis mediada por la TIM. La posicion se
encuentra abierta en ausencia de sustrato y se cierra en presencia de sustrato; la
estructura se obtuvo en presencia de un andlogo de sustrato que se muestra en rojo
(fosfoglicolohidroxamato). Modificado de Rozovsky Sy Mc Dermott A., (2001).

Durante la catalisis no solamente se mueve el asa 6, sino que las asas 5, 7 y 8 también presentan
un ligero cambio. El movimiento de las asas 5 y 7 se correlaciona con el movimiento del asa 6 y el

movimiento del asa 8 permite una mejor interaccion con el fosfato (Wierenga R., et al., 1991).

Algunos residuos juegan un papel critico en el ensamblaje correcto y en el funcionamiento del
dimero. La mayoria de estos residuos se encuentran distribuidos en las 8 asas. En el asa 1 (residuos
12-17) se encuentran la lisina 13 (fundamental en el reconocimiento del sustrato) y la cisteina 14
(estabiliza al dimero), en las asas 2 y 3 se encuentran la valina 46 y la treonina 75 (residuos de
interfase), el asa 4 posee a la histidina 95 (parte del sitio catalitico) y, en el asa 6, se encuentra el

glutamato 167, responsable de la unién del sustrato (Wierenga R, et al., 1991).

Con excepcion de los residuos del asa 3 sélo existe una pequefa secuencia muy conservada entre
los residuos de la interfase. Un alineamiento de TIMs de diferentes organismos reveld que sdélo 30
de los 250 aminoacidos que componen al mondmero se encuentran estrictamente conservados,
sin embargo, estos cambios evolutivos no parecen afectar sus propiedades cataliticas (Maldonado

E., et al., 1998).

1.2. Sitio activo

El sitio activo estd formado por la lisina 14, histidina 96 y el glutamato 168 en TcTIM y por la lisina

13, la histidina 95 y el glutamato 167 en TbTIM (TcTIM posee una alanina en la posicion 2, la cual



se encuentra ausente en TbTIM, por lo que la secuencia de esta Ultima, se encuentra desplazada

por un residuo) (Figura 3) (Maldonado E., et al., 1998).

Figura 3.-Sitio activo de TbTIM. A) La TIM posee dos sitios cataliticos (resaltados en color rosa) sin
embargo, solamente es activa cuando se encuentra como dimero. B) Acercamiento de los tres
residuos cataliticos los cuales se encuentran al final de cada barril a/f5. Modificado del pdb5tim
Wierenga R., et al., (1991).

La reaccidn catalitica de la TIM comienza con la transferencia de un protén del C, de la DHAP al G,
de la D-GAP. La extraccidn de este proton conlleva a la formacidn de un intermediario cis- enediol
(Albert T., et al., 1981). La extraccién del protén del C; la lleva a cabo el grupo carboxilo del
glutamato 167, el cual se encuentra perfectamente bien posicionado para realizar la escisién del
H*, pues la distancia entre el C; y C, es de aproximadamente 3 A por ser bidentado el grupo
carboxilato puede extraer el protén de cualquiera de los carbonos (1 y 2), sin realizar gran
movimiento. La extraccién del protén es ortogonal con respecto al plano del enolato, lo cual
aumenta la rapidez de enolizacién (Figura 4). Se ha observado que cuando el glutamato 167 es

sustituido por alanina o glicina, la actividad catalitica disminuye de hasta 100 veces.

La histidina 95 (asa 4) funge como electréfilo y también se encuentra perfectamente posicionada
a 2.9 A de los carbonos 1y 2 y el anillo bidentado del imidazol polariza al grupo carbonilo del
sustrato, permitiendo su enolizacion (figura 4) (Knowles J., 1991, Lolis E., et al., 1990). La lisina 13
(asa 1) ayuda a estabilizar la carga negativa del carbonilo en el estado de transicion, mejorando la
acidez del hidrégeno, y también se encuentra muy relacionada con la especificidad de la enzima

por su sustrato (Lolis E., et al 1990; Davenport R., et al. 1991)



Figura 4.- Mecanismo de reaccion de los residuos cataliticos E167 y H95. La reaccion sucede en el
sentido DHAP a GAP. Un grupo bdsico (E) extrae el proton del carbono 1 de la dihidroxiacetona
fosfato (DHAP) asistido por un grupo dcido (H95) para producir el intermediario enediol. Luego el
intermediario colapsa y da lugar al producto gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y se regenera la
enzima. El imidazol, funciona como dcido para protonar al carbonilo formando el intermediario
enediol. Modificado de Knowles J., 1991 y Avila- Rios S., 2001.

1.3. Interfase del dimero

Basicamente, la interfase del dimero se encuentra conformada por las asas 1-4. El asa 3 de uno de
los mondmeros se ancla dentro del espacio formado por las asas 1 y 4 del otro mondmero,
guedando muy cercano al sitio catalitico. En todas las TIMs el area interfacial entre ambos dimeros
es muy grande, existen 32 aminodcidos que forman la interfase (Tabla 1). En el caso de la TIM de
Trypanosoma brucei (TbTIM) la interfase tiene un drea de aproximadamente 1522y 1533 A%y para
la TIM de Trypanosoma cruzi (TcTIM) de 1476 y 1491 A% para los mondmeros A y B,
respectivamente. La interfase se encuentra estabilizada por alrededor de 20 enlaces tipo puente
de hidrdogeno entre las moléculas de ambos dimeros y moléculas de agua. Hay 18 moléculas de
agua que juegan un papel importante en la estabilidad del dimero y la ausencia de éstas explica la
inestabilidad térmica de algunas TIMs, como en la mutante D104E (Wierenga R., et al., 1991). En
gran medida estas interacciones aumentan la especificidad entre ambos mondmeros y controlan
el contacto entre los residuos de las asas 1 y 2. Se piensa que estas moléculas de agua son
remanentes de alguin estado de plegamiento de la enzima en donde ambos mondmeros se
combinan para formar el dimero activo (Lolis E., et al.,, 1991). Cuando la enzima no tiene sustrato,
existen moléculas de agua que ocupan el sitio activo, las cuales ayudan a estabilizar al sitio activo,
ya que permiten la formacion de puentes de hidrégeno entre la histidina 95 y la asparagina 10;

cuando el sustrato se une al sitio activo estas moléculas son desplazadas (Lolis E., et al., 1990).



Existen 3 residuos completamente expuestos en el mondmero y ocultos en la interfase: cisteina
14, valina 46 y treonina 75. La treonina 75 se encuentra al final del asa 3, posicionada cerca del
sitio activo; su grupo hidroxilo parece ser importante para lograr un éptimo acercamiento de las

cadenas laterales de los residuos cataliticos del sitio activo (Wierenga R., et al., 1991).

Tabla 1.- Aminoacidos de la interfase del dimero de TbTIM y TcTIM. Los residuos no conservados

entre TcTIM y TbTIM se encuentran resaltados con un asterisco. Tomado de Garcia-Torres |.,
(2006).

TcTIM TbTIM
Asn12  Gly73 Ilel73 Asnll Gly72 1Ilel72
Lys14 Ala74 Gly174 Lys13 Ala73 Gly174
Cys15 Phe75 Cysl14 Phe74
Asn16 Thr76 Asni5 Thr75
Gly17 Gly77 Gly16 Gly76
Ser18 Glu78 Serl7 Glu77
Glu19*  Val79 GIn18*  Val78
Ser20 * Ser80 GIn19* Ser79
Thr45 Tle83 Thr44 Ile82
Phe46 Leud4 Phe45 Leus3
Leud47 *  Asp86 Val46 *  Asp85
His48 Tyr87 * His47 Phe86*
Ile49 * Tle89 * Leu48*  Val8g *
Pro50%  Val93 Alad9*  Val92
Met51 His96 Met50 His95
GIn66 Glu9g GIn65 Glug7
Asn67 Arg99 Asn66 Arg98
Ile69 Tyr102 Ile68 Tyri01
Ser72 Tyr103 Ser/71 Tyr102

1.4. Diferencias y similitudes entre TbTIM y TcTIM.

A pesar de que ambas enzimas provienen de dos pardsitos altamente relacionados, cuando se
realiza un alineamiento entre las secuencias de aminodcidos de ambas TIMs éstas tienen un 73%
de identidad en su secuencia global, un 82% en su secuencia de interfase y un total de 65 residuos
diferentes. Ambas enzimas poseen propiedades cataliticas muy similares y sus estructuras
tridimensionales tampoco varian. Si se sobreponen ambas estructuras cristalograficas, la posicién

en el espacio de los carbonos a de todos sus residuos varia con un promedio de sus raices
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cuadradas (RMS: root- mean—square por sus siglas en inglés) de 0.96 A. (Maldonado E., et al.,

1998, Zomosa-Signoret V., et al., 2003, Garcia-Torres I., 2006).

Una caracteristica muy particular de las TIMs es que, a pesar de que todas poseen una estructura
basica muy similar, presentan diferencias significativas en su comportamiento frente a agentes
que afectan la catalisis enzimatica. Por ejemplo, se ha observado que la reactivaciéon de algunas
TIMs a partir de mondmeros desplegados con agentes caotrdpicos como el clorhidrato de
guanidina es muy diferente. Cuando se compara el comportamiento de TcTIM con el de TbTIM se
sabe que la reactivacién de TcTIM es mucho mas rapida y eficiente (Zomosa-Signoret V., et al,,
2003). Cuando se examina la susceptibilidad proteolitica de la enzima por subtilisina se observa
que TbTIM presenta mayor resistencia que TcTIM. Después de la exposicion a subtilisina, TbTIM
conserva el 50% de su actividad inicial y cuando TcTIM se expone a la subtilisina, esta se hidroliza

en un 100% (Reyes-Vivas H., et al., 2002).

Cuando se realizan ensayos de termoestabilidad monitoreados por dicroismo circular a 222 nm
TcTIM es mas estable a la desnaturalizacion térmica que TbTIM la temperatura media aparente de
desnaturalizacion de la TcTIM es de 57.6 °C mientras que para TbTIM es de 53.02 °C (Garcia-
Torres I., 2006).

Un comportamiento similar se obtiene cuando ambas enzimas se tratan con compuestos
derivatizantes de grupos sulfhidrilo como el metilmetano tiosulfonato (MMTS) o el 4cido
ditionitrobenzédico (DTNB). Cuando ambas enzimas se tratan con MMTS o DTNB, la susceptibilidad
de TcTIM es aproximadamente 100 veces mayor que la TbTIM (Garcia-Torres ., 2006). Se piensa
qgue la diferencia entre la sensibilidad a la inactivacién por reactivos de grupo sulfhidrilo podria
explicarse por un cambio en la accesibilidad de los reactivos a la cisteina 14 o a la perturbacién en
la estructura de la enzima después de la derivatizacion de la cisteina 14 (Garza-Ramos G., et al.,

1998).

2.- ANTECEDENTES

En 2005 Zomosa-Signoret y colaboradores observaron que la ThTIM y la TcTIM presentaban
diferentes patrones de desplegamiento-plegamiento, a pesar del alto grado de similitud

estructural que poseen ambas proteinas. La reactivacion a partir de mondmeros desplegados con



clorhidrato de guanidina es mucho mas eficiente y rapida en TcTIM que en TbTIM. La TcTIM
alcanza un 80% de reactivacion durante los primeros 10 minutos (y un 90% a los 45 min), mientras
que TbTIM sdlo logra un 60% de reactivacidon a los 45 minutos. EIl mecanismo descrito para la
reactivacién de ambas enzimas, involucra una secuencia uni-bi-uni, en donde la primer reaccion
unimolecular consiste en el plegamiento de mondmeros, seguida de una reaccién bimolecular en
la cual dos monémeros plegados se unen para formar al dimero inactivo. Finalmente, después

ocurren otros rearreglos internos unimoleculares que conllevan a la formacién del dimero activo.

Con el fin de explorar y tratar de encontrar aquellos aminoacidos funcionalmente relevantes que
puedan proporcionarnos una explicacién precisa de las diferencias expuestas anteriormente, y en
especial respecto las diferencias en la reactivacion de TcTIM y TbTIM se construyeron mutantes
quiméricas entre ambas TIMs. Para su estudio en el laboratorio la TIM se dividid en 8 regiones,
cada regidn se encuentra compuesta por una hoja B, una a hélice y el asa respectiva que las une

(Figura 5).

Figura 5.-Division esquemdtica de la Triosafosfato Isomerasa. Se muestran las regiones
en las que la TIM fue dividida para su estudio. Cada color representa una de las regiones y
en la tabla anexa se muestran los numeros en la secuencia de los aminodcidos que
componen a cada region.

Como se menciond anteriormente, existen 65 diferencias en total entre ambas secuencias de

aminodcidos. Basicamente el mayor numero de diferencias entre ambas secuencias se encuentran



en las regiones 1, 5 y 6 (Tabla 2). La estrategia utilizada para el disefio y construccidon de las
mutantes fue realizar la conversién gradual de una TcTIM en una TbTIM, aumentando el nimero

de regiones de TbTIM y disminuyendo las de TcTIM. En total se generaron 6 quimeras (Tabla 3).

Tabla 2.-Diferencias entre las secuencias de las Triosasfosfato isomerasas de T.bruceiy T.cruzi

1 1-35 13 8 1 4
2 36-60 7 4 2 1
3 61-91 8 5 1 2
4 92-119 5 2 - 3
5 120-161 15 8 3 4
6 162-206 10 5 2 3
7 207-227 3 - 2 1
8 228-250 4 4 - -
Total 65 36 11 18

Todas las mutantes fueron caracterizadas cinéticamente y, en general, no se observd gran
variacion en su actividad catalitica, sélo la quimera TcTIM1-6;TbTIM 7-8 parece ser un poco
menos eficiente (Tabla 4) (Garcia-Torres, |., et al., 2011) . Se han obtenido cristales de algunas de
las mutantes y en la resolucion de su estructura no se han encontrado diferencias significativas

entre estas y las enzimas silvestres (Torres-Larios A., datos no publicados).



Tabla 3.-Mutantes construidas de la Triosafosfato isomerasa de ThTIM y TcTIM

TcTIM1-6;TbTIM7-8 1-6 7-8
TcTIM1-5;TbTIM6-8 1-5 6-8
TcTIM1-4;TbTIM 5-8 1-4 5-8
TcTIM1-3;TbTIMA4-8 1-3 4-8
TcTIM1-2;TbTIM3-8 1-2 3-8

TcTIM1;TbTIM2-8 1 2-8

Tabla 4.- Pardmetros cinéticos de las mutantes de la TcTIM y TbTIM

TbTIM 0.45 3.1 1.15
TcTIM 0.43 2.7 1.05
TcTIM1-6;TbTIM7-8 0.13 0.956 1.23
TcTIM1-5;TbTIM6-8 0.38 1.55 0.68
TcTIM1-4;TbTIM 5-8 0.63 3.32 0.87
TcTIM1-3;TbTIM4-8 0.58 3.31 0.95
TcTIM1-2;TbTIM3-8 0.57 3.28 0.92
TcTIM1;TbTIM2-8 0.48 3.17 1.10

Al realizar los estudios de desplegamiento-plegamiento con las seis enzimas quiméricas, Vigueras-
Meneses G.(2010), observd que la quimera TcTIM1;TbTIM2-8 (regiones 2 a 8 de TbTIM con sélo la
regién 1 de TcTIM) posee una cinética de reactivacion muy lenta y muy poco eficiente (figura 6).
En esta quimera la reactivacién que alcanzé la enzima fue de menos del 5% a las 24 h. Por otro
lado, también observd que la quimera TcTIM1,2;TbTIM3-8 (regiones 3 a 8 de TbTIM y regiones 1y
2 de TcTIM) mostrd una cinética de reactivacion muy rapida y eficiente, muy similar a la que
presenta TcTIM. Estos resultados indican que las regiones 1y 2 se encuentran involucradas en la
diferencia del comportamiento de replegamiento entre TbTIM y TcTIM. Las otras cuatro quimeras
estudiadas (en que se mutaron las regiones 3 a 8, todas muestran un comportamiento similar al

observado en TcTIM.
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Figura 6.- Grafica comparativa de las cinéticas de reactivacion entre las enzimas silvestres (TcTIM
y TbTIM) y las seis enzimas quiméricas (Vigueras-Meneses, 2010).

Con el fin de continuar con la busqueda de estas diferencias de comportamiento, en este proyecto

se haran nuevas enzimas quiméricas, las cuales nos permitiran elucidar y caracterizar mejor los

mecanismos implicados en estas diferencias.
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3. HIPOTESIS

Entre las 20 diferencias en las regiones 1 y 2 se encuentran los aminodcidos responsables del
distinto comportamiento en la reactivacién de los monémeros desplegados por clorhidrato de

guanidina entre las triosafosfato isomerasas de T.cruzi y T.brucei.
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4.- OBJETIVOS

Objetivo general

Buscar en las regiones 1y 2 los aminodacidos responsables de la diferencia de comportamiento en

la reactivacion de TcTIM y TbTIM después de ser tratadas con clorhidrato de guanidina.
Objetivos particulares

e Obtener 4 nuevas quimeras de las regiones 1y 2 TcTIM y TbTIM

e Purificar dichas quimeras

e Realizar su caracterizacion cinética, evaluando sus estabilidades a la dilucién, temperatura

y su reactivacién

e Generar proteinas quiméricas con mutaciones adicionales de aminodacidos en forma

individual o multiple
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Disefiar y hacer quimeras de las
regiones 1 y 2 de las triosafosfato
isomerasas de Trypanosoma cruzi y T.
brucei

Realizar su cinética de reactivacion

100
80
60
40 T °
20

Reactivacion (%)

20 40 60 80
Tiempo (min)

—

Realizar su clonacion, transformacion en
células de sobreexpresion BI21DE3pLys S

Purificacion mediante cromatografia de
desarrollo rapido (FPLC)

Segun resultados obtenidos,
produccion de quimeras con grupos
de aminoacidos mutados
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6.0. MATERIALES Y METODOS
6.1. Construccidn y clonacidn de las mutantes de la triosafosfato isomerasa.
Las quimeras que se produjeron para este proyecto son:

Tabla 5.- Mutantes de TcTIM y TbTIM.

Quimera Estrategia

TcTIM1;ThTIM2-8 Restriccién con Dra lll

TcTIM2-8; TbTIM1 Sintesis comercial

TcTIM2;TbTIM1,3-8 Sintesis comercial

TcTIM1,3-8;TbTIM?2 Sintesis comercial
TcTIM1,2;TbTIM3-8 Restriccidn con Sgr Al

TcTIM3-8;TbTIM1,2 PCR

TcTIM1;TbTIM2-8 (E18Q) Mutagénesis dirigida
TcTIM1;TbTIM2-8 (E18Q,519Q) Mutagénesis dirigida
TcTIM1;TbTIM2-8 (E18Q,519Q,L20S) Mutagénesis dirigida
TcTIM1;TbTIM2-8 (E18Q,519Q,L20S,V22S) Mutagénesis dirigida
TcTIM1;TbTIM2-8 (E18Q,519Q,L20S,V22S,P23E) Mutagénesis dirigida

6.1.1. Subclonacion del grupo de mutantes sintetizadas comercialmente en el vector pET-3a

La sintesis comercial de las quimeras fue realizada por Gene Script (Piscataway, N.J., E.U.A.) (Tabla
5). El gen sintético que codifica para la enzima mutante se encuentra en el vector pUC 57, el cual
posee resistencia a ampicilina. Dicho vector fue transformado en células competentes de E. coli
DH5a para su conservacion y propagacion. Para lograr lo anterior se tomaron 2 pL (569 ng/uL) de
pldsmido con inserto y se transformaron en 100 pL de células competentes de E. coli DH5a;
posteriormente el producto se sembré en una caja Petri con medio Luria Bertani (LB) adicionado
con ampicilina (100 pg/mL) y las cajas fueron incubadas durante 16 horas a 37°C. Una vez
transcurrido este tiempo se tomé una de las colonias transformantes y se realizé un subcultivo en
10 mL de medio liquido LB adicionado con ampicilina (100pg/mL) el cual se incubd a 37°C hasta
alcanzar una densidad dptica de 0.6-0.8 a 600nm. Una vez alcanzada la densidad dptica se tomé
una muestra para su conservacién a -70°C y se le adiciond glicerol al 8%. El resto del cultivo se

centrifugd a 6000rpm (rotor JA-25.50, Beckman) con el fin de extraer el DNA.
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El DNA se extrajo con el sistema QIAprep®Spin Miniprep de Qiagen. Ya purificado el DNA, se
efectué una doble digestién con las enzimas Ndel y BamHI en un horno de microondas (Sharp,
Carousel 1100 W) durante tres ciclos de 15 segundos, con intervalos de descanso de 3 minutos. El
producto de la digestién se visualizdé en un gel de agarosa al 1%. La banda correspondiente al
inserto (peso aproximado de 756pb) se corté y purificé con el juego de reactivos comerciales
QlAquick Gel Extraction de Qiagen. Finalmente se realizaron las reacciones de ligacién en el vector
pET-3a (previamente digerido con las enzimas de restriccion Ndel y BamHI). El producto de la
ligacion se transformd en células competentes de E.coli DH5q, las cuales fueron sembradas en una
placa con medio LB adicionado con 100 pg/mL de ampicilina. A partir de esta caja se tomd una
colonia y se realizé un subcultivo en 10 mL de medio LB liquido con ampicilina, del cual se extrajo
una alicuota para su conservacion a -70°C, al resto del cultivo se le extrajo DNA (con ayuda del
sistema QIAprep®Spin Miniprep de Qiagen) y se secuencid para verificar la incorporaciéon correcta

del inserto al vector.

6.1.2. Construccion y amplificacion del gen de la enzima quimérica TcTIM3-8;ThTIM1,2.

La construccion del gen de la mutante TcTIM3-8;TbTIM1,2 se realizd mediante tres reacciones de
PCR. En la primer reaccion se amplificaron las regiones 1y 2 de TbTIM, utilizando al DNA de TbTIM
(clonado en el vector pET-3a) como templado y los cebadores T7 promoter (iniciador externo) y el
Tc3-8;Tb1,2 Rv (iniciador interno) (figura 7); la mezcla de reaccidn utilizada se muestra en la tabla
6. La segunda reaccién de PCR (PCR2) amplificé el resto de las regiones (3 a la 8 de TcTIM). En esta
reaccion se usé como templado el DNA de TcTIM (clonado en el vector pET-3a) vy los
oligonucledtios T7 terminator y Tc3-8;Tb1,2 Fw, (figura 7). En la tabla 7 se muestra la mezcla de
reaccion utilizada para dicha reaccion. Finalmente, en el tercer PCR se combinan los productos de
los PCR 1y 2, los cuales hibridan en una region complementaria para lograr la amplificacion del
gen utilizando solamente los oligonucledtidos externos (T7 promoter y T7 terminator) (figura 7).
En la tabla 8 se muestra la mezcla de reacciéon utilizada para la amplificacion. Las condiciones de

amplificacion se muestran en la figura 8.
Las secuencias de los oligonucledtidos usados fueron:
Tc3-8;Th1,2 Fw

5" TCA CACCCCAAG TTCCAGATT GCCGCA ¥
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Tc3-8;Tbh1,2 Rv

5" TGC GGC AAT CTG GAA CTT GGG GTG TGA AAG ACG3’

Tabla 6.- Mezclas de reaccion para la reaccion de PCR 1

DNA de TbTIM (200 ng/mL) 1
Oligo T7 promoter (200 ng/mL) 1
Oligo Tc3-8;Tb1,2 Rv (200 ng/mL) 1
Solucién de deoxinucleétidos trifosfatados 10 mM (NEB) 1
Bioline 10X accubuffer 5
Acuzime DNA polimerasa (2.5U/pL) 1.5
Agua 39.5
Volumen total 50
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Figura 7.- Esquema de la amplificacion de la quimera TcTIM3-8; TbTIM1,2 mediante PCR.

Tabla 7.-Mezcla de reaccién para PCR2

DNA de TcTIM (200 ng/mL) 1
Oligo T7 terminator (200 ng/mL) 1
Oligo Tc3-8;Th1,2 Fw (200 ng/mL) 1
Solucion de deoxinucleétidos trifosfatados 10 mM (NEB) 1
Termobuffer 5
Vent DNA polimerasa (2.5 U/pL) 1.5
Agua 39.5
Volumen total 50
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Alineamiento
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Figura 8.- Condiciones de amplificacion utilizadas paralos PCR 1, 2y 3.

Tabla 8.- Mezcla de reaccion para el PCR 3

Producto de PCR 1 (8 ng/mL)

Producto de PCR 2 (10 ng/mL)
T7 promoter (200 ng/mL)
T7 terminator (200 ng/mL)

Solucién de deoxinucledtidos trifosfatados 10 mM (NEB)
Termobuffer
Vent DNA polimerasa (2.5 U/pL)
Agua

Volumen total

10

10

10

50
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Finalmente el producto de PCR3 se cargd en un gel de agarosa al 1% y se observé la presencia de
la banda del peso molecular esperado (de 850 pb). Dicha banda se cortd y se purificé utilizando el
juego de reactivos comerciales QlAquick Gel extraccién de Qiagen. El vector de clonacién utilizado
fue el pET-3a (Novagen). Para poder introducir el producto de PCR3 en el vector, éste fue digerido
con las endonucleasas Ndel y BamHI al igual que el vector; en la tabla 9 se muestra la mezcla de

reaccién utilizada.

Tabla 9.- Mezcla de reaccion para la digestién del producto del PCR 3.

Buffer 2 10 X de NEB 1
DNA (producto de PCR 3) 4

BSA (NEB) 1

Nde | (20 000 u/mL) 1
BamHI (10 000 u/mL) 0.5
Agua 2.5
Volumen total 10

La ligacidn en el pET -3a se realizé usando el inserto y el pldsmido digeridos con las endonucleasas
antes mencionadas. Las reacciones de ligacién se hicieron utilizando diferentes relaciones vector:

inserto (Tabla 10).
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Tabla 10.- Condiciones de ligacién en el vector pET-3a.

Inserto digerido (5

20 20
ng/uL)
Vector pET-3a (5.3
20 10
ng/uL)
Amortiguador de la 5 5
ligasa (10X)
T4 DNA ligasa (400,000 1 1
U/mL)
Agua 4 14
Volumen total 50 50

Una vez realizadas las ligaciones se procedid a la transformacién en células ultracompetentes de
E.coli XL-gold las cuales se sembraron en cajas con medio LB con ampicilina (100 pg/mL). De las
colonias transformantes, se seleccionaron ocho de ellas y se realizaron subcultivos de estas para
extraer el DNA. Para asegurar la presencia del inserto en las colonias transformantes se realizé la
digestion del plasmido con las enzimas Ndel y Bam HI (en el horno de microondas bajo las mismas
condiciones antes mencionadas) y el producto se cargd en un gel de agarosa al 1% para observar la

presencia del inserto y verificar su integridad.

Una vez mas se realizé un nuevo cultivo en medio LB adicionado con ampicilina de las clonas
portadoras del inserto, y de estas se extrajo el DNA y se secuencid para asegurar que el inserto se

hubiera introducido de forma correcta.

6.1.3 Mutagénesis dirigida

La mutagénesis dirigida es una técnica utilizada para la introduccién de mutaciones puntuales en
una cadena de DNA. Para que esta pueda llevarse a cabo se requiere de la sintesis de cebadores

que contengan la mutacidon que se desea introducir, este iniciador, debe hibridar con el DNA que
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contiene el gen de interés. Conforme la DNA polimerasa elonga toda la cadena esta incorpora la
mutacion en las cadenas hijas resultantes. Una vez realizada la elongacién se lleva a cabo la
digestion de la cadena de DNA parental (la cual no posee la mutacién) con la endonucleasa Dpn |,
y finalmente el producto de la digestidn se transforma en células competentes de E. coli XL-gold.
Para confirmar la presencia de la mutacién, se debe secuenciar el DNA de las colonias

transformantes.

Con el fin de generar nuevas mutantes de la regidn uno y dos de las triosafosfato isomerasas, se
disefaron los oligonucledtidos pertinentes para la introduccién de mutaciones puntuales. La
estrategia inicial a seguir para generar a estas nuevas mutantes fue primero enfocarse en una de
las regiones por separado y ver el impacto que estos cambios generan en el patrén de
reactivacién. Una vez ubicados los aminoacidos que generen cambios importantes en cada una de
las regiones (1 y 2) se realizardn otras mutantes puntuales sencillas o multiples con estos

aminoacidos.

En la region 1, se planted en un inicio la introduccidén secuencial de las trece diferencias presentes
en esta regidn. Para evaluar el impacto de estos cambios sobre la reactivacidn, la mutagénesis se
llevd a cabo sobre la mutante TcTIM1;TbTIM2-8 la cual posee un porcentaje muy bajo de
reactivacién, se espera que al intercambiar los aminoacidos de TcTIM de la regién 1 por los de

TbTIM, la reaccidn de reactivacion se vea favorecida.

La secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la introduccidn de las primeras mutaciones de
la region 1 se reportan en la tabla 11. La mezcla de reaccidn para realizar la mutagénesis de sitio
dirigido se muestra en la tabla 12 y las condiciones de amplificacidn utilizadas se muestran en la

Figura 9.
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Tabla 11.- Secuencia de cebadores utilizados para realizar la mutagénesis dirigida.

Oligonucle  TcTIML;TbTIM  TcTIML;ThTl  TcTIML;TbTIM2-8  TcTIML;TbTIM2-8  TcTIM1;ThTIM2-8
6tido 2-8 (E18Q) M2-8 (E18Q,520Q,L21S)  (E18Q,520Q,L21S,  (E18Q,520Q,L21S,
(E18Q,520Q) V23s) V23s)
Fw 5" AAG TGC 5 TGG AAG 5’ GCA AAC CTG 5’ AAG TGC AAC 5' CTG GAA GTG
CAACGGCTC TGCAACGGC GAAGTGCAACGG GGCTCCAGCAGA  CAA CGG CTC CCA
CCAGAGTT3  TCCACC CAG cTCc3 G3 GC 3’
CA3
Rv 5’ GAG TGG 5 GAGTGG 5 TGG TAC AAG 5’ GAG CGT CTC 5’AGC GTC TCG
TACAAG CAA  TACAAGCAA GCTCTGCTGGAG GAT GAG TGG GCT  ATG AGT TCG CTA
ACTCTGGG 3"  CTGCTG GG c3 AA 3’ AG 3’
3

Tabla 12.- Mezcla de reaccion estandar para realizar la mutagénesis de sitio dirigido.

DNA parental
(mutante TcTIM1; TbTIM2-8) 1
(100 ng/uL)
Oligonucleétidos Fw y Rv
2+2
(200 ng/pL)
Deoxinucledtidos trifosfatados
(0.2 mM) !
Amortiguador
“termobuffer”10X >
DNA polimerasa Vent 1
H,O0 38
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Figura 9.- Condiciones de amplificacion para realizar la mutagénesis de sitio dirigido.
Transformacion en células de expresion

Se verificd que las secuencias de las construcciones fueran las correctas, y éstas se transformaron
en células de sobreexpresion ultracompetentes de E.coli BL21DE3pLysS compatibles con el sistema

de expresion pET-3a (Novagen).
6.2. Ensayos de sobreexpresion

Una vez verificada la presencia de la construccidon en las células BL21DE3pLysS, se realizaron
ensayos de sobreexpresion para establecer las condiciones dptimas de produccién de la proteina
recombinante. Para ello se realizé un precultivo, en medio LB liquido (10 mL) con ampicilina (100
ug/mL), el cual se incubé durante 16 horas. Transcurrido este tiempo, con estas células se inicié
otro cultivo de 100 mL en medio LB liquido con ampicilina [100 ug/mL], al cual se le agregd la
cantidad de indculo suficiente, para que tuviera una densidad éptica de Aggonm= 0.1 y se incubd a
37° C, hasta obtener una Agypnn= 0.8. Una vez alcanzada esta densidad optica, se tomd una
muestra de aproximadamente 100 plL y se guardd a 4° C. Enseguida el cultivo se indujo con IPTG
0.4 mM y se dividié en tres partes, cada parte se incubd a una temperatura distinta: 21, 30y 37 °C.
Se monitored la produccién de la proteina tomando muestras a las 3 y 16 horas de incubacion. Las
muestras se etiquetaron y conservaron a 4° C. La produccién de la proteina se analizé en geles de
poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes siguiendo la metodologia descrita

previamente por Schagger y Von Jagow., 1987.
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6.3. Purificacion de las mutantes

Antes de llevar a cabo la purificacién de la enzima, se efectué un ensayo para encontrar las
condiciones mas apropiadas para llevar a cabo la ruptura celular. Se probaron dos condiciones

distintas como se describe a continuacion:

A partir de los cultivos inducidos a diferentes temperaturas, las células se centrifugaron a 6000
rpm durante 15 minutos utilizando el rotor JA-10 de Beckman Coulter. Posteriormente, cada uno
de los botones se dividié en dos partes, una parte se resuspendié en el amortiguador de lisis
adicionado con NaCl (300 mM) y la otra parte se resuspendié en el amortiguador de lisis sin NaCl.
Entonces se procedié a realizar la ruptura celular por sonicacién (sonicador Sonifier 450 Branson)
en 5 ciclos de 1 minuto, con intervalos de descanso de un minuto, a una potencia de 5 W. Se
tomaron muestras de los lisados celulares, sobrenadantes, pastillas y se analizaron en un gel de

poliacrilamida SDS-PAGE.

Al conocer las condiciones éptimas para la obtencion de cada enzima, se realizd la purificacion
correspondiente usando cromatografia liquida de desarrollo rdpido. El protocolo utilizado se
describe en la figura 10. La composicion de los amortiguadores utilizados se reportan en el

apéndice A.
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Sobrenadante == Descartar
Sobreexpresién del > Centrifugacién a 6000 rpm
cultivo (rotor JA-10) durante 15 min Resuspender en 15 mL con

Botén - amortiguador de lisis* y
sonicar

|

Centrifugar a 45 000 rpm
(rotor 60 Ti Beckman)

Tratamientocomo TcTIM

— DilUIr 2| sobrenadante 10 — Tratamiento como THTIM

veces con amortiguador A

Columna de intercambio Colectar las fracciones Precipitar con Centrifugar a 13000 rpm (rotor
iénico SP Sepharose fast flow enriguecidas (NH.):50:al 70 % la-14Beckman)

——

Ajustarauna concentracion de 2M Descartar el sobrenadante

ff— Resuspe nder e botén en un volumen
con (NHg);502 minimo de amortiguador C
Columna hidrofobica Butyl Toyopearl Colectar las fracciones enriquecidas N Analizar con un gel SDS-PAGE
550M — con la proteina

Figura 10.- Esquema de purificacion de las mutantes de TcTIM y TbTIM.
*En el caso de TbTIM el amortiguador de lisis contiene NaCl 300 mM mientras que el amortiguador de lisis

para TCTIM no contiene NaCl.

6.3.1 Purificacion de la mutante TcTIM1,3-8;TbTIM2

En un principio todas las mutantes recibieron un tratamiento con NaCl 300 mM al momento de
llevarse a cabo la ruptura celular y se siguid el protocolo descrito en la figura 10. Sin embargo, en
el caso de la mutante TcTIM1,3-8;TbTIM2 se observd un comportamiento muy diferente con
respecto al observado para el resto de las enzimas quiméricas previamente caracterizadas. Esta
enzima quimérica siempre se encontré formando cuerpos de inclusiéon. Dicho comportamiento
puede deberse a que la proteina no se esta plegando de manera adecuada en la célula. Con el fin
de incrementar la solubilidad de la proteina se decididé realizar la induccién de esta a una
temperatura mas baja, escalar el cultivo a volimenes mayores y reducir la cantidad de inductor
(Tabla 14, seccidn de resultados). También la purificacion de esta mutante varié con respecto al
protocolo reportado, ya que, tras la ruptura celular (en donde aumentaron los ciclos de 5 a 11 con
descansos de 2 minutos entre cada ciclo) y la centrifugacion a 45000 rpm, se hizo una
precipitacidon con sulfato amonio al 40%, luego se resuspendié en 200 mL de amortiguador A (pH

6.3) (Apéndice A) y se dializd contra el mismo amortiguador. Tras realizar la didlisis, la parte
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soluble se cargd en la columna de intercambio catidnico Source 15 S 5/50, y se separd con un
gradiente de NaCl 0 a 500 mM en MES 100 mM pH 6.3 y las fracciones enriquecidas con la
proteina se colectaron y se concentraron para separarse posteriormente en una columna de

exclusion molecular Superose 12 10/300.

Con el objeto de facilitar la purificacion de esta proteina se le afadié una etiqueta de
hexahistidinas a la construccién original. Al realizar los ensayos de inducciéon, se observé que en
todas las condiciones la proteina formd cuerpos de inclusién. La purificacién de esta enzima

etiquetada con histidinas se describe en la figura 11.

Cosecha de Células (centrifugacidn a Sobrenadante =P Descartar
- 6000 rpm rotor, JA-10 Beckman,
durante 20 min

Sobreexpresién de la proteina (37 °C,
16 horas 0.4 mM de IPTG)
Pastilla

\

Ruptura celular (Resuspender en 60 mlL de
buffer PBS con 500 mM de NaCl y Tritdn ¥-100

e 3l 1%)

Centrifugar la muestra a 10 000 rpm (rotor JA
== 25-50 Beckman) durante 10 minutos. Y

descartar el sobrenadante. La pastilla

corresponde a los cuerpos de inclusidn (CI)

Lavado de los
Cl

Sonicar 5 min una potencia de 5 Watts con
pulsos del 50%. En Total 8 ciclos.

\

Disolver los €l en PBS 50 mhM, MaCl Equlibrar columna
500 mM y Urea & M. (El pellet se Centrifugar a 12 000 RPM (rotor JA _—. Histrap con PBS 50
resuspende en 50 mL de la solucidn y = 2550 Beckman) 10 min y desechar el mM, NaCl 500 mM y
se deja agitando 16 ha 4°C) pellet Urea & M

|

Agregar a la muestra 1.2 mL PBS 50 mM, NaCl
Gradiente de 8 M de urea a 0 de Urea (PBS 50 mM, < 500mM e Imidazol 1M (concentracion final de
NaCl 500 mM y Urea 8 M a PBS 50 mM, NaCl 500 mM) imidazol de 20mM) y cargar a |la columna

\

Elucion de la proteina

Replegado en columna

Gradiente de 0 M de Imidazol a 1 M de Imidazol (PBS 50 mh,
NaCl 500 mM a PBS 50 mM, NaCl 500 mM y 1 M de imidazol)

Figura 11.- Cuadro de purificacidn de la mutante TcTIM1,3-8 ThTIM 2 con etiqueta de histidinas

6.4. Determinacion de la actividad catalitica

La actividad catalitica de las enzimas se midié monitoreando la oxidacién del NADH a NAD" en un

ensayo acoplado a la enzima a-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (wGDH). La actividad de la TIM se
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siguié en direccion de GAP a DHAP (figura 12). La cuantificacion de la actividad se realizd utilizando

5 ng/mL de la proteina en la celda.

Figura 12.-Ensayo acoplado de la TIM acoplada con la aGDH para determinar la actividad
catalitica de la TIM.

El calculo de la actividad especifica se realizé con la siguiente ecuacion:

AQD

————— | = umol/min m
min=g340 = le] K / g

Actividad especifica = (

En donde AOD es el cambio de densidad dptica por minuto, € es el coeficiente de extincién molar
del NADH (6.22 mL/umol*cm), P es la concentraciéon de proteina utilizada en el ensayo (mg/mL) y

| es la longitud de paso de la luz de la celda (1 cm).

6.5. Caracterizacion cinética de las mutantes de TcTIM y TbTIM

La determinacion de los parametros cinéticos (Vs Y Km) se efectud mediante la cuantificacidon de
la actividad (utilizando a la enzima a una concentracién de 5 ng/mL) realizando varios ensayos a
diferentes concentraciones de sustrato (tabla 13). Las curvas obtenidas se ajustaron a la ecuacion
de Michaelis-Menten, obteniendo los parametros cinéticos Vs Y K ajustando los datos al
modelo de Michaelis-Menten mediante una regresiéon no lineal de los datos obtenidos con el

programa Graph PadPrism5.
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Tabla 13.-Mezcla de reaccion para la obtencion de los parametros cinéticos

[G3P] Vol H,0(uL) Amortiguador TE (pH Enzima (ng)
(mM) G3P(uL) 7.4) (pL)
0.063 2.5 197.5 797.5 5
0.0759 3 197 797.5 5
0.1051 5 195 797.5 5
0.1261 6 194 797.5 5
0.25 12.5 187.5 797.5 5
0.5257 16.5 183.5 797.5 5
0.6325 25 175 797.5 5
1.265 50 150 797.5 5
1.385 65.86 134.14 797.5 5
2.103 100 100 797.5 5
3 152 48 797.5 5

6.6. Ensayos de reactivacion

Las enzimas se incubaron a una concentracidon de 500 pg /mL con TEA 100 mM, EDTA 1 mM,
GdnHClI 6 M y DTT 1 mM pH 7.4 a 25° C durante una hora para realizar su desnaturalizacion.
Transcurrido este lapso de tiempo, la proteina se diluyé 100 veces (la dilucion se efectud en el
amortiguador TEA 100 mM, EDTA 1 mM y DTT 1 mM, pH 7.4) para realizar la reactivacién vy, a
partir de esta dilucion, se tomaron alicuotas a diferentes tiempos y se les midié la actividad
especifica. La concentracion de proteina durante la reactivacion es de 5 pug/mL. En paralelo al
ensayo de reactivacion de la enzima problema, se realizaron dos controles, en el primero se
incubd a la enzima con el amortiguador de actividad (TEA 100 mM y EDTA 1 mM y DTT 1 mM, pH

7.4) y en el segundo control se incubd a la enzima con la concentracion residual de GdnHCl y
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amortiguador TEA 100 mM, EDTA 1 mM y DTT 1 mM a pH 7.4 (la concentracién que queda tras
diluir 100 veces, la cual en este caso es de 60 mM). Dichos controles se realizan con el fin de saber
si existe una pérdida de la actividad especifica de la proteina debida a la incubacion a 25° C y el
segundo control se realizé para determinar si la concentracion residual de desnaturalizante afecta
a la reactivacion de las enzimas y al sistema de medicion (puesto que la medicion de la actividad se
realiza con un ensayo acoplado a otra proteina debemos saber si la concentracién residual de
GdnHCI afecta a la aGDH). Al comparar las actividades especificas medidas de estos dos controles
no se observa una diferencia, por lo que se puede concluir que, ni el sistema, ni la enzima son

afectados por la concentracion residual de desnaturalizante.

6.7. Determinacidn de las constantes de velocidad de la reactivacion de las mutantes de TcTIM y

TbTIM.

Las constantes de velocidad se calculan a partir de graficas de la actividad especifica contra tiempo
a diferentes concentraciones de proteina. En condiciones de estado estacionario la ecuacién de
Briggs-Haldane se puede utilizar para obtener las constantes de velocidad que describen al
fendmeno de asociacion de mondmeros y el paso de dimero inactivo a dimero activo (figuras 13 y

14) (Zomosa., et al., 2003)

1. k 2.k 3.k
2IWIU . 2MIf k_s Dinact Dact

Figura 13.- Secuencia de reacciones involucradas en la reactivacion de TbTIM y TcTIM. M, se
refiere a los mondmeros desplegados, My a los mondmeros plegados, Dj,. a los dimeros inactivos y Dy a los
dimeros activos. La primera reaccion es unimolecular, el paso que describe la asociacion de 2 monémeros
plegados al dimero inactivo es una reaccion bimolecular y la tercera reaccion también es una reaccion

unimolecular. Modificado de Zomosa., et al (2003).

La ecuacién de Briggs- Haldane (figura 14) describe la constante de velocidad observada para

cualquier concentracién de proteina, en donde K se encuentra definida por el siguiente cociente
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(k>+ks)/(k,). La constante de velocidad maxima observada es ks. En las condiciones experimentales

de trabajo, k., <<< k3 por lo que el valor de K es aproximadamente el cociente entre kz/k,.

Las constantes de pseudoprimer orden (asociada al fendmeno de transicién del dimero inactivo a
dimero activo) se obtuvieron a partir de la parte lineal de las gréficas de la aparicién de la
actividad en funcién del tiempo. A estos valores se les aplicd la funcion de logaritmo natural (In) y
éstos valores se graficaron contra el tiempo. La pendiente resultante de esta grafica se define

como la kgps ¥ se obtiene para cada concentracion de proteina ensayada (figura 14).

k... = ky[TIM][K/(1 + K[TIM])]

Figura 14.- Ecuacidn Briggs-Haldane.

Para obtener la constante de velocidad de segundo orden, los valores de k., se grafican contra la
concentracién del mondmero. La grafica obtenida se ajusta por regresion no lineal a una hipérbola
rectangular, utilizando el programa GraphPad Prism 5.01. La constante de segundo orden se
obtiene a partir el cociente entre los valores de (Vmax/Km). Cabe mencionar que estas constantes
no corresponden a las constantes cinéticas de Michaelis-Menten. En algunas mutantes puede
observarse que las constantes de velocidad de pseudoprimer orden decaen conforme aumenta la
concentracién de proteina utilizada, por lo que el cdlculo de la constante de segundo orden,

solamente se lleva a cabo tomando en cuenta la parte lineal.

La forma de la curva hiperbdlica describe los dos fendmenos limitantes relacionados con el
replegamiento. A bajas concentraciones de proteina la velocidad de replegamiento se encuentra
descrita por la asociacion de los mondmeros, mientras que a concentraciones altas, la velocidad se

encuentra limitada por el paso del dimero inactivo a dimero activo.
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6.8. Modelaje computacional de las mutantes de TcTIM y TbTIM

Se realizaron modelados computacionales de las mutantes de la triosafosfato isomerasa en los

servidores Robetta (http://robetta.bakerlab.org), I-Tasser

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) y Swiss-model (http://swissmodel.expasy.org/).

Los modelos se realizaron introduciendo sus secuencias polipeptidicas en los servidores antes
mencionados; en seguida se menciona brevemente en que consiste cada uno de estos predictores

de estructuras.

El predictor de estructura Robetta realiza la comparacion mediante la fragmentacion del
polipéptido en dominios putativos utilizando para ello el protocolo de Ginzu. El modelado lo hace

por homologia de estos dominios con dominios que se parezcan y que sean conocidos.

Para realizar el modelado el predictor I-Tasser primero busca secuencias de aminodcidos que
posean estructuras supersecundarias similares a partir de una libreria de archivos en formato PDB.
Posteriormente, se genera un segundo analisis de fragmentacion al cual se aplican simulaciones de

Monte Carlo para tratar de unir los fragmentos en una estructura de modelaje.

Por otro lado, Swiss-model es un predictor de estructura que se basa en el modelado por

homologia.
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7. RESULTADOS

7.1 Construccion y clonacion de las mutantes de la triosafosfato isomerasa
7.1.1. Subclonacién del grupo de mutantes sintetizadas comercialmente en el vector pET-3a

Los genes correspondientes a las enzimas quiméricas sintetizadas comercialmente (TcTIM2-8;
TbTIM1, TcTIM1,3-8;TbTIM2 y TcTIM2;TbTIM1,3-8) se subclonaron en el vector pET-3a, al igual
que los genes de las enzimas silvestres y las mutantes (TcTIM1;TbTIM2-8 y TcTIM1,2;TbTIM3-8). La
figura 15 muestra la presencia de los insertos correspondientes en el vector pET-3a tras la

digestién con las endonucleasas Ndel y BamHI.

Figura 15.- Clonacidn de los insertos de las mutantes de TcTIM y TbTIM en el vector pET-3a. Carril
1.- Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder de NEB. Carriles 2,3,4,5,6 y 7 .- digestion con Ndel y
BamHI| de TcTIM, TbTIM, TcTIM1;TbTIM2-8, TcTIM2-8;TbTIM1, TcTIM1,2;,TbTIM3-8 y TcTIM2;TbTIM1,3-8,

respectivamente.

7.1.2 Construccion y amplificacién del gen de la enzima quimérica TcTIM3-8;ThTIM1,2

La construccion del gen de la quimera TcTIM3-8; TbTIM1,2 se realizd en base a tres reacciones de
PCR. La primera reaccion se hizo utilizando el DNA de TbTIM como templado para amplificar las
primeras 2 regiones (figura 16). La segunda reaccion de PCR se utilizé para realizar la amplificacién
del resto del gen (regiones 3 a 8) usando como templado el DNA de TcTIM (figura 17). Y el tercer

PCR fue utilizado para unir el gen.
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atgtccaagccacaacccatcgcagcagccaactggaagtgcaacggctcccaacagtcet
ttgtcggagcttattgatctgtttaactccacaagcatcaaccacgacgtgcaatgcgta
gtggcctccacctttgttcaccttgccatgacgaaggagcgtctttcacaccccaaattt
gtgattgcggcgcagaacgccattgcaaagagcggtgccttcaccggcgaagtctcectg
cccatcctcaaagatttcggtgtcaactggattgttctgggtcactccgagecgecgegea
tactatggtgagacaaacgagattgttgcggacaaggttgccgeccgeccgttgettectggt
ttcatggttattgcttgcatcggcgaaacgctgcaggagcgtgaatcaggtcgcaccget
gttgttgtgctcacacagatcgctgctattgctaagaaactgaagaaggctgactgggcc
aaagttgtcatcgcctacgaacccgtttgggccattggtaccggcaaggtggcgacacca
cagcaagcgcaggaagcccacgcactcatccgcagctgggtgagcagcaagattggagcea
gatgtcgcgggagagctccgcattctttacggecggttctgttaatggaaagaatgcgcecge
actctttaccaacagcgagacgtcaacggcttccttgttggtggtgcctcacttaagcecca
gaatttgtggacatcatcaaagccactcagtgattttccttcatgtgtcaatgaggtttg

Figura 16.- Secuencia nucleotidica de TbTIM. La region resaltada en color amarillo muestra los
nucledtidos que conforman a la region 1y 2 y en color azul se muestra la region de alineamiento con el
cebador (Tc3-8,Tb1,2 Rv)

atggcatcgaagcctcaacccatcgccgceccgcaaactggaagtgcaacggctccgagagt
ttgcttgtaccactcatcgagacgctcaatgcagcgacttttgatcacgatgtgcaatgce
gtggttgcgcccacctttctccacatcccaatgacgaaggcgaggctcaccaagcececcaag
ttccagattgccgcacagaacgcgatcacaaggtcgggcgectttcacgggggaagtctcet
ctgcagatcctcaaggactatggaatcagctgggttgtgttgggccattcggaacggcegt
ttgtactacggcgaaacgaacgaaatcgttgcggaaaaggtggcgcaggecctgecgectgece
ggcttccatgtcatcgtctgtgttggcgaaaccaacgaggagcgggaagctggeccgcacg
gcagccgtcgtgttgacgcagctcgeccgectgtecgegcagaagecttagtaaggaggegtgg
tctcgcgtecgttattgecctacgagececcgtgtgggcaatcggcaccggtaaagtggcaacce
ccgcagcaggcgcaggaggtccatgaattgctgecgeccgttgggtgecggagcaaattggge
actgacatcgccgcgcaactgcgcatcttgtatggcgggtccgtgaccgccaaaaatgca
cgcacgctatatcagatgcgcgacatcaacggcttccttgtgggecggtgectecgectcaag
ccggagtttgttgaaatcattgaggccacgaagtag

Figura 17.- Secuencia nucleotidica de TcTIM. La secuencia resaltada en color amarillo indica las
regiones 3 a 8 de TcTIM; destacado en color azul la region de empalme con el cebador (Tc3-8;Tb1,2Fw).

Clonacion en el vector pET-3a( Novagen)

En la figura 18 se muestran los productos de PCR;, PCR, y PCR; obtenidos durante la construccién
del gen de la mutante TcTIM3-8; TbTIM1,2. Una vez purificado, el producto de PCR3 se clond en el
vector pET-3a. En la figura 19 se muestra la digestion del DNA de diferentes clonas con las

endonucleasas Ndel y BamHI para buscar el inserto.
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A) B)

Figura 18.- Amplificacion de la mutante TbTIM1,2;TcTIM3-8. Gel A Carril 1.- Marcador de peso
molecular (1 Kb ladder plus, Invitrogen), carriles 2, 3 y 4 producto de PCR1 (250 pb), carriles 5 a 8 producto
de PCR 2 (650 pb). Gel B Carril 1.- Marcador de peso molecular (1 Kb ladder plus, Invitrogen). Carriles 2 a 5,
productos de PCR3 (800 pb).

Tras realizar la digestion de los DNAs de las colonias transformantes con las endonucleasas
pertinentes, podemos ver que casi todas ellas son portadoras del inserto del peso molecular

esperado excepto en el carril 5 del gel B (que no contiene inserto).

A) B)

Figura 19.- Transformantes de la construccion en pET-3a. Gel de agarosa al 1%. Gel A) Carril 1.-
Marcador de peso molecular 1 Kb plus de Invitrogen. Carril 2 a 8 digestion del DNA de las colonias
transformantes con las endonucleasas BamHI y Ndel. Gel B) Carril 1.- Marcador de peso molecular 1 Kb plus
de Invitrogen. Carril 2 a 6 digestion del DNA de las colonias transformantes con las endonucleasas BamHI y

Ndel.
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7.1.3 Mutagénesis dirigida

La introduccién de las mutaciones se realizd, como se describe en el apartado de materiales y
métodos. Una vez obtenidas todas las construcciones de las quimeras y de las mutantes de la
region 1 se realizaron los cultivos pertinentes para secuenciar el DNA y corroborar la incorporacion

adecuada de las mutaciones. En todos los casos la incorporacion de las mutaciones fue exitosa.

7.2. Ensayos de sobreexpresion

En general, las quimeras no presentaron problemas con su sobreexpresién; al variar algunas
condiciones fue posible obtener proteina suficiente para realizar los ensayos. Sin embargo, se
observé que la mutante TcTIM1,3-8;TbTIM2, aunque presentd un excelente rendimiento al
sobreexpresarla en cualquier condicién, en todos los casos la proteina producida formaba siempre
cuerpos de inclusidon, obteniéndose una cantidad muy pequefia en la parte soluble. En la tabla 14

se muestran las condiciones de sobreexpresioén utilizadas para cada una de las proteinas.
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Tabla 14.- Condiciones de sobreexpresion de las mutantes de las regién 1y 2

TcTIM 37 16 0.4 30a40
TbTIM 37 16 1 30
TcTIM1;ThTIM2-8 37 16 1 10
TcTIM2-8;ThTIM1 37 16 0.4 50
TcTIM2;TbTIM1,3-8 21 16 0.4 20
TcTIM1,3-8;TbTIM2 10 24 0.1 02 *
TcTIM1,2;TbTIM3-8 37 16 0.4 15
TcTIM3-8;TbTIM1,2 30 16 0.4 5
TcTIM1;TbTIM2-8 (E18Q) 37 16 0.4 5
TcTIM1;ThTIM2-8 (E18Q,519Q) 37630 16 0.4 2.5
TcTIM1;ThTIM2-8 (E18Q,519Q,L20S) 30 16 0.4 66
TcTIM1;TbTIM2-8 17 16 1 1.8
(E18Q,519Q,L20S,V22S)
TcTIM1;ThTIM2-8 (E18Q,519Q,L20S, 37630 16 0.4 5
V22S,P23E)

* Proteina soluble obtenida a partir de 10 L de cultivo.

7.3 y 7.3.1 Purificaciéon de las mutantes y purificacion de la mutante TcTIM1,3-8; TbTIM2

La purificacidn de las proteinas recombinantes se realizé como se describe en la figura 10. En un
principio todas las mutantes recibieron un tratamiento con NaCl 300 mM al momento de llevarse
a cabo la ruptura celular. En la figura 20 se pueden observar las proteinas que se han podido
purificar exitosamente. En el caso de la mutante TcTIM1,3-8;TbTIM2, como ya se menciond
anteriormente, se observd un comportamiento muy diferente con respecto al observado para el
resto de las enzimas quiméricas. Al realizar la purificacion de ésta con las modificaciones antes

mencionadas (a partir de 10 litros de cultivo), no se logré obtenerla pura (figura 21) y ademas tuvo
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un rendimiento bajo. La medicién de la actividad enzimatica reveld que la proteina obtenida no se
encontraba correctamente plegada ya que fue muy baja (28 pumol/min mg de proteina). Por lo que
se decidid probar la metodologia descrita para la construccién de esta misma mutante con
etiqueta de histidina para obtenerla a partir de cuerpos de inclusiéon. Al igual que en la
metodologia anterior, no se pudo obtener a la proteina completamente pura (figura 22) y
tampoco se logré obtener un rendimiento adecuado ya que la mayoria de la enzima se precipitd
en la columna de niquel al realizar el replegado. Tras concentrar a la proteina plegada, se le midid

actividad enzimatica y también resultd ser muy baja (31.8 pmol/min mg de proteina).

Figura 20.- Mutantes de TcTIM y TbTIM purificadas (gel SDS-PAGE 14%, sistema Von-Jagow).
Carril 1.- Marcador SDS-PAGE Broad range (Bio-Rad). Carril 2.- TcTIM. Carril 3.-TbTIM. Carril 4.- Mutante
TcTIM1; TbTIM2-8. Carril 5.-TcTIM1, 2; TbTIM3-8. Carril 6.- TcTIM2; TbTIM1, 3-8. Carril 7.- TcTIM2-8; TbTIM1.
Carril 8. TcTIM1,TbTIM2-8 (E18Q) - Carril 9.- TcTIM1;TbTIM2-8 (E18Q,519Q) Carril 10.- TcTIM1,TbTIM2-8
(E18Q,519Q,L208,V22S)  Carril 11.- TcTIM1;TbTIM2-8 (E18Q,519Q,L20S,V22S,P23E). Carril  12.-
TcTIM1,;TbTIM2-8 (E18Q,519Q,L20S) Carril 13.- TcTIM3-8,TbTIM1,2.
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Figura 21.- Purificacion de la proteina TcTIM1,3-8;TbTIM2. (gel SD-PAGE al 12%, sistema Von
Jagow). Carril 1.- Marcador de peso molecular Carriles 2 a 13.- Fracciones eluidas de la columna de

exclusion molecular (superose 12 10/300). Carril 14.- Muestra original cargada en la columna.

Figura 22.- Purificacion de la proteina TcTIM1,3-8;TbTIM2 a partir de cuerpos de inclusion. (gel
SD-PAGE al 12%, sistema Von Jagow). Carril 1.- Cuerpos de inclusidn disueltos con urea 8 M. Carril 2.-

Primer eluido de la columna. Carriles 3 a 9.- Fracciones eluidas de la columna de afinidad his Trap.

Al calcular los parametros fisico-quimicos tedricos de las enzimas quiméricas y de las mutantes de

la region 1 mediante el programa Protparam en el servidor Expasy (http://web.expasy.org/cgi-

bin/protparam/protparam) se observa que no presentan una variacidn significativa de sus puntos

isoeléctricos con respecto a los valores reportados para las enzimas silvestres (tabla 15).
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Tabla 15.- Puntos isoeléctricos de las mutantes de TcTIM y ThTIM

TcTIM1;TbTIM2-8
TcTIM2-8; ThTIM1
TcTIM2;TbTIM1,3-8
TcTIM1,3-8;ThTIM2
TcTIM1,2;TbTIM3-8
TcTIM3-8;ThTIM1,2
ThTIM
TcTIM
TcTIM1;ThTIM2-8 (E18Q)
TcTIM1;ThTIM2-8 (E18Q,519Q)
TcTIM1;ThbTIM2-8 (E18Q,519Q,L20S)
TcTIM1;ThTIM2-8 (E18Q,519Q,L20S,V22S)
TcTIM1;ThTIM2-8
(E18Q,519Q,L20S,V22S,P23E)

8.91
8.87
9.22
8.32
9.08
8.65
9.08
8.64
9.08
9.08
9.08
9.08
8.91

7.4y 7.5. Determinacion de la actividad catalitica y caracterizacion cinética de las mutantes de

TcTIM y TbTIM.

Al grupo de enzimas purificadas se les evaluaron sus parametros cinéticos. En la figura 23 y tabla

16 se muestran los datos obtenidos. Como puede observarse los valores obtenidos para las

proteinas recombinantes cambian ligeramente con respecto a los valores obtenidos para las

enzimas silvestres. Tanto las afinidades de las enzimas por su sustrato como el nimero de

recambio varian; sin embargo, estos cambios no son significativos como para considerar que la

catalisis de las enzimas quiméricas se encuentra afectada.
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Figura 23.- Cinéticas de saturacidn de las mutantes de TcTIM y TbTIM. A.- TcTIM. B.- TbTIM C.-

TcTIM1,TbTIM2-8. D.- TcTIM2-8;TbTIM1 E.-

TcTIM2;TbTIM1,3-8 F.-

TcTIM1,2;TbIM3-8 G.- TcTIM3-

8,TbTIM1,2. Para la obtencion de los pardmetros cinéticos se midié la actividad de las enzimas con

concentraciones crecientes de sustrato.

Tabla 16.- Parametros cinéticos de las enzimas quiméricas de TcTIM y TbTIM.

Enzima K (mM) Keatx 10°(min™) (Keat/ Km) X 107
(Ms?)

TcTIM 0.4381 3.6 1.3
TbTIM 0.45 3.1 1.15
TcTIM1;ThTIM2-8 0.4556 2.28 0.83
TcTIM2-8;TbTIM1 0.3955 3.62 15
TcTIM2;ThbTIM1,3-8 0.5100 4.5 1.47
TcTIM1,2;TbTIM3-8 0.7072 4.1 0.96
TcTIM3-8;TbTIM1,2 0.3462 5.7 1.65
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7.6. Ensayos de reactivacion

Al corroborar que las enzimas quiméricas presentaban un comportamiento cinético similar al de
las enzimas silvestres se realizaron los ensayos de reactivacion. Primero se realizd la reactivacion
de las enzimas silvestres y se observo que TcTIM se reactiva de manera mas rapida y eficiente que
TbTIM, lo cual estd de acuerdo con lo descrito por Zomosa y colaboradores (2003) (figura 24). Los
resultados se expresan como porcentaje de la actividad recuperada en donde el 100 % de la

actividad es la actividad del control con guanidina remanente.

S
c
0
(S)
©
2
)
(8)
o
14
0 T T T 1
0 20 40 60

Tiempo (min)

Figura 24.- Cinética de reactivacion de las enzimas silvestres.

En la figura 24 se observa que TcTIM se reactiva con mayor rapidez y eficiencia que TbhTIM.
Durante los primeros 5 minutos de la cinética de reactivacién TcTIM alcanza un 80% mientras que
TbTIM en el mismo lapso se reactiva sélo un 30%. En ambos casos el valor maximo de la
reactivacién se alcanza aproximadamente a los 45 minutos. Una vez que los datos de los controles
fueron reproducibles, se procedid a realizar la cinética de reactivacién de la mutante TcTIM1;

TbTIM2-8, figura 25.
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Con el objeto de conocer el efecto de la concentracion de proteina sobre la reactivacion de esta
quimera, se hicieron los experimentos con concentraciones menores y mayores de 5 pug/mL (figura

26).

Reactivacion (%)

0 T T 1
0 20 40 60

Tiempo (min)

Figura 25.- Cinética de reactivacion de la mutante TcTIM1;TbTIM2-8. La reactivacion de esta mutante fue

hecha a una concentracion de 5 ug/mL de proteina a pH 7.4 y 25° C.

A diferencia de las enzimas silvestres, la reactivaciéon de esta mutante es menos eficiente y mas
lenta. El valor maximo de reactivacion fue del 4% el cual se alcanza en un tiempo cercano a los 60
minutos. A las 24 horas reactivacién el valor maximo obtenido no se modifico (datos no
mostrados). Al realizar el experimento con 2.5 pug/mL, la proteina no se reactivd. Al aumentar la
concentracién de proteina, se observd una correlacion entre la cantidad de proteina y la
reactivacién; ya que conforme aumenté la concentraciéon de enzima la reactivacion fue mas
eficiente hasta llegar a un limite en donde se observd la formacién de agregados durante el

experimento (20 pg/mL) (figura 26).
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Figura 26.- Cinética de reactivacion de la mutante TcTIM1;TbTIM2-8 a diferentes concentraciones. Las
concentraciones de proteinas utilizadas fueron 2.5, 5,6,7, 10 y 20 ug/mL la reactivacion se hizo a pH 7.4 y
25°C.

La reactivacidn del resto de las mutantes de TcTIM y TbTIM también se llevaron a cabo como se
describié anteriormente en la seccién correspondiente de materiales y métodos. Las figuras 27 y
28 muestran las cinéticas de reactivacion de estas mutantes. Todos los experimentos fueron

realizados con una concentracién de proteina de 5 pg/mL.
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Figura 27.- Reactivacion de la mutante las mutantes de las regiones 1 y 2 de TcTIM y TbTIM. A.-

TcTIM1,2;TbTIM3-8. B.-TcTIM3-8;TbTIM1,2 C.- TcTIM1,;TbTI2-8 D.- TcTIM2-8;TbTIM1 E.- TcTIM2;TbTIM1,3-8.

La mutante TcTIM1, 2; TbTIM3-8 tuvo un comportamiento muy similar al de TcTIM, es decir se
reactiva rapidamente y alcanza el mismo porcentaje que TcTIM, sin embargo, se observd una

ligera pérdida de actividad al final del ensayo.

Por otro lado la mutante TcTIM2;TbTIM1,3-8 presenta un comportamiento intermedio entre
TcTIM y TbTIM. Durante los primeros minutos de la cinética es muy similar a TcTIM, es decir, se
reactiva rapidamente, sin embargo el porcentaje de reactivacién que alcanza al final de la cinética

es similar al que presenta TbTIM.

La mutante TcTIM2-8; TbTIM1 mostré un comportamiento diferente al observado en las otras
guimeras ya que desde un inicio presentd un comportamiento similar al de TcTIM, es decir, su

reactivaciéon fue muy rapida e incluso mas eficiente que la de TcTIM (durante los primeros minutos

45



esta se reactivo cerca del 100%, sin embargo, a los 60 minutos del ensayo su actividad disminuyo

un 10 %) (figura 27).

En la figura 28 pueden observarse juntos todos los resultados obtenidos para las primeras cinco
quimeras de las regiones 1y 2. Los ensayos fueron realizados con 5 pg/mL de proteina a 25 °C a pH

7.4.
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También se realizo el ensayo de reactivacion con las cinco mutantes puntuales de la quimera de la
region 1 TcTIM1;TbTIM2-8. Los resultados se muestran en la figura 29. Como puede observarse la
insercion de la primera mutacién, generd la recuperacién de casi el 50% de la actividad
(comparando con TbTIM), lo que muestra que el residuo en la posicion 18 es importante para la
reactivacioén. Los siguientes dos residuos (en posiciones 19 y 20) no parecen tener efecto sobre la
reactivacién, porque fue igual a la de la mutante de la posicién 18. Sin embargo, la mutante con
cuatro mutaciones (posiciones 18, 19, 20 y 22) presenta un decaimiento con respecto a la
reactivaciéon. Con el fin de verificar este resultado, el ensayo se realizé con dos lotes de enzima
diferentes y, en ambos casos, se observd el mismo comportamiento. Esto nos indica que esta
ultima mutacién impide la reactivacion de la proteina. Sin embargo, la enzima con cinco
mutaciones (en las posiciones 18, 19, 20, 22 y 23) se reactiva igual que TbTIM. Esto indica que el
amino acido en posicion 23 también es importante para la reactivaciéon. Con respecto a la
purificacién de estas mutantes, también hay que mencionar, que todas tuvieron rendimiento muy
bajo tras la sobreexpresion, en especial la mutante cuadruple la cual requirié una mayor cantidad
de IPTG y diferente temperatura de expresion (tabla 14) a diferencia de la mutante quintuple que

se comportd como las enzimas silvestres, pero, aun asi, tuvo un rendimiento bajo.

7.7. Determinacion de las constantes de velocidad de reactivacion de las mutantes de TcTIM y

TbTIM.

Las constantes de velocidad fueron calculadas a partir de los graficos de reactivacién de la

proteina a diferentes concentraciones (Figuras 30, 31, 32 y tabla 17).
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Figura 30.- Cinéticas de reactivacion de 1b11v, Icllivl, y de las quimeras de las regiones 1y 2 a

diferentes concentraciones de proteina. A.- TcTIM B.- TbTIM C.- TcTIM1;TbTIM2-8 D.- TcTIM2-8,;TbTIM1
E.- TcTIM1,2;TbTIM3-8 F.- TcTIM3-8,TbTIM1,2 G.- TcTIM2,;TbTIM1,3-8.
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Figura 31.- Ln de la actividad especifica de los primeros tiempos de reactivacion contra tiempo.

Las pendientes de esta familia de rectas describen las constantes de velocidad observadas a cada
concentracion. A.- TcTIM B.- TbTIM C.- TcTIM1,2;TbTIM3-8 D.-TcTIM1;TbTIM2-8 E.- TcTIM2-8;TbTIM1 F.-
TcTIM2; ThTIM1,3-8.
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Figura 32.- Relacion de las constantes de primer orden y la concentracion de proteina. Los valores

de las constantes de velocidad observadas en la figura 31, se graficaron contra la concentracion de proteina

y mediante el ajuste tedrico de las curvas a una hipérbola rectangular, se obtuvieron las constantes de

segundo orden. A.- TcTIM B.- TbTIM C.- TcTIM1;TbTIM2-8 D.- TcTIM2-8;,TbTIM1 E.- TcTIM1,2;TbTIM3-8 F.-

TcTIM2;TbTIM1,3-8.
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Tabla 17.- Comparacion de los valores obtenidos de las constantes de velocidad de reactivacion
de TcTIM y TbTIM a partir de las graficas mostradas en las figuras 30, 31y 32.

TcTIM 6.4x105 8.7x10°3

TbTIM 1.36x10° 1.5x10-3

TcTIM1,2;TbTIM3-8 3.18x105 9.4 x103
TcTIMI;TbTIM2-8 1.59x104 3.9x103
TcTIM2-8;TbTIM1 8.5x10° 6.5x103

En el caso de las mutantes TcTIM1,TbTIM2-8 y TcTIM2-8;TbTIM1, se observa que a altas
concentraciones de proteina estas se agregan, disminuyendo asi su velocidad; por lo tanto, los
puntos correspondientes a las concentraciones entre 300 y 400 nM del mondmero no se tomaron
en cuenta para el calculo de la constante de segundo orden. Para el caso de la mutante TcTIM2-
8;TbTIM1, el ajuste de hipérbola rectangular no se pudo construir con exactitud, ya que, incluso a
concentraciones bajas (1.4 y 2.5 pg/mL), la mutante es muy veloz y fue muy dificil lograr obtener
puntos por debajo de una concentracion de mondmero 50 nM. En el caso de la muatnte TcTIM3-
8;TbTIM1,2 no se pudo realizar la reactivacién a diferentes concentraciones ya que la proteina
parece agregarse mientras es incubada a 25 °C (ambos controles con y sin Gdn HCl pierden
actividad). Al realizarse la misma cinética con temperaturas mas bajas como 16 ° C la reactivaciéon

mejora, e incluso los controles presentan actividad (datos no mostrados).
7.8 Modelaje de las mutantes de TcTIM y TbTIM

Los modelados computacionales de las mutantes de la triosafosfato isomerasa se realizaron en los
servidores Robetta, |-Tasser y Swiss-model. En las tablas 18, 19 y 20 se muestra un resumen de los
resultados obtenidos. El programa Robetta, para cada una de las quimeras, arrojé 5 modelos, de
los cuales, todos utilizaron como base el archivo PDB 2J27A (1.15 A) (Tabla 18). El puntaje mds

cercano a 100 corresponde a la mayor similitud.
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Tabla 18.- Resultados del modelado de las mutantes en el servidor Robetta.

TbTIM

TcTIM
TcTIM1,3-8;TbTIM2
TcTIM1;TbTIM2-8
TcTIM2-8;TbTIM1
TcTIM2;TbTIM1,3-8
TcTIM3-8;TbTIM1,2

TcTIM1,2;TbTIM3-8

75.1

78.52

78.52

73.4

79.00

75.15

77.30

81

2J27A, INEYA, 2VXNA, INEYA, 1IM6JA

2J27A, INEYA, 1M6JA, 2V5BA, IMOOA

2127A, IMOOA, 1IM6JA, IM6JA, IMOOA

2J27A, INEYA, 1INEYA, 1R2RA, 1R2RA

2J27A, 2VXNA, 1M6JA, 2DP3A, INEYA

2J27A, 1R2RA, 2DP3A, 1R2RA, 1R2RA

2J27A, 2V5BA, 2DP3A, INEYA, 2V5BA

2J27A, 1R2RA, 1R2RA, 1IMOOA, 1R2RA

El servidor I-Tasser, en todos los casos, sélo generé un modelo para las mutantes. Al igual que

Robetta, también en un principio se basd en varios cddigos PDB de otras TIMs. Los puntajes

logrados tras la comparacién con estos archivos PDB fueron muy buenos (entre mas cercano a dos

es mas parecido).
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Tabla 19.- Resultados del modelado de las mutantes en el servidor I-Tasser.

TbTIM

TcTIM

TcTIM1,3-8;TbTIM2

TcTIM1,TbTIM2-8

TcTIM2-8;TbTIM1

TcTIM2;TbTIM1,3-8

TcTIM3;8TbTIM1,2

TcTIM1,2;TbTIM3-8

1.93

1.968

1.964

1.973

1.945

1.938

1.945

1.937

1tpfA, 2j27A, 3m9yA, 3krsA, 1tpfA, 2dp3A, 1b9bB, 5timA,
3m9yA, 1mo0OA
1tpfA, 2vxnA, 3m9IyA, 3krsA, lamkA, 2dp3A, 1b9bB,
5tcdA, 3m9yA, 1mo0A
1tpfA, 2vxnA, 3m9yA, 3krsA, lamkA, 2dp3A, 1b9bB,
5tcdA, 3m9yA, 1mo0A
1tpfA, 2vxnA, 3m9yA, 3krsA, lamkA, 2dp3A, 1b9bB,
lif2A, 3m9yA, 1mo0A
1tpfA, 2j27A, 3m9yA, 3krsA, 1tpfA, 2dp3A, 1b9bB, lif2A,
3m9yA, 1mo0OA
1tpfA, 2j27A, 3m9yA, 3krsA, 1tpfA, 2dp3A, 1b9bB, 5timA,
3m9yA, 1Imo0OA
1tpfA, 2j27A, 3m9yA, 3krsA, 1tpfA, 2dp3A, 1b9bB, lif2A,
3m9yA, 1mo0OA
1tpfA, 2vxnA, 3m9yA, 3krsA, 1amkA, 2dp3A, 1b9bB,
5timA, 3m9yA, 1mo0A

Cabe resaltar que para los servidores Robetta e |-Tasser, los modelos que se generaron, fueron

modelos de un sélo mondmero, a diferencia de los resultados de Swiss-model el cual generd

mayoritariamente modelos diméricos.

Swiss-model, como se menciond con anterioridad, solamente realiza el modelado con base en la

homologia con otros archivos PDB encontrados. En la tabla 19 podemos observar lo resultados

obtenidos tras el modelado (entre mas pequefios sean los errores reportados mayor homologia

existe).
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Tabla 20.-Resultados del modelado de las mutantes en el servidor Swiss-model.

Enzima
TbTIM
TcTIM

TcTIM1,3-8;TbTIM2
TcTIM1;TbTIM2-8
TcTIM2-8;ThTIM1

TcTIM2;TbTIM1,3-8

TcTIM3-8;TbTIM1,2

TcTIM1,2;TbTIM3,8

Error
1.09e-122
4.27e-136
1.29e-131
5.99e-116
1.12e-129
7.37e-122
2.27e-125
5.10e-113

Molde

[2j27B] (1.15 A) Dimero

[1tcdB] (1.83 A) Dimero

[1tcdB] (1.83 A) Dimero

[2j27B] (1.15 A) Dimero
[3937C] (1.65 A) Monémero

[1tpfA] (1.80 A) Dimero
[3937C] (1.65 A) Monémero

[2j278B] (1.15 A) Dimero

Como puede observarse en la figuras 33 y 34 no existe gran variacion entre los modelos generados

para TbTIM por los tres servidores, ya que puede observarse que existe un empalme casi perfecto

de todos los modelos. Una de las pocas diferencias que se pueden ver es el movimiento de las

estructuras correspondientes a las asas cataliticas, sin embargo, podemos concluir que dichas

variaciones no son relevantes ya que entre los distintos archivos PDB utilizados para realizar la

comparacion pueden existir aquellos realizados en presencia o ausencia de sustrato, lo cual podria

estar generando estas variaciones en la posicion de las asas. Con respecto al modelado de las

enzimas quiméricas, tampoco se observa una diferencia clara entre ellas (figura 35).
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Figura 33.-Empalme de los modelos realizados por los tres servidores para TbTIM. En azul marino, se

observa el modelo de I-Tasser, en gris el de Robetta y en cian el modelo de Swiss model.

Figura 34.- Empalme de los tres modelos generados por los tres servidores y el modelo cristalografico de
TbTIM (PDB 5TIM). En azul marino, se observa el modelo de I-Tasser, en gris el de Robetta, en azul claro el

modelo de Swiss model y en amarillo la estructura del archivo PDB 5TIM.
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Figura 35.- Empalme de los modelos computacionales generados de las enzimas quiméricas. £n
azul se muestra a TbTIM, en rojo TcTIM, en marron a TcTIM1,2;TbTIM3-8, en naranja a TcTIM2;TbTIM1,3-8,
en verde a TcTIM1,;TbTIM2-8, en rosa a TcTIM1,3-8;,TbTIM2, en morado a TcTIM2-8;TbTIM1 y en verde

obscuro a TcTIM3-8,TbTIM1,2.
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8. DISCUSION

El plegamiento de las proteinas se ha considerado como el ultimo paso del dogma central de la
biologia molecular, en el cual el DNA codifica para un RNA que es traducido a proteina, la cual

debe ser plegada de manera adecuada para poder alcanzar su forma funcional o nativa.

A pesar de tener un elevado grado de similitud estructural, las triosafosfato isomerasas de T. cruzi
y T. brucei presentan diferencias en sus cinéticas de replegamiento tras haber sido
desnaturalizadas con GdnHCI. En trabajos previos de nuestro laboratorio se encontrd que las
regiones 1 y 2 se encuentran altamente implicadas en esta diferencia de comportamiento
(Vigueras—Meneses, 2010). El propdsito del presente trabajo fue el profundizar en el estudio de la
influencia de estas dos regiones en la reactivacion de estas enzimas. Para ello se realizé el cambio
de las regiones 1y 2 de una TcTIM a TbTIM vy viceversa; posteriormente se intercambiaron estas
regiones en todas las combinaciones posibles, generando un total de seis mutantes de las regiones
1y 2 (tabla 5). Una vez realizada la caracterizacidon de este primer grupo de mutantes, se efectud
la mutagénesis dirigida de cinco de los residuos de la regién 1 utilizando como DNA templado el de

la mutante TcTIM1;TbTIM2-8.

La primera observacién del comportamiento de las proteinas quiméricas fue que la cantidad de
proteina producida variaba de manera considerable de una mutante a otra, e incluso las
condiciones de induccién también resultaron ser diferentes (tabla 14). Esto quiza se deba al
cambio de propiedades de las proteinas, lo cual se vio reflejado directamente en la alteracién de
estabilidad global debido a los cambios producidos tales como: polaridad, cambios en la capacidad
de formacidn de estructura secundaria, variacion en la formacién de algin complejo o
interacciones (Arun Konagurthu., et al., 2012). En el caso de la mutante TcTIM1,-3-8; TbTIM2 es
evidente que la proteina no se pliega de manera adecuada en la bacteria, generando asi agregados
no solubles. Es posible purificar estas enzimas en condiciones desnaturalizantes y se ha observado
que el uso de ciertos aditivos puede favorecer el plegamiento in vitro (Arakawa y Tsumoto, 2003,
Alibolandi y Hasan Mirzahoseini, 2011). En algunos casos, es posible recuperar completamente la
actividad de la proteina (Rodriguez —Almazan et al, 2007, Kumar., et al, 2010). Sin embargo, esta
estrategia no se probd con esta enzima, aunque, a futuro, puede ser una buena estrategia para

intentar la reactivacién de esta proteina.
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También para evaluar si el efecto de los cambios generados en la produccion de proteina soluble
eran debidos a la carga neta de las proteinas se realizé el calculo tedrico del punto isoeléctrico de

todas las mutantes mediante el programa Prot param (http://web.expasy.org/protparam/) (Tabla

15) donde no se observd una diferencia importante con respecto a los valores reportados para las
enzimas silvestres, por lo que es posible que la propensién de agregarse o disminucién de proteina
soluble tenga que ver directamente con la capacidad de adquirir cierta conformacion tras ser

sintetizadas, y no con las cargas superficiales.

La purificacién de las enzimas quiméricas se realizo tal como se describe en materiales y métodos,
con excepciéon de las mutantes: TcTIM1; TbTIM2-8 (E18Q, S19Q, L20S, V22S) y TcTIM1, 3-8;
TbTIM2, las cuales no se pudieron purificar completamente (figuras 20, 21 y 22). La mutante
cuddruple de la regién 1 (TcTIM1; TbTIM2-8 (E18Q, S19Q, L20S, V22S)) presenta algunas
impurezas que no pudieron ser eliminadas por el método de purificaciéon de las proteinas antes
descrito (figura 20); tal vez dicha situacion se deba a que la cantidad de proteina obtenida era muy
baja y por ello no se lograron saturar a las matrices utilizadas, lo cual favorecié el pegado
inespecifico de varios contaminantes con caracteristicas similares a la enzima. La mutante
TcTIM1,3-8;TbTIM2, también presentd problemas similares (figuras 21 y 22). Por el contrario, la
mutante TcTIM1; TbTIM2-8 (E18Q,519Q,L20S), presentd un excelente rendimiento de tal modo
que ésta pudo ser purificada utilizando solamente la columna de intercambio catiénico Sp

Sepharosa FF (Figura 20).

Al realizar la cuantificacion de la actividad enzimatica ninguna de las proteinas mostrd
inestabilidad ni tuvo pérdida de actividad tras ser incubada a 25°C durante una hora (con
excepcion de las mutantes TcTIM3-8;TbTIM1,2 y TcTIM1,3-8;TbTIM2). En general, no se observd
una diferencia significativa en los pardmetros cinéticos de las proteinas quiméricas, comparados
con los valores reportados para las enzimas silvestres (Garcia-Torres., et al., 2011); es decir, que el
intercambio de estas regiones no genera cambios drasticos en la funcion de la proteina. Las
mutantes TcTIM1; TbTIM2-8 y TcTIM1,2;TbTIM3-8 presentan los valores mads altos de Km; por otro
lado, al comparar los valores de k., se aprecia que éstos son mayores que los de las enzimas
silvestres, con excepcién de la enzima TcTIM1;TbTIM3-8 (tabla 16). Al evaluar el cociente K.,./Km
se observa que la constante de especificidad de todas las enzimas es muy similar. En el caso de Ia
mutante TcTIM1, 3-8; TbTIM2, se obtuvieron dos lotes, cada uno fue purificado con un protocolo

distinto, sin embargo, al realizar la medicidon de la actividad enzimatica de ambos lotes se
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determind un valor muy bajo (alrededor de 30 umol/min mg de proteina), lo cual podria indicar
que la proteina que se obtiene no logra dimerizarse de manera adecuada, sin importar el método

de purificacion.

Como se sabe, el desplegamiento producido por desnaturalizantes quimicos tales como la urea y
GdnHClI, puede ser utilizado como una buena aproximacién en el estudio de plegamiento in vitro
(Pavorova., et al., 2010). El mecanismo de cémo actla el GAnHCI como desnaturalizante (en altas
concentraciones), no se conoce por completo pero se propone que se debe a la solvatacién

preferencial de algunos de los componentes de la proteina.

Al realizar las cinéticas de reactivacion de ambas enzimas silvestres se observé un cambio en el
porcentaje maximo de reactivacién con respecto al obtenido por Zomosa y colaboradores en
2003. En nuestro caso TcTIM se reactiva hasta un 90 % mientras que TbTIM alcanza un 70%, es
decir, casi una diferencia del 10% en ambos casos. Lo cual quizas pueda ser debido a que la
metodologia de purificacion de las enzimas es mucho mads rdpida y esto permite tener una
proteina de mejor calidad o simplemente a la diferencia en los equipos utilizados durante la

medicion.

Al realizar un primer andlisis del comportamiento de las mutantes durante su reactivacion (tabla
21) podemos observar varias cosas, una de ellas es que la interaccién entre la regiéon 1 de TcTIM
con la region 2 de TbTIM no favorece el plegamiento de las proteinas quiméricas. En las mutantes
en donde se presenta esta combinacidn, su comportamiento ante la reactivacion suele ser poco
eficiente y la solubilidad de la de proteina recombinante es mucho muy baja. El replegamiento de
la mutante TcTIM1; TbTIM2-8 es lento y tiene baja eficiencia, asi como que la quimera TcTIM1,3-
8;TbTIM2 no se pliega adecuadamente en el sistema de expresién bacteriano. Con el fin de
mejorar la sobreexpresion de la proteina soluble de esta quimera (TcTM1,3-8;TbTIM2), se
probaron una gran cantidad de estrategias entre las cuales se incluyeron la disminucion de la
temperatura de induccion y la concentracion de agente inductor (Terpe., 2006), sin embargo, en la
mayoria de los casos no se logré mejorar la cantidad de proteina soluble. Por otro lado, es
necesario considerar que esta agregacion pudiera ser debida a cambios en el uso de codones de la

bacteria (Jana y Deb., 2005).

El comportamiento antes descrito para estas quimeras sugiere que los cambios que existen entre

los residuos de la regidn 1 de TcTIM con los residuos de la region 2 de TbTIM conllevan a la
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pérdida de comunicacién entre ambas regiones vy, a su vez, con el resto de la proteina, lo cual se
traduce en la disminucion el porcentaje de replegamiento. En cambio cuando la regién 1 de TbTIM
se combina con la region 2 de TcTIM, las mutantes se reactivan con mayor eficiencia. Por ejemplo,
la mutante TcTIM2; TbTIM1,3-8 presenté un comportamiento intermedio entre TcTIM y TbTIM, es
decir, que, a pesar de que se encuentra compuesta mayoritariamente por las regiones de TbTIM,
ésta se pliega rapidamente (figura 28 y tabla 21) y el porcentaje de reactivacién maximo es similar
al que presenta TbTIM. En cambio, la mutante TcTIM2-8;TbTIM1, que comparte la misma
combinacion de regiones 1 y 2 pero que se compone en su mayoria por regiones de TcTIM,
también se reactiva rapidamente pero el porcentaje maximo de reactivacidon que alcanza es similar
al que presenta TcTIM. En ambos casos, se observa que el resto de la proteina (la secuencia local
de aminoacidos) es la que define cual es el tope de la reactivacion que presentan (Anfinsen.,

1973).

Los resultados anteriores sugieren que, aparentemente, los residuos de la regién 2 estan
relacionados con la velocidad de reactivacidon de la enzima. Si se compara el comportamiento
obtenido de todas las mutantes observamos que, aquellas que tienen la regién 2 de TcTIM
presentan una reactivacion rdpida (TcTIM, TcTIM,1,2;TbTIM3-8, TcTIM2-8;TbTIM1 vy
TcTIM2;TbTIM1,3-8), mientras que en los casos en donde se tiene la regiéon 2 de TbTIM la
reactivacion es lenta (TbTIM, TcTIM1;TbTIM2-8, TcTIM1,3-8;Tb2 y TcTIM3-8;TbTIM1,2).

Por otro lado, al observar el efecto de las mutantes cuyas regiones 1 y 2 tienen el mismo origen,
es decir, las mutantes TcTIM1,2;TbTIM3-8 y TcTIM3-8;TbTIM1,2; la primera presenta un
comportamiento tipo TcTIM, es decir: que se reactiva rapida y eficientemente, mientras que la
quimera TcTIM3-8; TbTIM 1,2 sélo recupera un 40% de su actividad y, ademas, se reactiva
lentamente como lo hace TbTIM (figura 28). En estos casos se observd que el cambio de las
regiones 1 y 2 de TcTIM a una TbTIM generan una mutante muy eficiente, mientras que de la
manera opuesta (cambio de regiones 1y 2 de TbTIM a una TcTIM), afectan de manera importante

a la proteina, haciéndola lenta y poco eficaz.

Lo anterior, nos indica que, el plegamiento in vivo se encuentra dirigido por el extremo amino
terminal, e, in vitro, esta consideracion se cumple. La formacion rapida de interacciones locales,
gue sirven como sitios de nucleacién en las regiones 1 y 2 parece ser uno de los puntos cruciales
qgue determinan si el péptido se pliega o no (Levinthal., 1968, Rooman et al., 2002). Por otra parte,

las regiones 3 a 8 de la proteina parecen indicarnos el porcentaje maximo que se puede alcanzar
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durante la reactivacion, ya que, al ser un modelo cooperativo, es imposible descartar la influencia
del resto de las interacciones que la proteina va construyendo con sus nuevos alrededores
durante el proceso de replegado (Rooman et al., 2002). Como es sabido, para cada proteina
existen numerosas vias o caminos de plegamiento energéticamente accesibles o favorables que le
permiten llegar a la estructura nativa; dentro de estos caminos se encuentran intermediarios que
favorecen o que, en su defecto, impiden el plegamiento (Dill y Sun Chan 1997). De acuerdo a
Chanez, 2002 y Zomosa 2003, una de las diferencias importantes entre las vias de plegamiento y
desplegamiento de TcTIM y TbTIM, es que en TbTIM existe un intermediario que genera una
reaccion colateral durante el desplegamiento y replegamiento que lleva a la agregacién de la
proteina. Por lo anterior, es posible plantear que sélo el cambio de un par de residuos (o el cambio
de interacciones locales) puede generar la preferencia por alguno de estos caminos de
plegamiento, o simplemente generar un camino divergente; este fendmeno ha sido ampliamente
estudiado en diversos grupos de trabajo (Radford., et a/ 1992, Mirny y Shakhnovich., 1999,
Martinez y Serrano 1999, Clarke., et al 1999 y McCallister., et al 2000).

Existen multiples estudios en los que se propone la existencia de segmentos que dirigen el
plegamiento, muchos de ellos se han hecho en una gran variedad de modelos proteicos los cuales
tienen en comun la existencia de un motivo estructural barril TIM (Satoshi y Akihiko, 2010,
Rojsajjakul et al., 2004, Hoker 2001,). Satoshi y Akihiko en el 2010 realizaron el estudio de la
fragmentacion de la fosforibosil antranilato isomerasa (la cual posee un motivo barril (a/B)s) en
varios modulos y observaron que la eliminacién de algunos fragmentos cambia la capacidad que
tiene la enzima para plegarse. Sus ensayos llegaron a la conclusién de que la escision del amino
terminal (los primeros dos médulos en conjunto o sélo el médulo uno, los cuales corresponden a
nuestras regiones 1y 2 respectivamente), genera un intermediario de plegamiento poco estable,
que lleva hacia la agregacidon. Por otra parte, la escisién del extremo carboxilo terminal no genera
cambio alguno en el patrén de plegamiento. Lo anterior demuestra la importancia de estas dos
regiones como sitios iniciadores del plegamiento, incluso en modelos que no son TIMs, pero que
comparten el motivo estructural. En otras investigaciones existe evidencia de algunas TIMs de
otros organismos que prefieren comenzar su plegamiento por el extremo carboxilo terminal, como
la TIM de conejo (Silverman y Harbury., 2002) asi como la aldolasa de musculo de conejo (Pan y

Smith., 2003), la cual también presenta un motivo barril (a/B)s.
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Tabla 21 -. Comparacion del comportamiento relativo de las enzimas quiméricas de TcTIM y

TbTIM y de las mutantes puntuales de la region 1.

TcTIM 90 Répida 40 -50
TbTIM 70 Lenta 30
TcTIM1,2;TbTIM3-8 90 Rapida 15
TcTIM3-8;TbTIM1,2 25 Lenta 5
TcTIM1;TbTIM2-8 4 Lenta 10-15
TcTIM2-8;TbTIM1 100 Rapida 50
TcTIM2;TbTIM1,3-8 60 Rapida 20
0 No se pliega 0.02
TcTIM1;ThTIM2-8 (E18Q) 40 Lenta 5
TcTIM1;TbTIM2-8 2.5
40 Lenta
(E18Q,S19Q)
TcTIM1;TbTIM2-8 66
40 Lenta
(E18Q,S19Q,L20S)
TcTIM1;TbTIM2-8 1.8
20 Lenta
(E18Q,519Q,L20S,V22S)
TcTIM1;TbTIM2-8 5
70 Lenta

(E18Q,519Q,L20S,V22S,P23E)

Por otro lado, al revisar el efecto de las mutaciones puntuales sobre la regiéon 1 en la quimera
TcTIM1,TbTIM2-8 (Figura 29) se observa que la presencia de la primera mutacién, genera un
aumento en la reactivacion de casi 10 veces con respecto el porcentaje alcanzado por la mutante

predecesora TcTIM1;TbTIM2-8. Sin embargo, la velocidad con la que se reactiva es lenta, tal como
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lo hace TbTIM y su mutante precursora (lo cual es algo esperado ya que, en ambos casos se

observa la influencia de la regién 2 de TbTIM).

Al revisar el comportamiento de las mutantes con dos y tres mutaciones (TcTIM1; TbTIM2-8
(E18Q,519Q) y TcTIM1;TbTIM2-8 (E18Q,519Q, L20S)) vemos que presentan un comportamiento
similar en la reactivacién, sin embargo, en cuanto a la cantidad de proteina producida por litro de
cultivo, la triple mutante dio un mejor rendimiento (completamente diferente al resto de las
mutantes de la region 1). Esto parece indicar que, este residuo tiene como funcién el estabilizar a
la proteina, a pesar de que este no se encuentra relacionado con la reactivacién. La adicion de la
cuarta mutacién parece generar una desestabilizacion en el sistema, lo cual se ve reflejado en la
reactivacion, ya que este cambio produce un decaimiento de casi un 50 % con respecto al valor de
reactivacién maximo alcanzado por las primeras tres mutantes (Figura 29). Finalmente, la adicidn
de la quinta mutacidn parece corregir este problema, generando asi a una mutante con las

caracteristicas de una enzima silvestre.

De las trece diferencias presentes en la regién 1 se realizé la restitucion gradual de los primeros
cinco residuos de aminodcido por sus contrapartes en TbTIM, y, de estas mutaciones, al parecer
sélo tres de ellas son las que tienen mayor efecto sobre la reactivacion (E18Q, V22S y P23E).
Aunque, al estar observando los efectos de mutaciones aditivas no podemos tener la seguridad de
que los cambios en la reactivacion sean debidos Unicamente al cambio de estos tres residuos, y no
a la interaccion de los cinco con sus alrededores, esta observacién se deberia complementar con la

mutacion puntual de estos tres residuos Unicamente.

El residuo 18 en TbTIM (19 en TcTIM) se sitUa al inicio de la hélice 1y al final de el asa 1, lo cual le
permite generar varios contactos con las hélices 1 y 3 de la otra subunidad y la hélice 2 de su
propio mondémero. La existencia de una glutamina en la posicién 18 en TbTIM y un acido glutamico
en la misma posicion en TcTIM genera una variaciéon importante en el ambiente de la hélice 1, ya
gue se crea un decremento en los contactos formados entre las hélices 1y 3 de la otra subunidad
(Maldonado., et al., 1998). En la tabla 22 se enlistan las interacciones de estos cinco aminoacidos
con sus alrededores. En ambos casos la glutamina y el glutamato interaccionan con al 4cido
aspartico 85 del otro mondmero y con la metionina 50 de la regién 2 de la misma cadena
polipeptidica. Ademas de lo mencionado anteriormente, el glutamato 19, presente en TcTIM,
forma una interaccién con otro de los residuos del segundo mondmero (tirosina 87), el cual es uno

de los residuos no conservados en ThTIM (presente en la hélice 3); al buscar esta misma
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interaccion de la glutamina en TbTIM con el residuo equivalente en esa posicion (fenilalanina 86),
la interaccién no existe (tabla 22). En tamafio ambos residuos (glutamina y glutamato), son
equiparables por lo que la diferencia observada en la reactivacion quiza no tenga que ver con las
distancias entre los aminoacidos, sino mas bien en el tipo y cantidad de interacciones que estos
pueden formar debido a su naturaleza. Por otro lado se puede observar que si existe una
diferencia en la carga de estos aminoacidos; se ha observado que la disposicion de grupos
cargados al exterior de la proteina ayudan a estabilizarla mediante la generacion de numerosas
interacciones con otros grupos cargados mientras que la disposicion de estos residuos en
interiores hidrofébicos la desestabiliza (Gromiha M., 2001) por lo anterior la presencia del
glutamato en TcTIM podria favorecer el plegamiento por el tipo de vecindad que se forma en

etapas tempranas del plegamiento a diferencia de lo que se observa en TbTIM.

Al parecer el glutamato es capaz de formar una mayor cantidad de interacciones con sus
alrededores las cuales estabilizan a la enzima silvestre, sin embargo, cuando cambia el ambiente
local de este, se genera la desestabilizacién de la proteina, esto quizas se deba a la formacidn de
interacciones poco favorables con los nuevos aminodcidos vecinos, por ello al realizar el cambio
del glutamato por la glutamina en el mutante TcTIM1;TbTIM2-8 (E18Q), se observa un aumento en
la eficiencia del plegamiento de la enzima ya que la glutamina es capaz de formar los contactos

propicios que ayudan a estabilizar a la proteina.

El cambio de la valina (residuo hidrofébico) por la serina (residuo polar sin carga) genera un
cambio significativo en la reactivacion al provocar el abatimiento de ésta. A pesar de que ambos
residuos presentan tamafios similares, el nimero de interacciones que forman cada uno con sus
alrededores varia, debido a sus caracteristicas particulares (tabla 21). Una de las diferencias
importantes observadas es que la serina 22 forma varios contactos que la valina no realiza. Por
ejemplo, uno de estos se forma con la arginina 54 (region 2), el cual resulta ser relevante, ya que
este residuo establece una comunicacién con otros residuos de la regién 2, como la metionina 50
(residuo de interfase). Es posible que este tipo de contactos sean cruciales para establecer la ruta
preferencial de plegamiento entre una enzima y la otra; quizd TcTIM no genera este tipo de
contactos porque resultan ser prejudiciales en su ruta de plegamiento, mientras que TbTIM
necesita realizarlos para estabilizar su estructura, sin embargo, esto solamente podria aclararse
obteniendo las constantes fisicoquimicas (como el AG®, AH y AS) asociadas a este cambio de

residuos.
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Otra de las diferencias importantes en el patrén de reactivacion es la que se genera debido al

cambio de la prolina 23 por el glutamato. La presencia de la prolina 24 en TcTIM provoca un

rearreglo poco comun en la hélice 1, produciendo un cambio a la altura de la vuelta

correspondiente haciéndola 1.2 A mas larga que la equivalente en TbTIM (Maldonado., et al.,

1998). Esto produce una cavidad mas abierta, lo cual podria estar generando una variacién de los

contactos que se forman con vecinos, aunado al cambio de la naturaleza de ambos residuos

(aminodcido no polar vs aminodcido cargado).

Tabla 22.- Interaccion de los residuos 19, 20, 21, 23 y 24 de TcTIM y 18, 19, 20, 22 y 23 de TbTIM
con sus vecinos cercanos. Los datos se obtuvieron a partir de las coordenadas cristalogrdficas de
los archivos PDB: 5TIM y 1CI1.

Residuo en
TcTIM

Glutamato 19

Serina 20

Leucina 21

Valina 23

Prolina 24

Residuos
cercanos a 3.2 A

M51,V23, L21

P24,518 y H,0
280

S18,L25y P24

E27y E19

$20,T28y H,0
299

Residuos cercanos
adA

M51,V23,L 22,
Y87 y D86
(cadena B)

P24,518, H,0
280y L22

$18,L25,V23,P24
y E19

E 27,E19,520
L25 126

S20,
V23,122,520,
L21, 126,E27,

T28 y H,0 280

Residuo en
TbTIM

Glutamina
18

Glutamina
19

Serina 20

Serina 22

Glutamato
23

Residuos
cercanos a
3.2A

S22y D85
(cadena B)

S17, L21,
E23 Yy Hzo
887

S17,L24y
H,0 813

Q18, S22y
D29

L21,Q19y
H,0 920

Residuos cercanos
adA

$20,L21,522,E
27,M50, H,0 280
y D85 (cadena B)

S17,121,522, E23
y H,0 887

$17,E18,522,E23,
L24 y H,0 813

Q18,Q19,520,

S22, D29, L24,

125, R54 y H,0
809

L21, 125,D26,
L27,Q19, S20y
H,0 920
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Durante el protocolo de reactivaciéon de las enzimas el GdnHCI residual no tuvo influencia en el
proceso de reactivacidon, ya que al comparar la actividad de ambos controles no existe una
diferencia significativa. Se ha propuesto que, a bajas concentraciones (cerca de 100 mM), el
GdnHCIl ayuda a estabilizar a las proteinas, evitando la formacién de interacciones electrostaticas

con los grupos cargados de la superficie (Mona Alibolandi y Hasan Mirzahoseini, 2011).
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9. CONCLUSIONES

La formacion rapida de interacciones locales entre las regiones 1 y 2 es uno de los puntos

cruciales que determinan el plegamiento de las TIMs de T.cruziy T.brucei.

La comunicacion de las regiones 1 y 2 con el resto de la proteina también genera un aporte

importante al replegamiento conservando la identidad de la proteina.
La regién 2 es determinante en modular la rapidez con la que se reactivan las enzimas.

En el caso de TcTIM1;TbTIM2-8 las mutaciones aditivas de los residuos de 18, 22 y 23 permiten la
recuperacion de la capacidad de replegamiento a los niveles que presenta la TbTIM silvestre

después del tratamiento con GdnHCI.

Los contactos generados entre los primeros 5 residuos 18, 19, 20,22 y 23 vy sus alrededores
parecen ser cruciales en el replegamiento de TbTIM. El efecto producido por el cambio de estos 5
residuos genera una mutante deficiente (poco estable, dificil de expresar y purificar,

cataliticamente poco eficiente y propensa a la agregacién).

10. PERSPECTIVAS

e Continuar con la mutagénesis aditiva de la regién 1.

e Realizar la mutagénesis puntual de los residuos 18, 22 y 23 para tratar de elucidar el papel
de cada uno de estos residuos y también intercambiar estos residuos por aminoacidos con
caracteristicas distintas (como tamafio y polaridad).

e Purificar a la mutante TcTIM1,3-8;TbTIM2 en condiciones desnaturalizantes a partir de
cuerpos de inclusidn y buscar las condiciones para replegarla.

e Realizar la mutagénesis aditiva de la region 2.

e Intentar cristalizar las proteinas mutantes TcTIM1;TbTIM2-8 y TcTIM1;TbTIM2-8
(E18Q,519Q,L20S, V22S, P23E). Llevar a cabo un analisis mas detallado de las interacciones
que forman los aminodacidos de interés y compararlos con las de las enzimas silvestres.

e Obtener los parametros fisicoquimicos asociados al replegamiento, mediante estudios de

fluorescencia.
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Apéndice A
Soluciones utilizadas:
Medio Luria Bertani (LB)
Bacto triptona 1%
Extracto de levadura 0.5%
NaCl 1%
Medio LB sélido
Adicionar con agar al 2% .
Antibidticos:

Ampicilina. Preparar una solucion concentrada con 100 mg/mL, filtrar y almacenar a -
20°C.

Amortiguador, electroforesis de acidos nucleidos en gel de agarosa.

Amortiguador Tris-borato (TBE).

Sustancia Concentracion (M) Masa molecular
] (g/mol)

Acido bérico 0.089 61.8

EDTA 0.002 380.2

Tris 0.089 121.14

Solucién concentrada para preparacion de TBE:
Para un litro

Tris base 54¢g

Acido bérico 27.5g

EDTA 0.5 M (pH=8.0) 20mL
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Amortiguadores utilizados en la purificacidn de las enzimas:

Sustancia Concentracion (mM) Masa molecular (g/mol)
mes 100 195.2
DTT 1 154.25
NacCl 500 58.44
EDTA 0.5 380.2

MES 100 195.2
DTT 1 154.2
PMSF 0.2 174.19
EDTA 0.5 380.2

MES 50 195.2

NaCl 500 58.4

MES 50 195.2

Trietanolamina-HClI 100 185.6

EDTA 1 380.2

Trietanolamina HCI 100 185.6
EDTA 1 380.2
(NH4),S04 22 M 132.1
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Amortiguador de fosfatos pH 7.8
NaH;P0,4.12H,0 50 358.14
NacCl 500 58.44

Amortiguador de fosfatos con Urea pH 7.8

NaH,P0,4.12H,0 50 358.14
NaCl 500 58.44
Urea 8M 60.06

Amortiguador de fosfatos e Imidazol pH 7.8

NaH,P04.12H,0 50 358.14
NaCl 500 58.44
Imidazol 1M 68.08

Gel de poliacrilamida SDS von-Jagow

Sustancia Gel concentrador (4%) Gel separador (12%)
Acrilamida (30%) - 3mL
. I 400 plL
bisacrilamida (1%)
Amortiguador Tris 3M, SDS 3.5mL
750 pL
0.3% pH 6.8
Glicerol (80%) e 1mL
Agua destilada 1.85mL e
Persulfato de amonio (10%) 25 uL 25 uL
TEMED 5 plL 5 pL
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Amortiguadores de electroforesis SDS

Sustancia Amortiguador de
catodo
TRIS 0.1M
Tricina 0.1 M
SDS 0.1%

Amortiguador de anodo

Amortiguador TE (medicion de actividad enzimatica)

Sustancia

Trietanolamina

EDTA

Concentracion

100 mM

10 mM
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