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La Quimera: 

La quimera se tenia por inconquistable. Era un portento de lo mas singular, un leon al 

frente, una serpiente detras y una cabra en medio 
Una cnatura de espanto, grande y de pies ligeros y fuertes Su aliento era una llama mnextinguible 

Hesiodo 

La primera noticia de ia Quimera esta en el libro sexto de la lliada. Ahi esta escrito que era 
de linaje divino y que por delante era un len, por ei medio una cabra y por el fin una serpiente; 
echaba fuego por la boca y la maté el hermoso Belerofonte, hijo de Glauco, segun lo habian 
presagiado los dioses(...)La incoherente forma desaparece y la palabra queda para significar lo 
imposible. “ Idea faisa, “vana imaginacién”, es la definician de quimera que ahora da el diccionario 

  

Jorge Luis Borges. El libro de los seres imaginarios. 

Literatura y ciencia. 

En algunas situaciones, es la literatura la que puede servir indirectamente de fuerza 
propulsora al cientifico: como ejemplo de coraje en la imaginacién, de llevar a las ultimas 
consecuencias una hipétesis, efc. Asi, en otras situaciones puede suceder fo contrario. En este 
caso, el modelo del lenguaje matematico, de la iégica formal, puede salvar al escritor del 
ofuscamiento en e! que caen algunas palabras o imagenes debido a su mal uso. Con esto, sin 
embargo, no debe pensar el escritor que ha encontrado algo absoluto, también aqui puede servirle 
el ejemplo de la ciencia, de la paciente modestia al considerar cada resultado como parte de una 
serie, quiza infinita, de aproximaciones, 

Italo Calvino “ Due interviste su scienza e letteratura” en Una pietra sopra 
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RESUMEN 

El plegamiento de las proteinas es uno de los problemas sin resolver mas importantes de 

la bioquimica, Se han referido a este problema como la segunda parte del cédigo genético porque 

$e presume que. al menos parte de la solucién del mismo, esta “codificada" en la secuencia de 

aminoacidos que conforman a las proteinas De ahi que los experimentos diseflados por algunos 

investigadores de! campo, intenten descifrar la relacién existente entre la secuencia especifica de 

algunos aminoacidos y la forma tridimensional que éstos le confieren a la proteina una vez que se 

ha plegado. En su forma mas sencilla, estos experimentos se basan en la sustituci6n de un 

aminoacido por otro para identificar los cambios conformacionales que dicha sustitucién genera en 

la proteina plegada. Este tipo de acercamiento puede ser exhaustivo pero muy costoso en términos 

de tiempo y recursos, por ello, son preferibles ios experimentos de mutagénesis dirigida que se 

concentran en sustituir aminodcidos clave que puedan responder a preguntas concretas Un 

ejemplo de este tipo de experimentos es el de la construccién de proteinas quiméricas, que son 

aquellas que estan modificadas por la presencia de otras proteinas, ya sea que estén ligadas o 

tengan partes incorporadas de proteinas de distintas especies. 

El presente trabajo tiene como finalidad construir dos proteinas quiméricas que nos 

sefalen si en el plegamiento de la Triosafosfato Isomerasa (TPI) existen “ médulos de 

plegamiento" tales que, unas zonas especificas de la proteina adquieran su estructura secundaria 

definitiva de manera auténoma y que este evento sirva de “guia” para conciuir el plegamento del 

resto de {a proteina, Nos interesa investigar {a relacién existente entre fa estructura de las 

proteinas y su patron de plegamiento Pensamos que existe una "identidad molecular” en el sentido 

de jas caracteristicas particulares de una proteina, tales como fa actiidad enzimatica, los 

parametros cinéticos o el patrén de plegamiento, (que le son conferidas por la secuencia de 

aminoacides que la componen) y queremos saber hasta qué punto, la introduccién de alguna 

mutacién en una proteina silvestre, afecta su identidad molecular, y por tanto, su plegamiento 

La TPI es un dimero cuya conformacién tridimensional es un barrl alfa-beta ya que consta 

de ocho unidades alfa-beta, plegadas de tal manera que forman un barril de hebras beta parailelas, 

cubierto en el exterior por ocho alfa nélices. Dado que las dos primeras unidades alfa-beta forman 

parte de la interfase entre los mondmeros y son cruciales porque !a TPI sdlo es actwa en forma 

dimérica, resulta interesante analizar los cambios, en ia estabilidad y la actividad enzimatica, que 

se producirian tras ta sustituci6n de dichas unidades en las quimeras. Hay que mencionar que no 

se conoce ninguna TP! silvestre monomérica y las mutantes monoméricas tienen poca actividad. 

Ademas se ha visto que el plegamiento de los barriles aifa-beta ocurre casi siempre de manera 

secuencial. al principio se pliegan las seis primeras unidades alfa-beta y al final, las dos ultimas 

(Wiison Miles et al, 1982, Godzik et al, 1992). Quiza esto sugiera que existen mddulos de 
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plegamiento, de ser asi, esperamos comprobario con las dos quimeras. 

En este caso, se hicieron dos proteinas quiméricas mediante la unin de fragmentos de las 

TPis silvestres de Trypanosoma brucei y Sacharomyces cerevisiae 

El disefio de las quimeras permitié construir una proteina cuyas dos primeras unidades 

alfa-beta fueran tomadas de la TPI de T. brucei y las otras sels de S. cerevisiae; y otra con el 

arreglo inverso, es decir, las dos primeras unidades son de S cerevisiae y las seis restantes de T. 

brucei. 

Se desarrollaron los primeros protocolos de purificacién para cada quimera y finalmente se 

obtuvieron los parametros cinéticos de cada una. 

La quimera LT, cuya construccién consta de las dos primeras unidades de S.cerevisiae y las seis 

testantes de T.brucei, tiene una Vmax de 10 66 umol min“'mg” y una Km de 0.63 mM y es estable 

ala ditucién La quimera TL, cuyas dos primeras unidades son de T. bruce: y las seis Ultimas de S. 

cerevisiae , tiene una Vmax de 87.86 pmol min’ mg” y una Km de 0.96 ml, es inestable a ia 

dilucién y e@s inhibida por el MMTS. Las mutaciones introducidas en las quimeras afectan la 

estabilidad a la dilucion y los parametros cinéticos



Capitulo 1: Introduccion. 

Plegamiento de proteinas. 

Afinales de los afios cincuenta, Christian B. Anfinsen y sus colegas, descubrieron que la 

secuencia de aminoacidos de ja rbonucleasa, por si sola, determina su conformacién 

tridimensional (Stryer, 1988) La ribonucleasa es una pequefa proteina de apenas 124 residuos de 

aminoacidos que en presencia de B mercaptoetanol en 8 M de urea, plerde su conformacién 

original y da Jugar a una cadena de aminoacidos sin ninguna estructura aparente, ademas de que 

Pierde toda actividad enzimatica. En esas condiciones, la proteina esta desnaturalizada. 

Anfinsen descubrié que si dializaba in vitro a la proteina desnaturalizada para quitarle todo rastro 

de urea y 8 mercaptoetanol, ésta volvia a adquirir su forma original en el espacio asi como su 

funcion. E) 8 mercaptoetano! habia roto los enlaces disulfuro después de que la urea deshize los 

enlaces no covatentes. E! conjunto de estos enlaces era el responsable de mantener a la proteina 

bajo su forma activa, asi que en cuanto las condiciones fueron favorables, la proteina recuperé su 

forma original y su actividad. Este resultado lo flevé a concluir que !a forma activa de una proteina 

esta determinada Unicamente por ta secuencia de aminoacidos que la componen ya que estos 

experimentos se llevaron a cabo in vitro y con la proteina purificada 

Al parecer, lo tinico que bastaba para tener a una proteina correctamente plegada en el 

espacio acuoso de fa célula, era la secuencia de aminoacidos. La interpretacién dada por los 

investigadores era que !a conformacién activa de una proteina, o su estado nativo, era la Unica 

posible porque era la mas favorable en términos energéticos, es decir, que es fa conformacién de 

minima energia 

Sin embargo, esto no explicaba por qué razén algunas proteinas sufrian cambios 

ireversibles que afectaban tanto su forma como su funcién, aun si los factores desnaturalizantes 

habian sido retirados. 

A finales de los sesenta, Cyrus Levinthal levanté una gran polémica con una pregunta que 

se convertiria en toda una paradga’ supongamos que tenemos una pequefia proteina de tan solo 

100 residuos de aminoacidos, s! cada residuo puede estar en tres distintas posiciones, ef numero 

total de estructuras seria de , 3’ ; St a la proteina le toma 10° segundos transformar una 

estructura en otra, ja bosqueda conformacional que explorara todas las formas posibles tomaria 

16x 10?” anos! (Stryer, 1988). , Como es posible, entonces, que para encontrar la conformacién 

de minima energia, una proteina explore todas y cada una de las alternativas, si el tiempo en que 

adquiere su forma nativa es de tan sdélo unos segundos por io general? Ademas hay que 

considerar que el tempo que calculamos es para una pequeria cadena de 100 residuos y que cada 

uno de elias puede estar en mucho mas de tres conformaciones (Stryer, 1988). 

Lo que esta pregunta sugeria es que la proteina no sélo debe encontrar la conformacién de 

minima energia, sino que lo debe hacer muy rapido Se propuso entonces que debian existir rutas 
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de plegamento en vez de bisquedas aleatorias. Lo que es mas, si estas rutas existieran, 

probabiemente la proteina atravesaria por varias conformaciones intermedias antes de alcanzar su 

forma nativa. 

Et plegamiento se describe seguin la reaccin U > 11 @ ... | & N, donde U es el 

estado desnaturalizado o unfolded, | son los estados intermediarios y N es el estado nativo de ta 

proteina (Richards, 1992). A partir de Levinthal, tos investigadores del plegamiento han estado a la 

caza de estos intermediarios y todas, 0 al menos la gran mayoria de las investigaciones, se han 

centrado en descubrir la ruta que lleva a las proteinas desde su estado desnaturalizado hasta su 

conformacion nativa (Dill,K and Sun, 1997). 

A pesar de que se han hecho enormes progresos, el problema dista de estar resuelto. De 

resolverse, estariamos en la posibilidad de predecir la estructura de una proteina con sélo saber su 

secuencia. 

En las ultimas dos décadas se han implementado numerosas técnicas que permiten un 

acercamiento cada vez mejor al problema. Los experimentalistas analizan, por ejemplo, la 

renaturalizaci6n a partir de una proteina desnaturalizada por guanidina o urea, siguiendo el 

proceso mediante técnicas como la fluorescencia, dicroismo circular, intercambio de hidrégeno, 

actividad enzimatica, etc. La espectrofotometria, la resonancia magnética nuclear y la cristalografia 

de rayos X, han sido elementos invaluables en la investigacion del plegamiento ya que brindan una 

idea muy clara acerca de la estructura de la proteina y de su actvidad enzimatica {Richards, 1992} 

Los experimentos que recientemente han aportado datos muy interesantes son los trabajos 

de mutagenesis, ya que permiten responder a preguntas concretas de manera muy puntual 

{Kishan et al, 1994; Tanaka et al , 1994 , Houbrechts, et al , 1995) 

Por otro fado, fos tedricos han propuesto numerosos modelos que intentan resolver el 

Plegamiento Las propuestas incluyen modelos estadisticos sobre el comportamiento de cada 

aminoacido en solucién acuosa (Rose et al, 1993) Simulaciones Monte Carlo, modelos sobre el 

efecto hidrofébico, modelos de volumen excluido, de empaquetameinto, de exclusion de areas, de 

densidad de empaquetamiento y citimamente el programa LINUS de Prediccion de estructura a 

partir de la secuencia (Rose et al, 1995), asi como estudios con algoritmos genéticos con una 

perspectiva evolutiva (Saito et. al, 1997) 

Todos estos avances han dado como resultado e! surgimiento de lo que se conoce como la 

nueva vision en el plegamiento, En realidad se trata de conclusiones en cuanto al enfoque en el 

estudio del plegamiento, contribuidas tanto por experimentalistas como por teéncos. 

La nueva vision en el plegamiento de protcinas (DillK and Sun, 1997) también implica que 

existen rutas de plegamiento, pero en vez de ser una Unica ruta, se trata de un conjunto de varios 

caminos posibles Todos ellos llevan a la proteina de un estado desnaturalizado a uno nativo La 
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conformacién final siempre es aproximadamente la misma y es aquella de minima energia 

También se sabe que existen varios minimos y maximos focales en un plano energético 
conformacional (Baldwin, 1994). Que la proteina tome una ruta u otra, depende de que pueda 

flanquear aigunas barreras energéticas. Esto implica que finalmente hay un conunto de estados de 

minima energia a los que se accede desde distintos puntos iniciales. La imagen que es Util para 
visualizar esto es la de un embudo por el que pasa agua. A este modelo del plegamiento se le 

conoce como embudo (Figura 1.1 Dill, K and Sun, 1997). Segin este modelo, al comienzo dei 
plegamiento existen multiples rutas posibles y dadas las condiciones el proceso sigue alguno de 
€s0s caminos. En cuanto se ha iniciado una ruta de plegamiento, se reduce el numero de 

posibilidades subsecuentes ya que se comienzan a originar estructuras secundarias que serviran 
come una guia para el plegamento del resto de fa proteina Asi, al final sdlo es una ruta, de entre 

muchas posibles, la que Neva a la estructura final plegada. 

  

Figura 1.1 Modelo del embudo propuesta por Dill y colaboradores (Dill, K. and Sun, 1997) N se 
refiere al estado nativo o plegado de una proteina.



La figura 1.1 muestra los maximos y minimos energéticos locales que se presentan 

durante el plegamiento de una proteina, es decir del estado desnaturalizado al nativo N se refiere 

al estado nativo o plegado de una proteina (Dull, K. And Sun, 1997) 

Este modelo también explica por qué algunas veces la ruta del plegamiento no coincide 

con la ruta de desnaturalizacion a pesar de que en principio deberian de ser idénticas, bajo el 

supuesio de que exista una Unica ruta de plegamiento (Richards, 1992) 

Se esperaria que todas fas proteinas plegadas de fa misma especie molecular mostraran 

los mismos parametros cinéticos y fa misma actividad enzimatica, incluso si como enuncia el 

modelo del embudo, hay distintas rutas. Sin embargo, en algunos casos parece existir una 

heterogeneidad estadistica entre un grupo de proteinas plegadas del mismo tipo (Rietveld, M YS 

Ferrreira, 1996) 

La Triosafosfato Isomerasa. 

La Triosafosfato isomerasa (TPI) es una enzima glucolitica que cataliza la interconversion 

de una cetosa, Dihidroxiacetona Fosfato (OHAP), a una aldosa, Gliceraldehido-3-Fosfato (G3P) en 

la via metabdlica de la glucdlisis (Stryer, 1988). La reaccion, rapida y reversible, ocurre en el citosol 

de la célula. En el equilibrio, el 96% de la Triosafosfato es DHAP, sin embargo, la reaccian procede 

en el sentido inverso porque constantemente hay una remocién del G3P. 

La TPI es un homodimero de 26000 daltones por monémero y sélo es activa en forma 

dimérica, ninguna TPI silvestre es monomerica y los monémeros generados por mutagénesis 

dirigida tienen poca actividad (Borchert,T. et al, 1994; Borchertt,T. et al, 1995; Mainfroid, V. et al, 

1996 a; Mainfroid, V. et al, 1996 b, Schliebs, W et al, 1997), Esta enzima es una proteina globular 

cuyo atreglo se conoce como barril a-B porque consiste en un nucleo central de ocho hebras B 

paraielas rodeadas por ocho @ hélices Las regiones que conectan a las hebras con las hélices son 

las asas. Hay ocho unidades a-8 y cada una tiene una hebra beta al principio y una alfa hélice al 

final 

Las asas 3, 4, 5, 6 y 8 san largas ya que tienen al menos 8 residuos. Algunos residuos de 

las asas 4, 5 y 8, adoptan forma de hélices Las asas 3 y 6 son protuberantes y se salen del 

monémera. El asa 3 cabe en un hueco cercano al sitio activo del otro monémero, mientras que el 

asa 6 presenta una conformacién abierta en ef estado desiigado y ai contacto con el figando sufre 

un arreglo confomacional mayor hacia una forma cerrada (Wierenga et al, 1991a) Figura 1 2. 
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Los residuos que estan en fa zona de la interfase entre los monémeros se encuentran 

principaimente en las asas 1, 2 y 3. 

En cuanto a las asas 1 y 2 que junto con la 3 participan en la zona de interfase, difieren 

considerablemente en Jas TPIs de T.brucei y S.cerevisiae (de doce aminoacidos, siete son 

diferentes). Probablemente estos cambios se traduzcan en diferencias a nivel del patrén de 

plegamiento y la actividad enzimatica 

Por ahora se cuenta con !a secuencia completa de 50 Triosafosfato Isomerasas distintas, 

(Gene Bank). Se conoce 1a estructura tridimensional por cristalografia de rayos X de nueve TPls: 

TP! de humano (Mande et al, 1994};TPI de pollo (Banner et al, 1975) , TP| de Sacharomyces 

cerevisiae (Lolis et al, 1990);TP! de Trypanosoma brucei (Wierenga et al, 1992) ; TPI de 

Trypanosoma cruzi (Maldonado et al, 1987); TPI de E.coli (Noble et al, 1993*); TPI de Plasmodium 

faicipanum (Velanker et al, 1997); TP1 de Bacillus stearmophillus (Delboni et al, 1995) ; la TPI de 

Vibrio marinus y la TP| de una Arquea Hipertermofilica (Kolhoff et al, 1996) 

(Gesibte tooyt pocket 

Loop-8 
(phosphate 

banging heLx) 

  

Figura 1.2 Monémero de TP} (Wierenga, 1991).



  

  

La figura 1.2 muestra el esquema del monémero de un barril a-B, en este caso de TPI 

(Wierenga et al, 1991). Se muestran cada una de las asas, el sitio activo y los aminoacidos 

involucrados en [a interfase (en puntos negros) Loop se refiere a las asas y active pocket site al 

punto en el que se encuentra el sitio activo 

La conformacién barril o-® es muy recurrente, ademas de la TPI, por lo menos otras 18 

enzimas se han encontrado con dicha forma aunque con funcién distinta (Brandén, 1991) Entre ia 

mayorfa de estas proteinas no hay una identidad significativa en las secuencias, aunque !a forma 

tridimensional sea sorprendentemente similar La mayoria de las proteinas «-§ tienen el sitio activo 

en las asas que conectan la parte carboxilo terminal de las hebras B con la parte amino terminal det 

« hélice adyacente 

Los 150 residuos de aminoacidos que son similares en estructura en todos los barriles alfa- 

beta forman parte de las hebras 8 y de cada una de las « hélices. Las asas se podrian clasificar en 

dos grupos con funciones distintas. Las asas que estan en la regién carboxilo terminal de las 

hebras § conforman la mayor parte del sitio activo Las asas que estan en la unidad, a hélice-asa- 

hebra 8, son estructuralmente importantes porque mantienen las interacciones hidrofébicas entre 

las hélices y las hebras de cada unidad. Se ha observado una tendencia a conservar la estructura 

tridimensional de este ultimo tipo de asa ademas de que existen pocos motivos conformacionales 

en ellas (Brandén, 1991) 

La estructura de barril a-B es uno de los mejores ejemplos de una estructura que a la vez 

es estable y flexible. Los aminoacidos que contribuyen a la establilidad estan conservados y los 

que estan relacionados con la funcién varian en muchos casos A pesar de que algunos residuos 

estan muy lejos del sitio active, estan conservados porque contribuyen a la estabilidad del barr 

(Wierenga, 1992) Hasta ahora no hay un acuerdo teferente a la historia evolutiva que dio origen a 

esta estructura Puede ser que diferentes combinaciones de exones que codificaban para 

pequefias unidades funcionales y probablemente de plegamiento, hayan dado ongen a una forma 

tridimensional estable que fue modificandose con el paso del tiempo en respuesta a presiones 

adaptativas. O bien que en algun momento dado se haya onginado el barri! a-f y luego haya 

divergido (Branden, 1991) 

La TPl de T brucei tiene 250 aminoacidos, es una enzima inestable a la dilucion , bene una 

Vmax de 14230 8 moi min mg" y una Km de 0 25 mM + 0 05 (Lamberr et al, 1987) a diferencia 

de la TPl de S. cerevisiae que tiene 247 aminoacidos, es muy estable a la dilucion y sus 

parametros cinéticos son, Km de 1.27 + 0 06 mM y Vmax de 11536 4 979 jmol min’ mg‘ (Krietsch 

et al, 1970, Lamberr et al, 1987). 

 



Estudios de mutagénesis dirigida. 

En las ultimas décadas se han impiementado técnicas de biologia molecular que permiten 

realizar experimentos de mutagénesis dirigida en proteinas De esta manera, la sustitucién 

especifica de uno © varios aminoacidos es posible y se realiza en tiempos relativamente cortos 

porque fos protocolos estan mas o menos estandanzados La ventaja de estos experimentos 

consiste en que pueden responder de forma muy directa a preguntas concretas acerca de la 

estructura de las proteinas y su repercusién a nivel funcional (Alberts et al, 1994) 

En general, en todos fos experimentos de mutagénesis primero se debe trabajar 

directamente con el gen que cadifica para la proteina de interés. Para ello es necesario contar con 

el gen clonado sobre el cual se pueden tntroducir los cambios deseados Esto se logra utilizando 

principafmente (a técnica de fa reaccién en cadena de [a polimerasa o PCR, con la cual, se logran 

amplificar varias copias del gen modificado. Se realizan una o varias reacciones de PCR 

dependiendo del tipo de mutacién que se quiera introducir. Posteriormente el gen quimérico es 

ligado en vectores de expresi6n, tlamados plasmidos, para poder transformar células bacterianas 

competentes que lo sobreexpresen y lo traduzcan ( Alberts et al, 1994). Una vez traducido el gen, 

se procede a purificar la proteina. Los protocolos de purificacion varian mucho dependiendo del 

tipo de proteina, pero las técnicas empleadas mas comunes son la purificacién por precipitacién 

con sales, por ejemplo, sulfato de amonio; por precipitacién diferencial en la centnfugacién; por 

cromatogratia, por electroforésis (Creighton, 1993) 

Es necesario tener una proteina pura para realizar los experimentos de caracterizaci6n 

cinética y/o termodinamica. 

Son muchas las aportaciones que hasta ahora han contribuido los estudios de 

mutagénesis dirigida y van desde resultados sencilies y puntuales, hasta los complicados que 

involucran grandes cambios arriesgados. Uno de estos ultimas experimentos es la generacion de 

proteinas quiméricas. Una quimera es una proteina compuesta por partes de distintas especies. 

Este tipo de cambios acarrea grandes diferencias, al menos a nivel de secuencia, que no siempre 

implican cambios drasticos en el arreglo conformacional (Blacklow et al, 1991) 

Algunas veces, los experimentos de mutagénesis sirven para generar proteinas de novo 

totalmente disefiadas por ef investigador En 1994, Tanaka y sus colaboradores generaron una 

proteina de novo para investigar el empaquetamiento natural de los barriles a-B. Disefiaron una 

secuencia de 207 aminodcidos que luego fue sobreexpresada y traducida en un sistema bacteriano 

de clonacién. Su experimento intentaba encontrar la secuencia mas apropiada para optimizar el 

empaquctamiento de! barril. Para ello analizaron jos barriles naturales en los que habia pocas 

cavidades y descubrieran por gemplo, que a pesar de que los sandwiches de hebras f} paralelas 
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no pueden ser empaquetados sin dejar algunas pequefias cavidades que no cubren fos residuos 

alifaticos, hay una compensacién dada por los residuos aromaticos de las mismas hebras 6 6 de 

diferentes cadenas {aterales de otras partes de la proteina. Asi, en su disefio, cuidaron que las 

cavidades dejadas naturalmente por algunos residuos, fueran Compensadas por otros Los 

investigadores se apoyaron en un método de alineacién en tercera dimensién para disefiar la 

secuencia mas adecuada Después de varias ciclos de mejoramiento, lograron crear un 

plegamiento ordenado y significativamente cooperativo, que sin embargo, todavia no esta tan bien 

empaquetado como los barriles naturales (Tanaka et al, 1994) 

Algo muy interesante es que fas mutaciones pueden sucederse entre si de manera 

iterativa, de modo que puedan contestar preguntas cada vez mas especificas y puntuales 

(Slacklow et al, 1991). Un ejemplo de esto lo encontramos en el trabajo de Houbrechts y 

colaboradores en 1995. Ellos disefiaron de novo una proteina con el motivo a-B, de ocho unidades 

Analizaron el resultado de dicha secuencia en términos de la simetria, la hidrofobicidad y la 

distribucién de cargas. Dichos anialisis, ilevaron a los ivestigadores a disefiar una segunda 

generacion de octarelinas (nombre de sus proteinas) con el fin de comprender la influencia del 

empaquetamiento de los residuos beta en la estructura del barril a-8. Los resultados indican que 

fas octarelinas de la segunda generacién existen en una mezcla de monémeros y dimeros, que 

tienen un alto contenido de estructura secundaria y los residuos de triptofano estan muy bien 

empaquetados conforme a los propdésitos del disefio Una de las octarelinas de ia segunda 

generacion tenia un arreglo en la simetria, en 4, que ie proporcionaba una estabilidad mayor al 

barril (Houbrechts et al, 1995). 

Este tipo iterativo de experimentos dan una idea cada vez mas detallada acerca del 

mecanismo del plegamiento, porque se puede afinar el detalle de acercamiento a partir de jos 

datos anteriores. 

Del mismo modo, para el disefio de las quimeras TL y LT, de ia TPI, se tomaron en cuenta 

varios datos provenientes de otros experimentos, 

En 1982, Edith Wilson Miles y sus colaboradores, obtuvieron evidencias experimentaies 

acerca de la naturaleza secuencial de fa desnaturalizacion por guanidina de la subunidad alfa de la 

Triptofano Sintasa (un barril a-8) y de dos fragmentos alfa proteoliticos formados segun el arreglo 

6+2, Esto apuntaba hacia la existencia de unidades de plegamiento ( Wilson Miles,£. et al, 1982). 

De existir estas unidades, podria decirse que el plegamiento es modular y que algunas 

partes de la proteina adquieren una estructura secundana antes que otras, de ahi, por ejemplo, !a 

desnaturahizacién secuencial de !a Triptofano Sintasa. 

En 1992, dos equipos de investigacién observaron independientemente que, en general, el 

plegamiento de los barriles a-f ocurria por partes, piegandose primero seis unidades a-B y 

después Sas otras dos. Godzik, y colaboradores trabayaron con modelos tedricos de simulacion 
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(Godzik,A et al, 1992) y Eder y Kirschner (EderJ and K. Kirschner, 1992) lo hicieron 

experimentaimente. 

Por otro lado, en 1993, An-Qiang Sun y colaboradores !levaron a cabo una protedlisis limitada de 

la TP! de levadura y caracterizaron los péptidos resultantes que mostraban un contenido inherente 

de estructura secundaria (An-Qiang Sun, A et al, 1993). 

Los péptidos caracterizados por Sun son los siguientes: 

-los péptidos de mayor peso molecular ( superior a 16 KDa ) son los mismos que en el dimero 

nativo y todos tienen la misma secuencia, ARTFFVG... 

-los péptidos de bajo peso molecular ( 6-8 KDa ) tienen una secuencia que siempre comienza con 

Ala 175. Este sitio es interesante porque se encuentra en Ja tapa que Cierra e) sitio activo del barril 

a-B. 

-los péptidos de entre 10-16 Kda, contienen la secuencia nativa que va, de! aminoacido amino — 

terminal, a fa Leu 53. Este ultimo péptido se puede encontrar plegado en el mondmero tanto de 

forma 6+2, si se pliegan primero fas seis ditmas unidades y por ultimo las dos restantes; como de 

la forma 2+6, si primero se pliegan las primeras dos unidades y por ultimo las seis restantes. Este 

uitimo caso ocurre, por ejemplo, en ta TPI (An-Qiang Sun,A. et al, 1993). 

En todos estos experimentos, la evidencia sefiala que de existir los médulos de 

plegamiento, el primer médulo en piegarse constaria de las primeras seis unidades alfa-beta yel 

segundo médulo constaria de las dos unidades restantes Se ie podria liamar, pues, modelo 6+2. 

Sin embargo, nuestras proteinas quiméricas han sido construidas aiterando las dos primeras 

unidades alfa-beta de una TPI silvestre, dicho de otro modo, nuestro modelo se podria llamar 2+6. 

La raz6n para esto es que, el plegamiento de ta TP! puede ocurnir de forma 2+6 ademas de que 

estas dos unidades aifa-beta estan presentes en la interfase entre los dos monémeros. Por otro 

lado, es en estas dos unidades que existen las mayores diferencias en cuanto a la secuencia de 

aminoacidos. 

Considerando los datos anteriores, se planearon dos mutaciones para generar dos 

quimeras distintas que nos permitieran poner a prueba la existencia de las unidades de 

plegamiento. Nuestras quimeras tienen dos unidades a-f de una especie y las otras seis de la 

otra. La quimera TL tiene las dos primeras unidades, es decir, los primeros 53 ammoacidos, de T. 

brucei y las seis faltantes de S, cerevisiae. Complementariamente, la quimera LT cuenta con las 

dos primeras unidades de S. cervisiae y las otras seis de T. brucer (Figura 1 3), 

Utilizamos TPis de estas dos especies parque ambas estan bien caracterizadas y Porque eran las 

de mayor dispombihdad. 

Ninguna TPI silvestre conacida es monoménca y las mutantes monomeéricas de TPI tienen 

poca actividad ( Wierenga et al, 1992) Por otro lado, el mayor numero de diferencias en cuanto a 
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la secuencia de aminoacidos, entre ambas especies, ocurre precisamente en esas dos unidades. 

Queremos comprobar si dichas sustituciones pueden ser las responsables de tas diferencias en 

cuanto a estabilidad a la dilucion y el patron de plegamiento de las TPs silvestres. 

 



Figura 1 3 Tabla comparativa de secuencias de TP1 

   

    

especie Extremo amino Hebra Beta Asas Alfa hélice 

terminal 

S.cerevisiae -~MARTF FVGGN FKLNGS KQSIKEIVERLNT 

Térucei -MSKPQP TAAAN WKCNGS QQSLSELIDLFNS 

TL -MSKPQP IAAAN WKCNGS QQSLSELIDLENS 
LT --MARTF FVYGGN FKLNGS KQSIKEIVERLNT 

Scerevisiae ASIPE---NV EVVICP PATY LDYSVSL 
Tbrucei TSEINH---DV QCVVAS TEVH LAMTKER 

TL TSENH - -- DV QCVVAS TEVH LAMTKER 

LT ASIPE --- NV EVVICP PATY LDYSVSL 

Scerevisiae V-~---KKPQ VIVGA QNAYLKASGAFTGENS VDQIKD 

T.brucee L----SHPK FVIAA QNAI - AKSGAFTGEVS LPILKD 

TL V----KKPQ VIVGA QNAYLKASGAFTGENS VDQIKD 

LY L----SHPK FVEFAA  QNAI- AKSGAFTGEVS LPILKD 

S cerevisiae VGAK WVIL GH SERRSY FHED DKFIADKTKFALG 
T.brucet FGVN WIVE GH SERRAY YGET NEIVADKVAAAVA 

TL VGAK. WVIL GH SERRSY FHED DKFIADKTKFALG 

LT FGVYN WIVL GH SERRAY YGET NEEVADKVAAAVA 

S cerevisiae QGV GVILCI GET LEEKK AGK  TLDVVERQLNAVLE 

T brucei SGF MVIAICI GET LQERE SGR) TAVVVLTQIAAIAK 

TL QGV GVILCL GET LEEKK AGK  TLDWERQLNAVLE 
LT SGF MVIALCI GAT LQERE SGR  TAVVVLTQIAAIAK 

Scerevisiae EV---K DWIN VVVAY EPVWAIGTGLAAT PEDAQDINASIRKFLASK 

Thrucee KL--KK ADWA VASGF MVIACIGETLQER GRTAVVVLTQIAAIAK 

TL £&V---K DWIN  VVVAY EPVWAGTGLAAT  PEDAQDIHASIRKFLASK 

LT KL--KK ADWA VASGF MVIACIGETLOER = ESGRTAVVVLTQIAAIAK 

Scerevisiae LG DKAASE L RILY GGSAN GSNAVTFK 
T.brucee KL K----- K ADWA GGSVN GKNARTLY 

TL LG DKAASE L RILY GGSAN GSNAVTFK 
LT KL K----- K ADWA GGSVN GKNARTLY 

Extremo carboxilo terminal 
Scerevisiae DKADVD GFLV G GASL KP- SRN---- 

Tbrucer QQRDVN GFLV G GASL KP- ATQ--- 
TL DKADVD GFLV G GASL KP - SRN- 
LT QQRDVN GFLV G GASL KP - ATQ---- 

En negritas estan los aminoacidos hidrofébicos 
Esta tabla muestra de manera comparativa a las secuencias de aminoacid 
stlvestres de f brucer y S cerevisiae 

20 

<de las TPIs quimericas y las TPIs,



Objetivos Generales 

-Consitruir las quimeras TL y LT 
-Purificar ambas proteinas quiméricas. 

-Obtener fos paramefros cinéticos de cada quimera. 
-Realizar los experimentos de estabilidad a la dilucién para ambas quimeras 

-Reaiizar la prueba de reactividad con MMTS para fa quimera TL. 

-Analizar las diferencias en estabilidad a la dilucién y actividad enzimatica, entre las dos quimeras y 

las silvestres, y entre las quimeras entre si. 

-Interpretar el impacto de la mutacién introducida en cada una de las quimeras y compararlas con 

las TPis silvestres. 

Capitulo 2 : Material y Método 

\.-Gonstruccioén de las quimeras. 

Objetivos particulares 

-Crear dos proteinas quiméricas a partir de TP! de S. cerevisiae y T. brucei 

-Obtener los genes hibridos mediante PCR 
-Ligar en un vector para E.coil/los fragmentos obtenides 
-Transformar ias céiulas competentes de E cof 
-Secuenciar fos genes quiménicos 

-Sobreexpresar las quimeras en un sistema de expresion bactenano 

Lista de reactivos utilizados. 

Medio de cultivo Luria Bertani 
Ampicilina 100 yo/mt 

Reactivos de PCR: 
PCR Nucleotide Mix Boehringer Mannheim 100mM de cada dNTP 

Expand High Fidelity PCR System({ Kit } Boehringer Mannheim 

Vent Polimerase BRL 
Buffer para Vent Pol. BRL 

Reactivos para Clonacién e induccién: 
TA Cloning Kit. Invitrogen 
Ligation Buffer 10X (100mM Tris-HC!,pH7 5, 20mM MgCle; 20mM DTT 
IPTG GIBCO BRL 

Reactivos para extraccién de DNA: 
Plasmid Midi Protocol (Kit) QIAGEN 
Qiagen Spin (Kit) QIAGEN 
Miniprep Spin Columns QIAGEN 

Reactivos para purificacitn de DNA en banda de gel de agarosa 

Geneclean BIO 101, Inc. 
loduro de sodio(3 volumenes)



TBE Modificador(1/2 volumen} 

Perlas de silica Giassmilk 
New Wash Concentrate 

Reactives para secuenciacién: 

mezcla de dideoxinucledtidos Perkin Elmer 
(T:AG;C ) 
Termination Mix Perkin Elmer-Roche 
Cychng Mix . Perkin Elmer-Roche 

Amortiguadores y soluciones: 
TE 10mM Tris-HCI, pH 8. 

EDTA 1mM, Tris-HCl, pH8 

Acetato de Sodio 3M, pH 5.2 

P41 S0mM Tris HCI, pH 8 0; 10mM EDTA 
P2 200mM NaOH; 1% SDS 
P3 3M de acetato de potasio, pH 5.5 

SDS 10% 
NaC! 4M 

Etanof absotuto 
Etanol 70% 
lsopropanot 

Bromuro de Etidio 0 5 pg/mL. 

Enzimas de restricccién: 
Ndel GIBCO 
Bam HI Boehringer Mannheim 
Eco R} GIBCO 
Xbal Boehringer Mannheim 
Eco R5 GIBCO BRL 
Sstl GIBCO BRL 
Hind i] GIBCO BRL 

Marcador: 
DNA del Fago Lambda cortado con Eco RI y Hind ill 

Plasmidos: 
pEt 3a 

ecR Il 

Método para la construcci6n de las quimeras 

Los genes silvestres de TP] de T brucei y S.cerevisiae, donados por el Dr Ruy Pérez 

Montfort del Instituto de Fisiologia Celular, se utiizaron para construrr las quimeras Para utitzar los 

genes silvestres de TPI, fue necesario purificar primero los plasmidos. 

A partir de un fitro de medio de cultivo liquido Luria Bertani, se hizo un cultivo de las células 

transformadas que contenian los genes de interés y 100 g/mL de ampicilina. Se dejé en agitacion 

a 37°C toda la noche. Después se colectaron las células modiante una centrifugacién a 7000 rpm 

durante 10 minutos 

te
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Purificacién de los genes silvestres de la TPI de T.brucei y de S.cerevisiae. 

Para la purificacién de los genes silvestres de TPI se utiliz6 el kit de extracci6n de DNA 

Qiagen. 

La extraccién de DNA es un proceso estandarzado y existen varios protocolos que varian 

un poco entre si. Una forma de hacerlo consiste en cosechar a las céiulas transformadas por 

centnifugacion, resuspenderias en 4m. de amortiguador de resuspensién que contiene 50mM Tris- 

HCl, pH 8 0; 10 mM EDTA, pH 8. Después agregarles 4 mt de amortiguador de lisis que consta de 

200 mM NaOH y 1% SDS. Ademas se afiaden 4mL de acetato de potasio 3M, pH 55 Se incuba 

en hielo por 15 minutos y posteriormente se centrifuga a 4°C por 15 minutos a 30000 xg 

El sebrenadante que se colecta de la centrifugacién se pasa por una columna que ha sido 

previamente equilibrada con 4ml. de una solucién compuesta por 750 mM NaCi, 50 mM MOPS, 

pH7.0 ; 15% etanol y 0.5% Triton X-100. se centrifuga a 14000 xg por cinco segundos La 

columna, que ya Incluye e! sobrenadante que contiene el plasmido, se lava dos veces con una 

solucign de 10 M NaCl; 50mM MOPS, pH 7.0 y 15% etanol. 

EI DNA extracromosémico se eluye de la columna con 5mL de EDTA-Tris, pH 7.0. Luego 

se precipita el DNA mediante 0 7 volumenes de isopropanol. Se centrifuga durante 30 minutos a 

15000xg. Por uitimo se lava el DNA con 5mL de etanol frio al 70%, se deja secar por cinco minutos 

y se resuspende en un volumen adecuado de amortiguador TE (10mM Tris HCI, pH 80, 1mM 

EDTA). 

Para comprobar que se Obtuvo el DNA deseado, se corrieron las muestras del DNA 

extraido en una camara de electroforésis, corriendo un gel de agarosa al 0.8%, a 80 volts de poder 

constante. La electroforésis separa moléculas por su peso, ya que aprovecha la carga de las 

mismas haciéndolas correr hacia el electrodo con la carga opuesta En el transcurso, jas bandas 

se separan porque las moléculas mas pesadas migran mas lentamente en el gel, y las moléculas 

menos pesadas lo hacen mas rapido. Posteriormente el gel se tid con 05 g/mL de bromuro de 

etidio. En el transiluminador de UV, se pueden ver las bandas de DNA Hay un estandar de pesos 

moleculares que corren a la par que las muestras Asi, se puede comparar el peso de las bandas 

observadas en el carril de ja muestra, con el estandar y saber si se trata del gen esperado 

Una vez que verificamos que los genes de interés se habian extraido de las células 

transformadas, se cortaron con EcoRI de GIBCO y purificamos las bandas correspondientes a los 

genes deseados del gel de agarosa con bromuro de etidio. Esto se hizo siguiendo el protocolo 

anexo al kit de purificacién Geneclean de BIO 101, Inc.



Purificacion de la banda de DNA en ge! de agarosa con bromuro de etidio. 

Una vez identificada la banda que correspondia a nuestros genes, se procedié a ia 

purificacién de las mismas. El protocolo de la purificacién es un procedimiento estandar y el kit de 

extraccién fue el Geneclean de BIO 101, Inc. El primer paso consistid en escindir la banda de 

interés del gel, ésta se cortd del gel con una navaja. Se pesé dicho fragmento y se colocé en un 

tubo eppendorf. A éste se le agregé 1/3 de volumen de ioduro de Sodio y % volumen de TBE 

Modgificador, para elminar ef bromuro de etidio del gel. Se incubé en un bafio a 45-55 °C hasta que 

la agarosa se disolvid. Una vez disuelta, se le agregaron 5 wl de perlas de silica Glassmilk. Se 

incubaron en hielo por 15 min. Después se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min El 

sobrenadante se lavd tres veces con e] amortiguador New Wash que consta de 0 2 M NaCl, 20mM 

Tris-HCl, pH 7.5; 1mM EDTA. Se eiuyé el DNA resuspendido en 0.10mL Tris-HCl pH 8 e incubé un 

minuto a 45-55 °C. Se centrifugé por sesenta segundos a 14000rpm. Se retuvo el sobrenadante 

Se hizo otro gel de agarosa y se corrié una alicuota para verificar si se tenia la banda pura de 

DNA. 

El DNA se carté con Eco RI para obtener a los genes silvestres de TPl mediante una 

incubacién del DNA extracromosémico con 05 ug de la enzima de restriccitn y ‘yl del 

amortiguador de EcoRI GIBCO a 37°C por tres horas. 

Utilizaci6n de 1a técnica de PCR para generar las quimeras. 

Para generar las quimeras fue necesario amplificar los fragmentos correspondientes de los 

genes de TPI silvestre de T brucei y de S cerevisiae, para ello se empled la técnica de PCR Esta 

técnica se define como ia amplificacién, mediada por un cebador, de secuencias de DNA, 

especificamente clonadas 0 genomicas (Innis,M A et al, 1990) El molde o templado de DNA 

contiene la secuencia a amplificar que puede consistir en decenas o decenas de miles de 

nucledtidos. Una enzima de DNA polimerasa termoestable, en nuestro caso Vent polimerasa, 

realiza la reaccion en la que un exceso de cebador y cuatro deoxioligonucleotidos (dNTPs) se 

utizan para hacer miliones de copias de la secuencia deseada 

El proceso de PCR consta de la serie repetitiva de tres pasos fundamentales: la 

desnaturatizacion de la doble hélice del DNA del templado; el alineamiento de los oligonucledtidos 

que actlan como cebadores al acoplarse con la hebra sencilla del templado y !a extensién 

enzimatica de los cebadores alineados para produci las copias que sirven de templado en los 

citlos subsecuentes (Ausubel,F et al, 1997) Figura 2.1. 

Conforme procede la reaccién tanto e| molde original, como las secuencias amplificadas, 

sirven de sustrato para la desnaturalizaci6n, alineamienta de cebadores y la extensi6n enzimatica 

de los mismos. Como tedricamente, en cada ciclo se duplica la cantidad de secuencias 
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amplificadas, lo que ocurre es un crecimiento geométrico de las mismas; sin embargo, el proceso 

Nega a un limite y los factores de amplificacién son de alrededor de 10° y 10° veces. 

Para que la reaccién procediera correctamente se proporcioné una cantidad en exceso de 

cebador y dNTPs. El amortiguador es generalmente 10 mM Tris-HCI, pH 8.3 a temperatura 

ambiente. Ademas, se agregan 50 mM KCI para proporcionar !a fuerza iénica adecuada. El ion 

Mg" es indispensable como cofactor de la DNA polimerasa (Ausubel et al, 1997).
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Figura 2 1 Esquema de la Reaccién en Cadena de Ia Polimerasa, Las Iineas continuas gruesas 
representan el DNA que sirve como molde, las lineas discontinuas representan al DNA sintetizado 
durante la reaccién de PCR a partir del moide y los rectangulos negros son los oligos a partir de los 
cuales comienza a polimerizar la DNA polimerasa. En el esquema se ve cémo se suceden los 
pasos de desnaturalizacién y sintesis del DNA. (Ausubel, F et al, 1997) 
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Durante la reacccién se suceden varios ciclos a distintas temperaturas. La desnaturalizacion 

ocutre rapidamente entre los 94°C y los 96°C El alineamiento depende de la Tm o temperatura de 

fusion del DNA (melting temperature) que es la temperatura a la que la mitad de las moléculas se 

han desnaturatizado. Esta temperatura varia de secuencia a secuencia y estd relacionada con ef 

contenido de los enlaces entre las bases del DNA, especialmente entre G+C. 

Para alcanzar los resultados deseados, fa Tm debe optimizarse experimentaimente, en 

nuestro caso la Tm de los oligonucleétidos utilizados fue en promedio de 30°C. 

El programa de PCR utilizado para generar las quimeras fue. 

ivez 94°C durante 5 minutos 

25 veces [os tres pasos: 84°C durante 30 segundos 

55°C durante 30 segundos 

72°C durante 30 segundos 

1vez 72°C durante 7 minutos 

4°C tiempo indefinido 

En nuestro caso, realizamos PCRs para poder llevar a cabo las mutaciones que generaron 

las quimeras Para elio, la Dra. Emma Saavedra Lira disefié ocho cebadores que se emplearon en 

dos fases de PCR. Estos cebadores u oligos fueron. 

A partir del gen de TPI de T.brucei: 

T7 terminator: para amplificar la cadena de DNA enel sentido 3’. 5° 
T7 promoter : para amplificar la cadena de DNA en el sentido 5'-3' 

LT forward: para amplificar la cadena de DNA en el sentido 5°~ 3° 
TL rewind . para amplificar la cadena de DNA en el sentido 3'- 5° 

A partir del gen de TPI de S.cerevisiae : 

YTIM rewind ° para amplificar la cadena de DNA en el sentido 3'-5' 
TL forward —. para amplificar la cadena de DNA en el sentido 5'- 
LT rewind : para apmplificar 1a cadena de DNA en el sentido 3’- 5' 

YTIM forward para amplificar la cadena de DNA en el sentido 5'- 3° 

  

El hecho de que la cadena de DNA esté compuesta por una doble hebra, y que estas 

hebras corran de manera antiparalela fa una a ta otra, hace necesario que se disefien cebadores 

en los dos sentidos Para hacer las quimeras requerimos de dos cebadores por fragmento 

amplificado o cuatro por gen recombinante.



Primera fase de PCR. 

En esta fase se amplificaron los fragmentos correspondientes de los genes silvestres de 

TP! de T.brucei y de S.cerevisiae, es decir 

a) un fragmento de los 53 aminoacidos del extremo amino terminal de la TPl de tripanosoma 

5) un fragmento de los 194 aminoacidos del extremo carboxilo terminal de fa TPI de levadura 

¢) un fragmento de los 53 aminoacidos del extremo amino terminal de la TP! de fevadura. 

d) un fragmento de los 197 aminoacidos del extremo carboxilo terminal de la TPI de tripanosoma 

Quimera TL: 

a} Para generar e{ fragmento de fos 53 aminodcidos def extremo amino terminal de fa TPI de 

tripanosoma se realizé el PCR con las siguientes condiciones: 10puL amortiguacor para ta Vent 

Pol; 2ut dNTPs, 2uL MgSO, ; 200 ng del oligo TL rewind; 200ng del oligo T7 promoter; 0.5uL 

del DNA del tripanosoma, 0.5 yl de Vent Potimerasa y agua hasta tener 100uL totales. 

b) Para generar el fragmento de los 194 aminoacidos del extremo carboxilo terminal de la TP! de 

levadura se realiz6 ei PCR con las siguientes condiciones: 10 yl del amortiguador de Vent Pol; 2uL 

de dNTPs; 2uL de MgSO,, 200ng del oligo TL forward; 200 ng del oligo YTIM rewind, 0.5L de 

DNA de levadura; 0.5 pL de Vent Polimerasa y agua hasta tener 100 pi totales. 

Quimera LT: 

c) Para generar el fragmento de los 53 aminoacidos del extremo amino terminal de ja TP! de 

levadura se realizo el PCR con las siguientes condiciones’ 10uL de amortiguador de Vent Pol: 

2uL de dNTPs, 2 wl de MgSO,, 200ng del oligo LT rewind, 200ng del oligo YTIM forward: 0.5 

pl de DNA de levadura; 0.5 pL de Vent Polimerasa y agua hasta tener 100,L totales 

d) d) Para generar ei fragmento de los 197 ammnoacidos del extremo carboxilo terminal de la TPI 

de tripanosoma se realizo cl PCR con fas siguientes condiciones’ 10uL de amortiguador de 

Vent Pol; 2ut de dNTPs, 2 wl de MgSO,, 200ng del oligo T7 terminator; 200ng del oligo LT 

forward; 0.5 pL de DNA de tripanosoma; 0.5 wl de Vent Polimerasa y agua hasta tener 100uL 

totales.



  

Figura 22 Fotografia del ge! de agarosa en ei que se observan los cuatro fragmentos creados a 
partir de ios genes silvestres de TP! de T.bruce:y S. cerevisiae, Aes el fragmento de 53 
aminoacidos de tripanosoma; B es el fragmento de 194 aminoacidos de levadura; C es el 
fragmento de 53 aminoacidos de levadura y D es el fragmento de 197 aminoacidos de 
tripanosoma Std se refiere al estandar de peso molecular. Las marcas oscuras sefialan el DNA del 
fragmento esperado. Los pesos moleculares estan dados en kilobases 

Segunda fase de PCR. 

En la segunda fase de PCR se unieron los fragmentos que se generaron en {a primera 

fase Se construyeron asi, cada uno de los genes hibridos 
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Quimera TL. Para construir a la quimera TL el PCR que se realiz6 fue 

10uL de amortiguador de Vent Pol, 2 ul de dNTPs; 2 pl de MgSO, 200ng del oligo T7 

Promoter; 200ng del oligo YTIM rewind; 8 yt del producto del primer PCR de ios fragmentos a y b; 
0.5 uL de vent polimerasa y agua hasta tener 100 uL totales. 

Quimera LT. Para construir la quimera LT el PCR que se realiz6 fue" 

10uL de amortiguador de Vent Pol, 2 pl de dNTPs: 2 uL de MgSO, ; 200ng del oligo YTIM 
forward; 200ng del oligo T7 terminator: 8 LL del producto det primer PCR de los fragmentos ¢ yd, 
0.5 pL de vent polimerasa y agua hasta tener 100 uL totales. 

  

Figura 2.3. Fotografia del gel de agarosa en el que se aprecian los fragmentos correspondientes a 
las quimeras TL y LT, ef peso corresponde a la banda de 26000 daltones. A se refiere al marcador 
de DNA del fago lambda cortado con ECO RI. PET es ta banda correspondiente al plasmido en el 
Que se insertaron los fragmentos una vez secuenciados (PET 3 a) Los pesos moleculares estan 
dados en kilobases, 
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Clonaci6én de los genes quiméricos. 

Ligacién. Una vez construtdos los genes quiméricos, se insertaron en un vector de expresién 

mediante una técnica llamada ligacién. Esta técnica consiste en la insercién de una secuencia 

dada en un plasmido que permita su manipulacién 

El producto de PCR tiene una cola de poly A en el extremo 3’ y el vector, que es una 

molécula lineal, tiene una cola de polyT en el extremo 3’, por ello es posible insertar el gen de 

interés en el plasmido ya que las dos colas son comptementarias y se acoplan durante la reaccién 

Nosotros utilizamos el plasmido pCRIl porque es un plasmido adecuado para la 

transcripcién del producto de PCR. Cuenta con un sitio especifico complementario con el T7 

promoter, es resistente a la ampicilina, tiene un sitio para el promotor lac y un fragmento lac Z a, 

entre otras caracteristicas. 

Para la ligacion se uttliz6 el kit TA Cloning System de Invitrogen. La reaccién incluyd: 

6 wl del producto de la segunda fase de PCR, 1 ul det amortiguador para lhgasa 10X Ligation 

Buffer de Invitrogen que contiene 100mM Tris-HCl, PH 7.5; 20mM MgClz: 20mM OTT: 2p del 

vector, en nuestro caso pCRII (50ng) y 7 pL de ligasa T4 DNA de Invitrogen, 

Esta mezcia se incubd a 12°C toda ia noche. 

Transformacion La transformacion es el proceso por medio del cual un plasmido con 

inserto puede ser introducido en una célula que es transitoriamente permeable al DNA exterior 

porque ha sido tratada con CaCl, , lo que provoca que a altas temperaturas la célula acepte el DNA 

extracromosémico que contiene al gen de interés. 

Para la transformacion de nuestras células competentes utilizamos el kit TA Cloning de Invitrogen 

Se siguid el protocolo ahi descrito. 

A la mezcla de ligacién se le agregaron los 200 ul de células competentes TG-1. Se 

incubé una hora en hielo y después por un minuto en un bafio a 42°C. Se sacé del bajio caliente y 

se puso en hielo durante 10 minutos Se agregaron 25 pL de IPTG 0.1M y 50 pl de x-gal 

(40mg/mL) y se plaquearon cajas de Petri con medio Luria Bertani y agar 2%, ademas de 

100,19/mL. de ampicitina, 
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Las cajas se deyaron a temperatura ambiente por diez minutos y finalmente se incubaron a 

37°C toda fa noche. 

EMIPTG es agregado para que induzca la sintesis de la proteina B-galactosidasa que esta 

codificada por ei gen Lac Z*. Este gen es un gen marcador con el que es posible distingurr a fas 

células transformadas con nuestro plasmido y que por lo tanto contienen el gen que nos interesa 

Cuando la ligacion procede correctamente, se interrumpe en el plasmido el gen que 

codifica para la B-galactosidasa debido a !a insercién dei gen de interés, asi que incluso en 

presencia del inductor de la sintesis de proteinas, la B-galactosidasa no se sintetiza En cambio, st 

las células competentes no fueron transformadas, ef gen marcador se expresa normalmente y 

reacciona en presencia del x-gal presentando un claro color azul. Asi, es facil distinguir en la caja 

de Petri alas colonias blancas de las azules. 

Secuenciacion del DNA quimérico. 

Se extrajo DNA de las clonas que resultaron positivas y se secuenciaron para verificar la 

secuencia. 

La técnica utilizada esta basada en el protocolo descrito por Sanger (Sanger et al, 1997} 

modificado de tal modo que se pueden marcar radioactivamente fos nucledtides que Se incorporan 

a la nueva cadena de DNA (Tabor & Richardson, 1989). Usamos un secuenciador de ciclos 

térmicos 0 termocycler que varia ta temperatura de acuerdo al programa de eleccion. Para 

secuenciar los genes quiméricos se corrieron reacciones en las que una DNA polimerasa sintetizo 

la cadena de DNA a partir del cebador proporcionado para cada reacccion: T7 promoter para la 

quimera TL y YTIM forward para la quimera LT. En la mezcla se encuentran los cuatro 

deoxinuciedtidos que conforman al DNA y ademas se agregaron cuatro 2',3'-dideoxinucleotidos 

(ddATP; ddCTP; ddGTP; ddTTP) en una proporcién 1.100 respecto de los deoxinuciedtidos. 

Conforme procede la reaccién de extension enzimatica de la cadena de DNA es posible 

que se agreguen a la cadena polimerizada tanto deoxinuciedtidos como dideoxinucledtidos, 

aunque estos Ultimos en menor proporcién La diferencia estriba en que cuando un déoxinucleétido 

se incorpora a la cadena siempre queda libre el extremo 3’-OH que permite que exista un enlace 

fosfodiéster y la cadena prosiga. En cambio, cuando un dideoxinuclestido se incorpora a la cadena 

de DNA, se detiene la sintesis porque no queda el extremo 3'-OH y por tanto no puede haber 

enlace fosfodiéster. De este modo se producen fragmentos de distintos tamarios 

Los deoxinucledtidos estén marcados radioactivamente por eso es posible rastrearlos en 

un gel de poliacrilamida después de una electroforésis 
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Se secuenciaron los genes de las dos quimeras y se verificd que la secuencia de 

nucledtidos fueera la esperada. 

Amortiguadores para la secuenciaci6n: 

10X amortiguador de secuenasa 
Mezcla de término para secuenasa (termination mix) 
Mezcla de secuenasa / pirofosfatasa 
Ditucién de secuenasa 
Mezclas de deoxinucleétides marcados **S 
Tincién de término (Stop loading mix) 

El protocolo seguido fue el siguiente 

1.) Para cada templado de hebra sencilla de DNA se mezclaron: 2ui de templado: 200ng de oligo; 

1 pl de secuenasa y agua hasta tener 10 ul totales 

Se mezclaron curdadosamente, pipeteando arriba y abajo. Se incubaron seis minutos a 65°C, 

juego a37°C. 

2.) Mientras ef oligo se alineé al templado, se marcaron los tubos de {a microcentrifuga con las 

letras de los cuatro deoxinucledtidos: A,C,G,T para cada reaccién. 

3. 

4.) Inmediatamente antes de utilizarlos, se diluy6 la mezcla de secuenasa/pirofosfatasa en la 

Se agregaron 2.5 pL con cada mezcla de terminacion en los tubos respectivos A,C,G,T. 

dilucién de secuenasa hasta tener 1 a 2 U secuenasa/mL y se mantuvo en hielo. 

5.) Se agregé la siguiente mezcla al oligonucledtido y al templado: 

2 pL de la mezcla marcada; 1.5 pL de ATP deoxi marcado; 2 pL de la mezcla de 

secuenasa/pirofosfatasa. Para dar un volumen total de 15 a 16 nl Se incubé la mezcla durante 

cinco minutos a 25°C. 

6.) Se agregaron 3 5 uL de la reacccién de la mezcla marcada al tubo que contenia la mezcla de 
término del paso 3. Se mezclé Ja solucién culdadosamente y se incubaron los tubos durante 10 

minutos a 37°C, . 

7. Se agregaron 4 ul de la tincién de término y se calentaron las muestras a 95°C en un bafio de 
agua, después se pusieron en hielo. Las muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida. Se 

corrieron en una camara de electroforésis y se leyé la secuencia en el transilumindor de UV 

Después de comprobar que la secuencia correcta, se clonaron los genes en el plasmido pET3a 

y sc transformaron las células competentes BL21DE3. Tanto el plasmido como las céluias 
competentes son de Novagen {pEt System Novagen, 1997). El plasmido pET3a es un vector 

adecuado para fa traduccion del producto de PCR parque tienen un sitio de unién al ribosoma que 

es altamente efic:cnte, obtenido a partir de una proteina de la capside del fago T7 Este tipo de



plasmidos se usan frecuentemente para el manga de genes de ongen eucarionte, como en 

nuestro caso. Por su parte, las células competentes BL21DE3 se utilizan en conjuncién con los 

plasmidos pET porque éstas tienen un gene para la RNA polimerasa de T7 Por ello estas células 

se llaman genéricamente hospedero de expresién. 

Sobreexpresién e induccién. 

Para obtener las proteinas codificadas por los genes quiméricos, fo primero consistié en crecer 

células en una cierta cantidad de medio iquido LB en condiciones de esterilidad, aproximadamente 

llitro de cultivo por clona. Para ello se inoculé un precultive de medio LB estéril, aproximadamente 

100mL, a partir de una alicuota de las células en glicerol que se encontraban a -70 °C y se le 

agregé ampicilina ( 0.10mg/mL).Este precultivo sirvid para inocular un litre de medio de cultivo 

esténi LB que se incubé durante toda una noche a 37 °C en agitacién hasta que se realizé la 

induccién. 

Para la induccién se esperé hasta tener una densidad dptica de entre 0.6 y 0.9 unidades 

de absorbencia a 600 nm, En ese momento, fue necesario agregar el inductor, en este caso el 

IPTG hasta una concentracién 0.4mM. El iPTG induce la sintesis de proteinas Todo esto en 

esterilidad. Una vez agregado el inductor se vuelvié a dejar en la incubadora a 37 °C en agitacion 

toda ia noche. 

Método para la purificacion de las quimeras. 

Objetivos particulares: 

-Romper las células transformadas de & coli mediante tres ciclos en la Prensa de French 
-Realizar la precipitacion por sulfato de amonio 
-Correr las columnas de exclusién molecular @ intercambio sénico. 
-Elaborar geles de acrilamida para verificar la pureza de las muestras 

Lista de reactivos utilizados 
Amortiguadores: 

Tris-HCI 20mM, pH 8.0 con PMSF 40mM disuelto en OMSO 
TED 100/10/1, pH 74 
TEO 10/1/1, pK vanable



TED 10/1/14, con NaC! 260mM 
TE 100/10, pH 7.4 

Amortiguador A (MES-Na@OH 25mM; {mMDTT, 1mM EDTA, 0.2mM PMSF, pH6.5) 
Amortiguador A con NaCl 1M =Amortiguador B 

Amortiguador de lisis (25mM Tris-HCl, 10mM EDTA; 0.2M NaOH; 1% SDS, pH 6.5) 

Reactivos para medir actividad enzimatica’ 

TPI quimérica purificada 
Sustrato (G3P 2X) 1mM 
alfa GPDH 10 ug 
NADH 0.2mM 

MMTS 5mM 

Reactivos para gel de acrilamida: 

Amortiguador para el gel separador 

Amortiguador para el gel concentrador 

Acrilamida al 12% 
Persulfato de Amonio 10% 
TEMED 
Gel para corrida 5X (Tris 7.5g ; Gly 36g ; SDS 2 5g) 

Reactivos para corrida: 
Estandar de alto peso molecular 

Mezcla de digestién 
B-mercaptoetanol 

Mezcia magica (0.5 M Tris-HCL,pH6.8; SDS10%, glicerat 1%azut de bromofenol al 0 1% ) 

Reactivos para tefiir geles de acrilamida con plata. 

Metanol al 40% y Formaldehido al 5% ( fijador } 
Agua destilada 

Amortiguador de Pretratamiento (0 02% Nap Sz 03° 5 N20} 

Nitrato de piata ( 0.1 AgNO3) 

Revelador (3% Na2CO3 + 0 05% formaidehido + 0.0004%Naz Sz O3* 5 HzO 

Formaldehido 
Acido Citrico 2.3M 

Se cosecharon las células transformadas, mediante una centrifugacién a 5000rpm durante 

10 minutos. E! precipitado se resuspendid en 80 mL de amortiguador Tris-HCI 20 mM a pH 8, 

0.2mM PMSF/DMSO 

Protocolo de purificacién de la quimera TL. 

Primer Lote. 

Para la purificacién de la quimera TL fueron necesarios dos lotes de la misma ya que del 

Primero no se obtuvo proteina pura. La purificacion del primer lote no se detalla en la parte de 

resultados, sin embargo se menciona en este capitulo ya que a partir de la misma se hicieron 

algunos cambios pertinentes que dicron como resultado la obtencién de proteina parcialmente pura 

en cl segundo lote 

aS



Et protocolo seguido para esta purificaci6n se bas6 en el utilizado para purificar TPI de 

S.cerevisiae (Vazquez y col, 1998 no publicado).debido a las semejanzas existentes entre ambas 

proteinas. 

Las células transformadas se cosecharen 10 minutos a 5000 rpm. El precipitado 

abtenido de dicha centrifugacion se guardé a -70°C durante 96 horas; posteriormente fue 

resuspendido en 80 mL del amortiguador Tris-HCI 20mM, PMSF 0.2 mM, PH 8.0. esta suspensién 

Paso por tres ciclos en la Prensa de French. Se centrifugé e resto de la suspension (88mt 

aproximadamente) durante una hora a 45000 rpm. El precipitado se resuspendio en 4mL del 

amortiguador TED 10/1/1 a pH 7,6 

Los 86mt del sobrenadante de 45000 rpm se llevaron a 45% de sulfato de amonio a 4°C 

en agitacion. Se agité durante una hora y se dejé en reposo toda la noche. 

La muestra se centrifugé a 12000 rpm durante 15 minutos. E! precipitado se resuspendid 

en 2m de amortigaudor TED 10/1/1 ph 7.6 

El! sobrenadante de 45% de sulfate de amonio se lleva a 65% de sulfate de amonio, se 

agité una hora y se dejé en reposo toda la noche, La muestra se centrifuge a 12000rpm durante 15 

minutos E! precipitado se resuspendid en 2 mL del amortiguador TED 10/1/1, pH7.6 

Ei sobrenadante de 65% de sulfate de amonio se ffevd a 90% de sulfato de amonio. Se 

agito una hora y se dejé en reposo toda la noche. La muestra se centrifugo a 12000 rpm durante 

15 minutos. El precipitado se resuspendié en 2mL dei amortiguador TED 10/1/1, pH 7.6 

Para escoger la fraccién que pasaria por las columnas de purificacién por cromatografia, 

se determind ta concentracién de proteina y actividad enzimatica de todos fos pasos de la 

punficacion. 

Determinacién de ta concentracion de proteina. 

La concentracién de proteina se determina espectrofotométricamente a 280nm utilizando 

un indice de absorbencia A 290°” =4 (Nickbarg & Knowles, 1988) y como blanco el amortiguador en 

el que estaba suspendida la enzima. 

Determinacisn de los puntos isoeléctricos. 

Los valores de puntos isoeléctricos se calcularon sumando los valores individuales de pK 

de cada aminoacido. 
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Medicién de Ia actividad catalitica. 

La actividad de todas las muestras se determiné siguiendo el decremento en fa 
absorbencia de! NADH a 340 nm a 25°C. La mezcla de reaccidn contenia TED 100/10/1 pH 7.4; 
1mM G3P; 20 ug/mt de a-GDH, y 0.2mM NADH en un volumen final de imL. 

En el caso de la determinacién de fos parametros cinéticos se varié fa concentracion de 
G3P en intervalos distintos para cada enzima explicitos en los protocols respectivos. 

El calculo de actividad catalitica es AOD 340 U.AM{6.22 E 299 M' cm! ) (mg/mL TPi) 

G3p__H™ , DHAP 
NADH 

Alfa GDH 
NAD+ 

Alfa GP 

Figura 2.5 Esquema del ensayo acoplado para medir actividad catalitica de TPI 

Después de las mediciones de actividad catalitica y determinacién de la concentracién de 
Proteina, se eligid la fraccién que correspondia al precipitado de 65% de sulfato de amonio ya que 

tenia la mayor actividad especifica (20.91 jumol min” mg") y la mayor concentracion de proteina 
(234.32 mgimL} 

Columna de exclusion molecular. 

La fraccién escogida fue la correspondiente al Precipitado de 65% de sulfato de amonio 
ésta se pasé por la columna de exciusién molecular Sephacry! S-300. La muestra se inyecto con el 
amortiguador TED 10/1/1, pH 7 6 El eluyente fue el mismo amortiguador de la corrida. 

De fa columna de exclusién molecular se tomaron las fracciones correspondientes al pico 
maximo de actividad especifica y proteina y con ellas se hizo una mezcla que se pasé por la 
siguiente columna de la purificacion. 

Columna de intercambio aniénico Monoq a pH 7.6 

La columna Menoq 10/10 esté conectada al sistema FPLC (Fast Pressure Liquid 
Chromatography) que consiste basicamente en una bomba de alta presién que inyecta las 
muestras a las columnas de cromatografia tiquida Este sistema tiene ia ventaja de lograr que las 
columnas eiuyan en tiempos cortos (una a dos horas) En todas tas columnas de tipo Monog se 
utiz6 ef sistema FPLC. 

En esta primera columna Monogq, se cargo el total de la mezcla de las fracciones de la 
columna de exclusién molecular, es decir 16 mt. El amortiguador de corrida fue TED 10/1/1 a pH 
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7.6, ef eluyente fue TED 10/1/1, pH 7.6 con un gradiente salino de NaCl de 0-100mM 

La cotumna se saturé y se recuperé la proteina en una mezcia de fracciones a la que 

denominamos NP1 de 12 mL en total. Esta mezcla se dividié en dos partes, una de 5 mL y otra de 

7 mL. La fraccién de Smit. se pasd por otra Monog que se corrid exactamente en las mismas 

condiciones que !a primera. No hubo resultados positivos por lo que decidimos utilizar los 7ML 

restantes para pasarlos por otra columna. 

Columna de intercambio aniénico Monog a pH 8.0 

Los 7 mL sobrantes de la primera columna de intercambio aniénico Monog a pH 7.6 se 

pasaron por otra columna Monoq pero esta vez se cambidé el pH a 8.0 Et amortiguador de corrida 

fue TED 10/1/1 a pH 8.0, el eluyente fue TED10/1/1, pH & 0 y se hizo un gradiente salino con NaCi 

de 0-100m M. 

Tampoco esta vez se obtuvieron resultados positivos porque se perdié mucha proteina y la 

que quedaba tenia muy poca actividad especifica. Por ello se decidié empezar la punificacion otra 

vez con un segundo lote de TP! quimérica TL. 

Segundo lote de la purificacion de la quimera TL. 

Se sobreexpresé e induyjo la cepa TLS de células transformadas de E. Cofi BL21DE3. Las 

celulas se cosecharon después de la incubacién nocturna mediante una centrifugacion a 5000 rpm 

durante 10 min El precipitado se resuspendié en 80 mL del Amortiguador Tris-HCl 20 mM a pH 8, 

al cual se fe agregé un inhibidor de proteasa: 0.2mM de PMSF. 

La suspension se paso por tres ciclos de la Prensa de French. Se colecté una alicuota de 

500 ul y el resto de la muestra se centrifugd a 45000 rpm durante una hora. El precipitado se 

resuspendid en 3 mL de Amortiguador TED 10/1/1 a pH 76 y del sobrenadante se toma una 

muestra de 500 pl para posteriores mediciones. El resto del sobrenadante (82 mL) se llevo a 50% 

de sulfato de amonio. 

Se agito durante una hora en hielo y se dejo reposando toda ja noche. Se centrifugo el 

sobrenadante de 50% de sulfato de amonio a 12000 rpm durante 15 min. El precipitado se 

resuspendié en 2 mL de amortiguador TED 10/1/1 a pH 7.6 Se tomé una alicuota del 

sobrenadante y los 86 mL restantes se llevaron a 70% sulfato de amonio. Se agit durante una 

hora y se dejé reposando toda la noche. 

Se centrifugd el sobrenadante 70% de sulfato de amonio a 12000 rpm durante 15 min. El 

precipitado de esta centrifugacién se resuspendid en un mL de amortiguador TED 10/1/1 a pH 7.6 

Se tomé una alicuota y el resto se pasé por la columna de exclusion molecular ( Sephacryl $-300). 
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Se determins la concentracién de proteina y se midié la actividad especifica de cada 

fraccién. Se escogié la muestra correspondiente al precipitado de 70% de sulfato de amonio 

porque era ia muestra que tenia la mayor actividad especifica y la Mayor cantidad de proteina. 

Columna de exctusién molecular. 

Un mL de la fraccién del precipitado de 70% de sulfato de amonio se paso por una 

columna de exclusion molecular Sephacryl $-300 El amortiguador de corrida fue TED 10/1/1 a pH 

7.6 Et amortiguador efuyente fue ef mismo de la corrida. 

De esta columna se hizo una mezcla de las fracciones con Mayor actividad especifica y 

mayor concentracién de proteina Los 15mL totales se dividieron en dos fracciones de 7.5 mL cada 

una. 

Columna de intercambio aniénico Monog a pH 7.6 

Se corrié una sola columna Monog dos veces. Primero pasaron 7 SmL de la mezcla de 

fracciones de la columna de exclusion molecular y después los otros 7.5 mL restantes. 

Las muestras se inyectaron en amortiguador TED 10/1/1 pH 76 El eluyente fue TED 

10/141, pH 7.6 con un gradiente salino de NaCl de 0-100mM. 

Se hizo una mezcla a partir de las fracciones de ambas partes de la Monog con mayor 

actividad especifica y concentracién de proteina de 12 ml. totales que se dializaron contra un Iitro 

de amortiguador TED 10/1/1, pH7 6 

Columna de intercambio aniénico Monoq a pH 7.6 

Los 12 ml de la mezcla dializada de fa columna anterior se pasaron por otra columna de 

intercambio aniénico Monog La muestra se inyecté en amortiguador TED 10/1/1, pH 7.6 El 

eluyente fue TED 10/4/1, pH 7.6 con un gradiente salino de NaCl de 0-100mM-1M. 

Se seleccionaron las dos mejores muestras de las que se hizo una mezcla de 4mL totales 

Los 4mL se dializaron contra un litro de amortiguador TED 10/1/1 a ph7.6



Columna de intercambio aniénico Monog a pH 8.0 

Los 4 mL dializados de la mezcla de fracciones de ja columna anterior, se pasaron por una 

columina de intercambio aniénico Monog a pH 8.0 El amortiguador de corrida fue TED 10/1/1 a pH 

8.0. Se eluyd con TED 10/1/41, pH 8.0 y se hizo un gradiente de 0-100mM-1M con NACI, 

De esta columna obtuvimos las dos fracciones mas puras De ambas se hizo una mezcla 

cuya concentracion fue de 423 ug/ml y su actividad especifica fue de 3 8 pmol min” mg’. 

Purificacién de la quimera LT. 

Et protecoio seguido para purificar a la quimera LT se bas6 en el de fa purificacién para TP! 

de T. brucei, (Borchert,T. et al, 1993) dadas las semejanzas existentes entre ambas enzimas 

Ei gen quimérico de la TP! LT se encontraba en fas células transformadas BL21DE3, cepa 

LT 7. Se cosecharon dichas células mediante una centrifugacién a 5000 rpm durante 10 min. El 

Precipitado se resuspendid en 90 mL de amortiguador de lisis a pH 6 5. La suspensi6n se paso por 

tres ciclos de la Prensa de French a 1500 psi Se centrifugo a 12000 rpm durante 20 min El 

sobrenadante se llevé a 45% de sulfato de amonio 

El precipitado de ta centrifugacion a 45000 Tpm se resuspendié en 100 mi del buffer de 

fisis al que se agregd 200 mM NaC! Se dejé agitando por 30 min. Se centrifugo a 12000 rpm 

durante 15 min. Este sobrenadante se llevo, a su vez, a 45%de sulfato de amonio De este paso 

en adelante solo se trabajé con la muestra a la que se le habian agregado fos 200mM de NaCl, ya 

que era la que presentaba mayor concentracién de proteina y actividad especifica 

La purificacion por precipttacién con sulfato de amonio se realiz6 para las muestras con sal 

y sin sal por separado En general, se utiliz6 el siguiente protocolo: 

Se agité la muestra durante una hora y posteriormente se dejo reposando toda la noche 

Se centrifugé la muestra a 12000 rpm durante 15 min. El sobrenadante se llevé a 60 % de sulfato 

de amonio. Se agité por una hora y Juego se dejé reposando toda la noche 

Se centrifugé la muestra a 12000 rpm durante 15 min. El sobrenadante se llevd a 90 % 

sulfato de amonio, se agito por una hora y luego se dejé reposando toda la noche. 

Después del reposo, la muestra se centrifugé 12000 rpm durante 715 min. 

Para saber que fracciones se meterian a la columna de exclusién molecular Sephacryt S- 

300, se midid la concentracién de proteina en cada paso y su actividad catalilica 
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Se escogié la muesira correspondiente a fa fraccién del precipitado de 45-60% de sutfato 
de amonio con 200mM de NaCl. 

Columna de exclusién molecular. 

3.6 ml de la fraccién del Precipitado de 45-60% de sulfato de amonio+200mM NaCl se 
inyectaron en la columna de exclusion molecular en amortiguador de lisis a ph 7.6 

Se escogieron algunas fracciones, se hizo una mezcla con ellas y ésta se pasé por la 
siguiente columna. 

Columna de intercambio catiénico CM-Sepharosa 1 pH 7.6 

La mezcla de fracciones de la columna de exclusion molecular se paso por una columna 
de intercambio catiénico CM-Sepharosa. La mezcla se corrié en amortiguador de lisis a pH 7.6 El 
eluyente utilizado fue MES 25 mM, pH 7 6. Se hizo un gradiente salino con NaCl de 0-100mM. De 
esta columna se eScogieron las fracciones qué correspondian al pico de maxima actividad 
especifica y concentracion de proteina. 

Columna de intercambio catiénico CM-Sepharosa 2 pH 7.6 

La mezcia de las fracciones de la columna anterior se paso por otra columna CM- 
Sepharosa Se uttzé amortiguador Aa pH 7 6 Et eluyente fue el amortiguador 8 (amortiguador A + 
200mM NaCl). Se hizo un gradiente salino con NaCi de 0-100mM-1M. 

Se escogieron las fracciones las cuatro fracciones con mayor cantidad de proteina y con 
mayor actividad especifica (6mL en total) y esta mezcla se dividid en dos partes. Una de ellas se 
pasé por dos columnas mas, una CM-Sepharosa a pH 7.4 y una Monog a pH 8. Toda ta proteina 
$e perdid en esas columnas



Columna de intercambio aniénico Monog a pH 7.4 

Tres mL de ia mezcla de las fracciones de la columna anterior se pasaron por una columna 

de intercambio aniénico Monaq dos veces. Se utiliz6 el amortiguador A a pH 7.4 y como eluyente 

se uso el amortiguador B { amortiguador A+ 200mM NaCl), se hizo una mezcla cuya actividad 

especifica fue de 59.96 pmol min! mg! y la concentracion de proteina era de 0.085 mg/mL 

Protocolo de geles de acrilamida al 12% 

Para los geles de acrilamida se siguié el protocolo de Laemli (Laemli, 1970). 

-Gel separador: 

0.375 M Tris pH 8 0, 3 35mL de agua desionizada, 25 pl de 1.5 M Tris HCl, pH 8.8; 100 pL de 10% 

SDS stock; 4 OmL de acrylamida bis (30% stock); 50 pL de 10% de persulfato de amonio; 5 pL 

TEMED; todo en un volumen total de 10mL. 

-Gel concentrador : 

6.1 mL de agua desionizada; 2 5mL de 0.5M Tris-Hel,pH 6.8; 100uL de 10% SDS; 1.33mL 

acrilamida-bis (30% stock}; 50uL de 10% de persulfato de amonio; 10 uL TEMED, en un volumen 

total de 10mL., 

Ambas mezclas sé virtieron en el dispositive de electroforésis BIO-RAD de modo que los 

carriles de muestra quedaron en la parte del gel concentrador. Las muestras se prepararon antes 

de !a corrida, 

Cada muestra se preparé en un tubo que contenia 11 de mezcia magica-proteina.( Los 

carriles aceptan un maximo de 20 ug de proteina o un maximo de 40 pL de solucién y requieren de 

un minimo de 15 ug de proteina por muestra). Los tubos hiervieron a 40°C durante 15 minutos. Las 

muestras se corrieron a 50 volts de poder constante por una hora, después se subié a 100 volts 

hasta que finaliz6é la corsida. 

El amortiguador de corrida 5X constaba de. 9g de Tris-Base; 43.2g de glicina y 3g de SDS 

hasta 600mL con agua desionizada. Se ajusté 1 pH a 8.3 

Los geles se tiieron con la técnica por tincién de plata (Shin-isl-Alzawa, Comunicacion 

personal)



Experimentos de caracterizacién de las quimeras. 

Parametros cinéticos. 

Para obtener la Vmax y la Km de una enzima se mide la actividad catalitica variando la 

concentracidn del sustrato. 

-Parametros cinéticos de TL 

Se midié actividad en un ensayo que contenia 0 2mM NADH, 20 ug/ml o-GDH; 7.7X 10% 

mg/mL de TPH; el G3P varié en un intervalo de 0.07-2 45 mM de G3P en el experimento y varid 

entre 0.07-2.76 mM de G3P en ef duplicado. 

El amortiguador fue TED 100/10/1 2X, pH 8 y se aford con agua hasta un volumen total de 
un mL. Los datos se ajustaron a una curva Michaelis-Menten en et programa Grafit 

-Parametros cinéticos de LT 

Se midi la actividad en un ensayo que contenia 02 mM NaDH; 20 ug/mL de «-GDH, 

17X10% mg/mL de TPI LT:e! G3P en un intervalo entre (0.07-2 19 mM G3P), amortiguador TED 
1OONO/M, pH 74 y agua hasta tener un volumen total de un mL. Los datos se ajustaron a la 
ecuacion de Michaetis-Menten en el programa Grafit. 

Estabilidad a la dilucion. 

Para medir la estabilidad de la enzima a distintas concentraciones, se incubé a la proteina 

en varios tubos que difierieron Unicamente en la concentracién de la enzima y después se midié la 

actividad de cada muestra. 

-Estabilidad a ia dilucién de la quimera TL 

Se hicieron seis muestras con 1,5,10,50,100,423 ng/mL de TPI de TL 

respectivamente(estas concentraciones se determinaron a partir de mediciones previas de fa 

actividad especifica de la quimera TL), Los ensayos contenian ademas: 1mM G3P, 0 2 mM NADH, 

20 pg/mL de «-GDH, TED 100/10/1, pH 7 6 y agua en un volumen total de 1mL 

Aestas muestras se les midié la actividad especifica después de 24 horas de incubacion. 
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-Estabilidad a la dilucién de !a quimera LT 

Se hicieron seis muestras con 5, 10, 20, 40, 60 y 85 yg/mL de TP! de LT respectivamente 

(estas concentraciones se determinaron a partir de mediciones previas de la actividad especifica 

de la quimera LT). Los ensayos contenian ademas: 1mM G3P, 02 mM NADH, 20 pg/ml de a- 

GDH, TED 100/10/1, pH 7.4 y agua en un volumen total de 1mL 

Aestas muestras se les midio Ja actividad especifica después de 24 horas de incubacién. 

Determinacion de la reactividad de la quimera TL con MMTS. 

Se midio la actividad especifica de la TP! de TL, de la TP! de T.brucei y de la TP] de 

S.cerevisiae después de haber sido incubadas en presencia de 5mM de MMTS por 15, 30, 60 y 90 

minutos. Como controt se incubd a tas enzimas sin MMTS, durante e! mismo tiempo que las 

muestras experimentales. 

La actividad se midié a los 15, 30, 60 y $0 minutos. Las reacciones contenian 1mM G3P, 

02 mM NADH, 20 pg/mL de a-GDH, TED 100/10/1, pH 7.4 y agua en un volumen total de 1mL 

Las concentraciones de TPI fueron. 1mg/mL de TL, 5ng/mL de 7.bruce: y 2ng/mL de 

S.cerevisiae 
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Capitulo 3: Resultados. 

Diagrama de flujo de la construccién de las quimeras. 

gende T bruce: gende S cerevisiae 
Purificacién de los genes J 

Primera fase de PCR 
Obtencidn de los cuatro fragmentos que componen a las quimeras 

Segunda fase de PCR 

Obtencidn de las quimeras TL y LT 

' 
Ligacién de cada gen quiménico en un vector de transferencia 
(plasmido), llamado pCRIL. | 

Transformaci6n de células competentes de £ col: (TG!) 

con los plasmidos que contienen cada gen quiménco. 

! 
Secuenciacién de DNA extracromosémico 

| 
Seleccién de cepas positivas por ampicilina y x-gal 

| 
Extraceién de DNA extiacromosémico. 

y 
Ligactéa en un nucvo plasmudo (pET3 a) 

Tiansformacion en céhulas competentes de expresién (BL21DE3) 

Crecimuento de las clonas transformadas que contienen el gen de interés 

Induccién de {a sintesis de la proteina de unterés por IPTG.



Tabla 3.1 Comparacién de las cuatro TPIs 

  

  

  

            

TPI Tyr Trp Phe Coef.Ext.Mol | Peso Punto 
e(M'cm!) | Molecular asoeléctrico 

(daltones) 
T. brucet 5 5 1.3020 26834.80 9.8 
S. cerevisiae [6 3 09500 26795.40 574 
TL 4 4 1.0430 26795.30 599 
LT 7 4 9 [12700 26833.90 [9 13           

Con estos datos obtenidos exclusivamente a parnr de la secuencia de aminodcidos de cada una de las 

construcciones, se hicieron los calculos del coeficiente de extincién molecular de cada quimera (Pace, N. et al, 

1995). 

Coeficiente de eatincién molar=(mimero de Triptofanos) (5500) + (miimero de Tirosinas) (1490) 

Como se ve en la tabla 3.1, de los puntos isoeléctricos, el correspondiente a la quimera TL es muy 

parecido al de la TPI silvestre de S cerevisiae, lo que es de esperarse dado que el mayor componente de dicha 

quimera proviene de la TPI de levadura De Ja misma forma, el punto isoeléctrico de la quimera LT es muy 

Cercano al de la TPI silvestre de T bruce lo que suponemos, se debe a que seis de las ocho unidadcs alfa-beta 

que componen a Ja quimera, provienen de la TPI del tripanosoma. Esto es muy umportante ya que los 

Protocolos que se siguicron para la purificacion de cada quimera se determmaron scgtin el punto isocléctrico y 

Por lo tanto segdn su afimdad a las colummas de intercambto 1énico La quimera TL se purificé con un 

protocolo basado cn aquél con el que se purifica la TPH silvestre de S cerevisiae y la quimera LT se purified 

segun cl protocole de fa TPI de 7 bruce: al que se le hicieron algunas modificaciones



Purificacién de la quimera TL. 
Diagrama de flujo de la purificacién de la quimera TL Segundo Lote. 

Amortiguador con células transformadas e inducidas por IPTG. 

Se pasé por la Prensa de French a 1500 psi 3 veces 

Se centrifugé a 45000rpm 

sobrenadante 

Se Hevé a 50% de sulfato de amonio 

‘ 
Se centrifugé a 12000 rpm durante 15 minutos 

sobrenadante 

Se llevé a 70% de sulfato de amomio 

Se centrifug6 a 12000 rpm por 15 minutos 

Precipitado 

Se resuspendié en 2mL de amortiguador TED 100/10/1, pH 7 6 

Columna de exchisién molecular pH 7.6 

| 
Mezcla de las fracciones 40-55 (Total 15 mL) 169 23 mol min m g' de actividad especifica Se dividié en 
dos fracciones de 7 SmL cada una, 

7.5 mL 7.5mL 
Primera parte de la columna Segunda parte de la columna 
Monoq ,pH 7.6 Monogq,pH 7.6 

Gradiente safino 0-100mM Gradhente salino 0-100mM 
TED 10/1/) TED 10/1/1 

Sc hizo una mezcla de las fracciones: Monog (primera parte) 88-93 , Monog (segunda parte) 93-98; Total 
i2mL 67 53 umol min“'meg * er especifica. 

Didhsis (mezcla) 317.31 pmol min 'm g "actividad especifica 

‘ 
LI diahzado se pasé por una Monog pH 7 6 gradiente NaC} 0-100mM-1M. 

v 
mevcla de fas fracciones 20 y 21



Des 4mL 

Monog pH 8 (gradiente 0-100mM-1M de NaCl) TPI pura en las fracciones 27 y 28 La mezela final tiene 423 
ug/ml y 3.8 pmol min“! m g “de actividad especifica



Purificacién de la quimera TL. 

Determinaciéa de la concentracién de proteina, actividad catalitica y rendimiento de las muestras 
colectadas después de tres ciclos de Prensa de French; del sobrenadante de 45060 rpm y dei precipitado 
de 50-70% de sulfato de amonio. 

  

  

  

  
  

Fraccion Actividad especifica | Actividad total Proteina total mg Rendimiento (%) ‘| 
«mol min™ mg? pmol min” 

extracto de la 12.21 T1184 3830 100 
Prensa de French 
sobrenadante de 0.38 703 1840 0.99 
45000 rpm 

precipitado de 50- | 5.23 22018 4210 30.93 
70% de sulfato de 
amonio             

Tabla 3.5: medicién de la concentracion de proteina y de la actividad catalitica de la TL después de los tres 
ciclos de la Prensa de French; ta centrifirgacion y la precipitacion por sulfato de amonio. 

Esta tabla muestra las medidas de actividad, concentracién de proteina y rendimiento de la 
purificacién de las muestras: extracto de la Prensa de French, sobrenadante de 45000 1pm y precipitado de 

50-70% de sulfato de amonio. A partir de estos datos, se efigid la muestra del precipitado de 50-70% de 

sulfato de amonio porque tenia la mayor actividad especifica y cantidad de proteina, asi como el mejor 

rendimiento de purificacién después de jos ciclos de la Prensa de French. La fraccién elegida se pasd por una 

columna de exclusién molecular Sephacryl $-300. 

Columna de exclusion molecular Sephacryl S-300, pH 7.6 

Un mL de la feaceién del precipitado de 50-70% de sulfate de amonio se pasé por la columna 
Sephacryl $-300 de exclusién molecular El amortiguador utulizado fue TED 10/1/1, pil 76 El cluyente fue 

el mismo amortiguador de la corrida. Se obtuvicron 95 muestras de las cuales se determiné Ia concentracion 

de proteina y la actividad especifica de las muestras con mayor cantidad de proteina, 
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Grafica 31 Perfil cromatogrdfico de las muestras obtenidas de fa colummna de exclusién molecular del Lote 2 

para la purificacion de la quimera TL. Sc presenta la concentracién de proteina (circulos blancos) y le 
actividad especifica (circulos negros). 

En la gréfica 3.1 se observa que hay un pico de maxima concentracién de proteina {en circulos 

blancos), alrededor de tas fracciones 40-55 Este pico no coincide con los valores mas altos de actividad 

especifica, fo que indica que las fracciones que contienen a la proteina de interés contienen ademas otras 

protcinas contaminantes



  

  

  

  

  

  

  

        
    

Fraccién Actividad Actividad Proteina total 
especifica total umol = [mg 
nmol min |min™ 
mg" 

39 13.6| 96.7! 7.41 

41 2.89) 31.21 10.8 

43) 38.5 592.9 15.4 

45 359 700.05} 195) 

47 39.0 772.2 19.8 

49 46.4 769.9 16.7 

51 53.6 653.92, 12.2 

53 65.0] 434.2] 5.68]     
Tabla 3 3. Lote 2 de !a purificacion de la quimera TL. Columna de exclusién molecular, Sephacry! S-300. 

La tabla 3.3 muestra los valores de las mediciones de actividad catalitica y concentracién de proteina 

de cada muestra. Queda claro que los valores de actividad mas altos estaban ubicados entre las muestras 40- 

55, a partir de dichas muestras se hizo una mezcla de | SmL totales 

Columna de intercambio aniénico Monogq, pH 7.6 (primera parte) 

La mezcla de fracciones 40-55 (15mL totales) de la columna de exclusion molecular se inyectd en 

una sola columma de intercambio aniénico MonoQ 10/10 dividida en dos partes Se utilizé buffer TED 10/1/1 

a pH 7.6, El eluyente fue TED 10/1/1,ptl 7.6. Se hizo un giadiente salino con NaCl de 0-100mM 

Los 15 mL se dividicron en dos muestras de 7.5 mL cada una para evitar saturar la columna como 

habia ocurrido en ¢! primer lote Primero se puso una columna de intercambio amnico con 7.5 mL y después 

otra para el resto de Ja mucstra, Ambas columnas se corrieron en 1dénticas condiciones. 

De las muestras que se obtuvieron se hicieron mediciones de concentracién de proteina y actividad catalitica.
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Grafica 3.2. Cromatograma de las muestras obtenidas de la primera parte de la columna de intercambio 
amnico Monoq, pH 7.6 para el Lote 2 de la quimera TL. En circulos blancos esta la concentracion de 
proteina y en circulos negros esta la actividad especifica. 

En la grafica 3 2 queda claro que la proteina se distribuyé irregularmente en tres distintos maximos 
locales La mayor actividad especifica, sin embargo, ocurre en las fracciones correspondientes al segundo 
pico (fracciones 85-90 apronimadamente). Probablemente la proteina que esta fuera de ese rango sea 
contaminacion. 

  

  

  

  

  

  

  

  

              

Fraceién actividad Actividad Proteina total 
especifica total pmo! mg 

pmol min |min’* 
mg 

7 0.00 0 00) 0420) 

3 0.305; 0.131 0.429] 

34 1.3) 0.362 0.278] 

37 1.05 0.483 0.461 

50 122 132 10.9 

68 8.07 0.85 0.167 

84 915) 55.5 6.06: 
L 90 14 12.0' 8.61 

Tabla 3.4 Lote 2 de ta purificacién de la quimera TL Primera parte de Ja columna de intercambio anionic, 
Monog 10/10 Amortguador TED 10/1/1 pit 7.6



La tabla 3.4 muestra las medidas de actividad catalitica y concentracién de proteina de las muestras 

obtenidas a partir de la primera parte de la columna de intercambio 16nico Monog, pH 7.6 La actividad 

especifica bajé bastante, incluso, Ja fraccién 7 no presenté actividad. Los valores més altos de actividad se 

encuentraron entre las muestras 50-90, pero es un intervalo muy grande, fo que quiere decir que este paso de 

purificacién no fue muy bueno porque no concentré Ja proteina de interés en unas pocas fracciones. 

Columna de intereambio aniénico Monogq pH 7.6 (segunda parte) 

Los 7.5 mL restantes de la mezcla de ambas partes de Ja Monog antenor se inyectaron en la misma 

columna Monog, pH 7 6 que se corrid en la primera parte Se utilizé buffer TED 10/1/1 2 pH 7.6. El eluyente 

fue TED 10/1/1, pH 7.6 con un gradiente de NaC] de 0-100mM. 
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Grafica 33 Cromatograma de fas muestias obtenidas de la segunda parte de la columna de intercambio 
aménico Lote 2 de la purificacion de la qumera TL En cireulos blancos esta la concentracién de proteina y 
en circulos neyros esta la actividad especitica 

En la grifica 3.3 se ve que la mayor parte de la proteina se ubicaba en tas Ultimas fracciones (88- 

  

   

100) La maxima acnvidad se ubieé alrededor de Ja fiscciin 90 Isto comerde con los resultados de fa primera 

parte de la columma, fo que era de esperarse ya que ambas partes se corrieron en las musmas condiciones



  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

          

Fraccion Actividad Actividad Prateina total 
especifica total mol mg 

umol min’ — [min 
mg 

10) 4.23, 0.84: 0.686) 

- 12! 119.51 40.5 0 339 

52! 5.91 60.3 10.2 

53 0.920 12.1 13.4 

91 313 1818.5 5.81 

92 68.5} 313, 457 

34 21.6 121 558 

95 27.3 145 5.31 

96 142 96.5) 6.8 

97 14.3} 108: 7.6 

i_ 98 10.7; 84 5] 7 88     
  

Tabla 3 5. Lote 2 para la purrficacién de Ja quimera TL. Segunda parte de la columna Monoq, pH 7.6 
Idénticas condiciones a la anterior. 

La tabla 3.5 muestra las mediciones de actividad catalitica y proteina total de las fracciones obtenidas 

a parur de la segunda parte de le columna de intercambio aniémco Monog, pH7.6. 

La actividad de la segunda parte de la columna Monog , pH 7.6 fue mejor que la de la primera parte. 

Los valores mas altos de actividad se encontraron en Jas fracciones 91 y 92, los cuales tienen valores altos de 

Proteina total 

De amibas partes de la Monoq se hizo una mezcla de fracciones que contenia a las siguientes: 

-de fa primera parte las muestras (83, 84, 86, $7) 

-de Ja segunda parte las muestras (91, 92) 

En total habian 12mL. Los cuales se dralizaron conua un L de amoitiguador TED 10/1/1 pH 76 toda la 

noche 

Columna de intercambio aniénice Monogq, pH 7.6 

La mezela de las fracciones de las dos partes de fa Monog anterior se pasd por otra columma de 

intercambio anidiiea, también a pH 7 6 El amoctiguador de cornda fue TED 10/1/1, pH 7 6. El cluyente fue 

TED 10/I/1, pll 7 6 y se hizo un gradiente salino con NaCl de 0-100mM. Grafica 3.4
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Grafica 34 Cromatograma de las muestras colectadas de la columna Monoq, pH 7.6 para el Lote 2 de la 
purificacion de Ja quimera TL. En circulos blancos esta a concentracién de proteina y en circulos negros la 

actividad especifica. El gradiente salino se cambio de 0-100 mM (30mL) y de 100mM-1M (40mL). 

Este paso de Ja purificacién de la quimeia TL fue muy bueno ya que se logré obtener un intervalo 

muy estrecho con la mayor parte de Ia proteina que tenia la méxima actividad especifica, Existe un pico 

maximo en la fracciones 20 y 21. Tabla 3.6,



  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Actividad Actividad Proteina total/Rendimiento 
Fraccion especifica itotalumol == jmg (%} 

mol min™ — |min™ 
mq” 

Fracciones 84.6 16139.5| 191 22.67] 
mezcladas 

dela 
columna de 
exclusion 

mezcla de 67.6 9734.4 144, 13.67; 
ambas 

partes de la 
Monoq, pH 
7.6 sin 
dalizar 

mezcia de 317 3962.5 125 5.57] 
ambas 

partes dela 

Mnog, pH 7.6 

dialzada 
20 103 1339 13 

21 112 866 9 7.74 

27 20 4 10.6 0.52 
[ 31 34.3 28.13) 0.82 

33: 29.4 28.5 0.968: 

35 156 16.4 1.052             

+ Tabla 3.6 Lote 2 de la purificacion de la quimera TL_ Columna Monog, pH 7.6. 
Se muestran las mediciones de actividad catalitica y proteina total de las fracciones que se obtuvieron 

a partir de la Monogq, pH 7.6 Las muestras con mejor actividad fueron la 20 y la 21 que ademas tienen la 

mayor cantidad de protcina. Po: ello se hizo una meazcla de las fracciones 20 y 21 y se pasd por la siguiente 

columna. 

Columna de intercambio aniénico Monogq, pil 8.0 

La mezcla de las fracciones de las fracciones 20 y 21 de la columna Monogq, pH 7 6 se pasé por una 

columna de intercambio aniémco a pH §.0 El amortguador unlizado fue TED 10/1/1, pH 8.0. El eluyente 

fue TED 10/1/1, pH 8.0 y se hizo un gradiente salino con NaCl de 0-100 mM 
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Grafica 3.5. Cromatograma de las fracciones colectadas de la Columna Monog, pH 80 de intercambio 
anidnico para cl Lote 2 de la pursficacion de la quimera TL La concentracién de proteina esta en circulos 
blancos y la actividad especifica se presenta en circulos negros El gradiente salino cambié de 0-100 mM 
(20mL) y de 100mM-1M (30mL). 

Aqui existe un pico de maxima concentracién de proteina que coincide con el valor mas alto de 
actividad specifica. El pico cortespondia a las fracciones 28 y 29. Se escogteron las fracciones 27 y 28. 

  

  

  

  

  

  

  

  

    

Fraccion Actividad Actividad Proteina total 
especifica total wmol mg 

xmol mint (min! 
mg” 

21 3.81 0.805 0.211 

27 1.426 0.429 0.301 

28 8.56 6 59 0.770 

29 35.5 11.8 0.331 

30 4.37 257 0.588: 

31 4.54 0.433, 0 281 

32 § 83: 1 45) 0.248 

33 88.1 12.9 0 146         
  

Tabla 3.7 Lote 2 de ta purificacién de la quimera de TI. Columna Monoy, pH 80) Amortiguador TED 
1O/I/1 a pHs



La tabla 3.7 presenta las mediciones de actividad catalitrca y concentracién de proteina de Jas 

fracciones obtenidas de Ja columna de intercambio aniémico Monog, pH 8.0. A pesar de que la actividad es 

muy baja, se escogieron las fracciones 27 y 28 porque eran las mas puras, como se puede ver en el gel 3.1. 

La fraccidn 27, cuya actividad especifica es de 1.43 mucromolas de sustrato por minuto por mg de 

enzima; y la fraccién 28, cuya actividad especifica es de 8.6 micromolas de sustrato por mmuto por mg de 

enzima, se observan en los carnies 3 y 4 del gel 3.1. Se obtuvo um total de 0.5 mg de enzima por mL de 

solucién. Se hizo una mezcla de estas fracciones cuya concentracién final es de 423 ug/mL y su actividad 

especifica es de 3.8 micromolas de sustrato por minuto por mg de TPI. 

  

Gel 3.1. Figura que muestra el gel de acrilamida teflido con plata de las fracciones: 1) estandar de alto peso 
molecular; 2) mezcla de [as fracciones 20 y 21 dializadas de Ia columna Monog pH 7.6, 3) fraccién 27 de la 

columna Monoq, pH 8; 4) fraccién 28 de la columna Monog, pH 8; 5) fraccton 29 de Ja columna Monoq, 

pH8; 6) fraccién 30 de Ia columna Monog, pH 8; 7) fraccién 3! de la columna Monog pH 8; 8) fracci6n 32 de 
la columna Monogq, pH 8, 9) fraceién 33 de la columna Monog, pH 8; 10) TPI pura de T bruce? (contro). 

El gel 3,1 muestra que las fracciones 27 y 28 son fracciones parcialmente puras ya que falta eliminar 

un contaminante de menor peso molecular (bandas inferores) y uno de alto peso molecular en el carr] tres. 

Las otras muestras estin mucho mas contammadas, lo que s¢ ve en la presencia de varias bandas ademas de la 

correspondiente a la TP]



Purificacién de la quimera LT. 
Diagrama de flujo resumido de la purificacién de la qumera LT 
Amortiguador de lisis pH 6.5+ células transformadas e inducidas por IPTG. 

Se pasé por la Prensa de French a 1500 psi 3 veces 

Se centnifugé a 45000rpm por 20 minutos 

Precipitado ¥ 45000 rpm Sobrenadante 4 45000rpm. 

Sele aereganyn 200mM NaCl, se agité 30 min. Se llevé a +" de sulfate de amonio 

Se centrifugé a 12000 rpm durante 15 mn Se centrifugs a 12000 rpm durante 15 min 

| sobrenadante sobrenadante 

Se lev a 45% de sulfato de amonio Se llevé a 60% de sulfato de amonio 

Se centnfugé a 12000 rpm durante 15 min Se centrifugé a 12000 rpm durante 15 min 

} sobrenadante \ precipitado y sobrenadante 

Se Hevé a 60% de sulfato de amonio * Se Hevaron a 90% de sulfato de amonio 

4 
Se centmfugé a 12000 rpm durante 15 min 

Precipitado y sobrenadante 

Se Hevaron a 90% de sulfato de amonio 

*Columna de exclusi6n molecular Sephacryl S- 300 (3.6 mL) Amortiguador de lisis, pH 7 6 
¥ 

Mezcla de tas fracciones 38-51 

Cm-Sepharosa 1, pH 7.6 yore de NaCl de 0-150mM 

Mezcla de las fracciones 8-16 

CM-Sepharosa 2 pH 7 6 ‘CM-Sepharosa 3 pH7.0 4mL. 
Gradiente de NaC] 0-100mM-1M | 

Mezcla de las fracciones 6, 17, 19 y 20 Mezcla de las fracciones 16 y 17 

Monogq pH 8 

Monog pl! 7.4 primera parte (4m) Monog pI] 7 4 segunda parte (2mL) gradiente 0-100mM-1M. 

FPL pura en das traccrones 22, 23, 24 y 25 de la sets parte de la columnna Monog.pH 7 4



Purificacién de la quimera LT. 

Determinacién de la concentraci6n de proteina, actividad especifica y rendimiento de las muestras 
colectadas después de tos tres ciclos de la Prensa de French, las centrifugaciones y las precipitaciones 
por sulfate de amonio de las muestras con y sin sal. 

  

Fraccion Actividad Actividad Proteina total/Rendimiento 
especifica total mol img (%) 
xmol min’ — {min 
mg” 
  

  

extracto de fa 6.998 45300 6470 100 
Prensa de 
French 
sobrenadant 13.4 43000: 3210: 94 92) 

ide 45000rpm 

precipitado 244 548 256 1.21 
de45000 rom 
precipitado 117 316 270 0.70 
de 0-45% de 
suifato de 
amonio 
precipitado 33 203 61.5 0.45) 

de 45-60% 
de suifato de 
amonio 
sobrenadant 0.39 87.7 148! 0 13) 
de 60-90% 
de sulfato de 
lamonio 

precipitado 058 1430 2460 3.16 
de 0-45% de 
sulfato de 
lamonio+sal 
Precipitado 9.14 4826 $28: 10.66] 
de 45-60% 
de sulfate de 
amonio +sal 
Sobrenadant 1A? 218 186 0.48 
de 45-60%de 

sulfato de 
amonio +sat 

  

  

  

  

  

  

  

              

Tabla 38 Medicion de actividad para las fracciones colectadas tras los ciclos de la Prensa de French, la 

centrifugacion y fa precipitacién por sulfate de amomo 
La tabla 3.8 muestra las mediciones de actuvidad catalitica, concentracién de proteina y rendimiento 

de la purificacién de las muestras (con y sin sal) obtemdas despues de los ciclos de Prensa de French, 
centrifugacién a 45000rpm y precipitaciones con sulfato de amonio, 

at



  

Gel 3.2. Gel de acrilamida tefido con plata que presenta las muestras: 1) estandar de alto peso molecular; 2) 
fraccién de la Prensa de French; 3) sobrenadante de 45000 rpm; 4) precipitado de 45000 rpm; 5) precipitado 

de 0-45% de sulfato de amonio + 200mM NaCl; 6) precipitado de 45-60% de sulfato de amonio + 200mM 

NaCl; 7) sobrenadante de 60-90% de sulfato de amonio + 200mM NaCl; 8) precipitado de 0-45% de sulfato 

de amonio sin sal; 9) sobrenadante de 45-60% de sulfato de amomio sin sal; 10) precipitado de 45-60% de 
sulfato de amonio sin sal. 

El gel muestra que fos carnles 2, 3 y 4 estan muy contaminados, lo que era de esperarse dado que son 

fracciones que no han sido purificadas, el extracto de Ja Prensa de French; el sobrenadante de 45000 rpm y 

precipitado de 45000 rpm £) carril 5 tiene muchas menos bandas y vemos una en el peso esperado de 26000 

daltones pero tiene una actividad especifica baja. El carml 6 contiene al precipitado de 45-60% de sulfato de 

amonio con sai, que ademas de tener una banda a la altura de la TPI, presenta una alta actividad especifica. El 

carril 8 esti muy contaminado y el resto de los carriles no presentan protcina o Io hacen en muy poca cantidad 

(carries 7.9, 10) 

A partir de estos resultados, se escogié la fraccién del precipiatdo de 45-60% de sulfate de amomio 

con NaCl 200mM para pasarlo por la columna de exclusién molecular Sephacry] S-300 ya que cra la muestra 

con mayor conentracién de proteina, mayor actividad especifica y mejor rendimiento. 

Colunina de exclusion molecular Sephacryl S-300, pH 7.6 

La muestra del preerpitade de 45-60% de sulfato de amonio se pasé por una columna de exclusién 

molecular, Sephacryl $-300 EI amortiguador fue TED de lisis, pil 7.6. El cluyente fue c] mismo 

amortiguador de la coruda, A las muestras que se obtuvicron de esta columna se les nidié la concentracién de 

proteina, y la actividad especifica a aquellas con mis cantidad de proteina
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Grafica 3,6. Cromatograma de las fracciones colectadas de la columna de exclusién molecular. Quimera LT. 
En circulos blancos se ve la concentracion de proteina y en circulos negros la actividad especifica. 

En la grifica 3.6 se ve que la proteina estd repartida en varios picos y el maximo de actividad 
catalitica no coincide con el maximo de actividad especifica Sin embargo, cl valor mas alto de actividad 
especifica si s¢ encuentra en una zona de alto contenido de proteina. Esto indica que en e! primer paso de la 
punificacion logramos eliminar una gran cantidad de contaminantes y recupcramos a la proteina de interés en 

las fracciones concentradas alrededor de la muestra 50. Como se trata de un pico muy poco acentuado 

elegimos un rango grande de fracciones (38-57) para ase¢gurarnos de no perder a fa enzimia. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

     

Fraccion Actvidad especifica | Actividad total Proteina total mg 
}umol min’! mg"! Emo! min’! 

25 0.77 145 1.88 

26 0.51 34.98 26.7 

28 7:03 225 32.0 

33 0.00 000 48.0 

34 4.89 13 23.1 

44 20.9 531 25.4 

48 33.4 1032 303 

33 913 241 26.4 

57 7,24 161 22.2 

61 0.74 16.0 216 

[74 247 _ 32.4 p13] 
(i 39 1644 ~ ;         
  

Tabla 39, Purnficacion de la quimera LF, Columna de exclusion molecular, Amortiguador PFD de isis pH 
To



La tabla 3.9 muestra la actividad catalitica y la concentracién de proteina de las muestras que 

salieron de la columna de exclusién molecular Sephacry! S-300, pH 7.6. La actividad en general es baja y los 

valores mas altos coinciden con el rango de fracciones que se eligieron para pasar por la siguiente columna, es 

decir, las fracciones 38-51. 

Se hizo una mezcla de las fracciones 38-51 para pasarla por la columna de intercambio catiénico CM- 

Sepharosa. 

Columna de intercambio catiénico CM-sepharosa 1, pH 7.6 

La mezcia de las fraccrones 38-51 de la columna de exclusién molecular se pasé por una columna de 

intercambio catiénico, El amortiguador de la corrda fue amortiguador A, pH 7.6. Se eluyé con el mismo 

amortiguador. Se hizo un gradiente salino con NaCl de 0-150mM. Las muestras obtentdas fueron medidas 

para determinar su concentracién de proteina y su actividad especifica. 

  

m
g
/
m
L
 

TP
I 

a
v
e
c
 

n
a
w
 

o
o
-
 

m
7
 

Oo
 
D
U
H
 

OO
 

    

  

  

-O- mg/mL 

-® actividad especifica micromolas G3P *min’mg TP!       

Grafica 3.7 Cromatograma de las muestias obtenidas de la columna CM-Sepharosa 1, pH 7 6 de la quimera 
LT La concentracién de proteina aparece en circulos blancos y la actividad catatiuca en circulos negros, 

Ks claro que la mayor parte de la proteina estaba ubicada en las primeras 20 fracciones 1 pico de 
maim. concentracién de protcina comeide con el valor mas alto de actividad especifica (fracciin 8) Se 

escogio el intervalo de fiacciones 8-16 para pasarlo por la columna siguiente 

    



  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

Fraccién Actividad ‘actividad Proteina total 
especifica total umol mg 

umol min? |min* 
mg 

7 29.4 135) 0.460) 

8 79.6 791 9.94 

10} 57.1 547 9.58 

44 41.4 547 13.2 

12| 42.6 644 15.1 

13 40.2| 551 13.7 

14 44.5 515) 12.4 

1] 32.7 369.5: 41.3) 

16) 28.6 219.4 7.32 

47 50.45) 32.3 5.92: 

20) $02) 40.2 0.08 

81 69 28 0.04!           
Tabla 3 10, Purificacién de la quimera LT. Columna CM-Sepharosa 1 Amortiguador A pH 7.6. 

La tabla 3.10 presenta las mediciones de actividad catalitica y la concentracion de proteina de las 

muestras que se obtuvieron de fa columna de intercambio catiénico CM-Sepharosa i, pH7.6. Los valores mas 

altos de actividad y concentracién de proteina estaban ubicados entre Jas fracciones 8-16 (SmL. totales). 

Se hizo una mezcla de esas fracciones, se dividid en dos partes. Una de ellas se utlizé para intentar una 

purificacién altemativa mediante una columnaa CM-Sepharosa 3, pH 7.0 y una Monog, pH 8.0, pero dicho 

intenté resuité en la pérdida de Ja proteina 

La otra parte de la mezcla de fracciones 8-16, se pasd por otra columna CM-Sepharosa 2, pH 7.6. 

Columna de intercambio catiénico CM-Sepharosa 2, pH 7.6 

Cuatro mL de la mezcla de fracciones 8-16 de la columna anterior CM-Sepharosa 1, pH 7.6 se 

pasaron por otra CM-Sepharosa 2, pH 7.6. El amortiguador utihzado fue cl A, pH 7 6. El eluyente fue el 

amortiguador A a pH 7.6 y se hizo un gradiente salino con NaC! de 0-100mM-1 M. 

Oa
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Grafica 3.8, Cromatograma de las muestras obtenidas de la Columna CM-Sepharosa 2, pH 7.6. Se muestran la 
concentracién de proteina (circulos blancos) y 1a actividad especifica (circulos negros). El gradiente salino 
cambio de 0-100mM (36mL) y de 100mM-1M (90mL). 

En la grafica 3 8 queda claro que la muestras con mayor actividad especifica (17, 18, 19) tenen muy 

poca proteina. En este paso de purificacién la proteina no se separé adecuadamente y se perdié mucha TPI. A 
partir de este resultado fue necesario modificar el tipo de columna utlizado y el pH de la corrida. También se 
modificaron los gradientes salinos de NaCl. 

  

  

  

  

  
  

  

    

Fraccion Actividad Actividad Proteina total 
lespecifica total pmol mg 

umol min jmin™ 
mg” 

15) 287 413 14.4 

16 13.1 354 27.0 

18| 146 473 3.24 

19 283 707 25 

20 10.7, 254 23.7 

Mezcla 136 452 3.32         
Tabla 3. 11 Purificacién de Ja quimera LT Columna CM-Sepharosa 2, pH 76 Amortiguador A pli 7.6, Se 

mwestran las mediciones de actividad catalinca y concentracién de proteina de las muestras obtemdas de la 
columna de intercambio catidnico CM-Sepharosa 2, pl 7 6 Los valores mas altos de actividad se encontraron 

en las fracciones 15-20 ya que tenian la mayor parte de Ja proteina.



Se decidié hacer una mezcla de jas fracciones 16, 17, 19 y 20 (6 mL) totales que se 

dividieron en dos partes, una de 4 mL y otra de 2mL. Ambas partes se pasaron por una columna de 

intercambio aniémico Monog, pH 7.4. 

Se hizo un gel con muestras de la ultma columna, CM-Sepharosa 2 

  

Gel 3.3. figura que muestra el gel de acrilamda tefisdo con plata de las muestras de la columna CM- 
Sepharosa2, pH 76° 1) estandar de alto peso molecular, 2) fraccién 16, 3) fraccién 17; 4) fraccién 19, 5) 
fraccion 20. 

El gel 3.3 nmestra que las fracciones obtenidas de la colurina CM-Sepharosa 2, pH 7.6 estaban 

comtaminadas con otras proteinas (vanas bandas por arriba y por debajo de Ja banda esperada de 26000 

daltones). Se hizo una mezcla de las fracciones mostradas en ef gel 3 3 y se pasaron por una columna Monoq, 

PH 7.4 dividida en dos partes. 

Columna de intercambio aniénico Monoq, pH 7.4 (primera parte) 

Cuatro mL de la mezcla de fracciones 16, 17, 19 y 20 de Ja columma CM- Sepharosa, pH 7.6 

se pasé por una columna Monoq, pH 74. Se corrié con amortiguador A y se cluyé con el mismo 

amortiguador mas 200 mM NaC}. Se hizo un gradiente salmo de 0-100mM-1M con NaCl 

Se [ces midié concentracién de proteina y actividad catalitica a las muestras que salieron de esta 

columna 

Ob
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Grafica 3.9. Cromatograma de las muestras colectadas de la Colurmna Monagq, pH 7.4 (primera parte) para la 
quimera LT. En circulos blancos esta la concentracién de proteina y en circulos negros Ja actividad especifica. 
El gradiente salino cambi6 de 0-100mM (30mL) y del00mM-1M (130mL). 

Este paso de purificacion tampoco fue muy eficiente y se perdié mucha proteina, lo que se puede 
verificar en la grafica 3.9 cuando vernos que el maximo de actividad especifica (fraccién 27) tiene apenas 
0.18 mg de proteina total. Como se ve en la tabla 3 17 las actividades cataliticas también fueron bajas. 
Ninguna muestra qued6 pura, por lo que se retomé la mezcla de fracciones 16, 17, 19 y 20 para poner otra 
columna de intercambio aniénico Monogq, pH 8.0 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Fraccién Actividad Actividad Proteina total 
especifica total umol mg 

umol mint min’ 
mg 

7 30 9.9 033 

14 2.54 0.7. 0.29 

17 417 71 0.17 

27 196 35.3 0,18} 

53 313 438 0.14 

77 0.14 0.13 0.96 

78 1.67 12 0.72 

85 3.09 182 0.59 

86 80.4 48.2 060           

Yabla 3.12, Purficacidn de la quimera LT Columna Monog (puimera parte), Amoruguador a, pH 7.4; 

Amoitiguador B- Amortiguador A 1 1M NaCl, pH 7.4



La tabla 3.12 presenta las mediciones de actividad catalitica y concentracién de proteina de las 

muestras obtenidas de la primera parte de la columna de intercambio aniénico Monog, pH 7.4. 

La actividad de todas las muestras fue muy baja, 1gual que las concentraciones de proteina. Ninguna 

muestra estuvo pura asi que con los 2mL restantes de la mezcla de fracciones 16, 17, 19 y 20 de la columna 

anterior, se puso la segunda parte de esta columna en las mismas condiciones. 

  

Gel 3.4. Figura que muestra el gel de acrilamida tefido con plata de las muestras de la primera parte de la 
columna Monogq, pH 7.4- !) estandar de alto peso molecular; 2) mezcla de las fracciones 16,17,19 y 20 de la 
columna CM-Scpharosa 2, pH 7.6; 3) fraccién 7; 4) fraccién 11; 5) fraccion 17; 6) fraccién27; 7) fraccién 53; 

8) fraccién 77; 9) fraccién 85; 10) fraccién 86 

En el gel 3.6 se ve que ninguna muestra estaba pura y habia muy poca proteina en cada cart (tabla 

3.17. Decidimos poner la segunda parte de Ja columma Monoa, pH 7.4 

Columna de intercambio aniénico Moneq, pH 7.4 

Los 2mL restantes de la mezela de las fracciones 16, 17, 19 y 20 de Ja columna CM- Sepharosa, pH 

76, s¢ pasaron por una columna Monog, pH 7.4 Se corrié con amortiguador A y se cluyd con cl mismo 

amortiguador ¢ 200mM NaCl Se hizo un gradiente salino de 0-100mM-1M con NaCl 

Se les midid concentracién de pioteina y actividad catalitica a las muestias que salieron de esta 

columna
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Grafica 3.10 Cromatograma de las muestras colectadas de la Columna Monog, pH 7 4 (segunda parte) para la 
quimera LT. En circulos negros esta la actividad catalitica y en circulos blancos la concentracion de proteina. 
El gradiente salino cambi6 de 0-100mM (30mL) y de 100mM-1M (130mL). 

Aqui se puede ver que hay un maximo de concentracién de proteina entre las fracciones 60 y 80, sin 
embargo tiene una muy baja actividad especifica por lo que probablemente se trate de un contaminate, Ha 

habido una separacién de varias proteinas, lo que se aprecia ya que existen varios picos . La maxima actividad 
s¢ ve al final de la grafica en la fraccién 95, pero corresponde a un valor muy bajo de proteina Se hizo un gel 
para venficar la pureza de cada muestra. 

  

  

  

  

  

  

  

Fraccién Actividad Actividad Proteina total 
especifica total mol mg 
mol min? — |min’ 
mg” 

6 13.1 2.62 020 

11 5.89 1.35 0.23. 

23) 14.3] 2.0: 0.14 

64 4.31 1.8 0.42 

72 5.63 1.7 9.30) 

95) 456 22.8 0.50: 
            
  

Tabla 3.13. Pursficacién de Ja quimera LT, Columna Monog, pH 7.4 (segunda parte). Amortiguador a, pH 7 4; 

Amortiguador B~ Amortiguador A + 1M NaCl, pH 7.4 

Esta tabla presenta Jas mediciones de actividad catalitica y concentracién de proteina de las muestras 

obtenidas de la segunda parte de la columna de intercambio aniénico Monoy, pli 7 4 

oo



El rendimiento fue muy bajo lo mismo que la concentracién de proteina y la actividad catalitica, pero 

esta vez sf se tuvieron fracciones parcialmente puras: la 22, la 23, Ia 24, la 25 (ver gel 3.5) a partir de la 

cuales, se hizo una mezcla cuya concentracién es de 0.0085 mg de proteina por mL de solucién. La actividad 

especifica de esta mezcla es de 52.96 micromolas de sustrato por minuto por mg de enzima. 

En general, el rendimiento de la purificacién fue muy bajo, es necesario depurar el protocolo para 

obtener mas proteina pura. 

         12? 34 5 6 7 8 oT 
Gel 3.5. Figura que muestra el gel de acnlamida tefiide con plata de las muestras de la primera y 

segunda parte de Ja columna Monogq, pH 7.4: 1) estandar de alta peso molecular; 2) TP] pura de T.bruce: ; 3) 
mezcla de la primera parte de la columna Monogq, pH 7.4; 4) fraccién 25 de la primera parte de la Monog, pH 
7.4; 5) fraccion 26 de ta primera parte de la Monog, pH 7 4; 6) fraccién 27 de la primera parte de la columna 
Monogq, pH 7.4; 7) fraccién 22 de la segunda parte de la Monogq, pH 7.4; 8) fraccién 23 de la segunda parte de 
la columina Monoq, pH 7 4; 9) fraccién 24 de la segunda parte de la columna Monog, pH 7.4; 10) fraccién 26 
de Ia segunda parte de la columna Monogq, pH 7.4 

ft



Experimentos de caracterizacién de las quimeras obtenidas. 

Para darnos una idea general de las caracteristicas de las quimeras, se hicieron varios experimentos. 

Primero realizamos varias cinéticas enzimaticas para determinar la Vmax y la Km de ambas quimeras. 

También hicimos ensayos de estabilidad a la dilucién que nos permitieran observar como se comportan estas 

enzimas en medios cada vez mas diluidos. De esa manera conoceriamos indirectamente la afinidad de los 

mondémeros de cada quimera entre si. 

Por otro lado se Ilev6 a cabo un experimento de la reactividad del tiosulfonato MMTS con la quimera 

TL y comparamos su patron con et de las dos TPIs silvestres que ia componen. 

Determinaci6n de los parametros cinéticos de 1a quimera TL por duplicado. 

Concentracién de TPE TL en celda 1.07 pg 
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Grafica 3.11, Curva Michaelis-Menten para los datos por duphicado de la cinética enzimatica de TL. se midio 
Ja actividad especifica de la quimera TL con disuntas concentraciones de sustrate (0.07-2.45mM G3P par el 
ensayo y 007-2 76mM G3P para ct duphcada), ademas el ensayo contenia 0 02 mM NADH, 20 pg/ml. de a



GDH; 77X10 mg/mL de TPI TL; TED 100/10/1 2X, PH 8 0 Los datos se ajustaron segtn Ja ecuacién de 
Michaelis-Menten en el programa Grafit. 

Se obtuvo una Vmax de 10.75 pmol min mg" y una Km de 0.811 mM del experimento imcial, E] duplicado 
axTojé una Vmax de 10. 75 pmol min’ mg" y una Vmax de 0.452 mM. El promedio de ambos es de: 
Vmax=10.66 moi min’! mg"! y la Km = 0.623 mM. 

Las cinéticas muestran que existe una gran dispersion de datos lo que hace que no sea reproducible. Esta 
dispersion puede deberse a la inestabildad de la TP] (ver expernmentos de estabilidad a Ja dilucién) ya 
defectos en la purificacién que favorezcan las uregularidades en la medicion de la actividad especifica de Ja 
quimera. 

La TPI silvestre de S cerevisiae tiene una Vmax de 11536 pmol mm” mg" y una Km (G3P) de 1.27 mM, en 
cambio la quimera Th, que n su mayor parte esta formada por la TPI de levadura, tiene una Vmax promedio 
de 10.66 mol min mg” y una Km (G3P) de 0.63 mM. Estas diferencias quieren decir que las mutaciones 
introducidas sobre la enzima silvestre de levadura afectaron sus caracteristicas ciméticas de modo que la 
quimera se volvié menos veloz para catahzar la isomerizacién de las triosas, pero su sitio activo se une con 
una mayor afinidad al sustrato que el de Ja proteina silvestre.



Determinacién de los parametros cinéticos de LT. 

Concentraci6n de TPI en celda 0.17 pg 
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Grafica 3.12. Curva Michaelis-Menten para los datos de la cinética enzimatica de la quumera LT. Se midié la 
actividad especifica de la quimera LT con distintas concentraciones de sustrato (0.07-2.19mM G3P). Se 
usaron también 0.2mM NADH, 20 pg/ml. de a-GDH; 1.7X10* mg/mL de TPI LT. Amortiguador TED 
100/10/1, pH 7 4 Los datos se ajustaron a una curva Michaelis-Menten en el programa Grafit. 

Los datos de la cinética de Ja quimera LT se ajustaron bien a una curva Michaelis-Menten No hay 

demasiada dispersién de datos, quizd porque esta enzima es mas estable que la TL (ver datos del expermento 

de estabilidad a la dilucién) y esta mas pura (ver geles 3.1 y 3.5) 

Para esta enzima s¢ obtuvo una Vmax de 87.86 amol min? mg"! y una Km de 0,96 mM. Al comparar estos 

datos con los de la TPI silvestre de 7.bruce?, que tiene una Vmax de 8644.58 umol min? mg” y una Km de 

0.7174 mM, vernos que la Vmax es unas cien veces menor en la quimera y el sitio activo de la silvestre une 

con mayor afinidad al sustrato. Esto indica que Ja mutacién introducida ha hecho que la enzima sca menos 

eficente al isomerizar Este no cs un resultado inesperado ya que los cambios introducidos son bastante 

fuertes, en el sentido de que son demasiados cambios a la vez, como para que no descquilibren la estructura 

(erciaria y cuaternarta de Ja enzima.



Estabilidad a la dilucién de la quimera TL mediante actividad enzimatica. 

TPI stock 423 pg/mL 
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Grafica 3.13. Datos del experimento de estabilidad a la dilucion de la quimeraTL. Se midié ta actividad 
especifica de seis muestras de TP! Tl diluidas a distintas concentraciones (1,5,10,50,100,423 pe/mLl TPH) 

después de 24 horas de incubacién. Se utilizé amortiguador TED 100/10/1, pH7.6; 1 mM G3P; 0.2 mM 
NADH y 20 g/mL de a-GDH.E] control se hizo con TPI de levadura y el mismo tiempo de incubacién. 

En Ja grafica 3.13 se muestra que a diferencia de los valores de la enzima silvestre de S cerevisiae (en 

negritas), los valores de actividad especifica de la quimcra caen aun en concentraciones altas de proteina (100 

ug/mL) La estabilidad de la quimera TL decae considerablemente con la disminucién de la concentracién de 

proteina Esto nos hace pensar que fa quimera no és estable porque probablemente no se encuentra presente en, 

forma dimérica En cambio Ja TPI silvestre de levadura se mantiene estable a pesar de la dilucién. 

~1



Estabilidad a la dilucién de la TPI LT mediante actividad enzimatica, 
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TPI stock 85 pg/mL. 

Grafica 3.14. Datos del experimento de estabilidad a la dilucién de la enzima quimérica LT. Se midid Ja 
actividad especifica de las scis muestras de TPI LT a distintas concentraciones (5,10,20,40,60,85 ug/mL TPI) 
después de 24 horas de incubacién Las muestras estaban diluidas en amortiguador TED 100/10/1, pH 7.4 y 
agua. Los ensayos contenian | mM G3P; 0.2 nM NADH y 20 g/mL de a-GDH. El control se hizo con la 
TPI de tripanosoma y ef mismo tiempo de incubacién. 

La grafica 3 14 indica que la enzima LT es inestable a la dilucién ( aunque Jo sea en menor grado que 

la enzima TL) ya que a bayas concentraciones de enzima casi no hay actividad. La enzima LT es més inestable 

que fa TPI silvestre de tripanosoma Es probable que esto se deba a que los mondémeros de la quimera se 

disocian facilmente por causa de las mutactones introducidas en ella. 

La actividad especifica de fa TPI silvestre de tripanosoma comenza a caer a concentracioncs por 

debayo de los 40 jig/ml de TP, en cambio, la quimera to hace desde los 80yg/L, lo que indica que nunea esti 

presente en forma duménica a esa concentracién durante los ensayos de actividad,



Determinacién de Ia reactividad de la quimera TL con MMTS. 

EI MMTS es un tiosulfonato que reacciona especificamente con la cisteina 14 de la TP]. Dado que los 
primeros 53 aminoacidos de la quimera TL provienen de la TPI del tripanosoma, sabemos que la quimera 
tiene una cisteina en la posicién 14. Quisimos comparar la inhtbicién de la actividad de la TPI del 
tripanosoma con la inhibicién de la TPI de fa quimera por MMTS. Utilizamos a la TPI de levadura como 
control. 
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Grafica 3.15, Esta grifica muestva la actividad especifica residual en porcentaje para las TPIs de 1) TL; 2) S 
cerevisiae y 3) T brucer tras 1a incubacién con SmM de MMTS a 15, 30, 60 y 90 minutos. Se midid actividad 
¢n ensayos que contenian: 1mM G3P; 0.2 mM, NADH; 20 ug/mL de o-GDH y 1 Rg de TPI de TL; 5 ng de 
TPI de T brucei, 2 ng de TPI de S cerevisiae Se hizo un control de cada muestra con ensayos sin MMTS. 

En la grifica 3.15 se puede ver el efecto que tiene el MMTS en las TPis de TL, Toruce y S 

cerevisiae Es clao que la TPL del uipanosoma se inactiva desde los primeros 15 minutos de meubacién 

quedando con tan sdlo 6.8% de actividad residual que alos GO minutos Hega a ser de sdlo 6 0% tesidual



En el caso de la TPI de levadura podemos constatar que Ia actividad residual se mantiene siempre en 
9 por encima del 90% por lo que se puede conclu que el MMTS no afecta significativamente a la TPI de 

levadura porque no tiene cisteina 14. 

Por su parte, la TPI de TL se inhibe parcialmente. Quitando el punto de los 60 minutos que también 
fue un error de medicién, se puede comprobar que conforme paso el tiempo de incubacién, la enzima pierde 

actividad hasta llegar a los 90 minutos, cuando tiene sdlo 69 6% residual. La inhibicién de la quimera es 

mucho menor que para [a silvestre de tripanosoma. Esto puede deberse a que la conformacién de la quimera 

impide el efecto inhibitorio del MMTS al hacer a fa cisteina 14 menos accesible al tiosulfonato. 

  

  

  

      

Muestra 15 minutos 30 minutos 60 minutos 90 minutos 

TL 95% 73% 266% 69.6% 
S. cerevisiae 90% 98% 91% 95% 
T, brucei 6.8% 6.8% 6.0% 8.6%         
  

Tabla 3.14, Esta tabla muestra la actividad residual de las enzimas de TPI de 1) TL; 2) S.cerevisiae; 3) 
T.brucei a distintos tiempos de incubacién con SmM de MMTS.



Capitulo 4: Discusion y Conclusiones 

Construcci6n de las quimeras. 

Las quimeras construidas para e} trabajo de esta tesis, se basan en la estructura de la TP] 

silvestre de T. brucei y de S. cerevisiae. En buena medida se puede decir que la quimera TL es 

una mutaci6n sobre la TPI de S. cerevisiae y que la LT es una mutacién sobre ta TPI de T.brucei. 

Por supuesto no se trata de dos mutaciones aisiadas, sino de un par reciproco de quimeras 

complementarias. Esto permitié obtener mas informacién acerca de la estructura de la TPI que si 

hubiéramos construido una sola quimera. Ademas, pudimos estudiar algunas diferencias existentes 

@ nivel de estructura y parametros cinéticos entre las dos especies silvestres utilizadas. 

Coma ya se menciond en la introduccién, la TP! es una enzima cuyo motivo 

conformaciona! es el barri a/® Esta estructura se presenta en al menos el 10% de todas las 

proteinas globutares conocidas (Brandén, 1991). A pesar de que es una estructura muy recurrente, 

la secuencia de aminoacidos que la codifica no esta tan conservada como se esperaria. Tan sdlo 

en el caso de la TPI, segin datos de Wierenga y colaboradores (1992), de trece secuencias 

estudiadas, sdlo 56 residuos de 250, es decir, el 22%, estan conservados Sin embargo, a nivel 

tridimensional, los monémeros son casi iguales. 

La identidad de residuos de aminoacidos entre la TP! de S. cerevisiae y la de T. brucei es 

de aproximadamente 49% (Wierenga, 1992). Se presume que los aminoacidos conservados, no 

sdlo entre éstas especies sino por lo menos en 11 mas, sean los responsabies de ta identidad a 

nivel tridimensional. Los residuos que conforman ei sitio active estan 100% conservados. Entre la 

TP! de las dos especies silvestres utilizadas en este trabajo, hay un 59% de identidad entre los 

tesiduos que conforman la interfase, es decir, aquetlos de las unidades o/B 1,2 y 3. A pesar de la 

variabilidad en la secuencia, la asociacién entre los monomeros no cambia significativamente entre 

las dos especies (Wierenga,t992) La mayoria de ios puentes de hidrégeno directos entre la 

subunidad 1 y la subunidad 2 estan conservados. Hay 24 de estos puentes de hidrégeno en la 

levadura y 20 en el tripanosoma La mayoria se establecen con residuos de la unidad o/B 3 

La TP! de levadura tiene tres puentes salinos con el asa 3 y la TPI de T. brucei tiene sdlo 

dos Las interacciones de la unidad a/B 2 de la interfase son diferentes entre las dos TPls: la 

interfase es menos hidrofébica en la levadura que en el tripanosoma. En las trece secuencias que 

estudiéd Wierenga en 1992, los residuos conservados estan predominantemente en las hebras beta 

centrales 0 en las asas que les siguen directamente. Estas estructuras contribuyen en gran medida 

a la estabitidad del dimero y a !a catalisis.



Loop-6 Active site 

  

Figura 4.1. monémero de TPi en el que se muestran en gris, las unidades a/B intercambiadas en 

las quimeras. 

Entre las TPls de S. cerevisiae y T. brucei existen, en las primeras dos unidades a/B 

codificadas por los primeros 53 y 54 aminoacidos respectivamente, 36 sustituciones La TPI de 

T.brucej tiene un residuo mas (54) que la TP! de S. cerevisiae (53) para las primeras dos unidades 

a/B. De estos 36 cambios, 17 implican cambios en la polaridad del residuo. Muchos de estos 

cambios son de un aminoacido alifatico por uno polar, por ejemplo, alanina 2 en la levadura por 

lisina 3 en el tripanosoma. Una diferencia asi no sdélo afecta ta polaridad, sino las constricciones 

estéricas ya que la lisina es bastante mas voluminosa que la alanina y la primera puede tener una 

gran reactividad con otros residuos de la enzima. Otro cambio interesante aunque no muy 

importante en cuanto a la estabilidad o estructura del dimero, puede ser el introducido en la 

quimera TL ( sobre fa TP! de tevadura) en el que una arginina (posicién 3) se sustituye por una 

prolina (posicién 4). La carga positiva de la arginina es cambiada por la cadena lateral alifatica de 

la prolina, ademas de las restricciones rotacionales que esta ultima le impone al enlace N-C alfa de 

la cadena principal. En e! primero de estos ejemplos la lisina permitiria una mayor reactividad que 

la alanina al posibilitar la generacién de puentes salinos. En cambio, en el otro eemplo, la prolina 

reduce las interacciones potencrales de esa posicién, ya que la cadena lateral de ésta no tiene 

grupos reactivos, al contario de la arginina que puede interactuar de muy diversas maneras con 

otros residuos de la enzima. 

En la unidad o/B1 los aminoacidos 11, 13, 14, 15, 16, 17 y 18 son los puntos de enlace en 

ja interfase: todos estan conservados (presentes en !as dos TPls silvestres), excepto el residuo 14 

(cisteina en el trpanosoma y leucina en la levadura) En la unidad a/8 2 los residuos que 

intervienen en la interfase son, para levadura. prolina 44, alanina 45, treonina 46, trosina 47, lisina 

48, aspartico 49, y para trpanosoma son giutamina 18, treonina 44, fenilalanina 45, valina 46, 

PSL
IST

EEA
 

ES
TA
 
TE
S 

Ke 
Si
ze
 

s
a
e
 

6



histidina 47, lisina 48, alanina 49. Todos estos aminoacidos, a excepcién de fa lisina 48 son 

distintos entre ambas TPis. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

Residuos de la interfase dela | Elemento de la estructura Residuo equivalenie en la TPI 
TPl de T. bruce secundaria de S. cerevisiae 
Asn 17 Hebra Beta 1 Asn 
Lys 13 Asa Lys 
Cys 14 Asai Leu 

Asn 15 Asai Asn 
Gly 16 Asal Gly 
Ser 17 Asa Ser 
Gin. 18 Alfa Hélice 1 Lys 
Thr 44 Asa2 Pro 
Phe 45 Asa2 Ala 
Val 46 Asa2 Thr 
His 47, Asa 2 Tyr 
Ala 49 Alfa Hélice 2 Asp     
Tabla 41 Comparacién de los aminoacidos que forman las dos primeras unidades a-B en las TPis 
de T.brucei y S.cerevisiae.(Wierenga, 1992) 

En el asa 1, la cisteina 14 del tripanosoma es sustituido en Ja levadura por una leucina. 

Este cambio es muy interesante porque mientras que !a cadena lateral de fa levadura es alifatica, y 

por Jo tanto no tiene grupos reactivos, el grupo tio) de Ja cisteina es el grupo mas reactivo de todas 

las cadenas laterales (Creighton, 1993). De hecho, es este residuo el que se rastrea con MMTS. 

Por Jo demas, el resto de los residuos de la interfase (Asn 11, Gly 16 y Ser 17) estan conservados. 

Todos estos aminoacidos son capaces de establecer ya sea, puentes de hidrdgeno, puentes 

salinos 0, en el caso de la cisteina 14, un enlace disulfuro 

En el asa 2, todos los residuos de la interfase son diferentes entre ambas TPls y se 

sustituyen: glutamina por lisina (18) (poco reactivo por muy reactivo); treonina por prolina (44) 

(alcoho! por pirrolidina), feniialanina por alanina (45) (aromatico por alifatico); vatina por treonina 

(46) (no polar por polar; histidina por tirosina (47) (nucieéfilo electrofilo por aromatico); alanina por 

asparagina (49) (alifatico por amida). 

Para ambas asas, en términos de reactividad de los residuos, se podria decir que la TP] de 

tripanosoma es capaz de generar enlaces polares entre las unidades a/B de la interfase por ta 

presencia de la cisteina 14, treonina 44, fenilalanina 45 e histidina 47, Sin embargo, quiza no sea 

una diferencia muy significativa porque la TPl de levadura tiene otros residues que podrian 

compensaria’ sina 18, treonina 46 y asparlico 49, Ademas, en el plegamiento de proteinas no solo 

la formacién de enlaces es determinante, también se deben tomar en cuenta las restricciones 

estéricas y las interacciones no polares o hidrofébicas 

 



En términos de hidrofobicidad, las diferencias en la secuencia de aminoacidos de las TPls 

silvestres provocan que fa interfase en la TPI de levadura sea menos hidrofébica que la del 

tripanosoma. En todo caso, en las quimeras , las unidades a/B 1 y 2 se han intercambiado, Jo que 

daria como resultado una inversion en cuanto a las caracteristicas que Jes confieren los residuos 

de dichas unidades. Asi, la LT seria mas hidrofébica que fa TL en esas unidades. Esto, por 

supuesto repercute en la interaccién con la unidad a/8 3 para conformar ta interfase entre tos 

monomeros. 

En la siguiente tabla se ve cudles son Ja interacciones entre las unidades o/B que hacen la 

Interfase, tanto para las TPs siivestres, como para las quimeras: 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

          

T.brucei TL UT S.cerevisiae 
Asai 
Asn 314-Thr 75 Asn 311-Thr 75 Asn 310- Thr 75 Asn 310-Thr 75 

| Cys 374(O)-Gly 72 (N) [Cys 314(0)-Gly 72(N)_ [Leu 313(0)-Gly 72(N)_| Leu 313(0)-Gly 72(N) 
Cys 314(N}-Gly 72 (0) | Cys 314 (N)- Gly72(0) [Leu 314(N)- Gly72(0)_| Leu 314(N)- Gly72(0)_ 
Gin 318 (NEZ)- Gin 378(NEZ)-Asp Lys 317(NZ)-Asp Lys 317(NZ)-Asp 
Asp85(0) 85(0) 48(OD1) y Asp85(OD2) | 48(0D1) y Asp85(OD2) 

Gin 318- Asp 48 Lys 317(N)-Asp Lys 317(N)-Asp 
85(OD1) y Asp85 85(OD1) y Asp85 
{OD2) (OD2) 

Gin 318(N}- Gin 318(N}- Asp Lys 317(N)-Asp Lys 317(N)-Asp 
Asp85(OD2) 85(OD2) 85(OD1) 85(0D1) 
Asa2 

Tyr 346(OH)- Tyr 346(OH)- 
Asp85(OD1) Asp85(0D1) 
  

Tabla 4 2. Interacciones entre los aminoacidos que componen las unidades a/B de la interfase en 
fas cuatro TPis Entre paréntesis se indica el atomo involucrado en el puente de hidrégeno directo 
(O por oxigeno; N por nitr6geno OH por hidroxilo; NZ por nitrégeno en la posicién Z; NEZ por 
nitrdgeno en posiciones E y Z; OD1 por unidad a/B uno; OD2 por unidad a/P dos). La nomenclatura 
de los residuos se hizo suponiendo la existencia de dos monémeros unidos por la interfase. Los 
residuos del primer mondémero van del 2 al 250 y det segundo mondémero de} 302 al 550. 

En la tabla 4.2 se puede ver que los puentes de hidrégeno directos entre las subunidades 1 

y 2 de la TPI no se establecen entre los mismos residuos de aminodcidos de una especie y de otra, 

sin embargo, hay que hacer notar de que se trata, en cas: todos los casos, de enlaces equivalentes 

en cuanto a la posicién que ocupan dentro de ta Secuencia de residuos. Esto es, por ejemplo, que 

mientras que en la TPI de tripanosoma existe un puente de hidrégeno directo entre el aspartico 311 

y la treonina 75 del asa 1, en la levadura hay uno equivalente entre ef aspartico 310 y la treonina 

75 de Jamisma asa. Se trata, en efecto, del mismo enlace. 

 



En el caso de fa glutamina 318 de ta subunidad 1 de la TPI de tripanosoma, que esta 

enlazada con el aspartico 85 del asa 1, vemos que en fa levadura, dicha asa puede establecer dos 

puentes de hidrégeno directos entre la lisina 317 y el aspartico 48 (con cualquiera de los dos 

oxigenos de la cadena lateral). En el tripanosoma, la glutamina 348 de la TP también se puede 

unir al otro oxigeno del grupo carboxilo de ta cadena terminal del aspartico 85. El equivalente de 

este puente de hidrégenc es el enlace de la lisina 317 con e! aspartico 85 en ta TPi de levadura. 

Ahi también, a diferencia de la TPI de levadura, el mismo aspartico 85 puede unirse con la tirosina 

346 dei asa 2. La TPI de tripanosoma no presenta puentes de hidrégeno directos en el asa 2. 

Ahora bien, la quimera LT es capaz de establecer los mismos puentes de hidrégeno que 

existen en la TP] de levadura. En cambio, la quimera TL, ademas de poder formar todos los 

puentes de hidrégeno que forma Ja TP de tnpanosoma, podria, en principio al menos, establecer 

un puente de hidrégeno entre el aspartico 48 y ta glutamina 318. 

Hay que notar que uno esperaria que los enlaces no covalentes fueran iguales entre la 

quimera LT y la TP! de tripanosoma y entre la quimera TL y 1a TP! de levadura, ya que cada uno 

sé@ parece, respectivamente, a esa especie silvestre, pero no sucede asi. Esto se debe a que al 

menos estos puentes de hidrégeno se establecen en su mayoria entre las unidades a/B 1 y 2 con 

‘a unidad 3 y ésta esta mas conservada a nivel de secuencia, por ello, no es de extrafiar que el asa 

3 de la levadura y e! tripanosoma se parezcan entre si. Por otro lado, cuando los enlaces no 

ocurren entre las unidades 1 y 2 con la 3, entonces se dan entre las mismas unidades 1 y 2 (que 

en fas quimeras, provienen de una sola especie) 

&Podriamos por ello esperar que solo con introducir este cambio mutacional, la TP! de 

levadura se comportara como la de tripanasoma y viceversa? De ser asi, eso significaria que parte 

de lo que hace funcionalmente diferente a la TPI de 7. brucei de la de S.cerevisiae, reside en las 

diferencias existentes entre los residuos de fas primeras unidades o/B. Y sin embargo, 

estructuraimente, los mondémeros son casi idénticos, tal vez porque los enlaces establecidos entre 

ambas sean equivalentes (la estructura abierta de las dos TPls de levadura y de tripanosoma es un 

poco distinta, pero cerradas son casi iguales, Wierenga, 1992). Es posible, entonces, que las 

quimeras difieran considerablemente en la untén mondmero-mondémere, no ‘slo entre elias sino 

entre cada quimera y aquéila TPi silvestre de la cual se componen en su mayoria. Para saberlo 

con certeza sera necesario realizar experimentos para determinar si las quimneras se presentan 

como dimeros 0 no y éstos en qué medida son estables Se debera contar con la estructura 

cristalografica.



Esperariamos que con los cambios introducidos en la TP! de tripanosoma, ésta se vuelva 

menos hidrofébica y la de levadura mas. Pero lo que ocurre es que la quimera LT se vuelve mas 

hidrofébica que la TPI de tripanosoma y que la otra quimera (TL). Esto se debe a que en las dos 

primeras unidades o/8 del trpanosoma hay 28 residuos polares y en fa levadura sdlo 25. Al 

construir las quimeras quedan unidas fas ocho unidades alfa con mayor contenido de residuos 

polares (en TL), al revés que la quimera LT (ver tabla 3.1 y figura 1.2). 

Estas diferencias podrian ser importantes a nivel del plegamiento debido al efecto hidrofébico 

diferencial. 

En la tabla comparativa de las cuatro TPis (Tabla 3.1) se ve que hay una distribucién 

desigual de los tres residuos aromaticos. Asi, mientras los triptofanos en T. brucei y en S. 

cerevisiae son cinco y tres respectivamente, en las quimeras ambas tienen cuatro. Es claro que un 

triptofano de la TP! de tripanosoma se encuentra en las dos primeras unidades a/B y es por eso 

que aparece después en la quimera TL. De la misma manera, se pueden rastrear Jos otros 

residuos para observar, por ejemplo, que una fenilalanina de la levadura pasa a la de T. brucei en 

la quimera LT. La TP! de T.brucei cede una tirosina a la TPI de S. cerevisiae en la quimera TL. 

La quimera LT, en total, tiene dos residuos aromaticos mas que TL Estas diferencias 

afectan la absorbencia y fluorescencia de las quimeras, sobre todo porque ambas tienen el mismo 

némero de triptofanos, que es el residuo mas fluorescente y ef que mejor se sigue 

espectrofotométricamente. 

La quimera TL tiene un coeficiente de extincién molar de 1.043 s (280) (M “cm ~*), en 

comparacién con fa TPI de levadura de 0.95 (280) (M “' cm “' ). La quimera LT tiene un 

coeficiente de extincion molar de 1.24 « (280) (M~' cm ™") y el de la TPI de tripanosoma es de 

4.302 © (280) (M~' cm ~' ). Los valores de las quimeras son cercanos a los de las TPls silvestres 

respectivas. Se tuvieron que variar los protocolos de purificacién sobre todo por las diferencias en 

el punto isoeléctrico de las quimeras. Esto hace que las quimeras reaccionen distinto a las 

silvestres en jas columnas cromatogréficas. 

Por ultimo, el peso molecular teérico de las quimeras casi no cambia en relacién a las TPls 

silvestres Lo cual era de esperarse dado que las dos TPis_silvestres tienen pesos moleculares 

muy similares entre si En este sentido, no se han debido modificar tos parametros de la 

purificacion de las quimeras 

Bit



Purificacién de las quimeras. 

Quimera TL 

Las quimeras se purificaron con base en tos protocolos para la purificacion de las TPls 

silvestres de T brucei y de S. cerevisiae. Como existen importantes diferencias entre las enzimas 

siivestres y fas quimeras, se tuvieron que implementar algunas variaciones pertinentes, sobre todo 

en lo que concierne a las condiciones de corrida de las columnas cromatograficas y la precipitacion 

por sulfato de amonio. 

En el caso de la quimera TL, se tomé como base la purificacian de la TPI de S. cerevisiae 

(Vazquez et al, 1998, no publicado). En el primer lote de TL, el sobrenadante que salié de la 

centrifugacién a 45000 rpm se ilevé a 45% de sulfate de amonio. Pero dados los resultados de la 

purificacion del primer lote, con el segundo decidimos llevar ei sobrenadante de 45000 rpm a 50% 

de sulfato de amonio para lograr que mas proteinas contaminantes precipitaran desde el Principio, 

Lo mismo se hizo ai incrementer el porcentaje de sulfato de amonio al que se llevé el siguiente 

sobrenadante: en el jote uno se llevé a 65% y en el dos a 70% de sulfato de amonio. 

Una diferencia importante entre las purificaciones de los dos Jotes de TL fue que tras la 

centrifugacién del sobrenadante llevado a 65% de sulfato de amonio, se escogié la fraccién del 

precipitade de 65% para pasarla por las columnas cromatograficas. En cambio, del segundo iote, 

se escogié la fraccién del precipitado de 70% de sulfato de amonio. Este ultimo valor de 

Precipitacion por sulfato de amonio se eligid porque a ese porcentaje se esperaba una mayor 

precipitacién de la proteina ya que teniamos las antecedentes de la purificacién del tote 1 y 

suponiamos que un valor intermedio daria buen resultado 

Es probable que el rendimiento det segundo lote de TL se haya incrementado 

considerablemente debido a que se modificaron los porcentaes de sulfato de amonio con los que 

se realizé la purificacién por precipitacién diferencial. La primera columna por la que se pasaron las 

muestras fue la de exclusion molecular. Se siguieron las mismas condiciones en ambos casos y 

como se puede ver en la grafica 3,1, el rango de las fracciones escogidas es aproximadamente el 

mismo (42-50 en el lote uno y 43-53 en el tote dos). En el caso del lote uno, 2.2 mL de la mezcla 

mencionada se pasaron por la siguiente columna, una Monog pH 7.6. En esa ocasién, la columna 

se saturO y la mayor parte de la proteina no se pegd a la resina (fraccién NP1). Con este 

antecedente de referencia, en el segundo lote decidimos dividir la mezcla_ del sobrenadante de 

70% en dos partes iguales de 7.5 mL cada una y pasarias independientemente por dos Monogs a 

pH 7.6 que corrieran en las mismas condiciones (figuras 3.2 y 33). La mezcla comin de ambas 

Monags se paso por otra Monog a pH 7.6 y finalmente, ya que la fraccién estaba casi pura, se 

opté por cambiar el pH de la Monogq a 8.0 para propiciar que Ja proteina se quedara en la resina.



Lo que es claro es que las diferencias en el protocoto de purificacion det tote 1 y del lote 2 
determinaron que sdlo en el segundo caso se tuviera una proteina parcialmente pura. Estas 

diferencias son, primero el precipitar a ia quimera con 70% de sulfato de amonio; dividir ta mezcla 
que se pasaria por la primera columna Monoq en dos partes iguales para que no se saturara, lo 

que impidié que la proteina se diluyera mas como ocurrié en el caso de la fraccién NP del primer 
lote. 

Los pHs a los que se corrian fas columnas no se cambiaron, lo que indica que esos valores 
son adecuados para obtener proteina pura. Lo que cambid, sin embargo, fueron los gradientes 

salinos con NaCi para despegar la proteina de la columna. 

En al lote 1, la primera Monog a pH 7.6 tuvo un gradiente de 0-100 mM, esa fue la columna 
que se saturé En el lote 2 en cambio, fa Monoq que se corrié en dos partes iguales de 7.5 mLa 

pH 7 6 con un gradiente de 0-100mM En éf lote 1 la segunda Monogq se trato con un gradiente 0- 

100mM. 

En el! fote2, después del primer dializado, la columna Monoq a PH 7.6 se traté con un 

gradiente de NaCl de 0-100m\M, fo mismo que la witima columna Monog a pH 8.0 

Las diferencias entre los gradientes salinos hizo que la proteina se despegara mas de las 

columnas en el segundo lote. 

Quimera LT. 

En el caso de la quimera LT, dada su similitud con la TPI de T. brucei, se utilizé el 

Protocolo para la punficacién de esta ultima como base (Borchert, T.V et al, 1993) . A diferencia 
de la purificacién de la quimera TL, en este caso sélo se requirié de un lote para obtener proteina 

pura Después de la centrifugacién de 45000 rpm, al precipitado obtenido se le agregaron 200 mM 

de NaCl. Esto con el fin de solubilizar a las proteinas que mantienen interacciones electrostdticas 

con la membrana celular, como es el caso de la TPi de tripanosoma, a diferencia de la TPI de S. 

cerevisiae y de E.coli que son solubles en las condiciones en las que se realiza la centrifugacién a 

45000 rpm. La solubilizacién de proteinas asociadas a membranas mediante NaCl es ventajosa ya 
que nos permitié deshacernos de la TPI de E.coli que pude ser dificit de eliminar, Este paso se 

puede realizar sin nesgo de perder TP! de T. bruce, por lo que en esta purificacién también se 

precipit6 con NaCl 

A pesar de que el protocolo para TPI de T. brucei sdlo toma las fracciones que tienen NaCl, 

nosotros decidimos rastrear también aquéllas otras fracciones provenientes de! sobrenadante de 

45000 rpm para evitar el riesgo de perder la TPI quiménica, cuyas caracteristicas podrian diferir lo 

suficiente de las de la silvestre como para que no se comportaran igual frente a la sal,



Tanto la parte con sal, como la parte sin sal (precipitado de 45000 rpm y sobrenadante de 

45000 rpm respectivamente) se trataron con precipitacién con sulfato de amonio. Una vez que se 

llevaron las fracciones parciales hasta 90% de sulfato de amonio, se procedié a medirle actividad 

enzimatica y concentracién de proteina a cada una. De ahi se decidié proseguir sdlo con la parte 

de la purificacién que tenia los 200mM de NaCl al principio, y de ésta, se escogid Ia fraccién del 

precipitado de 60% de suifato de amonio ya que era una fraccién con un valor alto de actividad 

enzimatica y de proteina, ademas de que la presencia de la sal eliminaba practicamente la 

contaminacién por presencia de TPI de E.coli,. 

Como se ve, los porcentajes de sulfato de amonio difieren de los utilizados para la quimera 

TL. Esto ya era claro desde los protocolos de purificacién para las enzimas silvestres. El hecho de 

que concuerden hasta cierto punto las condiciones para las silvestres y jas quimeras, nos habla de 

que al menos en cuanto a los métodos de purificacién se comportan de modo similar. 

Después de pasar la quimera por la columna de exclusion molecular a pH 7.6, se obtuvo la 

mezcia que pasé por la CM-Sepharosa {intercambio catiénico} a pH 7.6. La mezcla de esta CM- 

Sepharosa se dividié en dos partes. Una de ellas se pasé por una CM-Sepharosa a PH 7.6 y la otra 

parte por una CM-Sepharosa a pH 7.0. La proteina se peg mejor a pH 7.6 

De Ia mezcla de la CM-Sepharosa pH 7.0 (no detallada en la tesis) se decidid poner una 

columna Monogq, porque fue claro que con las columnas de intercambio catiénico estabamos 

perdiendo mucha proteina. Esto indicaba que la quimera no estaba reaccionando como se 

esperaba frente a las cargas negativas de la CM-Sepharosa y si la proteina no se pegaba a los 

radicates carboxilo de la columna de intercambio catiénico, entonces esperabamos que jo hiciera 

con los radicales amino de la Monoq Por alguna raz6n (amortiguador, punto isoeléctrico, enlaces 

no covalentes, etc.) el intercambio de cationes no se estaba dando en la proporcién deseada, tal 

vez se debia a que ta proteina no era tan positiva como se esperaba, ya que normalmente la TPi 

de tripanosoma se purifica con columnas tipo CM-Sepharosa. Ademés, no sdlo se cambid el tipo 

de columna, sino que regresamos el pH una unidad mas que la vez anterior y ta corrimos a pH 8. 

Esta no fue una buena decision y se termind por perder !o que quedaba de proteina. Por ello 

tuvimos que regresar a la mezcla de la CM-sepharosa a pH 7.6 y poner una Monog con menor pH 

7.4 para que la proteina se pegara mas y en efecto asi lo hizo aunque en muy bajas cantidades. La 

Monog, pH 74 se cord en dos partes igquales en la misma columna (figuras 3.9 y 3.10). 

Justamente de la segunda parte de esa Monoq a pH 7 4 se obtuvo la proteina pura, aunque en 

muy bajas cantidades, 

Al parecer, la quimera LT es menos positiva en cuanto a la carga eléctrica total que la TPI 

de tripanosoma y esto sin duda se debe a las mutaciones introducidas en esta Ultima 

Los protocolos de purificacion de las quimeras se pucden perfeccionar ahora que sabemos 

qué condiciones favorecen la seleccién de cada una



Los factores que afectan fa purificacion en columnas cromatograficas son, entre otros, la 

resina elegida (el adsorbente), la polaridad de! solvente (pH del amortiguador), el flujo de elucion, 

ta velocidad de la corrida, el gradiente salino, etc. 

En el caso de nuesiras purificaciones se hicieron variaciones en cuanto al pH del eluyente, 

el gradiente salino, ia velocidad de corrida, ei flujo de elucién y el tipo de resina. Ademas del tipo 

de columna involucrada, ya sea de exclusién molecular (Sephacryl S-300); MonoQ (intercambio 

aniénica) 0 CM-Sepharosa (intercambio catiénico); lo que mas afecté la purificacion por columnas 

cromatograficas fue el pH del amortiguador eluyente y los gradientes salinos. Esto se debe a que 

hay un flujo constante de amortiguador que eluye la columna y separa en fracciones a la muestra 

corrida, por lo mismo, el equilibrio que se establece a lo largo de fa columna es dinamico. Las 

moléculas que se han de separar estén siendo constantemente pegadas y despegadas de la 

resina hasta que llega a un equilibrio dindmico en el que hay un numero promedio de moléculas 

pegadas a la misma. Este equilibrio dinamico que se establece en la columna y que determina qué 

moléculas se quedan pegadas y qué otras salen, depende estrechamente del pH del amortiguador 

de elucisn, en particular, para las columnas de intercambio iénico. 

El pH del amortiguador se elige segun el punto isoeléctrico de la proteina. Por debajo de 

ese valor, la proteina tiene una carga neta positiva por lo que se pega a resinas con carga negativa 

como la CM-Sepharosa. En cambio, un valor de pH por encima del punto isoeléctrico hace que Ja 

proteina quede con carga neta negativa y por lo mismo se puede pegar a una resina positiva como 

la Monog. Entre mas se aleja del valor de! punto isoeléctrico, mas cargada esta la proteina 

Como parte dei trabajo de afinar el protocolo de purificacién de las quimeras, es necesario 

establecer muy bien los intervalosos de pH que son éptimos para obtener la mayor concentracion 

de proteina pura posible, 

Para purificar a la quimera TL es mejor llevar el sobrenadante de 45000 rpm hasta 70% de 

sulfate de amonio. Después centrifugar la muestra a 12000 rpm por 15 munutes y utlizar ese 

sobrenadante para pasarlo por la Sephacryl S-300 a pH 7.6. Las Monogs sucesivas pueden 

efectuarse a un pH que oscile entre 7.6 y 8.0 

Para la purificacion de LT es muy importante agregarle al precipitado de 45000 rpm los 200 mM de 

NaCl, Quiza sea siempre recomendable medir tas fracciones sin sal para descartar la presencia de 

la TP] quimérica en elias. En este caso se tendré que evaluar si las columnas CM-Sepharosa son 

indispensables o ver si es posible utilizar ias Monogs desde el principio. Al parecer, el pH que 

estas Columnas soportaron mejor fue el de 7.6, porque tanto 7 como 8 resulltaron en una perdida 

importante de proteina.



Experimentos de Caracterizacién de las Quimeras. 

-Parametros Cinéticos. 

  

  

  

      

      

TPi Vmax pmol min “mg “tT G3P Km (mM) Referencia 

T.bruce: 8644.58 0.72 Borchert,T.V. et 

al,1993 

S.cerevisiae 11536 127 Krietsch et al, 1970 
TL 10.66 (promedio) 0 63 (promedio) No publicado 
Th 87.86 0.96 [No publicado     

Tabla 4.3. comparacién de los prametros cinéticos (Vmax y Km de las TPls de T.brucei, 
S.cerevisiae, TL y LT. 

Esperabamos que si las quimeras se plegaban corno las silvestres entonces podiamos 

encontrar semejanzas en los parametros cinéticos, sin embargo, la quimera Ti no se acerca a los 

valores de la TPI de levadura. La Vmax es cerca de mil veces menor en la quimera, lo que 

implicarfa que los cambios introducidos en ésta han afectado lo suficiente la conformacién para 

que baje su actividad, pera no demasiado porque como vemos en la figura correspondiente, la 

enzima puede catalizar la reaccién de isomerizacién 

La Vmax de Ja quimera es menor que Ja de Ja TPI silvestre de Jevadura. Algo semejante ya 

se habia observado con anterioridad en 1994, cuando Kishan y sus colaboradores (Kishan et al, 

1994) construyeron una quimera con una TPI de E.coli a la cual se fe habia sustituido una unidad 

a/B por otra de la TPI de pollo. Esta quimera tenia una Kcat diez veces menor que la de la TPI 

silvestre de E.coli Sin embargo, a pesar de contar con el cristal de la quimera, Kishan y 

colaboradores, no observaron un cambio conformacional que justificara esta diferencia, por lo que 

No explican el descenso en el valor de fa Keat de la quimera. 

Nosotros no contamos aun con el cristal de las quimeras TL y LT que tendran la altima 

palabra en cuanto a la determinacién de los cambios estructurales en las quimeras. 

Aparentemente la quimera TL une con mayor afinidad al sustrato que la TPI silvestre de 

levadura, pero tarda mas en catalizar ia isomerizacién Esto confirma que las dos primeras 

unidades a/f son importantes para el correcto plegamiento del monémero y de la interfase, lo que 

determina su funcién catalitica, en particular los parametros cinéticos.



En el caso de la quimera LT, también se presenta un descenso en la actividad ya que fa 

Vmax de la quimera es cien veces menor que el de ia silvestre. Asimismo, la Km de fa LT es 0.2 

unidades mayor que la de T.brucei. 

Las caracteristicas cinéticas de las TPis silvestres utilizadas se han modificade debido a la 

mutacién introducida en las quimeras. La actividad ha disminuido, en estas tltimas, pero atin se 

trata de enzimas capaces de catalizar la reaccién de isomerizaci6n. Entre ellas, la quimera LT es 

mas eficiente que la TL, con una velocidad maxima ocho veces mayor y una Km cercana a la del 

tripanosoma. Esto podria ser evidencia de que en la TP! de tripanosoma ei sitio activa, y mas 

precisarnente, su funcién, es mas independiente de los aminoacidos de las primeras dos unidades 

a/B, asi como de jos enlaces que éstos establecen con ei resto de la proteina. Dicho de otra 

manera, la introduccién de las dos unidades o/8 de ja levadura no desestabilizan a la TP de 

T.brucei. Sin embargo los resultados también se podrian interpretar de otra manera. Es posible que 

lo que haya sucedido es que, debido a la mutacién, LT sea mas eficiente que {a otra quimera. 

Entonces, jlogramos cambiar las caracteristicas cinéticas de la TPI de T.bruce/ y de la TPI 

de S.cerevisiae? de ser cierto esto tendriamos que pensar qué parte de la estructura es 

responsable de la eficiencia en la catalisis Quiza aunque el sitio activo se codifique por otras dos 

unidades a/, sean tas dos primeras (tal vez junto con la tercera) las que contribuyan 4 determinar 

Ja Vmax y la Km. , A pesar de jas mutaciones introducidas en las quimeras, se mantienen las 

caracteristicas cinéticas de las TPls silvestres? No, las caracteristicas cinéticas no se mantienen, 

entonces las dos unidades intercambiadas contribuyen en el desempefio del sitio activo. Si la 

dimenizacion es crucial para la actividad, entonces las mutaciones afectan la actividad al cambiar la 

interfase de los mondémeros 

Un cambio en fa Vmax y un aumento en la Km de una enzima mutante es algo muy comtn 

en los experimentos de mutagénesis dirigida (Blacklow et al, 1991; Borchert et al, 1994; Kishan et 

al, 1994, Schliebs et al, 1997) , por fo que no es raro que en.nuestro caso también ocurra asi. 

-Estabilidad a la Dilucién. 

Los experimentos de estabilidad a la dilucién estan mas relacionados con [a estructura de 

la enzima que con su actividad catalitica El estado dimérico de las proteinas es dependiente de la 

concentracién de las proteinas, esto es, que en un experimento de estabilidad a la dilucién, se 

observa claramente como al aumentar ia dilucién, baja estrepitosamente {fa actividad catalitica. La 

teora que explicaria este fendmeno es que los monomeras se unen entre si, sélo st hay altas



concentraciones de los mismos, lo que aumentaria la probabilidad de que se encontrasen. Los 

mongmeros que no dimerizan bajo estas condiciones, son muy inestables a la dilucién. A bajas 

concentraciones, los mondémeros sé disocian y pierden actividad. 

En cambio otras proteinas diméricas son muy estables a la dilucién y aun a bajas concentraciones 

siguen siendo dimeras y presentan actividad. 

La TPI es activa casi Unicamente como dimero y ta dimerizacidn puede o no estar 

estrechamente ligada a la concentracién de la misma. Hay variantes importantes entre las distintas 

especies de TP! en cuanto a la estabilidad a ja dilucién. La TPI de T. brucei es inestable a la 

dilucion y ia de S. cerevisiae es muy estable en las mismas condiciones (ver grafica 3.13 y 3.14). 

Una vez mas la prediccién respecto a la estabilidad de las quimeras, es que la TL sea estable ala 

dilucién y la LT inestable, si esperamos que se comporten como las silvestres. Como se puede ver 

en las graficas correspondientes, la curva de la actividad especifica de TL desciende rapidamente 

conforme aumenta la dilucién hasta Negar aun valor de dos micromolas de sustrato por minuto por 

mg de enzima. Es importante ver que en ningun momento, ni siquiera cuando ta concentracién de 

enzima era ja maxima, tuvo mucha actividad; ésta lego sélo a un maximo de 3.8 micromolas de 

sustrato por minuto por mg de enzima. Por esto se podria decir, que esta enzima nunca estuvo 

presente en forma dimérica. No sabemos hasta qué punto se modificé su estructura original con ja 

dilucion. Puede ser que hubiera estado en un principio como monémeros bien formados sin asociar 

y que tras la diluci6n perdieran su estructura. O bien que nunca estuvieron bien plegados los 

mondmeros. Esto ultimo es lo mas probable. 

Por otro lado, la quimera LT, también muestra un descenso en la actividad enzimatica 

conforme aumenta la dilucién, pero en este caso, la actividad orignal, Hegé hasta 31.77 

muicromolas de sustrato por minuto por mg de enzima.; lo que en principio nos habla de una posible 

dimerizacion inicial La actividad especifica baja paulatinamente hasta llegar a cero después de la 

dilucién. En este caso, la baja en actividad puede deberse a la disociacion de los manémeros 

seguida de la pérdida de estructura de los mismos, o simplemente a !a pérdida de estructura 

secundaria en los dimeros. 

De cualquier forma, es muy interesante que la prediccion en cuanto a la estabilidad de tas 

quimeras no se cumpliera. Esto podria querer decir, que la estabilidad 0 inestabilidad a la dilucién 

en tas TPls de 7.bruice/ y S. cerevisiae, yace en las unidades a/$ que conforman fa interfase. Las 

dos primeras unidades de la levadura serian las responsables de la estabilidad que muestra esta 

enzima a la dilucién; y esto se comprueba porque al reemplazar dichas unidades en la TPI de T. 

brucei, se observa como esta quimera (LT) es menos inestable a la dilucién Y viceversa, la TP! de 

S. cerevisiae, con las dos primeras unidades de T. bruce: (quimera TL), se vuelve inestable a Ja 

dilucion, 

aa



Sabemos que fa interfase de la qumera LT es més hidrofobica que ta TL, esto podria 

acarrear diferencias en el plegamiento de! dimero debido al efecto hidrofébico, que puede influir en 

la estabilidad de la TPI. Los enlaces establecides con la unidad 3 no deberian ser la causa 

principal de esta diferencia en estabilidad, porque como dijimos, dichos enlaces estan muy 

conservados. 

-Reactividad con MMTS. 

La TP! de T. brucei tiene una cisteina en la posicién 14, que en presencia de MMTS se une 

covalentemente y se inhibe la actividad de fa enzima Dada la construcecién de las quimeras, 

esperabamos que la quimera TL se inhiba en presencia del MMTS ya que también cuenta con la 

cisteina 14 y la cisteina 40, esta Gitima reacciona con el MMTS aunque en menor grado ( Garza- 

Ramos et al, 1996).( Ni la TPI de levadura, ni la quimera LT tienen dichas cisteinas, por lo que 

ninguna de las dos reacciona inhibiéndose con el MMTS). También se buscé comprobar la 

efectividad del MMTS para inhibir a la TL. De no inhibirse, eso se deberia al componente 

mayoritarlamente proveniente de la !evadura. 

Los resultados obtenidas concuerdan con las predicciones propuestas en ese sentido, de 

tal manera que ja TPI_ de T. brucei se inhibe hasta presentar sdlo el 3.5% de actividad residual Por 

su parte, la TPi de S.cerevisiae no se inhibe apreciablemente en presencia de MMTS, por lo que 

su actividad esta, hasta los $0 minutos tras la incubacién, sobre los 95% de actividad residual. 

La quimera TL se inhibe con el MMTS pero en menor proporcién que la TPl de T brucei. 

Esto confirma la presencia de la cisteina 14 y de la cisteina 40 pero también es importante decir 

que la inhibici6n no es tan grande en la quimera por el efecto amortiguador del resto de la 

estructura (cuyo origen esta en la levadura). Quiza en la quimera, la cisteina 14 esté menos 

expuesta al ataque del MMTS. Se requiere de la estructura cristalografica para confirmarlo. 

Por otro fado también se buscé descartar una posible contaminacion con TPI de E&. coli. 

En el caso de la quimera LT, esta contaminacién es paco probable dado el tratamiento original con 

200 mM de NaCl durante la purificacién que solubiliza a las proteinas que tienen interacciones 

hidrofébicas con la membrana celular tales como la TPL LT y la de tripanosoma Como contro! para 

este experimento, se incubaron también las TPs silvestres de 7. brucery de S.cerevisiae. 

ot



-Conclusiones. 

En términos de la identidad molecular, y después de haber realizado los experimentos de 

caracterizacién de las quimeras, quizA podamos decir que ia TPI es una molécula cuya forma 

tridimensional es el resultado de un largo proceso de evolucién molecular que responde a la 

presion de seleccion de crear una estructura a la vez flexible y estable. Flexible porque los barriles 

a/B pueden realizar diversas funciones y estable porque es una conformacion robusta, esto es, 

que los residuos que hacen de ella un barr! a/B estan repartidos a to largo de toda ia secuencia, 

por fo que tiene una gran capacidad de amortiguar mutaciones. Esto no es de sorprender si 

pensamos que puede tratarse de un motivo conformacional que surgié por divergencia evolutiva. 

Ademas de que las funciones que todas estas enzimas realizan son basicas e indispensables para 

el funcionamiento adecuado de la célula. 

Existen datos referentes a mutaciones hechas sobre fa TPI que no han afectado su 

estructura tridimensional, lo que también ocurre con las quimeras TL y LT. Presumimos que ambas 

quimeras, siguen siendo barriles a/B porque presentan actividad. Pero no sdélo este motivo 

conforma fa identidad molecular También son importantes fa interfase que une a los mondmeros y 

el sitio activo Creemos haber logrado cambiar la interfase de fas TPls silvestres de T.brucei y de S. 

cerevisiae, al haber intercambiado sus dos primeras unidades a/B, ya que este cambio no solo 

afect los enlaces comprometidos en la interfase, sino que implicé cambios en Ja hidrofobicidad 

que bien pudieron haber contribuido a la pérdida de estabilidad a la dilucién de la TPi de 

S.cerevisiae y de T.brucei. 

Por otra parte, aunque la regién del sitio activo no esta directamente involucrada en la 

mutaci6n, es clare que al intercambiar las dos primeras unidades a/f, la actividad catalitica cambid. 

Vemas que para la quimera TL la Vmax desciende en relacién a ia TPI de levadura, pero la Km 

también baja. Esto puede estar relacionado con el hecho de que el sitio activo sea mas 

complementario al sustrato y por lo mismo quede mas firmemente unido a} sitio activo en la 

quimera. Esto, sin embargo, no se traduce en un mejor desempefio, ya que como vemos la 

quimera es lenta y tiene poca actividad. TL es inestable a la dilucién, lo que querria decir que hay 

problemas en la dimerizacion a bajas concentraciones, esto a su vez, repercutiria en la baja 

actividad catalitica de la quimera. 

La quimera LT es cien veces mas lenta que la TPI de trpanosoma y tiene una Km mas alta 

que esta ultima (ver tabla 4.3). La quimera LT es mas veloz que la quimera TL y también es mas 

estable a la dilucién que ésta 

Es probable que exista un compromiso entre ja velocidad de catalisis y la estabilidad del 

dimero Tal vez no se pueda ser muy veloz en fa catalisis ni muy afin al sustrato, sin poner en



entredicho la estabilidad de la estructura terciaria. Las TPls  silvestres son una muestra de fa 

evolucién concertada que tiende a favorecer la eficiencia en ia catdlisis, sin perder la estabilidad 

estructural. Las quimeras son una muestra de que incluso las mutaciones mas fuertes en términos 

estructurales, como remplazar las dos primeras unidades a/® a un barril de este tipo, no logran 

hacer que se pierda la actividad. 

Ambas TPls han existido por varios millones de afios y han permitido la supervivencia de 

los organismos que fas poseen. La TP] de T.brucei es mas antigua que la de S.cerevisiae. Un 

proyecto interesante seria evaluar el desempefio catalitico y la estabilidad de la TP! en varios 

organismes y ver qué tendencias evolutivas existen en este sentido. Si se favorece mas la 

estabilidad 0 los parametros cinéticos. . 

Al parecer, las unidades a/B 1 y 2 estén muy relacionadas con la estabilidad a la 

dilucién de la TPI, lo que apoyaria la hipétesis de que de existir los médulos de plegamiento, estas 

dos unidades tenderian a plegarse al mismo tiempo, antes o después del resto del monémero. 

También parece ser que estas dos unidades afectan los parametros cinéticos de las enzimas, 

posiblemente mediante enlaces distantes o indirectamente, al determinar Ia estabilidad de ta 

Interfase. Recordemos que la TP! es activa casi exclusivamente en su forma dimérica. 

En cuanto a la identidad molecular de las TPs silvestres, creemos haber identificado algo 

acerca de dénde se concentran los residuos importantes para la estabilidad del dimero de la TPI. 

Atn falta mucho trabajo en cuanto a fa determinacién de la estructura y del patrén de plegamiento 

de estas quimeras. 

Perspectivas. 

Mejorar tos protocolos de purificacién para ambas quimeras. 

Determinar si las quimeras son mondémeros o dimeros. 

e Caracterizar el plegamiento de las quimeras para comprobar la existencia de 
los médulos de plegamiento y verificar si se dan en arreglo 2+6 6 6+2. 

» Determinar la estructura de ambas quimeras 

+ Obtener los cristales de TL y LT.
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